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Summary

Sjogren’s syndrome is an autoimmune disease characterized by overt immuno-
logical abnormalities, such as polyclonal B lymphocyte activation, probably T-cell
induced. These findings are more evident in the sites of inflammation, like in the
salivary and lacrimal glands.

In the peripheral blood of 15 patients affected with primary Sjégren’s syn-
drome and 10 healthy controls, we evaluated the B and T cell subpopulations by
cytofluorographic analysis, performed with various monoclonal antibodies (OKT3,
OKT4, OKT8, OKDR, OKB7, TecMLR4).

In comparison with controls we found low B-cell counts (168 £95 versus
274+ 67, p<0.01) as well as T-cell counts (1385 550 versus 1842 £ 357, p<0.05),
along with a decrease in CD8 cytotoxic/suppressor cells (386 + 160 versus 831 223,
p<0.001), and an increased expression of MLR4 surface antigens on T lymphocytes
(138101 versus 42+ 31, p<0.05). Therefore, the expression of the MLR4 molecule,
usually present on 5% of the resting T cells, in our patients was increased as is usually
found after incubation in autologous mixed lymphocyte reaction.

Our findings suggest that in primary Sjégren’s syndrome T-cell abnormalities
along with activated T lymphocytes could be responsible for oligo-policlonal B cell-
activation.

* Cattedra e Divisione di Reumatologia, Istituto di Medicina Interna, Universitd di Padova.
** Servizio di Immunoematologia e Trasfusionale, O.C. di Padova.
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Introduzione

La sindrome di Sjogren (SS) ¢ una malattia infiammatoria cro-
nica del tessuto connettivo a patogenesi autoimmune, caratterizzata
dall’impegno elettivo del tessuto ghiandolare esocrino, in particola-
re dalle ghiandole salivari e lacrimali, ¢ dalla aumentata incidenza
di linfomi (19) generalmente a cellule B (35) e talora a cellule T (18,
33). Accanto a segni di iperattivitd dei B linfociti — come la presen-
za di fattore reumatoide (9, 10), di anticorpi antinucleo con specifi-
cita anti-La (SSB) ed anti-Ro (SSA) (1, 2) ed anti-duttuli salivari (11)
— alcuni dati sperimentali indicano un’alterata risposta immune T-
cellulare.

Sono state infatti descritte una ridotta ipersensibilita ritardata
cutanea ed una ridotta risposta a mitogeni, mentre nei tessuti colpiti
dalla malattia si trovano abbondanti infiltrati linfocitari (13, 23). Que-
ste anomalie hanno indotto vari Autori ad un’analisi quantitativa e
qualitativa del fenotipo di membrana dei linfociti circolanti ¢ pre-
senti negli infiltrati ghiandolari della SS, allo scopo di mettere in lu-
ce significativi disordini della immunoregolazione.

I risultati emersi dalle analisi quantitative dei linfociti circolanti
non sono stati sempre univoci. La maggior parte degli studiosi con-
corda nel rilevare una riduzione significativa della frazione CDS8 +
(3, 12, 22), mentre la percentuale dei linfociti CD4+ sarebbe nor-
male secondo alcuni Autori (12, 21, 22) e diminuita secondo altri (3).
Anche la determinazione dei B linfociti ha recato risultati variabili:
mentre numerosi studiosi riportano valori normali (24), altri ne rile-
vano un aumento significativo (3, 17, 22). Queste discordanze pos-
sono solo in parte essere spiegate dalla disomogeneita delle casistiche
cliniche, comprendenti spesso soggetti in terapia steroidea e/o affet-
ti da SS sia primitiva sia associata ad altre malattie autoimmuni. In
questo studio ¢ stata effettuata, in un gruppo di soggetti affetti da
SS primitiva, una valutazione quantitativa di alcune sottopopolazio-
ni linfocitarie del sangue periferico, al fine di verificare le principali
anomalie nella distribuzione delle stesse sottopopolazioni ed in par-
ticolare per rilevare segni di attivazione T-linfocitaria.

