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Prefazione

I1 Workshop AIC Ricerca Scientifica &€ I'evento AIC dedicato alla
presentazione dei progetti scientifici finanziati, mediante i Bandi

nazionali AIC per la Ricerca, con il 5 per mille dei contribuenti che AIC

destina ogni anno alla ricerca scientifica.
L’evento scientifico, che si aggiunge alle altre iniziative scientifiche

organizzate da AIC (il Convegno Scientifico annuale e la Tavola Rotonda
dei Referenti Scientifici) torna dopo il periodo di sospensione, dal 2020

a causa dalla pandemia.
I1 Workshop AIC Ricerca Scientifica ha 1'obiettivo di:
« riunire sotto 'egida di AIC la

comunita scientifica che in Italia porta avanti una ricerca scientifica

di livello internazionale e di elevata qualita, valutata dai Revisori
Internazionali con il sistema Peer Review

+ aggiornare la rete medico-scientifica e
sanitaria che si occupa quotidianamente di celiachia in Italia sulle
novita e i risultati prodotti dagli studi.

Per approfondire:

il portale AIC sulle attivita finanziate ogni anno con il 5 per mille:
https://5x1000.celiachia.it/

il sito AIC dei Bandi per il finanziamento

della Ricerca e la presentazione di tutti i Progetti finanziati fino ad oggi:
https://www.celiachia.it/ricerca/bandi-aic-di-ricerca/
https://www.celiachia.it/ricerca/aic-call/

il portale AIC degli eventi scientifici con i Programmi e il Materiale
scaricabile:
https://convegnoscientificoaic.celiachia.it/
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Investigator Grant 001/2020 - Laura Pisapia

CD84/ SLAMF5: emergente bio-marcatore di malattia
celiaca

Giovanna Del Pozzo', Sossio Federico Capone’, llaria Mottola?, Alessia Gaeta',
Carmena Gianfrani?, Antonio Rispo?®, Laura Pisapia'.

1. Istituto di Genetica e Biofisica- Adriano Buzzati Traverso , CNR, Napoli

2. Istituto di Istituto di Biochimica e Biologia Cellulare , CNR, Napoli

3. Dipartimento di Gastroenterologia, Universita degli Studi di Napoli-Federico |l

Introduzione e scenario

Sebbene il glutine e la predisposizione genetica siano elementi chiave nella
malattia celiaca, molte domande restano insolute riguardo i meccanismi che
portano all'insorgenza della patologia e riguardo la valutazione clinica del ri-
schio di ammalarsi. Studi di associazione genica continuano ad identificare
nuovi biomarcatori associati alla celiaca ed in tale contesto si inserisce il nostro
studio (1,2).

Abbiamo investigato il ruolo della proteina CD84/SLAMF5 quale biomarcatore
nella patogenesi della celiachia. CD84 & un membro della famiglia SLAM/CD2,
recettori trans-membrana coinvolti in numerosi processi immunologici, come lo
sviluppo, attivazione e acquisizione di funzioni effettrici da parte delle cellule coin-
volte nella tolleranza immunitaria agli antigeni (3,4,5). Il nostro obiettivo é stato
produrre evidenze sperimentali che associno I'espressione di CD84 all'instaurarsi
dello stato patologico, alla classificazione del rischio di ammalarsi e alla valutazio-
ne della progressione della malattia.

Risultati

Abbiamo arruolato 74 soggetti suddivisi in tre coorti: 26 pazienti con celiachia attiva
(CD), 35 in remissione a dieta aglutinata (GFD), tutti con genotipo HLA DQ2/DQ8, e
13 soggetti sani (CTRL).

Per dimostrare il coinvolgimento della molecola CD84 nella malattia celiaca, abbiamo
perseguito due obiettivi principali:

« valutazione dell’espressione di CD84/SLAMF5 in PBMC

- analisi della funzione di CD84/SLAMFS5 nel processo di presentazione dell'antigene.
L'analisi fenotipica, condotta mediante citometria a flusso, ha evidenziato un'espres-
sione piu elevata del CD84 nelle PBMC di pazienti con malattia attiva (4515 + 343
MFI) rispetto a quelli in GFD (2916 + 174 MFI) e ai soggetti sani (583 + 150 MFI). L’
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espressione del CD84 e risultata elevata nei monociti, cellule dendritiche e linfociti B.
In un sottogruppo di pazienti & stata eseguita un’analisi longitudinale dell’'espres-
sione di CD84, confrontando la fase attiva della patologia con la fase di remissione.
| dati hanno mostrato una riduzione del CD84 nella fase di remissione (3584 + 944
MFlin fase attiva vs 2164 + 637 MFI in remissione), confermando la correlazione tra
CD84 e lo stato di attivita clinica della malattia.

Infine, esperimenti funzionali di presentazione dell'antigene sono stati condotti
valutando l'attivazione delle cellule T CD4* specifiche per la gliadina, in presenza e
assenza di un anticorpo neutralizzante il CD84. La neutralizzazione della molecola
ha comportato una riduzione significativa dell'attivazione delle cellule T, misurata
sia tramite la produzione di IFN-y sia mediante I'espressione del marcatore di at-
tivazione CD25, con una riduzione superiore al 50% per entrambi i parametri, evi-
denziando il ruolo diretto e funzionale del CD84 nei meccanismi di presentazione
dell’antigene.

Conclusioni e prospettive

| nostri risultati indicano che il CD84 pud essere incluso tra i marcatori con poten-
ziale valore predittivo per la progressione e le fasi cliniche della malattia celiaca.
L'espressione della molecola correla con lo stato clinico del paziente, e il suo coin-
volgimento funzionale nella presentazione dell'antigene fornisce nuove prospet-
tive per comprenderne il ruolo nella patogenesi. Una maggiore comprensione del
suo coinvolgimento potrebbe migliorare il monitoraggio terapeutico, supportare
la gestione clinica dei pazienti e guidare I'identificazione di transizioni verso fasi
diverse della patologia, in modo non invasivo. Infine, CD84 rappresenta un poten-
ziale bersaglio per lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche.
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Investigator Grant 002/2020 - Carmela Gianfrani

L’interleuchina-4 modula I'infiammazione indotta
dal glutine nella mucosa intestinale dei pazienti
con celiachia potenziale

llaria Mottola’, Serena Vitale', Roberta Esposito’, Mariantonia Maglio? Riccardo
Troncone'?, Renata Auricchio?, Carmen Gianfrani’

'Institute of Biochemistry and Cell Biology, CNR, Via Pietro Castellino, 111, Naples, 80131,
Italy.

2Department of Translational Medical Science, Section of Pediatrics, University Federico I,
and European Laboratory for the Investigation of Food Induced Diseases (ELFID), Universi-
ty Federico I, via S. Pansini 5, 80131 Naples, Italy.

