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Con il termine “organo barriera” intendiamo
I'insieme degli epiteli dell'organismo, dalla
cui integrits dipende la nostra sopravvivenza.
Numerosi componenti confribuiscono alla co-
stituzione della barriera. Infatti, si riconosce
una barriera chimica, immunologica, micro-
bica e una fisica. Quest'ultima a livello della
cute & decisamente piU complessa rispetto @
quella degli alfri epiteli ed & regolata da un
ben definito insieme di molecole coinvolte nel
metabolismo della filaggrina, nella formazio-
ne dell'involucro comeo, nella sintesi delle
lamelle lipidiche intercellulari, nell'organizza-
zione dei comneodesmosomi, nella desquama-
zione e nella formazione delle fight junctions
(T)), che riducono gli spazi intercellulari fra le
cellule epiteliali fino alla loro scomparsa. In
particolare, proprio lo strato corneo e le T,
presenti in esso sopratiutto nello sirato compat-
fo !, sono responsabili della permeabilita 22,
che negli altri epiteli & garantita dal sistema
delle T). Inolire, recenti indagini hanno dimo-
strato che l'inibizione parziale o fofale delle
profeine costituenti le T) modifica la permea-
bilit epiteliale intervenendo nel metabolismo
della filaggrina e dei lipidi con anomala for
mazione dello strafo corneo 2.

In due malattie infiammatorie cutanee, in par-
ficolare psoriasi e dermatite afopica, |'alterc-
zione della barriera sembra givocare un ruolo
importante nella loro patogenesi.

Infatti, una serie di indagini da noi condotte
sulla psoriasi ha evidenziato che la vitami-
na D, olire le sue note funzioni, givoca un ruo-
lo sull'espressione di alcune delle proteine co-
stituenti le TJ. Partendo dall'osservazione che
la psoriasi migliora con 'esposizione ai raggi
solari e che la cute, iradiata dal sole, sinte-
tizza vitamina D, abbiamo indagato il ruolo
di questa vitamina. In particolare, abbiamo
dimostrato che nei pazienti affefti da psoriasi
la vitamina D & ridotta e correla inversamente
con il PASI (Psoriasis Area Severity Index) © e
con il livello ematico dei linfociti T reg 7; i VDR
(Vitamin D Receptor) nelle lesioni psoriasiche
sono ridotti del 50% rispetto alla cute sang;
i VDR presentano polimorfismi che correlano
con la clinica &; infine, la riduzione dei VDR
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si associa alla ridofta espressione di alcune
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proteine cosfituenti le TJ, in particolare claudi-
na-1, occludina e zonulina-1 °. In conclusio-
ne, nella psoriasi risulta una correlazione tra
il deficit di vitamina D e I'alterazione delle T
e, quindi, un'alterata permeabilita della cute.
In base a questi risultati abbiamo rivolto la no-
stra affenzione alla dermatite afopica (DA). La
dermatosi & la manifestazione cutanea dell'a-
fopia, fratto ereditario poligenico ad alta pre-
valenza che pud inferessare aliri epiteli (rinite
allergica, asma, ecc.) in cui, come gid detto,
I'integrita della barriera & garantita anche dal-
le T). £ pid frequente in efdr pediatrica con una
prevalenza che oscilla tra il 10 e il 30% e de-
cisamente meno frequente nell'adulto (5-7%).
F una patologia inflammatoria caratterizzata
da alterazione della permeabilita della barrie-
ra per il deficit di filaggrina, il cui gene risulta
mufato nel 30-50% dei pazienti. Nello DA &
predominante una risposta immunologica di
fipo Th2 con aumento di alcune citochine,
come |14, II-5 e IL-13, che svolgono un ruolo
essenziale nel reclutamento degli eosinofili e
nella sintesi di IgE. A fal riguardo si deve ri-
cordare che si riconoscono due forme di DA:
quella estrinseca, decisamente pit frequente e
caratterizzata da aumento delle IgE circolanti,
e la forma intrinseca, circa il 20% dei casi,
con valori di IgE nella norma. Infine, si deve
ricordare che la DA ¢ gravata da alcune co-
morbidita, come la psoriasi '°.

