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Riassunto: Ad oggi non sono disponibili evidenze sulle interazioni tra Gal-10 ed i mediatori delle risposte Thi,
Th2 e Th17 nel lavaggio nasale di pazienti pediatrici con rinite allergica stagionale (SAR).

Lo scopo di questo studio & stato quello di valutare la correlazione di Gal-10 ed altri marcatori di inflammazione
nel lavaggio e nella citologia nasale di pazienti con SAR. I risultati ottenuti hanno mostrato una significativa cor-
relazione positiva tra Gal-10 e IL-5 e tra Gal-10 e Muc-5AC.

Parole chiave: Rinite allergica Stagionale (SAR), infiammazione nasale, rimodellamento.

Summary: There is no evidence currently available on the interactions between Gal-10 and mediators of Thi,
Th2 and Thi1y responses in the nasal wash of pediatric patients with Seasonal Allergic Rhinitis (SAR). The pur-
pose of this study is to evaluate the correlation of Gal-10 with other inflammatory markers in the nasal wash of
patients with SAR. The results showed a significant correlation between Gal-10 and IL-5 and between Gal-10
and Muc-5AC.

Keywords: Seasonal Allergic Rhinitis (SAR), nasal inflammation, nasal remodeling.

INTRODUZIONE

Studi precedenti sulla mucosa nasale in pazienti pediatrici affetti da rinite allergica stagionale (SAR,
seasonal allergic rhinitis) hanno evidenziato una risposta polarizzata di tipo Th2 con un aumento di
IL-5 (1, 2). Recentemente, il riscontro di aumentati livelli di IL-17 nel lavaggio nasale di pazienti adulti
e pediatrici con SAR, ha mostrato il coinvolgimento del pathway Th17 nella progressione dell'infiam-
mazione nasale (2, 3). Inoltre, in pazienti pediatrici affetti da SAR il coinvolgimento di IL-23 nella
patogenesi della malattia e stato confermato dal progressivo decremento dell’espressione del'mRNA
IL-23p19 dopo immunoterapia sub-linguale (4). Infine, in pazienti pediatrici con SAR sono stati ri-
scontrati bassi livelli di Interferon INF-y (IFN-gamma) a livello della mucosa nasale, e cio indica una
risposta immune di tipo Th1 non significativa (5).

La Galectina 10 (Gal-10), glicoproteina della famiglia delle lectine e attualmente riconosciuta come
biomarcatore dell'infiammazione eosinofila di tipo 2, ¢ la proteina costituente dei cristalli di Char-
cot-Leyden (CLCs) ed ¢ prodotta da eosinofili, basofili e alcune cellule T (6). Gal-10 € nota per la capa-
cita di andare incontro a cristallizzazione rapida e spontanea in specifiche condizioni, quali ’esocitosi
dall’eosinofilo in ambiente extracellulare (7). Tuttavia, i processi che conducono alla cristallizzazione di
questa proteina nei CLCs in ambiente extracellulare ed il ruolo di Gal-10 nella regolazione dei processi
infiammatori risultano ancora poco chiari. La formazione dei CLCs induce il danno tissutale caratte-
ristico di patologie quali I’asma (8), e si € rivelata un potente stimolo immunitario, poiché induce la
rapida produzione di citochine pro-infiammatorie (IL-1p, IL-6, TNF-a, tumor necrosis factor-a) ed il
reclutamento di neutrofili, monociti e cellule dendritiche (9, 10). Oltre a reclutare ed attivare le cellule
del sistema immunitario, i CLCs possono indurre la produzione di muco da parte delle cellule epiteliali
ed hanno la capacita di interagire con il muco prodotto a livello delle vie aeree attraverso un dominio
di riconoscimento dei carboidrati, fornendo un’impalcatura che rende il muco piu denso e difficile da
espettorare (11).