Molte sono le manifestazioni cliniche della celiaca, e tra le forme piu frequenti, so-
prattutto in eta pediatrica, ritroviamo la celiachia acuta e quella potenziale. Mentre
la celiachia acuta si manifesta con una marcata positivita ai marcatori sierologici
(autoanticorpi anti-transglutaminasi e anti-endomisio) e danno alla mucosa in-
testinale (con atrofia dei villi), quella potenziale é caratterizzata dalla presenza di
autoanticorpi sierici ma una mucosa intestinale morfologicamente normale (1).
Sebbene nella malattia celiaca acuta siano stati studiati ampiamente sia i linfociti
T reattivi al glutine che i mediatori molecolari dellinfiammazione, restano ancora
da chiarire i meccanismi coinvolti nella progressione dalla fase potenziale a quella
acuta. Si ipotizza che, nella mucosa intestinale dei soggetti con celiachia potenzia-
le, vi sia un equilibrio tra i meccanismi infiammatori e quelli anti-inflammatori che
mediano la tolleranza verso le proteine del glutine nei soggetti sani. La rottura di
tale equilibrio potrebbe essere responsabile dell'evoluzione del danno intestinale
e del passaggio dalla fase potenziale a quella acuta. Risultati recenti del nostro
gruppo di ricerca hanno evidenziato un’elevata infiltrazione dei linfociti T, che
esprimono il recettore TCRyd, nella mucosa intestinale dei pazienti con celiachia
acuta. Invece, un’elevata presenza di linfociti T che rilasciano l'interleuchina-4 (IL4)
e stata osservata nella mucosa intestinale dei pazienti potenziali, suggerendo un
coinvolgimento di queste due popolazioni linfocitarie nella progressione verso I'a-
trofia della mucosa intestinale (2,3). Poiché questi risultati suggeriscono un effetto
protettivo dell'lL-4 nell'evoluzione del danno mucosale, nel presente progetto fi-
nanziato da AIC (Grant IG 002_2020) abbiamo approfondito il ruolo anti-infiam-
matorio dell'lL4 nei soggetti pediatrici con celiachia.

A tale scopo, sono state generate da campioni di biopsie intestinali di soggetti
pediatrici (10 celiaci acuti e 10 potenziali) le linee cellulari di linfociti in grado di ri-
conoscere la gliadina e i suoi peptidi piu attivi, utilizzando I'lL4 come fattore di cre-
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scita. Attraverso varie tecnologie sperimentali, quali i dosaggi immunoenzimatici
delle citochine e la citofluorimetria a flusso multiparametrica, abbiamo valutato se
I'utilizzo dell'lL4 riuscisse a modulare i marcatori infiammatori con un ruolo chiave
nella malattia celiaca, quali lI'interferone-y e I'espansione dei linfociti y&.

Abbiamo osservato che I'lL4 aggiunta come fattore di crescita riduce in maniera
significativa la produzione dell'interferone-y nei terreni di coltura dei linfociti inte-
stinali. La riduzione si & osservata sia nei pazienti con celiachia acuta che potenzia-
le. Al contrario, i livelli dell'interleuchina-10, principale citochina con azione antin-
fiammatoria, sono risultati aumentati nei terreni di coltura trattati con IL4 rispetto
alle colture cellulari non trattate.

Quando invece abbiamo osservato la produzione dell'interferone-y in risposta alla
gliadina e ai suoi peptidi piu tossici, solo le linee cellulari generate da soggetti con
celiachia potenziale e coltivate in presenza di IL4 hanno mostrano una significa-
tiva diminuzione della produzione di tale citochina infiammatoria. Inoltre, & stato
anche osservato una diminuzione dei linfociti citotossici e dei linfociti y& intraepi-
teliali.

Sulla base dei risultati ottenuti possiamo affermare che I'lL4 mostra una funzione
regolatoria sull'inflammazione intestinale scatenata dall'ingestione di glutine. Ul-
teriori studi sono necessari per capire il ruolo protettivo dell'lL4 nella prevenzione
dell'atrofia dei villi intestinali negli individui con celiaca potenziale, o in coloro ge-
neticamente predisposti alla celiachia.
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Maodifiche epigenetiche dell’epitelio intestinale alterano
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Elena Spinelli', Fabiana Ziberna', Giorgia Fontana', Giuseppe Molinario’, Matteo
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Istituto di Patologia Spedali Civili, Brescia

Obiettivi e Studio

Predisposizione genetica, glutine e fattori ambientali contribuiscono alla patoge-
nesi della celiachia (Lancet 2018;391:70-81). | fattori ambientali non sono ancora
ben definiti. Le cellule epiteliali intestinali costituiscono una barriera fondamen-
tale tra I'organismo e 'ambiente e rappresentano il tipo cellulare rilevante in cui
identificare i cambiamenti epigenetici coinvolti nella patogenesi della celiachia.
Gli obiettivi sono:

1. Identificazione di vie di segnalazione alterate a livello epigenetico e trascrizio-
nale nelle cellule epiteliali intestinali di pazienti con celiachia classica e potenziale,
prima e dopo il trattamento;

2. Generazione di organoidi epiteliali intestinali da pazienti con celiachia classica
e da controlli e valutazione della loro interazione con il peptide tossico di gliadina
p31-43.

Metodi

In questo studio sono stati arruolati 181 pazienti: 96 celiaci alla diagnosi (77 celiaci
classici, 19 celiaci potenziali), 20 celiaci in dieta senza glutine e 65 controlli.

Le cellule epiteliali intestinali, purificate da campioni bioptici (PLoS One
2013;8:¢55636) di pazienti celiaci (alla diagnosi e in trattamento) e di soggetti di
controllo affetti da altre patologie infiammatorie gastrointestinali, sono state uti-
lizzate per esequire analisi di metilazione del DNA e di trascrittomica.

Gli organoidi epiteliali intestinali (Gastroenterology 2011;141:1762-1772) ottenuti
dai pazienti celiaci (n=>5) e dai soggetti di controllo (n=5) sono stati incubati con il
peptide tossico della gliadina p31-43 fluorescente (LGQQQPFPPQQPY) o con una
forma scramble del p31-43 fluorescente (YQPLFQPQGPQPQ). L'interazione é stata
valutata con la microscopia confocale.

Risultati

1. Confrontando i pazienti con celiachia classica, potenziale e in dieta priva di glu-

tine rispetto ai controlli:

« i geni differenzialmente metilati sono stati ordinati in base al p-value (dal piu
significativo al meno significativo) e i primi 9 (HLA-DMA, HLA-E, PSMB8, PSMB9,
TAP1, TAP2, HLA-DOA, HLA-DPB1, TAPB) sono risultati gli stessi in ciascun con-
fronto;

+i 9 geni condivisi sono coinvolti nella via di processazione e presentazione
dell'antigene e risultano ipometilati\sovraespressi in tutti i pazienti celiaci rispet-
to ai controlli.

2. Lo studio dell'interazione del peptide p31-43 con gli organoidi epiteliali intesti-

nali derivati da pazienti celiaci e soggetti di controllo ha mostrato:

« presenza di segnale fluorescente solo negli organoidi incubati con p31-43 e non
con la sua versione scramble;

« il segnale fluorescente del peptide p31-43 sembra piu intenso negli organoidi di
soggetti con celiachia.

