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INTRODUZIONE

Limmunoterapia specifica (ITS) & 'uni-
ca modalita di trattamento della patolo-
gia allergica mediate da IgE in grado di
sopprimere, non solo le sue espressioni
sintomatologiche, ma anche le cause
che la determinano. In particolare, la
ITS riequilibra I'assetto immunologico
dei soggetti allergici, i quali sviluppano
risposte immunitarie anomale mediate
da IgE verso gli allergeni, proteine eso-
gene normalmente innocue che entrano
nell'organismo  dall’ambiente esterno
con lalimentazione, la respirazione
o l'assorbimento cutaneo. Alla base
dell’efficacia della ITS vi sono mecca-
nismi immunologici molto complessi
e non ancora del tutto chiariti. Il ruolo
centrale in questo scenario sarebbe rico-
perto dalle cellule presentanti 'antigene
(APC), tipicamente cellule dendritiche
e macrofagi, che sarebbero indotte dalla
ITS a maturare verso un fenotipo adatto
a guidare la maturazione funzionale di
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| batteri probiotici stimolano I'espressione delle molecole co-stimolatorie sulla superficie delle
cellule dendritiche, la produzione di citochine T, 1 e l'attivita delle cellule T regolatorie. In mo-
delli murini di allergia, i probiotici prevengono o sopprimono le risposte T,2 dannose e poten-
ziano la ITS. [ loro effetti immunomodulanti spiegherebbero la loro efficacia nella prevenzione
delle patologie allergiche nei bambini e ne suggeriscono un possibile impiego nella ITS delle
malattie allergiche. | vaccini antiallergici mucosali basati su probiotici esprimenti l'allergene
potrebbero risultare vantaggiosi per la non invasivita e ['effettivo trasporto ai siti di azione.
Gli studi sull'uso di probiotici ricombinanti confermano le loro proprieta immunomodulanti
in vivo, ma non chiariscono la loro capacita di indurre tolleranza immunologica e ridurre
sintomi. La possibilita di sequestro dell'allergene all'interno della cellula €, pertanto, non spe-
cificita della risposta evocata sono possibili limiti dei probiotici ricombinanti. Il nostro gruppo
ha generato un probiotico con attivita autolitica, in grado di produrre rBet v 1, trasportarlo
e rilasciarlo nell'intestino. Topi BALB/c sono stati sensibilizzati verso rBet v 1 e trattati con il
probiotico ricombinante e sottoposti a challenge respiratorio. Il probiotico ricombinante ha
indotto aumento delle Treg, diminuzione del rapporto lgE/lgG2a, diminuzione della IL-4 indot-
ta da rBet v 1, aumento di IL-10 e IFN-g, riduzione degli eosinofili nell'organo bersaglio. | dati
indicano che il probiotico ricombinante trasporta l'allergene al GALT e induce [a tolleranza, la
deviazione immunologica e riduce ['infiammazione allergica.
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Research efforts to improve the efficacy of SIT involve the discovery of new adjuvants. Some
strains of probiotic bacteria are able to induce up-regulation of co-stimulatory molecules in
DCs, promote Th1 cytokines production and increase in Treg activity.

In-mouse models, they have been shown to prevent or suppress the harmful T 2 response and
to potentiate allergoid-SIT.

This could explain the observed effectiveness of the prolonged administration of probiotics
in the prevention of allergic disorders in infants and envisage the possible use of probiotics
expressing the allergen for the SIT of allergic diseases.

Mucosal allergy vaccines based on live bacterial cells expressing the therapeutic allergen may
advantageous for several reasons: (i) a non-invasive route of administration, (i) the use of
characterized recombinant allergens instead of undefined extracts, (iii) an easier production,
and (iv) the effective transport to mucosal sites by microbial carriers with intrinsic adjuvant
properties.

