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Meccanismi di regolazione dell’espressione di fattori di stimolo dei B
linfociti sulla membrana dei basofili

Introduzione.

I basofili giocano un ruolo importante nella patogenesi delle malattie allergiche, sia come
cellule effettrici, che come cellule dell’immunitd innata, capaci di condizionare la risposta
linfocitaria in senso Th2. I meccanismi di regolazione dell’attivazione e della degranulazione dei
basofili sono solo parzialmente conosciuti. Il test di attivazione dei basofili (BAT) ¢ diventato un
importante test in vitro basato sulla citofluorimetria a flusso che permette di quantificare i basofili e
la loro attivazione superando come efficacia e velocita i vecchi saggi di quantificazione di rilascio
dei mediatori.

I marker di attivazione dei basofili usati per il BAT test son il CD63 e il CD203c, e I'analisi
combinata di questi due marcatori con il contenuto e il successivo rilascio di istamina, possono
essere studiati in citofluorimetria per valutare funzionalmente la risposta in vitro dei basofili dopo
stimolazione.

Durante questo anno di assegno di ricerca i filoni seguiti per studiare il ruolo dei basofili
nell’orchestrare le risposte immunitarie allergiche, non solo come cellule effettrici, ma anche come
cellule in grado di creare un ponte tra immunita innata e adattativa sono stati due: uno focalizzato
sul dialogo tra basofili e B linfociti, analizzando I’espressione di BAFF (Fattore di Attivazione dei
B linfociti) in pazienti asmatici, e uno focalizzato sul dialogo tra basofili e T linfociti, analizzando
I"espressione di ICOS e del suo ligando sui basofili di soggetti con rinite allergica.

Filone di ricerca sul BAFF. 11 BAFF (Fattore di Attivazione dei B linfociti) & un importante
regolatore dell’attivazione, proliferazione e produzione di IgE da parte dei linfociti B. Riniti
allergiche e asma allergici sono caratterizzati da un’alta produzione di IgE allergene specifiche alle
proteine allergeniche alle quali il soggetto & sensibilizzato (pollini. acari della polvere, muffe..). In
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alcuni pazienti si pud osservare uno spiccato aumento delle IgE totali, in particolare nei pazienti
con asma severo e sensibilizzazione a funghi o nei pazienti con Aspergillosi Bronco Polmonare
Allergica (ABPA).

Molte osservazioni recenti hanno riportato un ruolo centrale del BAFF nelle malattie
respiratorie allergiche. I1 BAFF & risultato essere aumentato nel lavaggio broncoalveolare di
pazienti allergici dopo challenge bronchiale con allergene, aumentato nello sputo indotto di soggetti
asmatici, e aumentato nello strato epiteliale nasale di soggetti affetti da rinosinusite cronica con
polipi (caratterizzata da elevati livelli di IgE). E’ inoltre noto che i granulociti neutrofili, che
condividono con i basofili I’origine mielopoietica, sono in grado di rilasciare il BAFF in seguito a
esposizione a stimoli pro-inflammatori.

Visto il ruolo centrale dei basofili nei processi allergici, e vista la comune origine
ematopoietica dei basofili e dei neutrofili, ¢i siamo chiesti se anche i basofili di soggetti allergici e
non allergici esprimessero il BAFF sulla loro membrana, e se questa espressione fosse aumentata da
stimoli IgE-dipendenti o IgE-indipendenti (ligandi dei Toll Like Receptors 2 e 4) .