Conclusioni

La via di processazione e presentazione dell’antigene & attivata in modo costituti-
vo nell’epitelio intestinale di tutti i pazienti celiaci rispetto ai controlli, suggerendo
che nella celiachia grandi quantita di peptidi vengano trasportati nel reticolo en-
doplasmatico, caricati sulle molecole MHC di classe | e trasportati sulla superficie
cellulare per attivare le cellule T. L'interazione del peptide p31-43 con gli organoidi
epiteliali intestinali & sequenza-specifica suggerendo la presenza di un recettore
che media l'interazione. Gli organoidi derivati da pazienti con celiachia sembrano
mostrare una maggior affinita con il peptide p31-43.

Fellowship Grant 002/2019 - Antonella Marano

Caratterizzazione dei linfociti intraepiteliali TcRyd nella
progressione della malattia celiaca
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Luigi Greco'?, Valentina Discepolo'? Riccardo Troncone'?
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Introduzione e scenario
La celiachia (CD) € una malattia autoimmune tipicamente associata ad una ente-
ropatia del piccolo intestino caratterizzata dall’atrofia dei villi intestinali (VA) e da
un aumento di linfociti intraepiteliali (IELs), sia TcRaf+CD8+ che TcRyo+Vd1+. |
pazienti con celiachia potenziale (PCD) presentano una sierologia positiva ma una
mucosa normale (Marsh0) o caratterizzata dal solo incremento dei IELs (Marsh1).
| PCD possono sviluppare o meno nel tempo VA, ma quali eventi patogenetici ne
guidino la progressione non ¢ noto.
In questo studio, ci siamo proposti di indagare:
1. le caratteristiche immunologiche della mucosa duodenale di PCD, con parti-
colare attenzione alle differenze tra Marsh0 e Marsh1, allo scopo di identificare
marcatori predittivi di sviluppo di VA nei PCD e di meglio comprendere la storia
naturale della CD;
2.ilfenotipo natural-killer (NK) e la funzione dei IELs TcRaf3+CD8+ e TcRyd+Vd 1+
nelle varie fasi della malattia, per comprendere il ruolo di queste cellule nella
patogenesi della CD.

Risultati

In tutti i PCD, sia Marsh0 che Marsh1, abbiamo riscontrato un incremento della
profondita e della proliferazione delle cripte; inoltre abbiamo osservato un au-
mento rispetto ai CTR del numero di IELs TcRyd+ gia nei Marsh0-PCD, sebbene ad
un livello inferiore rispetto ai Marsh1-PCD. Al contrario, solo i Marsh1-PCD mostra-
vano un incremento di CD3+ e Perforina+ IELs. Non abbiamo invece osservato un
incremento dei IELs NKG2D+ nei PCD, in linea con I'assenza di VA in questi pazien-
ti. Nella lamina propria tutti i PCD alla diagnosi mostravano la presenza di depositi
mucosali di anticorpi anti-TG2, un incremento di cellule CD25+, IL-15+, ma non di
IL-21+, mediante immunoistochimica.

Lo studio longitudinale dei PCD in follow-up ha rivelato che i PCD che evolvono
verso VA mostravano alla diagnosi un aumento di I[ELs CD3+, TcRyd+ e Perforina+
rispetto a quelli che rimanevano PCD, che invece mostravano una riduzione dell’e-
spressione epiteliale di IL-15 nel tempo.

La caratterizzazione citofluorimetrica dei IELs TcRap+CD8+ ha rivelato che non
tutti gli ACD mostravano una downregolazione di NKG2A, ma solo quelli con atro-
fia severa della mucosa. L'analisi di NKp46 sui IELs TcRyd+ mostrava una espres-
sione ridotta nei PCD rispetto ai CTR ed ulteriormente ridotta negli ACD rispetto ai
PCD, suggerendo una graduale downregolazione di Nkp46 associata ad un cam-
biamento funzionale dei IELs TcRyd+ nella progressione della malattia.

Conclusioni e prospettive
Abbiamo evidenziato come i PCD siano un gruppo eterogeneo di pazienti con
segni di infliammazione e rimodellamento tissutale, in parte gia evidenti nei Mar-
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sh0-PCD, in parte solo in quelli Marsh1. Segni predittivi di progressione verso la
VA sono evidenti gia alla diagnosi di PCD. Il miglior predittore di sviluppo di VA &
I'aumento combinato di IELs TcRy&+ e Perforina+ alla diagnosi. La caratterizzazio-
ne citofluorimetrica ha rivelato che esiste una eterogeneita tra i pazienti ACD in
merito al fenotipo immunologico dei IELs che dipende almeno in parte dalla se-
verita del danno tissutale. | risultati di questo studio contribuiscono non soltanto
alla comprensione dei meccanismi di malattia, ma anche alla implementazione di
strategie di stratificazione dei pazienti e definizione del rischio di progressione da
PCD a ACD, che potranno essere utili nella pratica clinica.
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Introduzione e scenario

La sequenza primaria della gliadina contiene regioni che svolgono un ruolo im-
portante nella patogenesi della celiachia, esercitando attivita citotossica o immu-
nomodulatoria; ne sono state perd riconosciute altre responsabili dellinduzione
dello stress ossidativo e del rilascio di citochine proinflammatorie. | radicali liberi
sono molecole altamente instabili, prodotte durante il metabolismo cellulare, nor-
malmente contrastati dai meccanismi antiossidanti endogeni. Purtroppo, quando
la produzione di radicali liberi supera la capacita dell'organismo di eliminarli, si
induce una condizione definita stress ossidativo a cui possono associarsi danni alle
cellule e ai tessuti. Nei soggetti celiaci, lo stress ossidativo non sempre viene risolto
con l'introduzione della dieta priva di glutine.

Si e ritenuto importante valutare “nuovi” ingredienti senza glutine che possano
contribuire a un miglioramento delle condizioni di salute dei soggetti affetti da ce-
liachia. Tra questi, alcuni cereali pigmentati, utilizzati per lo piu per diversificare la
dieta della popolazione generale, possono rappresentare alternative interessanti
per il settore del gluten-free, dal momento che sono ricchi di molecole ad elevata
attivita antiossidante.

Risultati

La ricerca si & avvalsa di diversi approcci sperimentali per: (1) caratterizzare il profilo
fenolico e le relative proprieta antiossidanti di campioni di mais e riso con diversa
pigmentazione, utilizzando tecniche spettrofotometriche e cromatografiche, (2) va-
lutare la stabilita degli antociani durante la digestione gastrointestinale e (3) verifica-
re il potenziale antinfiammatorio dei polifenoli tipici dei cereali pigmentati studiati.
Su 19 cereali pigmentati a disposizione, lo studio & stato approfondito su 3 di essi in
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quanto piu promettenti: riso Nerone (N), mais Scagliolo Rosso (SR) e Rosso Rostratto
di Rovetta (RR). Gli estratti di cereali pigmentati hanno mostrato un contenuto di
antociani diversificato in senso quali-quantitativo e la digestione in vitro ha deter-
minato una significativa riduzione del contenuto totale degli stessi, rispettivamente
del -23% e del -73% per N e SR.

