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La diagnostica molecolare in
allergologia

La disponibilita degli allergeni molecolari ha rivoluzionato la
gestione diagnostica, prognostica e di follow-up delle reazioni allergiche
lgE-mediate, portando all’attuale approccio di medicina di precisione.
Cio ha migliorato la gestione del paziente e ha permesso di ottenere
test piu sensibili, specifici e riproducibili.
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ABSTRACT

The identification of molecular allergens responsible
for allergic reactions has significantly transformed the
diagnostic and therapeutic approach in allergology.
Molecular allergology represents a precision medicine
approach for the diagnosis, stratification, therapeutic
management, follow-up, and prognostic evaluation
of patients affected by a broad spectrum of allergic
diseases. Exclusively available for in vitro diagnosis,
molecular allergology is not redundant with existing
clinical tools for allergological investigation. As a
key application example, the differentiation between
genuine sensitization and cross-reactivity to allergens
at the molecular level allows accurate targeting of
the culprit allergen and dramatically improves patient
management.
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ABSTRACT

Lidentificazione degli allergeni molecolari responsa-
bili delle reazioni allergiche ha notevolmente cambia-
to I’approccio diagnostico-terapeutico in allergologia.
L'allergologia molecolare € un approccio di medicina
di precisione per la diagnosi, stratificazione, gestione
terapeutica, follow-up e valutazione prognostica dei
pazienti affetti da un ampio spettro di malattie aller-
giche. Esclusivamente disponibile per la diagnosi in
vitro, I’allergologia molecolare non e ridondante ri-
spetto agli attuali strumenti clinici per I'indagine aller-
gologica. Come esempio di un’applicazione principa-
le, la discriminazione tra sensibilizzazione genuina e
cross-reattivita agli allergeni a livello molecolare con-
sente un targeting corretto dell’allergene colpevole e
migliora drasticamente la gestione del paziente.

Parole chiave: Allergia, diagnostica molecolare,
cross-reattivita, IgE
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INTRODUZIONE

Le malattie allergiche rappresentano un rilevante proble-
ma di salute pubblica, con una prevalenza che raggiunge
il 30% della popolazione mondiale, sebbene con notevoli
variazioni geografiche ed eta-correlate. L'imponente in-
cremento dell’incidenza di queste patologie a partire dal-
la meta del XX secolo ha stimolato un’intensa attivita di
ricerca, che ha portato a significativi progressi nella com-
prensione dei meccanismi patogenetici, nella diagnostica
e nella terapia, grazie anche allo sviluppo di nuovi bio-
marcatori. L'allergia e definita come una risposta immu-
nitaria di tipo | (IgE-mediata), scatenata dall’interazione
tra un antigene esogeno, |'allergene, e specifici recettori
(FceRl) presenti sulla superficie dei mastociti e dei basofili.
Questa reazione e caratterizzata dalla produzione di IgE
specifiche per I'allergene e dalla conseguente degranula-
zione dei mastociti, con rilascio di mediatori inflammatori
responsabili dei sintomi clinici. A livello molecolare, I'al-
lergenicita di una proteina dipende dalla sua capacita di
indurre una risposta immunitaria di tipo Th2, caratterizza-
ta dalla produzione di IgE e dalla proliferazione di linfociti
Th2. La struttura molecolare dell’allergene gioca un ruolo
cruciale in questo processo, in quanto deve presentare
specifici epitopi in grado di legare le IgE e di indurre I’ag-
gregazione dei complessi IgE-FceRI.

L'esposizione umana a un vasto numero di allergeni,
presenti in diverse matrici ambientali, & alla base dello
sviluppo di reazioni allergiche. Tali matrici, definite fon-
ti allergeniche, sono composte da miscele complesse di
molecole, tra cui proteine, lipidi e carboidrati, che pos-
sono indurre una risposta immunitaria di tipo |. Esempi
tipici di fonti allergeniche includono pollini, acari della
polvere, alimenti e veleni di insetti.