Filone di ricerca focalizzata su ICOS e ICOS-L. ICOS & un membro della superfamiglia
CD28 ed é un recettore cruciale per la sopravvivenza e la funzione delle cellule T, della
differenziazione cellulare T-helper e dell’induzione delle risposte infiammatorie polmonari. ICOS
ligando (ICOS-L), uno dei cinque componenti della famiglia B7, & espresso sulle cellule presentanti
l'antigene nonché su diversi tipi di cellule non immuni. Il legame di ICOS al suo ligando attiva una
cascata di molecole di segnalazione intracellulare che impedisce l'apoptosi delle cellule T e induce
la produzione di diversi tipi di citochine a seconda del microambiente citochinico nel quale esse si
trovano. Molto recentemente & stato dimostrato che i linfociti innati di tipo 2 (ILC2) esprimono
1COS e ICOS-L sulla loro membrana, e che I’interazione ICOS:ICOS-L ¢& necessaria per la funzione
delle ILC2 e fornisce un segnale di sopravvivenza per le stesse cellule. Se basofili, cellule
dell'immunita innata come le ILC2, esprimano ICOS o ICOS-L sulla loro membrana non ¢ noto.

Visto il ruolo centrale dei basofili nei processi infiammatori polmonari e nell’asma
(evidenziato nelle nostre ricerche dello scorso anno durante il precedente contratto di assegno di
ricerca), e vista la comune appartenenza all’immunita innata dei basofili e delle ILC2, c¢i siamo
chiesti se anche i basofili di soggetti allergici e non allergici esprimessero ICOS e ICOS-L sulla loro

membrana, € se questa espressione fosse aumentata da stimoli I[gE-dipendenti o IgE-indipendenti.
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Metodi.

Filone di ricerca sul BAFF. Selezione di pazienti allergici ad ambrosia (n = 5), graminacee
(n = 5), Aspergillus Fumigatus (n = 6) pit 11 controlli sani. [ basofili del sangue periferico son stati
stimolati con stimoli IgE dipendenti (IgE e allergeni specifici) e IgE indipendenti (fMLP, LPS, 1,3
beta glucano, acido lipoteicoico), per valutare |’espressione dei marcatori di membrana di
attivazione (CD63 e CD203c¢) e del BAFF.

Filone di ricerca su ICOS e ICOS-L. Selezione di pazienti con rinite allergica (n = 5) piu 6
controlli sani. Dopo la valutazione dell’espressione basale di ICOS e di ICOS-L. i basofili del
sangue periferico son stati stimolati con IgE, fMLP per valutare variazioni di espressione in
membrana dei suddetti marcatori. Inoltre, per valutare la funzione di ICOS-L sulla membrana dei
basofili, abbiamo valutato "attivazione dei basofli (upregolazione di CD63 e produzione di IL-4) in
tre pazienti allergici e tre soggetti sani, in seguito a stimolazione con ICOS solubile, da solo e in

associazione a stimolazione con IgE o in associazione a stimolazione con allergene specifico.

Risultati,

Filone di ricerca sul BAFF. 1 basofili di soggetti allergici e non allergici esprimono
costitutivamente il BAFF sulla loro membrana, senza differenze tra i due gruppi.

Nei pazienti allergici ad ambrosia e graminacee, stimolazioni con IgE e allergeni specifici
non apportano aumento nell’espressione del BAFF sulla membrana dei basofili. La stimolazione
con Aspergillus Fumigatus ¢ in grado di aumentare in maniera statisticamente significativa
I’'espressione del BAFF su pazienti sensibilizzati e controlli, probabilmente attraverso un
meccanismo non IgE mediato, visto che I'aumento avviene anche sui basofili di soggetti non
allergici.

Stimoli IgE-indipendenti come fMLP e ligandi del TLR-2 (1,3 beta glucano, LTA_SA) ma
non del TLR-4 (LPS) sono in grado di aumentare, come |’Aspergillus Fumigatus, in maniera
statisticamente significativa I’espressione di BAFF sulla membrana dei basofili dei soggetti sani e
dei soggetti allergici.