Al contrario, non sono state osservate differenze significative (p>0,05) nel conte-
nuto fenolico totale prima e dopo la digestione, mentre si € verificato un aumento
significativo dell'attivita antiossidante. Il fenomeno potrebbe dipendere dalla tra-
sformazione delle antocianine in altri composti bioattivi (quale I'acido protocate-
cuico), che medierebbero I'aumento della capacita antiossidante.

Le proprieta antiinfiammatorie degli estratti di cereali sono state valutate misuran-
do l'effetto diretto della gliadina da sola o in combinazione con citochine tipiche
delle malattie autoimmuni (IFN-y e IL-1p) sui livelli di CXCL10, una chemiochina
sovraespressa nella mucosa intestinale di pazienti con celiachia e coinvolta nell’at-
tivazione e nel reclutamento dei leucociti. La gliadina, in combinazione con IFN-y
e IL-1B, ha aumentato il rilascio di CXCL10, che é risultato pero inibito da tutti gli
estratti saggiati, sia prima che dopo la digestione. CXCL10 e controllato dalla via di
segnalazione NF-kB, che é stata parzialmente inibita da tutti gli estratti, alla massi-
ma concentrazione utilizzata (200 pg/mL).

Conclusioni e prospettive

Questo studio conferma l'attivita antiossidante e antinflammatoria dei cereali
pigmentati a livello intestinale, con potenziale ricaduta sul benessere dei soggetti
celiaci. I risultati ottenuti indicano che 'uso dei cereali pigmentati, oggi per lo piu
ingredienti di alimenti comuni, potrebbero trovare un’applicazione anche nei pro-
dotti destinati ai soggetti celiaci.

Bibliografia

F. Colombo, et al. Pigmented corn varieties as functional ingredients for gluten-free products.
Foods 10, 1770, 2021. doi: 10.3390/foods10081770

S.Piazza et al. Evaluation of the potential anti-inflammatory activity of black rice in the frame-
work of celiac disease. Foods 12, 7805, 2022 - doi.org: 10.3390/foods12010063

C. Bani et al. Phenolic profile and in vitro antioxidant activity of different corn and rice variet-
ies. Plants 12, 448, 2023. https://doi.org/10.3390/plants12030448

F. Colombo et al. Characterization of color, phenolic profile, and antioxidant activity of Italian
pigmented rice varieties after different technological treatments. Food Bioscience 53, 102674,
2023 - https://doi.org/10.1016/j.fbi0.2023.102674

S. Piazza et al. Pigmented corn as a gluten-free source of polyphenols with anti-inflammatory
and antioxidant properties in CaCo-2 cells. Food Research International 191, 114640, 2024 -
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2024.114640

15



Fellowship Grant 006/2019 - Giovanna Del Pozzo
(Tutor del PI Maria Vittoria Laezza)

Espressione dei geni HLA-DQ2.5 nei pazienti affetti da
malattia celiaca

Laura Pisapia*, Federica Farina*, Mariavittoria Laezza*, Antonio Rispo#, Carmen

Gianfrani® e Giovanna Del Pozzo*
*¥[stituto di Genetica e Biofisica “ Adriano Buzzati Traverso”, CNR, Napoli
° Istituto di Biochimica e Biologia cellulare, CNR Napoli

*Dipartimemnto di Gastroenterologia, Universita Federico Il di Napoli

Introduzione e scenario

La malattia celiaca € una patologia associata ai geni HLA-DQ2 e HLA-DQ8. Tali geni
codificano le molecole HLA espresse sulla superficie cellulare delle cellule presen-
tanti I'antigene ( APC ) che espongono i peptidi immunogenici della gliadina ai
linfociti T CD4. Lavori precedenti hanno dimostrato un’espressione differenziale
degli alleli di rischio della celiachia in linee di cellule B e cellule dendritiche diffe-
renziate in vitro, rispetto agli alleli non associati alla patologia. Cio significa che
le APC di un paziente eterozigote esprimono una concentrazione di eterodimero
HLA-DQ2.5 comparabile a quello di un individuo omozigote e quindi presentano
all'incirca lo stesso numero di peptidi immunogenici della gliadina (Pisapia 2016;
1). Test funzionali hanno inoltre dimostrato una diretta relazione tra I'espressione
delle molecole HLA e attivazione/ proliferazione dei linfociti CD4 patogenici, glia-
dina-specifici. Un ulteriore interesse & consistito nella valutazione dell'espressione
del gene TRAFD1 (TRAF-type zinc finger domain 1) che uno studio GWAS ha asso-
ciato alla celiachia con la funzione di regolatore del fenotipo inflammatorio (2).

Risultati

Il presente progetto ha avuto quale obiettivo lo studio dell'espressione dei geni
HLA-DQ2.5, in particolare degli alleli DQA1*05 e DQB1*02, da parte delle cellule mo-
nonucleate del sangue ( PBMC) che includono diversi tipi di APC tra cui le cellule B,
i monociti, i macrofagi e le cellule dendritiche, oltre ai linfociti T CD4 effettori. Anche
in questo caso abbiamo dimostrato una maggiore espressione degli alleli di rischio
DQA1*05 e DQB1*02 rispetto agli alleli HLA non associati alla celiachia (80% versus
20%), mediante real time PCR. Le PBMC di pazienti a dieta di glutine con un genotipo
eterozigote hanno evidenziato un’ elevata espressione degli alleli HLA di rischio ri-
spetto agli alleli non associati alle patologia ( Farina, 2021). Riguardo il gene TRAFD1
abbiamo dimostrato una maggiore espressione nelle PBMC di pazienti a dieta di
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glutine rispetto a quelli con celiachia attiva (Laezza, 2024).

Conclusioni e prospettive

Le conclusioni del progetto indicano che gli alleli DQA1*05 e DQB1*02 predispo-
nenti la celiachia sono regolati in maniera diversa rispetto ad altri alleli HLA non
associati alla patologia, probabilmente in conseguenza della presenza di SNP
(single nucleotide polymorphism ) nelle regioni regolatorie che influenzano la tra-
scrizione( Del Pozzo, 2021). Anche i pazienti in remissione, dopo una dieta priva
di glutine, mantengono un’espressione differenziale confermando che possono
mostrare nuovamente i sintomi se I'organismo viene a contatto con I'antigene.