Inoltre, anche la DA migliora con l'esposizio-
ne ai raggi solari . Infatti, |'esposizione a
fonti artificiali di raggi UV & considerata tra
le possibili terapie di questa dermatosi 2. |l
lavoro di Napolitano ef al. '3, in particola-
re, evidenzia che negli adulti affetti da DA 6
su 10 migliorano dopo esposizione ai raggi
UV. Per spiegare questo fenomeno sono state
avanzate varie ipofesi: azione immunomodu-
latoria dei raggi UV che inducono apoptosi
delle cellule infiammatorie, inibiscono le cel
lule di Langerhans e modificano la produzio-
ne di citochine '; azione diretta dei raggi
UV che riducono la colonizzazione dello
Staphylococcus aureus, ma si deve conside-
rare anche |'effefto dell'esposizione ai raggi
solari sulla sintesi di vitamina D. Inolire, alcuni
studi hanno dimostrato una correlazione tra
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severita della DA e la concentrazione ema-
tica di vitamina D senza riuscire a eviden-
ziare un legame fra queste variabili. Inoltre,
differenti trial clinici sulla supplementazione
di vitamina D in bambini hanno dato risultati
contraddittori.

Pertanto, al fine di chiarire un eventuale ruo-
lo della vitamina D abbiamo arruolato 43
adulti aoffetti da DA moderata o severa non
in terapia sistemica da almeno fre mesi, ai
quali sono stati effettuati, dopo la raccolta
di dati anamnestici, prelievi ematici, biopsie
della cute in zona lesionale (LS) e non (NLS).
Inolire, per ognuno di essi & stato valutato

I'indice di severita EASI (Eczema Area Se-

verily Index| e tutti hanno eseguito prick fests
(STP) (Tab. ). Sono state eseguite valutazioni
con PCR (Polymerase Chain Reaction) per lo
studio di alcuni polimorfismi del VDR (Tab. Il)
su sangue, ed esami istochimici per studiare
I'espressione dei VDR, dell'occludina, del-
la claudina e della ZO-1 sia su NLS che
su LS e la relafiva espressione genica. la
regressione logistica multivariata & stata uti-
lizzata per esplorare I'associazione tra vari
polimorfismi del VDR (variabili dipendenti) o
proteine T (variabili dipendenti] e caratte-
ristiche cliniche e pafologiche dei pazienti
con DA (variabili indipendenti). In questo ar-
ficolo riporteremo la parte dei risultati relativi
ai polimorfismi del VDR ' perché non tutti
sono stafi ancora oggetto di pubblicazione.
I risultati di questo studio trasversale identifi-
cano un legame fra i polimorfismi del VDR,
I'espressione delle proteine VDR e T) e le co-
rafteristiche cliniche in una coorte di pazienti
con DA. In particolare, abbiamo osservato
un OR pit basso per 'insorgenza di DA in
individui con il polimorfismo del VDR efero-
zigote A1012G, mentre i polimorfismi del
VDR omozigoti cumulativi > 2 (Tab. Ill) erano
collegati a una maggiore probabilita di svi-
luppare reazioni allergiche.

Tra le proteine cosfituenti le TJ, la claudina e
ZO-1 erano quelle maggiormente espresse.
L'espressione della proteina VDR ¢ stata as-
sociata alla presenza di lesioni generalizza-
te di DA, mentre la claudina ha dimostrato
un'associazione significativa con un SPT po-
sifivo. Mentre studi precedenti hanno inda-
gato le differenze nella frequenza del poli-
morfismo del VDR e nei livelli di espressione
di VDR e TJ tra pazienti con DA e confrolli
sani, lo scopo del nostro studio & stato quel-
lo di caratterizzare le interrelazioni tra SNP
[single-nucleotide  polymorphism), VDR e
I'espressione delle proteine T) nelle biopsie
cutanee di questa coorte di pazienti affetti

TABELLA I.

Caratteristiche cliniche e di laboratorio.

Sesso, n (%)

o Maschi 17 (39,5)
e Femmine 26 (60,5)
Eta

® < 60 anni 36 (83,7)
® > 60 anni 7(16,3)

Eta di insorgenza della malattia n (%)