Nella rinite allergica l’eccessiva produzione di mucina puo rompere l'equilibrio fluido delle vie aeree
ostacolando la clearance mucociliare, con conseguente ostruzione ed infezione. In modelli sperimentali
dirinite allergica e stato dimostrato che l'ipersecrezione di Mucina 5AC (MUC5AC, mucin glycoprotein
5AC) é indotta dal nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) attraverso
le citochine infiammatorie TNF-a e IL-6, confermando cosi il ruolo di MUC5AC come principale mu-
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cina delle vie aeree (12). Ad oggi, non vi sono dati a supporto di una relazione tra MUC5AC e Gal-10 in
pazienti con rinite allergica. Complessivamente, € noto che I'infiammazione in corso di rinite allergica
sia caratterizzata dall’attivazione di un complesso network immunologico ed infiammatorio, tuttavia
non vi sono evidenze sulle interazioni tra Gal-10 ed alcuni mediatori delle risposte Th1, Th2 e Th17 nel
lavaggio nasale di pazienti pediatrici con SAR.

Lo scopo di questo studio ¢ stato di valutare, durante il periodo di esposizione allergenica, il ruolo di
Gal-10, nella regolazione dei meccanismi di inflammazione, produzione di muco e rimodellamento
dell’epitelio nasale in pazienti con rinite allergica stagionale.

MATERIALI E METODI

Pazienti

Studio cross-sectional, approvato dal Comitato Etico Palermo 1 (verbale 08/2014), su 31 bambini con
rinite allergica stagionale di eta compresa trai 6 ed i 16 anni reclutati durante la stagione pollinica delle
graminacee (marzo-luglio; www.pollnet.it). I criteri di inclusione sono stati i seguenti: diagnosi di rini-
te allergica da almeno un anno; mono-sensibilita alle graminacee identificata tramite positivita al Prick
Test (Graminacee Mix) e Immunoglobuline E Specifiche (IgE > 0.70 kU/1). I criteri di esclusione sono
stati i seguenti: infezioni respiratorie delle alte vie nelle precedenti 4 settimane; uso di corticosteroidi
sistemici/topici, uso di decongestionanti o antistaminici sistemici/topici nelle 4 settimane precedenti
all'inizio dello studio; fumo attivo; storia di asma o segni e sintomi di patologie respiratorie; malforma-
zioni maggiori del setto nasale o polipi nasali.

Parametri Nasali

La sequenza temporale delle procedure nasali € stata la seguente: ossido nitrico nasale (nasal Nitric
Oxide, nNO), citologia nasale e lavaggio nasale. Le misurazioni di nNO sono state effettuate utilizzando
un sensore elettrochimico (Hypair FeNO, MediSoft, Belgium), secondo le indicazioni ATS/ERS (13). La
citologia nasale ¢ stata effettuata in rinoscopia anteriore, a livello della porzione mediana del turbinato
inferiore, utilizzando curette in plastica (Rhinoprobe TM). Le cellule sono state strisciate su vetrino
e sottoposte a colorazione secondo metodo May-Griinwald-Giemsa per la successiva valutazione del
rinocitogramma (14). Il lavaggio nasale € stato ottenuto dai pazienti selezionati iniettando, tramite
una siringa, 3 ml di soluzione salina isotonica, pre-riscaldata a 37°C, in ciascuna narice; dopo dieci
secondi il fluido del lavaggio nasale ¢ stato raccolto in un contenitore di propilene sterile (percentuale
di recupero della soluzione iniziale di circa il 70%). I campioni ottenuti sono stati processati secondo
la metodica precedentemente descritta da Pizzichini et al. (15), con lievi modifiche (16). I surnatanti
ottenuti sono stati conservati a -80°C per le successive analisi dei marcatori di interesse. I livelli dei
mediatori Gal-10, MUC-5AC, IL-5, IL-17, IL-23, e INF-y nel lavaggio nasale dei pazienti con SAR sono
stati misurati attraverso saggio ELISA, utilizzando kits commerciali, in accordo con le istruzioni dei
produttori (Novus Biologicals, Novus, USA per il dosaggio di Gal-10 e MUC5AC; R&D Systems, Oxon,
UK per il dosaggio di IL-5; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, per il dosaggio IL-17;
Affimetrix, eBioscience, part of Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, per il dosaggio di IL.-23; Ab-
cam, Cambridge, MA, per il dosaggio di INF-y).

Analisi Statistica
I dati ottenuti sono presentati come n (%) o media +SD. Le correlazioni sono state valutate in accordo
al test del coefficiente di correlazione per ranghi di Spearman e sono mostrate in Figura 1.