L’ espressione differenziale dei geni HLA di rischio non & un fenomeno specifico
della malattia celiaca ma é stata dimostrata anche in altre patologie autoimmuni
e il meccanismo che lo determina & quasi sempre riconducibile ai polimorfismi
delle regioni regolative sia prossimali che distali al gene (3). Di conseguenza é
nostro interesse prioritario capire il meccanismo molecolare dell'espressione dif-
ferenziale degli alleli e degli aplotipi di rischio. Infine, la pil alta espressione del
gene TRAFDT1 nei pazienti a dieta senza glutine indica un suo ruolo nell'inibire il
pathway dell'IFNy e presentazione dell'antigene. Ci proponiamo di approfondire
la funzione di TRAFD1 per valutare se possa essere considerato un mediatore del
processo inflammatorio e un utile biomarcatore della remissione della celiachia e
dell’aderenza a un regime alimentare senza glutine nei pazienti trattati.
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Introduzione

Numerose evidenze indicano che l'incidenza della malattia celiachia & in progres-
sivo incremento ma le ragioni di questo fenomeno sono solo parzialmente note. In
aggiunta al glutine ed ai geni di predisposizione HLA (DQ2/DQ8), & plausibile che
altri fattori ambientali contribuiscano alla patogenesi della malattia. Tra questi, un
ruolo rilevante sembra svolgere il microbiota intestinale. Al fine di approfondire i
meccanismi di base coinvolti nello sviluppo dell’atrofia dei villi intestinali, obiettivo
del presente progetto di ricerca é stato quello di caratterizzare il microbiota duode-
nale, i metaboliti lipidici di origine microbica (acidi grassi liberi) e la risposta immune
associata in soggetti con celiachia atrofica e potenziale.

Pazienti e metodi

Sono stati inclusi nello studio 27 pazient celiaci a dieta libera (17 con celiachia atro-
fica e 10 con celiachia potenziale) e 12 soggetti di controllo. Campioni di sangue
sono stati prelevati a digiuno in tutti i soggetti per la misurazione mediante spet-
trometria di massa' degli acidi grassi liberi sierici, e biopsie multiple della muco-
sa duodenale sono state effettuate per I'analisi istologica, I'identificazione delle
comunita batteriche (mediante sequenziamento del 16S rRNA) e la valutazione
della risposta immune (caratterizzazione fenotipica e funzionale di cloni cellulari T
isolati dalla mucosa).

Risultati
Per quanto concerne l'analisi del microbiota associato alla mucosa, non sono
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emerse significative differenze tra pazienti con celiachia atrofica e potenziale. Al
contrario, importanti differenze sono state riscontrate a carico degli acidi grassi
liberi sierici. In particolare, pazienti con celiachia potenziale presentavano livelli
significativamente aumentati di acido propionico, butirrico e valerico in confronto
ai soggetti di controllo e di acido isobutirrico e octadecanoico rispetto ai pazienti
con celiachia atrofica. Infine, I'analisiimmunologica di biopsie duodenali ha docu-
mentato una minor percentuale di linfociti T CD4* nei pazienti con celiachia poten-
ziale mentre la caratterizzazione funzionale dei linfociti T ha permesso di rilevare
un significativo incremento dei linfociti ThO/Th17 (secernenti IL-4*, IFN-y e IL-17) e
una parallela riduzione dei linfociti Th1/Th17 (producenti IFN-y e IL-17) rispetto ai
celiaci atrofici.

Conclusioni e prospettive future

Irisultati dello studio, pur non documentando significative differenze nel micro-
biota duodenale, mostrano distinti profili, per quanto riguarda gli acidi grassi liberi
circolanti e la risposta immunitaria mucosale, tra pazienti con celiachia potenziale,
atrofica e soggetti sani di controllo. Ulteriori studi sono appaiono necessari al fine
di confrontare, in una coorte di pazienti molto pit ampia, i complessi rapporti tra
microbiota fecale, acidi grassi liberi e risposta immunitaria.

Bibliografia: 1) Baldi S et al (2021). Free fatty acids signature in human intestinal disor-

ders: significant association between butyric acid and celiac disease. Nutrients 13:742. doi:
10.3390/nu130307422)
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Obiettivo: La celiachia (CD) & una malattia autoimmune inflammatoria. La princi-
pale manifestazione € un’enteropatia causata da una risposta immunitaria abnor-
me ai peptidi del glutine. La patogenesi dipende sia da fattori predisponenti ge-
netici (geni HLA DQ2/8-geni non HLA) che da fattori esterni. Di fatti, diversi fattori
ambientali pro-inflammatori possono influenzare e amplificare la risposta immu-
nitaria al glutine mediata dalle cellule T. Il danno epiteliale e I'atrofia dei villi sono
segni caratteristici della malattia celiaca. Nel presente studio si descrive l'inflam-
mazione nell’epitelio intestinale celiaco utilizzando come modello gli organoidi
intestinali derivati da biopsie duodenali di pazienti celiaci (CD) e controlli (CTR) e
la loro rispettiva risposta a diversi fattori pro-inflammatori, come gliadina e virus.
Metodi: Sono stati prodotti organoidi intestinali derivati da pazienti CD e CTR,
I'inflammazione é stata studiata mediante Western Blot (WB), ELISA e quantitative
PCR con i seguenti markers: pNF-kB, pERK, IL-6, IL-1pB. Il ligando del Toll-like-recep-
tor, Loxoribine (Lox) e il peptide della gliadina (P31-43) sono stati utilizzati come
stimoli pro-inflammatori

Risultati: | marcatori dell'inflammazione pNF-kB, pERK, IL-1-B e IL-6 sono risultati
aumentati e persistenti negli organoidi di CD e sono piu sensibili agli stimoli di
P31-43 e loxoribina (Lox) rispetto alle CTR.

Conclusioni: | fattori che creano un ambiente pro-inflammatorio nell'intestino
possono essere esogeni, comeiil cibo e i virus, ma possono anche essere endogeni.
In effetti, I'inflammazione di basso grado dell’epitelio CD, probabilmente costitu-
tiva, & presente anche prima del danno intestinale. Gli organoidi intestinali hanno
riprodotto questa inflammazione costitutiva e quindi rappresentano un buon mo-
dello per lo studio dell'infiammazione epiteliale nei pazienti celiaci.
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La celiaca pud manifestarsi con un ampio spettro di forme cliniche e di danno
alla mucosa del piccolo intestino. Tra le forme piu frequenti troviamo la celiachia
acuta, con sintomi prevalentemente gastrointestinali, presenza di autoanticorpi
anti-transglutaminasi ed atrofia dei villi intestinali, e la celiachia potenziale, carat-
terizzata da positivita degli autoanticorpi, presenza o meno di sintomatologia e
assenza del danno alla mucosa. Mentre & ben nota la cascata inflammatoria sca-
tenata dal glutine nella celiachia acuta, nella forma potenziale i meccanismi pa-
togenetici e i peptidi del glutine tossici che li innescano, sono poco conosciuti.
Inoltre, non & chiaro se nella mucosa intestinale dei celiaci potenziali, i linfociti
inflammatori siano controllati da meccanismi mediati da cellule regolatorie, e se
la rottura di tale “equilibrio immune” sia responsabile del danno alla mucosa inte-
stinale, con conseguente insorgenza della forma acuta. L'obiettivo primario dello
studio triennale finanziato da AIC (Fellowship Grant 009_FC_2016) ¢ stata I'analisi
della risposta immunitaria indotta dal glutine nelle differenti forme di celiachia,
ed in particolare la caratterizzazione dei principali attori della reattivita al glutine: i
linfociti T intestinali, sia di tipo inflammatorio che regolatorio.