Gli estratti allergenici, ottenuti mediante processi di estra-
zione e purificazione delle fonti allergeniche, sono stati a
lungo utilizzati sia in ambito diagnostico che terapeutico.
Tuttavia, la complessita di questi estratti, spesso costitui-
ti da miscele eterogenee di allergeni, ha limitato la loro
caratterizzazione molecolare e la comprensione dei mec-
canismi alla base delle reazioni allergiche. A partire dalla
fine del XX secolo, lo sviluppo di tecnologie di biologia
molecolare ha consentito I'isolamento e la caratterizza-
zione di singoli allergeni molecolari, ovvero proteine pure
responsabili dell'induzione della risposta allergica. L'in-
troduzione degli allergeni molecolari nella diagnostica in
vitro delle allergie IgE-mediate ha rappresentato una vera
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e propria rivoluzione, offrendo numerosi vantaggi rispetto
agli estratti allergenici tradizionali, tra cui una maggiore
specificita, sensibilita e riproducibilita dei test..

RILEVANZA CLINICA DELLA DIAGNOSTICA MOLE-
COLARE

Lintroduzione degli allergeni molecolari nella diagnosti-
ca in vitro ha rivoluzionato I’approccio alla diagnosi e alla
gestione delle allergie. La maggiore specificita e sensibili-
ta dei test basati sull’utilizzo della diagnostica molecolare
consentono una pit accurata stratificazione del rischio
e una personalizzazione delle terapie, inclusa I'immu-
noterapia allergene specifica (AIT). Inoltre, I'utilizzo de-
gli allergeni molecolari supporta lo sviluppo di algoritmi
di apprendimento automatico e intelligenza artificiale,
aprendo nuove prospettive per la diagnosi precoce e la
previsione della risposta ai trattamenti.

Gli allergeni molecolari appartengono a una vasta gamma
di famiglie biochimiche, superando le 180 classificazioni.
Tra le classi pili rappresentate troviamo proteasi, proteine
legate alla patogenesi (PR), proteine di trasporto, di riser-
va e strutturali. Inizialmente considerati molecole inerti,
in grado di innescare una risposta immunitaria eccessiva
in soggetti predisposti, gli allergeni molecolari sono oggi
riconosciuti come proteine biologicamente attive, capaci
di interagire direttamente o indirettamente con il sistema
immunitario dell’ospite. Numerose evidenze sperimen-
tali indicano che molti allergeni molecolari possiedono
funzioni biologiche specifiche, coinvolte in processi quali
I'attivazione di recettori immunitari, il danneggiamento
tissutale e "alterazione delle barriere epiteliali. Pertanto, il
concetto di allergene come entita biologicamente inerte &
stato superato dalla moderna ricerca allergologica.

La proteasi cisteinica Der p 1, un prototipo degli allergeni
del gruppo 1 degli acari della polvere, esercita una molte-
plicita di effetti dannosi a livello dell’epitelio respiratorio.
Questa proteasi € in grado di degradare le giunzioni stret-
te, attivando specifici recettori cellulari (PAR-2) e indu-
cendo il rilascio di molecole pro-infiammatorie come IIL-
33 e laTSLP. Tali eventi alterano la permeabilita epiteliale,
facilitando la penetrazione degli allergeni e I’attivazione
di risposte immunitarie di tipo 2.

| marcatori di allergenicita evidenziano I’espressione, 1'o-
mologia proteica e I'interazione con le immunoglobuline
E (IgE) in modo limitato a specifiche specie, generi o grup-
pi tassonomici ristretti di fonti allergeniche. Ad esempio,
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Fel d 1 rappresenta un marcatore per la sensibilizzazione
all’epitelio felino, in quanto & esclusivamente legato alle
IgE corrispondenti. Allo stesso modo, Cup a 1 funge da
marcatore per la sensibilizzazione al polline delle Cu-
pressaceae, poiché & associato alle IgE prodotte in rispo-
sta a un insieme circoscritto di pectato liasi omologhe,
prevalentemente espresse nel polline di cipresso, ginepro
e cedro giapponese. Inoltre, la fosfolipasi AT Ves v 1 &
identificata come un marcatore per la sensibilizzazione
al veleno di vespa comune, mentre la beta-lattoglobulina
Bos d 5 rappresenta un marcatore per la sensibilizzazione
al latte vaccino.