Few studies reported the development of SIT strategies based on recombinant bacteria expres-
sing the allergen, mostly describing only favorable immunomodulatory properties, but not the
development of immune tolerance or symptoms reduction. Limits of recombinant probiotics
might be allergen sequestration inside the bacterial cell and lack of specificity of the immune
response. Hence, we developed a novel SIT strategy based on a food-grade bacterium, with
autolytic activity, owning the ability to induce a T,1 skewing activity of the immune respon-
se, to produce the allergen intracellularly, and to release the allergen at intestinal level. The
airborne allergen Bet v 1 from white birch pollen was used as a model. Hence, we evaluated
Streptococcus thermophilus (ST) expressing rBet v 1 as allergen delivery tool and adjuvant
factor for immunotherapy. rBet v 1 gene was introduced and expressed in ST (ST[rBet v 1]).
BALB/c mice were sensitized with rBet v 1 and then treated with either ST alone, ST[rBet v 1], or
the combination of ST and rBet v 1, for 20 days. After two aerosol challenges, Treg frequency, in
vitro allergen-induced cytokines, rBet v 1-specific IgE and lgG2a and bronchial histology were
made in harvested spleen, sera and lung. ST[rBet v 1] induced immunological and histological
changes typical of successful SIT: increased frequency of Tregs and expression of Foxp3, decre-
ased allergen-specific IgE/lgG2a; decrease of in vitro rBet v 1-induced IL-4 from spleen cells;
increased allergen-induced IL-10 and IFN-g; drop of bronchial eosinophilia. ST and ST+rBet
v 1 combination were ineffective in reducing bronchial eosinophilia, allergen induced IL-4
and rBet v 1-specific lgE/lgG2a ratio. ST[rBet v 1] has tolerogenic and T, 1 skewing properties
and efficiently delivers the allergen to the GALT, restraining and readdressing the established
specific T,2 response.
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linfociti naive (T,0) in linfociti T hel-
per di tipo 1 (T,1) oppure in cellule T
regolatorie (Treg). Le APC promuovono
questi due effetti attraverso il rilascio di
pattern di citochine alternativi, IL-2 e
IL-12 nel primo caso e IL-10 nel secon-
do. A loro volta, le cellule T, 1, attraver-
so la loro citochina IFN-g, favorisco-
no la produzione di IgG " che vanno a
competere con le IgE per il legame con
lallergene. Le citochine prodotte dalle
Treg (IL-10 e TGF-b) hanno un’azione
inibitoria che induce anergia o apoptosi
nelle cellule T2, con conseguente bloc-
co della produzione della loro citochina
caratteristica, 1L-4, il fattore specifico
che stimola i linfociti B alla produzione
di IgE. Di conseguenza, i basofili e gli
eosinofili non possono essere attivati a
rilasciare mediatori dell'infiammazione
allergica che, com’¢ noto, alimentano ed
amplificano la sintomatologia; inoltre
viene inibita la presentazione dell’anti-
gene facilitata delle IgE da parte delle
APC e la stimolazione di cloni T ;2 spe-
cifici. Tutte queste modifiche immuno-
logiche contrastano la risposta allergica
e ripristinano risposte immunitarie non
patologiche verso sostanze esogene in-
nocue. Leffetto finale che si produce ¢
la desensibilizzazione e la attenuazione o
scomparsa dei sintomi allergici. Perd la
ITS, comportando la somministrazione
di un allergene in forma nativa a scopo
terapeutico, presenta un certo grado di
rischio di anafilassi, specialmente quan-
do ¢ necessario raggiungere alte dosi per
ottenere I'efficacia clinica.

Pertanto, I'impegno della ricerca scien-
tifica per migliorare la sicurezza e U'effi-

cacia della ITS nelle patologie allergiche



punta allo sviluppo di antigeni ipoal-
lergenici (1,2), o a molecole adiuvanti
(3), ciot sostanze in grado di stimolare
il differenziamento e la proliferazione di
linfociti Treg e T, 1, e sostanze veicolan-
ti che ne favoriscano una presentazione
ottimale al sistema immunitario. Un
esempio di trasferimento nella clinica di
queste indagini & certamente rappresen-
tato dagli allergoidi, molecole ottenute
mediante modifica chimica delle pro-
teine allergeniche in modo da ridurne
laffinith di legame per le IgE specifiche
che, quando somministrate per via su-

blinguale, presentano rischio scarso o
nullo di effetti indesiderati (4).