Nello studio sono stati valutati il fenotipo e il profilo di citochine rilasciate delle cel-
lule T intestinali di tre gruppi di pazienti celiaci di eta pediatrica, acuti, potenziali e
controlli sani. L'analisi & stata eseguita mediante citofluorimetria a flusso utilizzan-
do due differenti sistemi sperimentali: 1) sistema in vitro, costituito da linee cellu-
lari molto responsive al glutine; 2) sistema ex vivo, costituito dalle cellule intestinali
appena isolate dai campioni bioptici intestinali. L’'analisi fenotipica ¢ stata effet-
tuata su cellule non stimolate, mentre le citochine sono state rilevate mediante
colorazione intracitoplasmatica dopo stimolazione con PMA/ionomicina.

Sono stati identificati nuovi biomarcatori immuno-specifici, associati all'inflam-
mazione del tessuto intestinale, nelle mucose duodenali delle due forme di MC.
In particolare, & stato osservato che la mucosa danneggiata della forma acuta &
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caratterizzata da un’espansione di una sottopopolazione dei linfociti T con recet-
tore TCRy& (cellule TCRyS positive), con ruolo inflammatorio, e tale infiltrazione
€ accompagnata da una quasi totale scomparsa dei linfociti T con recettore CD4
(cellule CD4 positive) che producono IL4, con un probabile ruolo regolatorio. La
mucosa morfologicamente normale dei soggetti con MC-potenziale presentava,
invece, un andamento inverso, con un aumento significativo delle cellule CD4+
che producono IL4 e riduzione della densita delle cellule TCRyS+. Le due popola-
zioni cellulari osservate nelle biopsie di celiaci acuti e potenziali risultano essere
inversamente correlate tra loro, inoltre la loro densita e fortemente correlata con
il danno alla mucosa intestinale. In particolare, la densita delle cellule TCRyd+ au-
menta in maniera lineare con il grado di infiammazione nella mucosa (grado di le-
sione Marsh), al contrario, la densita delle cellule IL4+ si riduce significativamente
con I'aumentare della lesione ai villi intestinali.

Quiest risultati suggeriscono che I'analisi combinata di queste 2 popolazioni cellu-
lari potrebbe avere un importante valore prognostico, e potrebbe rappresentare
un approccio utile non solo per caratterizzare meglio le due condizioni di MC, ma
anche per supportare la diagnosi differenziale e prevedere la progressione e/o la
remissione della malattia.
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Introduzione

Gli studi di associazione genetica hanno identificato 112 polimorfismi a singolo nu-
cleotide (SNP) associati alla Malattia Celiaca (MC), dei quali circa il 90% é localizzato
in regioni non codificanti, suggerendo un potenziale ruolo regolatorio (1). Negli ul-
timi anni, e stato scoperto che la maggior parte dei trascritti umani & costituito da
RNA non codificanti (ncRNA), piccole molecole di RNA trascritte ma non tradotte in
proteine. E’ inoltre noto che questi RNA sono coinvolti nella regolazione post-tra-
scrizionale dell'espressione genica, che non dipende esclusivamente dai fattori di
trascrizione. Tra gli RNA non codificanti che influenzano i processi epigenetici si
distinguono in “short ncRNA” e “long ncRNA”, oggetto del nostro lavoro. L'analisi
dei meccanismi di regolazione epigenetica potrebbe contribuire a chiarire I'eredi-
ta mancante della Malattia Celiaca. Lo scopo di questo studio & quello di valutare
I'espressione e la localizzazione di IncRNA potenzialmente associati alla Malattia Ce-
liaca, su diversi tipi cellulari intestinali (cellule epiteliali e non epiteliali) e su sezioni
fissate in formalina (FFPE) di biopsie intestinali di pazienti celiaci e controlli.

Metodi

Sono stati selezionati 7 SNP associati alla MC, identificati come cis-eQTL (2,3,4,5),
ovvero varianti che influenzano I'espressione genica, localizzati all'interno di 7
IncRNA (AL139246, LINC01890, LINC02435, AC007220, LINC01882, AL080284.1,
CCDC26). Sono state analizzate biopsie intestinali di 32 pazienti celiaci (CD) e
22 controlli (CTR), isolando cellule epiteliali e non epiteliali per studiare, tramite
Real-Time PCR, I'espressione dei IncCRNA e dei loro geni target (ZEB1, MAP2K4 e
PTPN2). Tutti i campioni sono stati anche genotipizzati per lo SNP rs12971201 del
gene PTPN2. Infine, su sezioni di tessuto conservate in paraffina, abbiamo analiz-
zato la localizzazione cellulare dei IncRNA mediante ibridazione in situ (ISH).

Risultati

Tra i IncRNA analizzati, LINC01882 ha mostrato una differenza significativa nell’e-
spressione tra pazienti celiaci e controlli. In particolare: A) LINC01882 & espres-
so principalmente nei celiaci, soprattutto nelle cellule della lamina propria, con
un’intensita di segnale nettamente superiore rispetto ai controlli. B) | geni target
di LINC01882, nello specifico PTPN2 e MAP2K4, presentano una ridotta espressio-
ne nei pazienti celiaci rispetto ai controlli, suggerendo un potenziale meccanismo
di regolazione negativa mediato da questo IncRNA. Al contrario, ZEB1 non ha
mostrato variazioni significative tra i gruppi. C) Gli altri IncRNA analizzati hanno
mostrato espressione stabile o assente nei diversi compartimenti intestinali, senza
differenze rilevanti tra pazienti celiaci e controlli.

Conclusioni e prospettive
| nostri risultati suggeriscono che il IncRNA LINC01882 potrebbe giocare un ruolo

23



chiave nella patogenesi della MC. L'espressione significativamente aumentata di
LINCO1882 nei pazienti celiaci rispetto ai controlli, in particola nella lamina propria
intestinale, associata a una concomitante riduzione dei geni immunoregolatori
PTPN2 e MAP2K4, suggerisce un coinvolgimento diretto nella regolazione epige-
netica della MC mediato da questo IncRNA.
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Introduzione e scenario

La malattia celiaca (MC) € un'enteropatia immunomediata che si manifesta in sog-
getti geneticamente predisposti a seguito dell'ingestione del glutine, caratterizza-
ta da atrofia dei villi intestinali, iperplasia delle cripte e incremento dei linfociti T
intraepiteliali (T IELs) che esprimono TCR a3+ e y&+.

Contrariamente ai IELs ap+, il cui numero si riduce con una dieta priva di glutine, i
y&+ restano aumentati anche nei pazienti celiaci a dieta senza glutine, oltre ad es-
sere aumenti nei pazienti con MC latente e nei parenti di primo grado dei pazienti
celiaci [Jabri et al, 2009].
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Sebbene alcune evidenze scientifiche abbiano dimostrato il loro ipotetico ruolo
regolatorio associato alla loro capacita di secernere TGF-3 [Bhagat et al, 2008, i IELs
y&+ non riescono a controllare lo stato inflammatorio nella MC attiva, suggerendo
un difetto nell'attivazione dei meccanismi regolatori. Ad oggi, il ruolo specifico de-
gli IELs y6+ nella MC non e del tutto chiaro.