¢ Infanzia/adolescenza 28 (65,1)
o Adulti 15 (34,9)
Body Mass Index (BMI)
® <30 kg/m? 35(81,4)
® > 30 kg/m? 8 (18,6)
Localizzazione n (%)
® Flessure 9(20,9)
® (Generalizzato 18 (41,9)
e Testa/collo 14 (32,6)
® Mani 2(4,7)
EASI score
e Mild (EASI < 16) 5(11,6)
o Moderate-fo-severe (EASI > 16 38 (88,4)
0 < 16 con coinvolgimento del
viso e delle mani)
Asma, n (%)
® Presente 8 (18,6)
o Assente 35 (81,4)
Rinocongiuntivite, n (%)
® Presente 14 (32,6)
o ssente 29 (67,4)
Skin prick test, n (%)
o Positivo 20 (46,5)
o Negafivo 23 (53,5)
IgE totali (IU/ml), n (%)
® <100 IU/ml 18 (41,9)
e >100IU/ml 25 (58,1)
25(OH)D
e >30ng/ml 15 (34,9)
e <30ng/ml 28 (65,1)

da DA e associarle alle loro caratteristiche
cliniche. Ad oggi, infatti, nessun lavoro ha
correlafo i polimorfismi del VDR con le ca-
rafteristiche cliniche della dermatosi. | nostri
risultati suggeriscono che i polimorfismi del
VDR possono effettivamente essere associati
alle caratteristiche cliniche della DA. Ab-
biamo scoperto che gli individui con stato
eterozigote A1012G avevano probabilita
significativamente piv basse di sviluppare
la DA precocemente (OR: 0,046, IC 95%:
0,004-0,510, p = 0,012), suggerendo
un potenziale effeffo proteftivo di questo
polimorfismo sull'insorgenza della malattia.
Del resto, Richetta et al. hanno riportato un
minor rischio di sviluppare psoriasi quando
questo polimorfismo, sia in eferozigosi che
in omozigosi, era presente rispetto al geno-
fipo wild-ype 1°.

Abbiamo anche osservato che la presenza
di Apal in omozigosi mostrava una tenden-
za a probabilitd pit elevate (OR di 5,99)
di sviluppare la malaftia precocemente, in-
dicando un potenziale rischio associato a
questo polimorfismo. E inferessante notare
che Apal [rs7975232) & associato a livelli
pit bassi di espressione e ridotta stabilite
del mRNA VDR V7, e bassi livelli di vitami-
na D sono associati alla DA. Inoltre, Heine
et al. '® hanno dimostrafo un’associazione
fra il polimorfismo Apal e le forme gravi di
DA.

| nostri risultati hanno mostrato un’associa-
zione statisticamente significativa tra la pre-
senza di polimorfismi cumulativi omozigoti
> 2 del VDR e un SPT positivo (10/20,
50%) rispefto a SPT negativo (1/23, 4,3%;
p =0,0003). A sosfegno di questa osserva-
zione, & stato riportato che un basso livello
di vitamina D & associato a livelli piv elevati
di IgE negli atopici 19%°.

| polimorfismi del VDR sono stati anche cor
relati con I'espressione del recettore nelle
biopsie cutanee lesionali (LS) della nostra
coorte di pazienti con DA. Abbiamo osser-
vato un'associazione positiva per il polimor-
fismo Apal quando si trova nello sfato efe-
rozigote con |'espressione di VDR. Quesfo
risultato & in contrasto con alfri che riportano
che i polimorfismi in Apal sono associati a
una ridotta stabilits del RNA messaggero e
a livelli pit bassi di espressione 2?2, Tyt
tavia, un altro studio su bambini turchi ha
descritto un legame significativo fra Apal in
eferozigosi e rischio di asma ?°. Da nofare
che mancano studi funzionali sull'associa-
zione fra i polimorfismi Apal e I'espressione
della proteina VDR.
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TABELLA 1.
Polimorfismi target.

Gene  Polimorfismo SNP ID Posizione sul cromosoma 12 Localizzazione genetica  Posizione ATG in VDR
(assemblaggio hg38) (NM 000376) (NM_000376)

VDR A10126 154516045 47906043 Promotore VDR 1172056

VDR Fokl 152228570 47879112 Esone 3 (codifica) ¢.21>(
15107365810

VDR Bsml 151544410 47846052 Introne 9 ¢.1024+2836>T

VDR Apal 157975232 47845054 Introne 9 .1025-496>T

VDR Tagl 15731236 47844974 Esone 10 (codifica) ¢.1056T>C

TABELLA III.
Frequenza di genotipi specifici per di-

versi polimorfismi a singolo nucleotide
del VDR nei pazienti con AD.