Filone di ricerca su ICOS e ICOS-L. ICOS-L, ma non ICOS, & basalmente espresso sulla
membrana dei basofili di soggetti allergici e di soggetti sani senza differenze tra i due gruppi

(cellule esprimenti ICOS-L: 4,75+6.21 vs 6,74+5.9 %, rispettivamente nei soggetti allergici e
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soggetti sani). Stimolazione con IgE e fMLP sono in grado di aumentare 'espressione di ICOS-L,
sui basofili di soggetti allergici e sani: nei primi da 4,75£6,21 a 17.92£12,7 % (p = 0.05) ¢ a
8.92+7.27 (p=0.04) in seguito rispettivamente a stimolazione con IgE e fMLP e nei controlli sani
da 6.74+5,9 a 48,76:44.16 % (p=0.03) e a 17,2£17 (p=0.05) dopo stimolazione rispettivamente con
IgE e fMLP, senza differenze significative tra i due gruppi.

La stimolazione di ICOS-L con un costrutto solubile FAB2-like di ICOS, ottenuto fondendo
la porzione extracellulare di ICOS con il dominio CH3 delle IgG1, a differenti tempi di incubazione
(20,40 e 60 minuti) non ha influenzato I"espressione di I[COS-L sulla membrana dei basofili e non
ha indotto |'upregolazione del CD63.

Per quanto riguarda la produzione di IL-4, la stimolazione di ICOS-L con ICOS solubile da
solo era in grado di aumentare i livelli di IL-4 intracitoplasmatici, in paragone ai livelli basali, sia
in soggetti allergici che in soggetti sani, senza differenze significative tra i due gruppi.

La stimolazione con ICOS solubile insieme alle IgE ha indotto un incremento maggiore dei
livelli di IL-4 intracitoplasmatici in paragone ai livelli basali e ai livelli ottenuti con stimolazione
con ICOS solubile da solo, senza differenze significative tra soggetti allergici e soggetti sani.

La stimolazione con ICOS solubile insieme a stimolazione con allergene specifico nei
pazienti sensibilizzati ha indotto un incremento maggiore dei livelli di IL-4 intracitoplasmatici in
paragone ai livelli basali e ai livelli ottenuti con stimolazione con ICOS solubile da solo e insieme

alle IgE.
Conclusioni e Prospettive.

Filone di ricerca sul BAFF. 11 BAFF & costitutivamente espresso sulla membrana dei
basofili e tale espressione non é aumentata da stimolazione con IgE o allergeni, ma & aumentata
dall’ Aspergillus Fumigatus e dai ligandi dei TLR-2, sia in soggetti allergici che nei soggetti sani.

L’aumento di BAFF in seguito a stimolazione con Aspergillus Fumigatus potrebbe essere
correlata all’engagment del TLR-2 e quindi contribuire alla produzione e incremento delle IgE
policlonali comunemente riscontrate nei pazienti con asma severo e sensibilizzazione fungina o nei
pazienti con Aspergillosi Bronco Polmonare Allergica (ABPA). 1 basofili potrebbero quindi
contribuire a creare un link tra immunita innata e adattativa, dialogando direttamente con i B

linfociti e inducendone la produzione di IgE.
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Ulteriori studi sono necessari per capire esattamente questa nuova funzione biologica dei
basofili, ponendo il BAFF come candidato ad essere un eventuale target terapeutico nelle malattie
allergiche caratterizzate da elevati livelli di IgE.

Filone di ricerca su ICOS e ICOS-L. 1 basofili di controlli sani e di pazienti allergici
esprimono ICOS-L (ma non ICOS) sulla loro membrana e l'espressione & upregolata dalla
stimolazione con IgE e fMLP. Il legame di ICOS solubile a ICOS-L sulla membrana dei basofili
non induce attivazione dei basofili (nessuna upregolazione di CD63).

Il legame di ICOS solubile con ICOS-L sembra invece in grado di attivare i basofili in
maniera diversa, inducendo la produzione e il rilascio di mediatori citochinici, nel caso dei basofili
di IL-4.