| marcatori di allergenicita cross-reattivi sono allergeni di-
stinti che contengono epitopi legati da molecole di immu-
noglobuline E (IgE) con la medesima specificita. La reatti-
vita crociata si verifica comunemente quando gli anticorpi
IgE indotti da allergeni molecolari di una fonte allergenica
specificamente sensibilizzante riconoscono e si legano
a epitopi condivisi con altre fonti allergeniche. Esempi
clinicamente significativi di tale fenomeno includono le
sindromi polline-cibo, che si manifestano come sintomi
gastrointestinali in individui allergici al polline, a causa di
epitopi condivisi tra il polline e le molecole alimentari ve-
getali. Altri esempi comprendono la reattivita crociata tra
arachidi e noci, nonché quella tra allergeni derivanti da
mammiferi. La reattivita crociata deve essere considerata
pil come un continuum piuttosto che come una catego-
rizzazione discreta; ad esempio, I'allergene marcatore del
gatto, Fel d 1, cross-reattivo con gli omologhi di altri felidi,
si dimostra nella maggior parte dei pazienti un marcatore
attendibile per una vera sensibilizzazione al gatto.

Gli allergeni cross-reattivi appartengono generalmente
alla medesima famiglia biochimica. All’interno di una
famiglia biochimica, una percentuale di identita di se-
quenza pari o superiore al 40% e frequentemente as-
sociata a una reattivita crociata osservabile. Il grado di
reattivita crociata a livello molecolare, e di conseguenza
la prevalenza di reattivita crociata clinicamente signifi-
cativa a livello di fonte allergenica, varia tra le diverse
famiglie biochimiche. Le famiglie di allergeni che pre-
sentano una reattivita incrociata quasi universale e sono
ampiamente distribuite tra le fonti allergeniche sono
designate come “panallergeni”. Un esempio di panal-
lergeni del polline sono le polcalcine: le IgE indotte da
una polcalcina tendono a legare praticamente qualsia-
si altra polcalcina, risultando in molteplici test cutanei
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ed ematici positivi con estratti allergenici di polline.
| marcatori di allergenicita di origine vegetale, fungina e
animale appartengono generalmente a famiglie distinte,
le quali non presentano reattivita crociata. Tuttavia, esi-
stono eccezioni clinicamente significative, in particolare
tra gli allergeni derivati da funghi, acari e insetti. Ad esem-
pio, le tropomiosine degli animali invertebrati costituisco-
no una famiglia di panallergeni animali caratterizzata da
un’ampia reattivita crociata. La reattivita crociata delle
tropomiosine, con rilevanza clinica, coinvolge insetti (ad
esempio, Bla g 7 per la Blattella germanica), acari del-
la polvere domestica (ad esempio, Der p 10 dall’acaro
europeo Dermatophagoides pteronyssinus), crostacei (ad
esempio, Pen a 1 dal gambero Penaeus azteca), funghi (ad
esempio, tropomiosine di Dermatophagoides pteronyssi-
nus), nematodi (ad esempio, Ani s 3 dal parassita dei pesci
Anisakis simplex), molluschi (ad esempio, Hel as 1 dalla
lumaca da giardino Helix aspersa) e tropomiosine di pe-
sci, come Sal s 4 dal salmone atlantico Salmo salar.
Inoltre, le tropomiosine evidenziano una mancanza di
allergenicita per le proteine con un’identita di sequenza
pari o superiore al 70% rispetto agli ortologhi umani. In-
fatti, la tropomiosina & una proteina ubiquitaria che inte-
ragisce con I'actina e si trova nelle cellule di invertebrati
e vertebrati. Tuttavia, le tropomiosine di specie evolutiva-
mente affini condividono un’elevata identita di sequenza,
suggerendo che la sensibilizzazione alle tropomiosine dei
mammiferi richiederebbe una perdita di tolleranza ver-
so la proteina umana (seff). Pertanto, I'allergia alla carne
di mammifero non coinvolge le tropomiosine di origine
mammifera come allergeni.