I BATTERI PROBIOTICI
E I LATTOBACILLI

Da alcuni anni, diversi gruppi di ricerca,
tra i quali il nostro, ha come oggetto di
studio i batteri probiotici. I probiotici
sono generalmente batteri commensali
e/o simbionti gram-positivi, resistenti
all’ambiente gastrico e capaci di coloniz-
zare in modo transiente I'intestino tenue
e di creare con esso un sistema comples-
5o, il microbiota, che contribuisce allo
sviluppo dell’intestino e alla sua norma-
le funzione fisiologica e rappresenta un
possibile target per il trattamento delle
malattie allergiche perché, essendo in
grado di sviluppare risposte immunita-
rie regolatorie attraverso dell'induzione
diIL-10 (5) puo fornire stimoli adeguati
per l'acquisizione della tolleranza verso
gli antigeni. I batteri probiotici, potreb-
bero essere adatti a questo scopo. E stato
dimostrato che certi ceppi di probioti-
ci regolano I'omeostasi immunologica

della mucosa intestinale (6) e hanno un
ruolo nello sviluppo delle malattie aller-
giche (7). Inoltre, studi epidemiologici
hanno rivelato che la composizione del-
la microflora intestinale e la prevalenza
di atopia sono correlate (8). I lattobacilli
(LAB) sono i principali batteri probio-
tici impiegati per la produzione di pro-
dotti caseari e per le preparazioni com-
merciali di probiotici per I'uso umano;
cid ¢ possibile perché essi non sono
patogeni, non danneggiano le mucose,
non possiedono geni per la antibiotico-
resistenza e non sono degradati dagli
acidi biliari (4). Percio, I'uso dei LAB
come elementi adiuvanti nell' immuno-
terapia allergene specifica rappresenta
un approccio innovativo nella terapia
desensibilizzante. Infatt, alcuni ceppi
sono in grado di sopprimere la risposta
T,2 dannosa che caratterizza I'allergia
(9). Il meccanismo alla base della sop-
pressione della risposta T2 indotta dai
LAB non ¢ stato ancora completamente
chiarito. Diversi studi in vitro e in vivo
dimostrano che certi specifici ceppi di
lattobacilli, ma non tutti, possiedono

Petrarca C, Clemente E,
Toto V, lezzi M, Rossi C,
Zanotta S, Mistrello G,
Zanoni 1, Granucci F, Arioli S,
Mora D, Guglielmetti S,
Paganelli R, Di Gioacchino M

rBet v 1 immunotherapy of sensitized
mice with Streptococcus thermophilus
as vehicle and adjuvant.

Human Vaccines & Immunotherapeutics.
2014,10(5): in stampa.
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proprietd adiuvanti del sistema immu-
nitario, come ad esempio la capacita di
attivare le DC e indurre la produzione
di citochine TH1, inibire la produzione
di citochine TH2 e ridurre la produzio-
ne di IgE (10) (Tabella 1).

In modelli murini di allergia ¢ stato di-
mostrato che vari ceppi sono in grado
di indurre cellule Treg (11) e le loro
citochine inibitorie IL-10 and TGF-b
(12) e anche protezione dalla risposta
inflammatoria allergica delle vie aeree
(13). Allorigine di queste modifiche
immunologiche vi sarebbero complesse
interazioni tra i probiotici e le cellule
dell’ospite, cioe le cellule epiteliali in-
testinali (IEC) e le cellule dendritiche
(DC). Lavvicinamento tra i probiotici
e le DC residenti nella lamina propria
potrebbe avvenire nel lumen intestina-
le, grazie alla protrusione dei prolun-
gamenti dendritici attraverso lo strato
di IEC, oppure nella “dome region”
del tessuto linfoide associato all’'intesti-
no (GALT), dove i probiotici sarebbe-
ro trasferiti attraverso cellule epiteliali
specializzate (cellule M). 1l contatto
avverrebbe mediante molecole esposte
sulle superfici cellulari, come i Pattern
Molecolari Associati ai Microorganismi
(MAMP) e i Toll-like receptors (TLR) e
DC-SIGN delle DC; il legame tra ligan-
do e recettore induce le DC a maturare
e a produrre due possibili tipi alterna-
tivi di citochine, IL-12 oppure IL-10 e
TGF-B, fondamentali per la polarizza-
zione delle cellule naive T CD4* (T ,0)
rispettivamente verso cellule T ;1 o Treg
(14) (Figura 1).