La stimolazione pit efficace nell’indurre un aumento dei livelli di IL-4 intracitoplasmatici
sembrerebbe essere 'unione di ICOS solubile alla stimolazione con allergene specifico, che
potrebbe quindi spiegare e suggerire un’interazione funzionale tra basofili, che portano ICOS-L
sulla loro membrana e sono in grado di secernere grandi quantita di IL-4, e cellule dell’'immunita
adattativa, in questo caso i linfociti Th2 che portano ICOS sulla loro membrana, permettendo una
interazione tra immunita innata e adattiva nell’iniziare e mantenere la risposta Th2 allergica.

Ulteriori studi sono necessari per capire esattamente questa nuova funzione biologica dei
basofili, prospettando la possibilita che la modulazione dell’espressione di ICOS-L possa

rappresentare una strategia terapeutica delle patologie allergiche piu gravi.
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I dati della presente ricerca sono stati presentati nei seguenti congressi e pubblicati sulle
seguenti riviste:

- Boita M, Heffler E, Pizzimenti S. Raie A. Saraci E, Omede P, Bussolino C, Bucca C,
Rolla G. Regulation of B-cell-activating factor expression on the basophil
membrane of allergic patients. Int Arch Allergy Immunol. 2015;166(3):208-12

- Boita M, Dianzani U, Bucca C, Rolla G. ICOS ligand expression on basophils
membrane. Accepted for presentation in a Poster Discussion Session (PDS) at
theEAACT Congress 2016, held in Vienna, Austria, 11-15 June 2016.

Torino, 15 settembre 2016 Dott. Bo&a{(sqonic%
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Abstract

Background: To mvestigate the modulation of B-cell-activar-
ing factor (BAFF) expression on the Lasophil membrane of
dllergic patients, BAFF is an important regulator of B-call ac-
tivation, proliferation and  Immunaglobulin production,

maeting the production of 1gE by B cells. Methods: Periph=ral
bleod samples of 10 patiznts with allergic rhinitis, 3 with se-
vera asthma and fungal sensitization (SAFS), 2 with allergic
bronchapulmanary aspsrglilosis (ABPA) and 11 healihy con-
trols were assessed regarding BAFF (CD257) exprassion us-
ing the basephil activation test before ard after stimulation
with IgE and allergens, as wall lgE-indepandent stimuli, like
LR, lipotheichoic acid from Staphyiocorcus qureus ILTA-SA)
and lipopolysaccharide (LFS) Results: BAFF m=ambrane ex-
pression did not change after IgE and allergen stimulation
hoth in patients and controls, while it was upregulated by
Aspergilius stimalation, both in sensitized patients and con-
trols. In both patiznts and controls, BAFF expression was sig-

Laly

nificantly upregulated following LTA-SA and B-13-glucan
zxposure (toll-like t2ceptor-2 ligands), but not following LPS
stimulation. Conelusfons: Basophilsfromallergic and healthy
rubjects constitutively 2xpress membrane BAFF, whichianet
upregulated by IgE or specific allergens but by TLR-2 ligands
(LTA-SA and B-1,3-glucank Aspergilius fumigatys stimulation
was able to upregulate BAFF expresnion on the hasophils of
sensitized asthimatlc patienrs, bur not via lgE-dependent
mechanisms, since r=sults did not differ between the patient
and control groups. These findings suggest that basophils
may contribute to the palyciona production of IgE common-
Iy ebhserved In patients with SAFS and ABPA.

52015 5, Kaiger AG, Base!