Polimorfismo Numero di
casi (%)
rs4516035 A1012G
Genotipo N (%)
AA (tipo selvatico) 15 (34,9)
AG (eterozigote) 23 (53,5)
66 (omozigote) 5(11,6)
rs2228570 Fokl
Genotipo N (%)
1T (tipo selvaggio) 5(11,6)
TC (eterozigote) 17 (39,5)
(C (omozigote) 21 (48,8)
rs1544410 Bsml
Genotipo N (%)
GG (fipo selvatico) 18 (41,9)
6T (eferozigote) 20 (46,5)
TT (omozigote) 5(11,6)
rs7975232 Apal
Genotipo N (%)
GG (fipo selvatico) 10 (23,3)
6T (eterozigote) 19 (44,2)
1T (omozigote) 14 (32,6)
rs731236 Taq|
Genotipo N (%)
1T (tipo selvaggio) 19 (44,2)
TC (eterozigote) 19 (44,2)
(C (omozigote) 5(11,6)
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Per quanto riguarda le indagini sulle pro-

teine costituenti le T), abbiamo osservato
che la claudina e la ZO-1 erano le piv
espresse nelle biopsie cutanee delle lesioni

di pazienti con DA, mentre il VDR e I'oc-

cludina erano le piv basse. Nessuno studio
ha riportato i livelli di espressione relativi a
quesfe profeine. In lefferatura sono presenti

solo studi caso-controllo. Inoltre, il nostro la-

voro ha rivelato una correlazione negativa
fra la vitamina D e l'espressione di ZO-]
(tho = -0,43; p = 0,0058). In uno studio
di Yuki et al. 2, i livelli di profeina TJ sono
stati quantificati nei tessuti epidermici di tre
pazienti con DA e tre soggetti normali. Le
biopsie cutanee sono state prelevate da sifi

non lesionali di DA (NLS) e siti cutanei lesio-
nati (LS). Nel NLS di DA, la claudina-1, 'oc-

cludina e le proteine ZO-1, hanno rilevato

condizioni simili a quelle della pelle norma-

le. Tuttavia, nei LS, le intensita del segnale
di claudina-1 e ZO-1 erano marcatamente

ridofte. Questi dati sembrano essere in con-

frasto con i nostri risultati, anche se sono stati
esaminati solo tre campioni di pazienti e la
nostra analisi & stata limitata ai LS.

Meckel et al. 2° hanno osservato una corre-
lazione inversa tra le concentrazioni sieriche
di 25(CH)D e l'infiammazione della mucosa
in 230 soggetti con colite ulcerosa, insieme
a un'alterazione dell'espressione proteica di

VDR, occludina e diminuzione dell’espressio-

ne profeica di ZO-1. Questi risultati sono in

linea con i nostri risultati. Abbiamo anche tro-

vato un'associazione positiva fra |'espressio-
ne di ZO-1 e il BMI (body mass index) = 30.
la zonulina & considerata I'unico mediatore
fisiologico noto per regolare la permeabilita
intestinale in modo reversibile modulando le

T intercellulari e I'obesitt ed & stata associa-
fa a un aumento della permeabilita e dell'as-

sorbimento intestinale 2.
Abbiamo anche osservato un livello piv ele-
vato di espressione di claudina nei pazienti

che presentavano SPT positivo. De Bene-
deffo et al.  hanno riporfato una ridotta
espressione di claudina-1 nei NLS di DA,
mentre Gruber et al. 28 e Yuki et al. 24 hanno
dimostrato che la claudina-1 era sovrarego-
lata nel NLS di soggetti con DA. Nel com-
plesso, questi risultati suggeriscono un ruolo
complesso e dipendente dal contesto della
claudina-1 nella DA, influenzato da fattori
genelici e considerazioni ambientali.

In conclusione, nel nostro studio su pazien-
fi italiani con DA abbiamo identificato as-
sociazioni significative tra polimorfismi del
VDR, espressione di VDR, proteine TJ e ca-
ratteristiche cliniche della DA. Questi risul-
fafi forniscono importanti informazioni sulla
complessa interazione fra fattori genetici,
carenza di vilamina D e profeine T nella
pafologia della DA, soffolineando la natu-
ra complessa della fisiopatologia di questa
dermatosi e l'identificazione di pofenziali
marcatori per la diagnosi precoce della DA.

Infine, malgrado alcune analogie con la
psoriasi da noi evidenziate, come il ruolo
protettivo di A1012G eferozigote, la ridotta
espressione del VDR, ecc., emergono diffe-
renze che, se correttamente interpretate, po-
frebbero ulteriormente chiarire il ruolo della
vitamina D nei complessi meccanismi che
regolano la permeabilita degli epiteli.
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