Materiali e metodi

1. Casistica clinica

Sono stati studiati 15 pazienti, tutti di sesso femminile, con eta
media di 47,6 anni (range 33-67) e durata media di malattia di 7,1
anni (range 0,7-20). In accordo con i criteri diagnostici proposti da
Fox et al. nel 1986 (14), la diagnosi di SS ¢ stata formulata in base
alla presenza di sintomi e segni clinici di xeroftalmia e di xerostomia,
la prima confermata dalle anormalita dei tests lacrimali (Schirmer I
<9mm, Rosa Bengala positivo), la seconda coadiuvata da scintigra-
fia e/o scialografia parotidea. La scintigrafia si considerava positiva
quando la concentrazione parotidea di TC 99 pertecnetato era netta-
mente ritardata e/o ridotta in accordo al grado 2 dei criteri di Schall
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modificati (28); mentre la scialografia veniva considerata positiva
quando erano presenti dotti assottigliati e microectasie iniziali, in base
al grado 1 dello score suggerito da Rubin € Holt (26). Sempre in ac-
cordo con i criteri diagnostici succitati, in tutti i pazienti & stata ese-
guita la biopsia delle ghiandole salivari minori per una valutazione
quantitativa degli infiltrati linfocitari, secondo la scala di Chisholm
¢ Mason (5) e sono state eseguite le determinazioni del fattore reu-
matoide al nefelometro (positivita con titolo >60 Ul/ml), degli an-
ticorpi antinucleo con tecnica di immunofluorescenza indiretta su
tessuto, degli anticorpi anti-ENA (antigeni nucleari estraibili) mediante
controimmunoelettroforesi (Tabella I).

In tutti i pazienti studiati erano assenti requisiti clinici e biou-
morali rispondenti ai criteri classificativi dell’artrite reumatoide (30),
del lupus eritematoso sistemico (32) e della sclerodermia (31). Al mo-
mento dello studio una paziente era in terapia con 10 mg/die di pred-
nisone da 6 mesi.

Come gruppo di controllo sono stati esaminati 10 soggetti ap-
parentemente sani, comparabili per eta e sesso.

Tabella I - Profilo clinico ¢ bioumorale di 15 pazienti affetti da sindrome di Sjégren primitiva.

Pazienti n. 15 Sesso M/F 0/15
Durata malattia (anni): media 7,1 Eta (anni): media 47,6
range 0,7-20 range 33-67
Xeroftalmia 14 Anticorpi antinucleo:
su tessuto 12
Alterazioni dei tests lacrimali: anti-Ro (SSA) 9
Shirmer I (<9 mm) 14 anti-La (SSB) 8
Rosa Bengala positivo 13
Fattore Reumatoide 14
(positivo > 60 UI/ml)
Xerostomia 14
Scintigrafia e/o scialografia Terapia in atto:
parotidee positive 15 nessuna 14

prednisone 1

Biopsia ghiandole salivari
minori (stadio G4**) 15

Legenda: R.B.: test al Rosa Bengala;
** . stadiazione istologica degli infiltrati linfocitari secondo Chisholm ¢ Mason (5).

2. Anticorpi Monoclonali

Sono stati utilizzati i seguenti anticorpi monoclonali del com-
mercio: OKT3, OKT4, OKT8, OKT7 ed OKDR gia coniugati con
isotiocianato di fluorescina (ITCF), (Orthodiagnostic System, Spa
Milano); Tec-MLR4 purificato (Techno Genetics, Srl Milano) e, co-
me secondo reagente, anti-mouse ITCF-coniugato.