Questi dati giustificano lo studio 7z
vitro ¢ in vivo di nuovi ceppi di latto-
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\ T i orobiotici nei . bacilli che possano migliorare I'efficacia
Tabella 1 CtU di dIversi ceppi probiofict ner meecanismi terapeutica dei vaccini antiallergici per

delle patologie allergiche in modelli sperimentali la ITS

I lactobacilli  possiedono  proprieta

Ceppo probiotico Effetto studiato Risultato . . .
immunomodulanti che coinvolgono
Bfdbm lactis/bifidum: cellule T effettrici e regolatorie anche
Letbs acidophilus; nell'uvomo; nonostante ciod, 'applicazio-
Bfdbm bifidum/infantis; ne clinica dei lattobacilli nelle malattie
Letbs lactis; Bfdbm longum; Bilancio Th1/Th v allergiche ¢ ancora controversa. Infatti,
Lactobacillus plantarum; alcuni trials clinici hanno dimostrato
Bfdbm bifidum che la somministrazione di lattobacilli
(pits potente polarizzatore DC) previene l'insorgenza di malattie aller-
e giche nella prima infanzia (15-17), ma
Letbs casei Bilancio Th1/Th2 A altri studi non hanno riscontrato alcun
Bfdbm bifidum effetto o solo effetti a breve termine
Lctbsreuter//casmAtt|vaz|onel\/|D-DC """""""""" A """"""""" (17f18)' Alcum. studi Cl.mlcl 11? a.dultl af-
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- fetti da dermatite atopica o rinite aller-
Bfdbm lactis/bifidum; gica, i lattobacilli hanno prodotto una
Letbs acidophilus; modulazione della risposta immunitaria
Bfdbm longum; Produzione IgE v

(19,20) e, in uno di questi, anche ridu-

i it B2, zione dei sintomi nasali (20); invece,

LGG; Bfdbm bifidum; .. . .. . s
essi si sono rivelati inefficaci nell’asma

LCtbSGCIdOPh//US ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- allergica (21). Anche in pazienti con ri-
Bm . MbwoncOCinnconai A hite allergica tratati con laccobacill non
Letbs rhamnosus Modulazione A ¢ stato osservato alcun miglioramento
della funzione delle DC dei sintomi, sebbene si fosse manifestato
un chiaro spostamento T, 2-T 1 e I'in-

duzione di Treg (22).

E’ possibile che I'assenza di remissione
clinica sia dovuta al fatto che i probio-

Lactobacillus plantarum Inibizione risposte tici evocano risposte immunologiche
Spec]ﬁche delle cellule T A che sono indipendenti dall’allergene

e, quindi, non specifiche per esso. Cid

A : aumento dei sintomi o effetti negativi; potrebbe limitare I'efficacia clinica dure-
V: diminuzione dei sintomi o effetti positivi; Bfdom: Bifidobacterium; Lctbs: Lactobacillus; vole del trattamento, per 'ottenimento
LGG: Lctbs rhamnosus GG; Th1: T helper type 1; IL: interleuchina; TGF: transforming growth del quale ¢ fondamentale la tolleranza
factor; IFN: interferone. immunologica che viene instaurata da