Intreduction

B-cell-activating tactor (BAFF) fsan importont regulo-
tor of B-cell activation, prollferation and immunoglabu-
lin production. It [‘l;:;.‘s an rnportant pole in autolmmune
dizcases [1], Recent observations indicate that BAFF may
alsa play a role in respiratory allergic diseases (2] Allergis
rhititis and asthme are chaseterized by the production
uf [oF specitic for ubiguitous allergzns (e.p, pollen, mites
and melds): in some patients, an incroese i fofal unspe-
cific Igk 'mav bz observed, particularly in patients with
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tory cells and cells that are involved in pathways linking
innate to adaplive immunity. Specifically, bm'c:-phﬂ:. may
help to regulate the adaptive immune response because
they are a known early source of 1L-4 and other eytokines
assoclated with ThZ responses [153] Our linding that
BAFF is constitutively expressed on the basophil mem-
brane of allergic patients may have implications for the
activation of immunoglobulin production and class
swltchlng recombination. Other cells, such as epithelial
cells, may produce BAFF and participate in the promao-
tion of local IgE production, as reparted for chronic rhi-
nosinusitis with nasal polyps [16], where sinonasal tissue
BAFF mRNA expression was slgnificantly correlated
with CD20 expression [17].

The upregulation of BAFF expression on the basophil
membrane that we observed followlng Aspergillus stimy-
lation may be related to the huge smount of polvclenal IgE
production that is communly observed in patients with
SAFS and to an even higher degree in ABPA patients, the
airways of whom are colonized by Aspergiffus [3, 4].
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In conclusion, our resulls demonstrate that basophils
constitutively express BAFF on their membranes, both in
allergic and in healthy subjects, and are able to upregulate
its expression through non-IgE-medisted stimulation.
These findings suggest that basophils, like other cells of
innmate immunity, help to establish 3 Hnk between innate
and adaptive immune responses; specifically following
TLR stimulation.
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Background

ICOS is related to the CD28 superfamily and is crucial for the survival and function of T cells, Th
cell differentiation and lung inflammatory responses. ICOS ligand (ICOS-L), one of the five B7
family members, is expressed on professional antigen-presenting cells as well as on several types of
non immune cells. Binding ICOS to ICOS-ligand activates a cascade of intracellular signaling
molecules that prevents T cell apoptosis and induces production of several patterns of cytokines
depending on the microenvironmental cytokine milieu. Very recently, it has been demonstrated that
innate lymphocytes type 2 (ILC2) express ICOS and ICOS-L and the ICOS:ICOS-L interaction is
required for efficient ILC2 function and provides a survival signal for ILC2. Whether basophils,
cells of innate immunity, express ICOS or ICOS-L is not known.

Methods

The presence of ICOS and ICOS-L on basophils membrane was investigated by the Basophils
Activation Test (BAT) in 5 subjects with allergic rhinitis and 6 healthy controls, before and after
IgE, fMLP and ICOS stimulation.

Resulis

ICOS-L was equally expressed on basophils membrane of allergic and healthy subjects in baseline
conditions ( ICOS-L positive cells 4.75+6.21 vs 6.74+5.9 %, respectively), while ICOS was not
expressed.

[gE and fMLP stimulations were able to increase ICOS-L expression, but not CD63 expression, on
basophils of allergic and healthy subjects: from 4.75+6.21 to 17.92+12.7 % (p=0.05) and to 8.92
+7.27 (p=0.04) following IgE and fMLP stimulation respectively in allergic patients and from
6.74£5.9 to 48.76+44.16 % (p=0.03) and to 17.2+17 (p=0.05) following IgE and fMLP stimulation
respectively in healthy controls, with no significant differences between the two groups.

ICOS-L triggering with a Fab2-like soluble construct of ICOS obtained by fusing the extracellular
portion of ICOS with the CH3 domain of IgG1 at different incubation times (20, 40 and 60 minutes)
did not affect ICOS-L expression and did not induce CD63 up-regulation on basophils.

Conclusions

Basophils from healthy controls and allergic patients express ICOS-L on their membrane and the
expression is upregulated by IgE stimulation. Binding ICOS to ICOS-L of basophils membrane
does not induce basophils activation. Whether binding ICOS to ICOS -L of basophils membrane
promotes cytokine production (i.e. [L-4) from basophils needs to be investigated.
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