E noto che l'interleuchina (IL)-15, aumentata nella mucosa intestinale dei pazienti
celiaci in fase attiva di malattia, € sovraespressa a livello del compartimento epite-
liale e che una sovraespressione di IL-15 in colture d’ organo di pazienti MC a dieta
senza glutine determina un’espansione degli IEL y6+[Maiuri et al, 2001]. Il gruppo
Cerf-Bensussan ha dimostrato che I'lL-15 & coinvolta nella downregolazione lo-
cale del signaling del TGF-B [Benhamed et al, 2007] . Piu recentemente, il nostro
gruppo ha dimostrato che questa citochina compromette le funzioni delle cellule
T regolatrici (Treg) nella MC [Zanzi et al, 2011]. Nel complesso, questi dati indicano
che I'lL-15 gioca un ruolo importante nella patogenesi della MC, e che potrebbe
influenzare il ruolo degli IEL y&+.

L'obiettivo della Task 1 dello studio e stato quello di mettere in luce la funzione dei
IELs Y&+, attraverso I'analisi dell’'espressione genica di citochine attivamente coin-
volte nel pathway della MC prodotte dai IELs y6+, identificati e isolati mediante un
protocollo modificato di microdissezione a cattura laser (LCM) associato a immu-
noistochimica (IHC) , in sezioni seriali speculari di mucosa intestinale di pazienti
celiaci in fase attiva di malattia.

Nella Task 2, utilizzando il modello sperimentale della coltura d’organo intestinale,
abbiamo studiato per la prima volta I'effetto di un anticorpo monoclonale neutra-
lizzante I'lL-15 (alL-15) , nei confronti dei meccanismi che danneggiano la mucosa
intestinale di pazienti con MC attiva.

Definire il meccanismo d'azione dei IELs Y&+ e il ruolo dell'IL15 nel pathway della
malattia, fornirebbe un concreto aiuto

nell'identificazione di strategie terapeutiche alternative per i pazienti celiaci.

Risultati

Come recentemente dimostrato dal nostro gruppo nel lavoro pubblicato su Jour-
nal of Inmunological Methods [Mazzarella et al., J Immunol Methods. 2022], i y§ +,
isolati nel compartimento epiteliale della mucosa intestinale di pazienti con MC
attiva mediante un protocollo ottimizzato di LCM accoppiato a IHC, mostrano
un aumento dell’'espressione di TGF-f rispetto agli enterociti, isolati nella restante
parte di epitelio. Al contrario, I'lL-10 € maggiormente espressa dagli enterociti ri-
spetto ai y6 + IELs.

In un altro recente lavoro pubblicato su Cells [Rotondi Aufiero et al., Cells. 2025]
abbiamo dimostrato, per la prima volta, che bloccando I'azione dell’ IL15 nella
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mucosa intestinale di pazienti con MC attiva, viene indotta una riduzione dell’e-
spressione epiteliale di una serie di marcatori immunologici associati all’ apoptosi
e alla citototossicita ( Fas, HLA-E, perforina, TUNEL) e la downregolazione dell’e-
spressione genica dell’ IFN-y a livello epiteliale.

Conclusioni e prospettive

Nel complesso i dati ottenuti confermano che i y6 + IELs nella MC attiva manten-
gono un’attivita antinflammatoria, suggerendo una tendenza della loro funzione
a controbilanciare lo stato inflammatorio in corso.

Inoltre, la neutralizzazione degli effetti dell'IL-15 nella mucosa intestinale dei pa-
zienti con MC attraverso la downregolazione dell’'espressione di Fas e dell’HLA-E e
il rilascio di proteine citotossiche, come la perforina, potrebbe bloccare I'apoptosi.
Inoltre, la ridotta espressione dell'IFN-y, potrebbe determinare una downregola-
zione della risposta immunitaria caratteristica della MC.

Indagini pit approfondite sono necessarie per valutare la funzione dei yé + IELs
e per meglio caratterizzare gli elementi che ne influenzano la funzionalita, tra cui
I'effetto dell'lL-15.

| risultati pongono le basi per una ricerca prospettica mirata elaborazione di stra-
tegie immunoterapeutiche che potrebbero rappresentare possibili alternative te-
rapeutiche alla dieta senza glutine.
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Introduzione e Scenario

La malattia celiaca (MC) € una malattia autoimmune, che si manifesta in sogget-
ti geneticamente predisposti a seguito dell'ingestione del glutine presente nella
maggior parte dei cereali (orzo, frumento, segale). La reazione immunitaria che si
scatena, a livello del piccolo intestino (intestino tenue), genera un’inflammazione,
che causa la tipica atrofia dei villi, riscontrabile nei soggetti celiaci, e di conseguen-
za un'’incapacita di assorbire i nutrienti. Attualmente I'unico trattamento possibile
€ una dieta priva di glutine.

In studi precedenti & stato dimostrato che la transamidazione enzimatica € in gra-
do di sopprimere la risposta inflammatoria del glutine mediata da queste cellule.
In particolare, studi condotti su di un modello murino di sensibilita al glutine, han-
no suggerito un ruolo della gliadina transamidata come immuno-modulatore.

Lo studio e stato rivolto alle analisi delle proprieta della gliadina transamidata
nell'ottica di utilizzare la stessa per modulare la risposta pro-inflammatoria alla
gliadina nell'intestino.

Nel dettaglio I'obiettivo dello studio & stato di utilizzare il potenziale immunomo-
dulatorio della gliadina transamidata per individuare una strategia terapeutica po-
tenzialmente utile per i pazienti celiaci.

Impiegando il modello murino di sensibilita al glutine, abbiamo analizzato proto-
colli di tollerizzazione prendendo in considerazione diverse finestre temporali di
eta e diverse condizioni fisiologiche come I'allattamento.

Sono stati studiati differenti protocolli sperimentali:

- Tollerizzazione Neonatale = Somministrazione intragastrica durante la fase di
allattamento di gliadina nativa e transamidata e successiva sensibilizzazione
della prole per via intranasale con pt-glia piu tossina colerica.

- Co-Trattamento = Somministrazione intragastrica di gliadina nativa e transa-
midata e sensibilizzazione per via intranasale con gliadina nativa piu tossina co-
lerica.

- Pre-trattamento = Somministrazione intragastrica di gliadina nativa e transa-
midata seguita da sensibilizzazione per via intranasale con gliadina nativa piu
tossina colerica.
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Risultati

I risultati ottenuti hanno confermato I'abilita della gliadina transamidata di abbat-
tere la risposta inflammatoria della gliadina in vitro.

Abbiamo inoltre dimostrato che la gliadina transamidata & in grado di modificare
la risposta adattativa della gliadina e allo stesso tempo di inibire la risposta innata
nei topi sensibili al glutine.

Abbiamo inoltre riportato che la sensibilizzazione degli animali con gliadina e/o
gliadina modificata non va ad alterare la via dell'Nrf2 e quindi non altera lo stress
ossidativo come avevamo supposto inizialmente.