L’OKT3 (anti-CD3) evidenzia i T linfociti maturi del sangue
periferico tramite legame con la molecola CD3 che ¢ strettamente as-
sociato al recettore T (TCR) per il riconoscimento antigenico MHC-
ristretto; ’OKT4 (anti-CD4) reagisce con la frazione T-linfocitaria
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a funzione amplificatrice nella sintesi immunoglobulinica ed indut-
trice dei precursori soppressivi e citotossici; I’OKT8 (anti-CD8) rico-
nosce i T linfociti effettori di soppressione e di citotossicita; I’OKB7
(anti-CD21) riconosce il recettore per il C3d e per 'EBYV dei B linfo-
citi maturi del sangue periferico; ’OKDR ¢ rivolto verso gli antigeni
di classe II del complesso maggiore di istocompatibilitd presenti su
tutti i B linfociti, sui monociti € sulla frazione T-linfocitaria attivata
(20). Infine ’anticorpo Tec-MLR4 ¢ diretto contro un antigene di
membrana non ancora definito come cluster di designazione. Le cel-
lule MLR4 + rappresentano il 5% dei linfociti T circolanti, mentre
dopo attivazione in reazione mista linfocitaria autologa (AMLR) le
stesse diventano il 20-30% dei linfociti T. La frazione MLR4 + ¢ do-
tata di attivita helper per la produzione di immunoglobuline indotta
dal pokeweed, mentre non prolifera in risposta ad antigeni solubili.
Dopo attivazione in AMLR acquisisce funzione effettrice soppressi-
va (6, 7).

3. Analisi citofluorimetrica

La valutazione del fenotipo di membrana dei linfociti circolanti
¢ stata eseguita mediante citometria a flusso. In sintesi: singole ali-
quote di sangue venoso periferico eparinato o in EDTA venivano in-
cubate, per 20’ a 4°C, con i diversi anticorpi monoclonali in esame;
seguiva lisi eritrocitaria con soluzione di cloruro di ammonio. Suc-
cessivamente veniva effettuata la lettura delle diverse sospensioni cel-
lulari al citofluorimetro (Ortho Cytoron).

4. Analisi statistica

I dati percentuali delle frazioni linfocitarie sono stati elaborati
mediante test non parametrico di Mann-Whitney, mentre i valori nu-
merici mediante calcolo della t di Student per campioni non appaiati.

Nella valutazione dei valori percentuali non si rilevano, rispetto
ai controlli, variazioni dei T linfociti CD3 + , mentre ’analisi del nu-
mero assoluto evidenzia una linfopenia T (1385%550 versus
1842 +357; p<0,05). La riduzione percentuale dei linfociti a fenoti-
po CD8 + (23,8+6,2 versus 31,9%6,5; p<0,005) ¢ confermata dal
calcolo del numero assoluto (386 £ 160 versus 831 £223; p<0,001).
Non sono emerse differenze significative nelle cellule a fenotipo
CD4 +, mentre i linfociti MLR4 + mostrano un incremento sia nel
valore assoluto (138 £ 101 versus 42 + 31; p <0,05) sia nel valore per-
centuale (6,5 +3,8 versus 1,6 +1,0; p<0,01). I B linfociti circolanti
risultano ridotti solo nel confronto numerico (168 =95 versus 274 + 67,
p<0,01); mentre i linfociti DR + non mostrano variazioni significa-
tive rispetto ai controlli (Tabella II).
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Tabella II - Numeri assoluti e percentuali delle frazioni linfocitarie (m * ds) nel sangue periferico della sindrome di Sjdgren pri-
mitiva (SS). Confronto con 10 soggetti sani (C).

CD3+ CD4 + CD8 + MLR4 + CD21 % HLA-DR +
VALORI ASSOLUTI
SS m 1385 850 386 138 168 258
+ds 550 441 160 101 95 125
C m 1842 983 831 42 274 235
+ds 357 210 223 31 67 84
1) P <0,05 ns < 0,001 <0,05 <0,01 ns
VALORI PERCENTUALIL
SS m 75,9 45,8 23,8 6,5 9,7 14,6
+ds 7,8 12,8 6,2 3,8 5,4 6,1
C m 71,3 38,2 31,9 1,6 10,5 12,9
+ds 6,9 5,9 6,5 1,0 1,5 1,9
2) p ns ns < 0,005 <0,01 ns ns
Legenda: ‘analisi statistica effettuata mediante test di Student (1) € mediante test di Mann-Whitney (2).

Discussione

La sindrome di Sjogren & contrassegnata da evidenti disordini
immunologici, con alterata funzione sia dei B che dei T linfociti.

Le caratteristiche bioumorali depongono per un’iperattivita B-
linfocitaria che secondo vari Autori sarebbe di tipo policlonale (22)
e probabilmente T-indotta, vista ’alta percentuale di cellule CD4 +
presenti nelle sedi di attivita di malattia (14, 29).