cellule Treg specifiche per lantigene
Tratto da: Ozdemir O- Various effects of different probiotic strains in allergic disorders: an (23). E’ stato quindi ipotizzato che I'ef-
update from laboratory and clinical data. Clin Exp Immunol. 2010;160(3):295-304. fetto immunomodulante dei probiotici

potesse essere reso specifico e pill po-
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tente mediante somministrazione con-
giunta con l'allergene. E’ possibile pero
che una semplice associazione vaccino-
probiotico possa non risultare efficace
a seguito della degradazione enzimatica
cui ¢ esposto l'allergene somministrato
oralmente, che finora ha reso inefficace
qualsiasi approccio di ITS con questa
modalith. In questo caso, I'associazione
del probiotico con un allergoide, piutto-
sto che con allergene, potrebbe risultare
pit adatta. A sostegno di questo con-
cetto, in un nostro studio precedente,
abbiamo dimostrato che I'efficacia del-
la ITS basata su allergoide Amb a 1 di
Ambrosia ¢ potenziato dalla co-sommi-
nistrazione del lattobacillo Lactobacillus
paracasei LpG (24).

Un’altra opportunita per lo sviluppo di
un vaccino antiallergico pit sicuro ed
efficace, da poter somministrare per via
orale, ¢ darta dai probiotici ricombinanti
producenti I'allergene.

I PROBIOTICI
RICOMBINANTI

I probiotici sono microorganismi che
possono essere modificati (trasformati)
per produrre al loro interno o in forma
secreta proteine esogene, per ottenere
probiotici ricombinanti. I probiotici
ricombinanti esprimenti allergeni po-
trebbero rappresentare vaccini innovati-
vi con caratteristiche di efficacia poten-
ziate o potenziabili per I'applicazione in
protocolli di ITS.

Grazie alla tecnologia del DNA ricom-
binante e dell'ingegneria genetica, oggi
¢ possibile produrre grandi quantita di
proteine pure ¢ in forma nativa o muta-

Probiotic bacteria

Defensins

Small intestine

°°

DC-SIGN ,/; DC-SIGN

Antigen
presentation, /

T cell -

Interazioni dei batteri probiotici con il G
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Cytokines, cytoprotective
factors, mucins and
tight junctions

Dynamic mucus

Transcytosis (
1yt Large intestine

Lamina propria

9
<=
S Co-stimulatory
molecules and ”
cytokines N
GALT or MLN

—> IL-12 and IFNy

< T helper 1 cells
T regulatory cells —> IL-10 and TGFB

Tratta da Latvala S, Miettinen M, Kekkonen RA, et al.- Lactobacillus rhamnosus GG and Strep-
tococcus thermophilus induce suppressor of cytokine signalling 3 (SOCS3) gene expression
directly and indirectly via interleukin-10 in human primary macrophages. Clin Exp Immunol.

2011;165(1):94-103.

ta, inclusi gli allergeni utilizzando come
“incubatori” naturali per la produzio-
ne microorganismi quali batteri, an-
che quelli probiotici. Mediante questa
tecnologia una qualunque sequenza di
DNA puo essere inserita, per esempio,
all'interno di un vettore di espressione
batterico che viene a sua volta introdot-
to nel batterio che lo trascrive e traduce
in catena polipeptidica all'interno del-
la sua cellula o la secerne nel mezzo di
coltura. Inoltre, mediante la mutagenesi
sito-specifica, ¢ possibile modificare in
modo mirato tratti della sequenza del
gene per ottenere proteine con attivitd

Nort ALLercoL Anno 33 - 2014 © Vol. 32, n. 1

modificate. Nel caso degli allergeni, ¢
possibile ottenere molecole ipoallerge-
niche che mantengano la loro immuno-
genicita.