Alla luce dei primi risultati ottenuti abbiamo infine testato differenti protocolli di
tollerizzazione evidenziando che il pre-trattamento con gliadina transamidata nel
topo adulto ha mostrato i risultati pit interessanti in quanto si & visto che si ottiene
una tolleranza a livello sistemico.

Conclusioni e Prospettive

| risultati ottenuti in questo studio confermano la capacita della gliadina transa-
midata di abbattere la tipica risposta infliammatoria che avviene nella malattia
celiaca, aprendo quindi una nuova prospettiva per l'utilizzo di questa molecola
per indurre tolleranza al glutine e per prevenire gli effetti della malattia. Tuttavia,
i meccanismi alla base della patogenesi della MC sono molto complessi e ad oggi
ancora non ne abbiamo una totale conoscenza.

| nostri risultati evidenziano, pero, importanti proprietaimmunomodulatorie della
gliadina modificata ma occorrono ulteriori sperimentazioni per riuscire ad otte-
nere un protocollo di profilassi che sia efficace anche a livello mucosale oltre che
sistemico.
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Nell'ambito del progetto AIC 008/2018 dal titolo: “Studio della interazione tra
mastociti e Candida albicans nello sviluppo della celiachia”, abbiamo cercato di
decifrare il ruolo di Candida albicans in un modello murino di celiachia. Il fungo,
come € noto, & un commensale di cute e mucose dell'uomo ed in quanto tale non
dannoso. Tuttavia, puo diventare pericoloso, aumentare cioé la propria virulenza,
al variare del microambiente mucosale, come ad esempio in caso di infiammazio-
ne intestinale dove la capacita del fungo di cambiare morfologia si associa spesso
al potenziamento dell'inflammazione stessa in un perverso circolo vizioso. Ed al-
lora, capire se il fungo & causa o spia del microambiente infiammatorio locale in
celiachia diventa essenziale per una terapia e nutrizione di precisione. | risultati del
nostro studio si possono cosi sintetizzare:

Il glutine ¢ in grado di modificare la morfologia del fungo ed influenzarne la viru-
lenza.

L'aumentata virulenza del fungo si traduce in un aumentato danno mucosale con
conseguente inflammazione e disbiosi microbica.

| mastociti intestinali hanno un ruolo chiave nell'interpretare le caratteristiche del
fungo ed organizzare per contro la risposta immune locale sia in senso inflamma-
torio che non (favorire cioé un ambiente pil 0 meno permissivo al fungo).
Istruendo opportunamente i mastociti con terapie anti-inflammatorie nuove, qua-
li la inibizione della citochina IL-9 da questi prodotta, e/o con prodotti microbici,
quali I'indolo-3-aldeide, capace di correggere la disbiosi infiammatoria, € stato
possibile ripristinale un microambiente intestinale a ridotta infiammazione e ca-
pace diinstaurare un rapporto di pacifica coesistenza con C. albicans.

Quiesti risultati suggeriscono che l'interruzione del circolo vizioso perverso si ottie-
ne attraverso una terapia combinata che preveda non tanto e non solo un’azione
sul fungo ma anche, e soprattutto, sul microambiente intestinale, dove il ripristino
dell’eubiosi e della tolleranza immunologia sono le condizioni che garantiscono il
corretto rapporto con C. albicans.
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Introduzione e scenario

La stretta aderenza alla dieta senza glutine (DSG) rappresenta l'unica terapia effi-
cace per la Malattia Celiaca (MC), consentendo la remissione dei sintomi, la pre-
venzione delle complicanze ed il miglioramento della qualita di vita. Tuttavia, dati
epidemiologici indicano che fino al 50% dei pazienti puo trasgredire alla dieta, tal-
volta involontariamente, a causa della contaminazione crociata o della presenza
non dichiarata di glutine nei prodotti alimentari. Inoltre, una quota minoritaria di
soggetti puo sviluppare una forma refrattaria (RCD), rendendo complessa la dia-
gnosi differenziale tra non risposta ed esposizione non controllata. Attualmente, i
metodi di monitoraggio dell'aderenza alla DSG si basano su questionari o su valu-
tazioni indirette, spesso inaffidabili. In questo contesto, alcuni lipidi fenolici, nello
specifico I'acido 3,5-diidrossibenzoico (DHBA) e I'acido 3-(3,5-diidrossifenil)-pro-
panoico (DHPPA) principali metaboliti degli alchilresorcinoli (AR), sono stati pro-
posti come potenziali biomarcatori molecolari dell'assunzione di glutine.

Risultati

E stato sviluppato e validato un metodo in spettrometria di massa accoppiata alla
cromatografia liquida (LC-MS/MS) per la quantificazione simultanea di DHBA e
DHPPA in campioni urinari, sequendo le linee guida piu recenti per la validazio-
ne dei metodi bioanalitici. Una volta validato il metodo, per valutarne I'affidabilita
nel monitoraggio dell'assunzione di glutine, abbiamo analizzato campioni urinari
di soggetti sani. In un primo momento, sono stati esaminati i campioni di urina
provenienti da 10 volontari sani sottoposti a dieta priva di glutine (GFU) e da 10
volontari sani con dieta contenente glutine (GRU). I risultati hanno confermato che
la concentrazione di entrambi i biomarcatori era significativamente piu bassa nei
GFU rispetto ai GRU. In particolare, & stata osservata una buona correlazione tra
i livelli di DHBA e I'assunzione di glutine in tutti i campioni. In fase preclinica, tre
volontari sani sono stati sottoposti ad un protocollo dietetico controllato, alter-
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nando giorni di DSG, assunzione controllata di glutine (100 g di pane) e successivo
ritorno a una dieta contenente glutine. | campioni di urina del mattino sono stati
analizzati quotidianamente, mostrando un andamento coerente con il tipo di die-
ta seguita. In particolare, si € osservato un aumento significativo dei biomarcatori
gia dal giorno successivo all'assunzione di glutine, con una maggiore sensibilita
del DHBA nel rilevare anche modeste variazioni. | risultati ottenuti, seppur su un
numero limitato di soggetti, hanno evidenziato una buona riproducibilita intra- e
interindividuale, suggerendo la possibilita di definire valori soglia distinti per con-
dizioni di DSG e dieta contenente glutine.

Conclusioni e prospettive

La quantificazione urinaria di DHBA e DHPPA si & dimostrata un approccio pro-
mettente per monitorare in modo oggettivo e non invasivo I'aderenza alla DSG.
L'impiego di biomarcatori molecolari potrebbe aiutare i pazienti a mantenere un
maggiore controllo sulla propria dieta e potrebbe consentire ai clinici di identifi-
care rapidamente trasgressioni involontarie o errate diagnosi di celiachia refratta-
ria, evitando indagini invasive come la biopsia intestinale. | prossimi sviluppi del
progetto prevedono l'estensione dello studio a una coorte pit ampia di pazienti
celiaci e controlli sani, per validare clinicamente il metodo, definirne sensibilita e
specificita diagnostica e individuare soglie operative utili nella pratica clinica quo-
tidiana.
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