RISULTATI

Trentuno bambini con SAR sono stati inclusi nello studio e sottoposti alla misurazione di nNO e ad
analisi del profilo infiammatoria nella citologia nasale e nel lavaggio nasale.

Le caratteristiche demografiche dei pazienti selezionati, le misurazioni di nNO, i valori di eosinofili
provenienti dall’analisi della citologia nasale, e le determinazioni dei mediatori Gal-10, MUC-5AC, IL-
5, IL-17, IL-23, e INF-y nel lavaggio nasale sono mostrati in Tabella 1 (n % o media +SD).
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Le correlazioni statisticamente significative identificate sono riportate in Figura 1.

CARATTERISTICHE DEMOGRAFICHE DEI PAZIENTI E PROFILO INFIAMMATORIO DEL LAVAGGIO

NASALE

Eta, anni, media (SD) 10.47 (2.40)
Genere, n (%)

Maschio 23 (71.88)
Femmina 9 (28.12)
Durata malattia, anni, media (SD) 5.00 (2.82)
Eosinofili (%), media (SD) 5.12 (3.40)
Gal-10, ng/ml, media (SD) 0.40 (0.28)
Mucs5AC, ng/ml, media (SD) 0.72 (0.48)
IL-5, pg/ml, media (SD) 14.38 (11.78)
IFNy, pg/ml, media (SD) 7.56 (2.70)
IL-17, pg/ml, media (SD) 2.59 (3.50)
IL-23, pg/ml, media (SD) 7.76 (4.11)
nNO, ppb, media (SD) 1495.76 (617.20)

Tab. 1: Latabella mostra le caratteristiche demografiche dei pazienti (etd; genere; durata malattia) e profilo infiammatorio del
lavaggio nasale raccolto.

The table shows patients’ demographic characteristics (age; gender; disease duration) and inflammatory profile of the
collected nasal lavage.
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Fig.1: Le correlazioni statisticamente significative identificate, ovvero quelle positive tra i valori di Gal-10 ed IL-5 (Rho=0.57;
p<0.001), e tra Gal-10 e Muc-5AC (Rho=0.67; p<0.001), e quella negativa tra i valori di Gal-10 ed INF-y (Rho= - 0.65; p=0.007)
misurati nel lavaggio nasale dei pazienti pediatrici con rinite allergica stagionale (Spearman Rank Test).

The statistically significant correlations identified, in particular the positive ones between Gal-10 and IL-5 values
(Rho=0.57; p<0.001), and between Gal-10 and Muc-5AC (Rho=0.67; p<0.001), and the negative one between Gal-10 and INF-y values
(Rho= - 0.65; p=0.007) measured in the nasal lavage of pediatric patients with seasonal allergic rhinitis (Spearman Rank Test).

CONCLUSIONI

Questo studio ha valutato le interazioni tra Gal-10 ed alcuni mediatori delle risposte infiammatorie di
tipo Thi, Th2 e Th17, e Muc5AC nel lavaggio nasale di pazienti pediatrici con SAR durante il periodo di
esposizione allergenica.

La correlazione positiva tra i valori di Gal-10 e quelli di IL-5 conferma precedenti evidenze ottenute da
studi in vitro e condotti in pazienti adulti, ed estende ai pazienti pediatrici con SAR la stretta relazione
funzionale tra la riposta immunologica di tipo Th2 e la potenziale formazione di CLCs nelle alte vie
aeree. Inoltre, la correlazione positiva tra Gal-10 e Muc-5AC, mucina la cui espressione € aumentata
nell’epitelio respiratorio dei soggetti con asma (17), indica che la loro concomitante presenza nei fluidi
del lavaggio nasale dei pazienti studiati € un potenziale indicatore di infiammazione eosinofilica e iper-
produzione di muco.

La correlazione negativa tra Gal-10 e INF-y potrebbe indicare un’assenza di interazione tra questi due
marcatori nel complesso meccanismo di cristallizzazione di Gal-10 e formazione di CLCs nella SAR.
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Tali risultati indicano che I'interazione tra Gal-10 e mediatori come IL-5 e Muc-5AC nella mucosa na-
sale di bambini affetti da rinite allergica stagionale potrebbe promuovere I'inflammazione di tipo Th2
e 'aumento della produzione di muco, favorire la formazione di CLCs e condurre al rimodellamento
dell’epitelio nasale.
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