Un probiotico ricombinante esprimente
un allergene potrebbe essere utilmente
impiegato come vaccino antiallergico,
con aspetti innovativi rispetto alle tera-
pie convenzionali e all’'uso del solo pro-
biotico o della associazione probiotico e
allergene perché: (i) potrebbe essere age-
volmente somministrato in modo non
invasivo, per via orale, (ii) la cellula pro-
biotica proteggerebbe l'allergene dalla
degradazione proteolitica e lo rilascereb-
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@ Tabella 2 Panoramica degli studi sui probiotici ricombinanti nell'allergia sperimentale
Protocollo Probiotico  Allergene Sito di Modello di Effetti immunologici Riferimenti
ricombinante vaccinazione sensibilizzazione (e sintomatologici) bibliografici
allergica
Lactococcus  BLG Intragastrica  Topi BALB/c { IgE specifiche (Ref. 25)
lactis T 19G2a specifiche
T IFN-y
_ Effetti correlano con livelli di BLG espressa da L. lactis
g Lactobacillus  Betv 1 Intranasale Topi BALB/c L IgE specifiche (Ref. 26)
2 plantarum; T 19G2a specifiche
= Lactococeus L 19G1/lgG2a
= lactis L EoinBALFe
=z LIL-5 in BALF
a 7 slgA specifiche in polmone e intestino
S Lactococcus  OVA Intragastrica  Topi BALB/c { risposta locale e sistemica; (Ref. 27)
3 lactis (TCR specifico T linfociti T CD4(+)CD25(-);
= per OVA) TIL-10 L IFN-y in splenociti riattivati in vitro;
T Foxp3 e CTLA-4 in Treg
Lactobacillus Der p 1 Intranasale  Topi BALB/c T 1gG2a specifiche (Ref. 28)
plantarum; L EoinBALFe
LIL-5in BALF
Lactobacillus Betv 1 Colonizzazione Topi BALB/c Nei neonati (Ref. 29)
plantarum delle madri (madri Pre sensibilizzazione: profilo Th1 (IFN-g da splenociti
NCIMB8826 in gestazione) stimolati in vitro con Ag).

Post sensibilizzazione:

LIL-4 e IL-5 in cellule SP and MLN riattivate in vitro con Betv 1;
L IgE, 1961, IgG2a specifiche nel siero;

T Foxp3 mRNA in splenociti

Lactobacillus Betv 1 Orale Topi BALB/c Nei neonati: (Ref. 30)
paracasei (madri in gestazione . Eo nei polmoni;
NCC 2461 o lattazione) 4 IL-5 nel BAL, polmoni e linfonodi mediastinici in vitro;= IgE, lgG;

Lil-4ell-5in splenociti riattivati in vitro con Bet v 1 o ConA;

T Foxp3 mRNA polmone;

T TGF—B nel siero;
{ infiammazione peribronchiale e muco

PROFILASSI PRENATALE E NEONATALE

_ Lactobacillus Derp 1 Mucosale Topi C57BL/6 J 1 IFN-y (non specifica) (Ref. 31)
g plantarum  (peptide) L IL-5 (specifica)

2 Lactobacillus Derp 5 Orale Topi L IgE specifiche (Ref. 32)
= acidophilus BALB/c T 1gG specifiche 72

= L Eoin BALF e

= { Risposta ipereattiva delle vie respiratorie (AHR)

=9

@ Lactococcus  Beta- Intranasale Topi BALB/c 4 1gG1in BAL; (Ref. 33)
é lactis lattoglobulina Li-41 IFN-y in splenociti riattivati in vitro;

= bovina (BLG) { risposta locale a challenge nasale

18 Nort ALLercoL Anno 33 - 2014 © Vol. 32, n. 1



legenda Tabella 2

BAL /avaggio broncoalveolare

Der p 5 Dermatophagoides
pteronyssinus group-5 allergen

BLG beta-lactoglobulina bovina

OVA ovalbumina

Bet v 1 allergene maggiore

del polline di Betulla

ConA Concanavalina A

TCR T-cell receptor

Cry j 1 allergene maggiore del polline
di cedro giapponese

Der p 1 epitopo T immunodominante
del D. pteronyssinus

be in situ, (iii) e quindi consentirebbe di
veicolare I'allergene nei distretti immu-
nologici dove si sviluppa la tolleranza
immunologica, i linfonodi mesenterici
e le placche del Peyer dove (iii) insieme
al probiotico potrebbe esercitare la sua
azione immunomodulante in modo fa-
vorevole e specifico (Figura 1).