Lattribuzione di una reazione clinica alla reattivita crocia-
ta, piuttosto che a una vera e propria sensibilizzazione, ha
un impatto significativo sulla gestione della condizione.
Infatti, la presenza di IgE dirette verso piu allergeni mo-
lecolari cross-reattivi & associata a una minore efficacia
e a una maggiore incidenza di reazioni avverse durante
I'immunoterapia allergene-specifica (AIT). Al contrario, la
rilevazione di IgE verso un allergene molecolare cross-re-
attivo puo spiegare le reazioni cliniche a fonti allergeni-
che apparentemente non correlate.

In termini di affinita di legame delle IgE, si osserva ge-
neralmente un gradiente che va da allergeni molecolari
sensibilizzanti, come la tropomiosina Der p 10 nei pa-
zienti allergici agli acari della polvere (HDM), ad aller-
geni molecolari cross-reattivi, come le tropomiosine Pen
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a 1 del gambero o Bla g 7 della blatta. Questo gradiente
puo influenzare la rilevanza funzionale del legame e del
cross-linking delle IgE con il recettore FceRI, nonché la
degranulazione dei mastociti e ’espressione clinica.

La prevalenza della sensibilizzazione ad allergeni mo-
lecolari rappresenta un ulteriore criterio per l'interpreta-
zione degli allergeni. Gli allergeni maggiori sono definiti
come quelli in grado di indurre una sensibilizzazione ri-
levabile nel 50% o piu dei pazienti allergici alla corri-
spondente fonte allergenica, mentre gli allergeni minori
sono quelli con IgE rilevabili in meno del 50% della po-
polazione considerata. In accordo con questa classifica-
zione, un allergene immunodominante & definito come
quello riconosciuto dalla maggior parte delle IgE dirette
contro la fonte allergenica corrispondente. Ad esempio,
la proteina di stoccaggio dell’arachide Ara h 2 & consi-
derata un allergene principale per I'arachide, mentre la
proteina strutturale profilina Ara h 5 e classificata come
allergene minore; Ara h 2 & anche un allergene immuno-
dominante. La Tabella 1 mostra una selezione di famiglie
di allergeni ben caratterizzati rilevanti per la cross-reat-
tivita clinica.

CONCLUSIONI

La disponibilita degli allergeni molecolari per i laboratori
clinici ha rivoluzionato la gestione diagnostica, progno-
stica e di follow-up delle reazioni allergiche mediate da
IgE, portando all’attuale approccio di medicina di preci-
sione in allergologia. Gli allergeni molecolari selezionati
da fonti allergeniche comuni forniscono informazioni sul
rischio di gravita, persistenza, sviluppo successivo di ma-
lattie allergiche e idoneita alla immunoterapia allergene
(AIT), sulla scelta della stessa e sulla risposta terapeutica.
Ciascuno di questi passaggi richiede una costante colla-
borazione tra specialisti clinici e di laboratorio. L'ambien-
te ideale comprende allergologi, specialisti di laboratorio
clinico e ricercatori di scienze di base, che affrontano il
campo degli allergeni molecolari da diverse prospettive,
fornendo in ultima analisi la migliore assistenza per i pa-
zienti allergici. In Europa, stanno emergendo sempre piu
unita di allergologia trasversali basate su un’educazione
e una pratica multidisciplinari all’interno delle strutture
sanitarie e in coordinamento con le associazioni di pa-
zienti, prevedendo un aumento dei metodi di laborato-
rio complementari, come la valutazione degli allergeni
molecolari.
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