In accordo con i dati della letteratura, il nostro studio ha messo
in evidenza un calo numerico dei T linfociti, con effettivo deficit dei
CDS8 + circolanti ad attivitd soppressiva-citotossica. Questo deficit
era stato considerato in precedenza marker aspecifico di autoimmu-
nita, mentre attualmente alcuni Autori lo rivalutano in un ruolo im-
munopatogenetico di malattia. A questo proposito Rodriguez et al.
(25) hanno descritto nella SS primitiva una ridotta funzione soppres-
siva di queste cellule e pit di recente Horsfall et al. (16) hanno ipo-
tizzato nella stessa un difetto del network idiotipico e considerato il
linfocita CD8 + come la cellula principalmente deputata al controllo
anti-idiotipico. Inoltre gia nel 1987 Sato et al (27), mediante doppia
colorazione, avevano dimostrato nel sangue periferico della SS un
difetto quantitativo dei T linfociti CD4+2H4 + (CD4+ CDA45R + )
ad attivitd induttrice di soppressione.

Dai nostri risultati non sono emerse variazioni significative
della frazione CD4 + , mentre segni di attivazione T-linfocitaria sem-
brano presenti nel sangue periferico come ¢ evidenziato in particola-
re dall’aumento delle cellule MLR4 + rispetto al gruppo di controllo
(7); anche la discrepanza osservabile nella SS tra cellule DR + e lin-
fociti B, notoriamente DR +, puo indirettamente indicare una au-
mentata espressione dell’antigene DR di classe II sulle cellule T e quindi
una loro attivazione (20). Cid appare interessante anche in relazione
alla riduzione numerica dei B linfociti identificati mediante il marca-
tore CD21; infatti Pespressione di tale antigene sembra ridursi in modo
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concomitante ad un loro stato di attivazione (15), come sarebbe sta-
to evidenziato nel lupus eritematoso sistemico (34). D’altra parte I’e-
vidente espansione di cellule DR + , oltre che indicare une stato di
attivazione di cellule T, pud avvalorare questa ipotesi dal momento
che non vi sono altri segni indiretti di riduzione dei B linfociti. Tale
aspetto non contrasta con le evidenze gia riportate da altri Autori
di una possibile espansione di particolari cloni di cellule B contrad-
distinti dalla espressione di CD5. Questo antigene di membrana, nor-
malmente associato alle cellule T mature, ¢ presente sulle cellule dei
linfomi, delle leucemie a cellule T e B, e su un piccolo subset B-
linfocitario (2-3%) capace di sintesi anticorpale superiore a quella della
restante quota dei B linfociti (4, 8).

Pertanto i nostri risultati, sia pur preliminari, ribadiscono il pro-
babile ruolo della disregolazione T-cellulare nella attivazione anomala
delle cellule B. Ulteriori indagini sui T e sui B linfociti di sangue pe-
riferico si rendono necessarie al fine di definire preponderanti ano-
malie di specifici subsets funzionali.

Riassunto

In considerazione delle alterazioni immunologiche cellulo-mediate
della sindrome di Sj6gren (SS) gli Autori hanno effettuato un preli-
minare esame quantitativo di alcune sottopopolazioni T e B linfoci-
tarie in 15 pazienti affetti da SS primitiva €, per controllo, in 10 soggetti
sani. L’analisi & stata effettuata su campioni di sangue periferico me-
diante citometria a flusso, con 'impiego di un panel di anticorpi mo-
noclonali comprendente OKT3, OKT4, OKTS, OKB7, OKDR,
TecMLRA4.

In questo studio & stata confermata in accordo con altri Autori
la riduzione dei linfociti T citotossici/ suppressor; inoltre & stato messo
in evidenza un aumento nell’espressione di un marcatore di attiva-
zione dei T linfociti (TecMLR4), mentre si ¢ rilevata riduzione della
frazione B-linfocitaria CD21 +.

Pertanto questa analisi mette in luce la presenza di una quota
T-cellulare gia attivata in circolo, che potrebbe avere un ruolo im-
portante nella attivazione e proliferazione anomala dei B linfociti.
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