Un aspetto molto interessante di questo
tipo di approccio ¢ la possibilica di ot-
tenere, grazie all'accumulo dell’allergene
all'interno della cellula del probiotico,
alte concentrazioni locali di allergene
che potrebbero rendere il vaccino effi-
cace a dosi cumulative di allergene pilt
basse, con riduzione del rischio di effetti
secondari di tipo anafilattico.

Fino ad oggi solo un numero limitato di
studi riportano lo sviluppo di strategie
di SIT basate sull’'uso di batteri ricom-
binanti esprimenti I'allergene (25-33), e
nessuno di questi ¢ stato ancora traslato
all’'uomo.

Gli studi pre-clinici in modelli murini di
allergia dimostrano i probiotici ricom-

binanti presi in esame sono in grado di
contrastare il processo di sensibilizzazio-
ne allergica con le opportune modifiche
immunologiche, sia in topi neonati che
aduld, quando il tractamento ¢ sommi-
nistrato come profilassi. Perd, negli studi
riguardanti i topi maturi non sono forniti
dati circa I'induzione di Treg e la risposta
inflammartoria locale dopo challenge re-
spiratorio. Invece, i due studi sui neonati
rilevano anche 'aumento di Foxp3, il fat-
tore di trascrizione che identifica specifica-
mente cellule Treg e, nella prole di madri
trattate durante la gestazione e la lattazio-
ne, anche riduzione della reattivita bron-
chiale. In questi due casi perd, fenomeno
di tolleranza coinvolga, I'educazione del
sistema immunitario nel corso della sua
maturazione, con effetti sul immunita in-
nata e sulle cellule Treg naturali (che non

Il lattobacillo
probiotico
Streptococcus thermophilus

Nort ALLercoL Anno 33 - 2014 © Vol. 32, n. 1
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sono antigene specifiche, ma che potreb-
bero avere un effetto aspecifico anche su
risposte verso uno specifico allergene), un
processo molto diverso da quello che deve
instaurarsi in soggetti adulti gia sensibiliz-
zati che richiede I'intervento dell immuni-
t adattativa e delle cellule T regolatorie
inducibili e specifiche per I'allergene. In-
fine, in topi aduld gid sensibilizzati 'uso
dei probiotici ricombinanti somministra-
to secondo una modalita terapeutica ¢ as-
sociato, in due studi su tre, alla riduzione
dei sintomi dell'inflammazione allergica,
ma non ¢ chiarito il coinvolgimento delle
cellule T regolatorie nelleffetto osservato
(Tabella 2).

Gli studi preclinici appena descritti con-
fermano l'effetto adiuvante dei probioti-
ci ricombinanti nella prevenzione e nella
terapia delle allergie, ma non chiarisco-
no se essi siano degli strumenti vaccinali
validi in grado di stimolare la tolleranza
immunologia mediata da Treg duratura
verso I'allergene.

Per questo motivo, recentemente, anche
il nostro gruppo ha svolto uno studio
in vivo utilizzando un ceppo probiotico
dalle caratteristiche peculiari, non tra-
scurando di valutare la risposta Treg e la
risposta a livello polmonare.

IL NOSTRO STUDIO
CON UN LATTOBACILLO
RICOMBINANTE

Per questo motivo, recentemente, anche
il nostro gruppo ha svolto uno studio
in vivo utilizzando un ceppo probiotico
dalle caratteristiche peculiari, non tra-
scurando di valutare la risposta Treg ¢ la
risposta a livello polmonare. In partico-
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Gruppo Trattamen

Probiotico
ricombinante
esprimente
rBet v 1

IgE Anti-rBet v 1

1gG2a Anti-rBet v 1

Probiotico +
rBet v 1

++ +Htt ++ ++

lare nello studio ¢ stato utilizzato come
sistema di trasporto e rilascio dell’aller-
gene ricombinante Bet v 1, un ceppo del
batterio Streptococcus thermophilus (ST)
(Figura 2), un lattobacillo omofermen-
tativo che rappresenta il pitt importante
starter (innesco) termofilico dei prodotti
caseari usato nella produzione di yogurt
e formaggi ed ¢ quindi abitualmente in-
trodotto nel nostro organismo con l'in-
gestione di tali alimenti.

La scelta del ceppo ST ¢ stata dettata da
una serie di considerazioni:

a) abbondante presenza di peptidoglica-
ni nella parete cellulare e, in aggiunta
come un batterio gram-positivo, pos-
siede un rivestimento di acidi (lipo)tei-
coici, noti per esprimere attivita immu-
nomodulatrici.

b) carattere autolitico in virtu’ del fatto
che contiene un batteriofago lisogeno
che esprime un enzima in grado di de-
gradare la parete batterica; questo fa si

che una volta che il lattobacillo ST ar-
riva nell’intestino tenue si verifica la sua
completa lisi, con conseguente libera-
zione delle molecole in esso contenute.
¢) ¢ un sistema procariotico di espres-
sione adatto ad integrare stabilmente ed
esprimere geni estranei.

Si pud quindi ipotizzare che I'impiego
in campo allergologico di un lattobacil-
lo ST ricombinante funzioni come un
sistema di trasporto e “dosatore” dell’
allergene a livello del tessuto linfoide as-
sociato all’intestino tenue (GALT), dove
potrebbe esprimere il suo potenziale ef-
fetto immunomodulatore e inibire la
risposta allergica. Il fatto di usare nella
“costruzione” del probiotico ricombi-
nante un ceppo di lattobacillo che non
sia in grado di riprodursi in virth del
suo carattere autolitico e quindi di co-
lonizzare intestino con il conseguente
rischio di trasferimento di antibiotico-
resistenza, renderebbe lo stesso partico-
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larmente sicuro e adatto ad un impiego
terapeutico nell’'uomo.

Nello studio si ¢ provveduto inizialmente
a generare un ceppo di Streptococcus termo-
philus in grado di esprimere stabilmente il
Bet v 1, I'allergene maggiore del polline di
Betula verrucosa e successivamente a veri-
ficarne il suo eventuale effetto adiuvante
e/o terapeutico in topi Balb/c resi IgE-
responsive verso lo stesso Bet v 1, som-
ministrandolo per via orale secondo un
protocollo di immunoterapia.

Il livello di immunomodulazione e I'ef-
ficacia terapeutica del probiotico ricom-
binante ST[rBet v 1] & stato verificato e
confrontato con gli effetti del solo ST e
della associazione di ST+rBet v 1, misu-
rando vari parametri immunologici ed
istopatologici (citochine nel siero e pro-
dotte da cellule del sistema immunitario
in vitro, cellule Treg, cellule e citochine
dell'infiammazione allergica nel tessuto
polmonare).



I risultati dello studio, come riassunto nel-
la Tabella 3, hanno dimostrato che il trat-
tamento con il probiotico ricombinante
ST[rBet v 1] produce effetti specifici, lo-
cali e sistemici quali: (i) riduzione di IgE
anti-Bet v 1 nel siero e aumento del rap-
porto IgE/IgG2a, (ii) riduzione di IL-4
e aumento di IFN-g e IL-10 da parte di
splenociti  ristimolati in vitro con l'aller-
gene, (iii) riduzione della inflammazione
eosinofila dei polmoni dipendente dall’al-
lergene che, nel topo, caratterizza la rispo-
sta inflammatoria dell’asma allergica. In
confronto al solo probiotico ST ¢ al trat-
tamento associato probiotico e allergene
ST+rBet v 1, il ricombinante ha prodotto
la risposta IL-10 specifica per l'allergene
pilt elevata. e non trattati.
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