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1. Introduzione

1.1 Struttura della cute

La pelle, con una superficie di circa 16.000 cm2, e l'organo piu esteso del corpo e
rappresenta circa il 15% del peso totale del corpo adulto. Cellule, fibre e altri componenti
formano diversi strati che danno alla pelle una struttura multistrato [1].

La pelle svolge molte funzioni vitali derivanti da reazioni chimiche e fisiche all'interno
di questi componenti [2].

La sua funzione primaria & quella di barriera che protegge gli organi interni dall'attacco
fisico e chimico, dalle radiazioni ultraviolette (UV), dall'invasione di agenti patogeni e
dall'eccessiva perdita d'acqua nonché quella che la vede coinvolta nella termoregolazione
[3].

La pelle é divisa in diversi strati: I'epidermide, la membrana basale (conosciuta anche
come giunzione dermo-epidermica) che ancora I'epidermide al derma e infine I'ipoderma
che consiste in gran parte di grasso [4].

Il livello piu esterno, I'epidermide ha la funzione di sintetizzare la cheratina, una proteina
fondamentale nel ruolo di protezione. Lo strato intermedio, il derma, contiene tessuto
connettivo con cellule dendritiche, mastociti e cellule T di memoria, il cui costituente
principale € rappresentato dalla proteina strutturale fibrillare nota come collagene. Il
derma giace sul tessuto sottocutaneo, o pannicolo, che contiene piccoli lobi di cellule
grasse note come lipociti. Lo spessore di questi strati varia considerevolmente, a seconda

della posizione anatomica (fig. 1) [5].



Epidermide
spessore
da50a1,5um
(micrometri)

Derma
spessore
da0,3a3mm

Ipoderma

ghiandola

hiandola
4 pelo “sebacea

recettori sudoripara

sensoriali .
recettori

sensoriali

muscolo

vone erettore

) del pelo
arterie recettori
rete di sensoriali
capillari . bulbo
recettori pilifero

sensoriali

Figura 1 Anatomia della pelle

| vari strati della pelle lavorano di concerto per fornire forza e flessibilita svolgendo le
molteplici funzioni sopracitate [6].

L'epidermide & lo strato pit esterno della pelle con uno spessore di circa 75~150um. E
composta da diverse popolazioni cellulari: il 95% sono cheratinociti attivi (sintetizzano
la cheratina), il restante 5% & rappresentato dai non-cheratinociti (cellule che non
sintetizzano cheratina) insieme ai melanociti e le cellule di Langerhans fig. 2 [7, 8].
L'epidermide & uno strato che si rinnova continuamente nel quale risiedono strutture
derivate, come gli apparati pilosebacei, le unghie e le ghiandole sudoripare [9].

E divisa in quattro strati secondo la morfologia e la posizione dei cheratinociti a partire
dallo strato basale (stratum germinativum) appena sopra il derma, lo strato cellulare
squamoso (stratum spinosum), lo strato di cellule granulari (stratum granulosum), e infine

lo strato di cellule cornificate o cornee (stratum corneum) (fig. 2) [10].
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Figura 2 Stratificazione dell epidermide

Lo strato corneo ¢ lo strato piu esterno dell’epidermide, del quale rappresenta 1 % dello
spessore complessivo; esso regola il transepidermal water loss (TEWL), blocca la
penetrazione di diverse sostanze potenzialmente nocive, ed offre protezione nei confronti
di lesioni e abrasioni [11].

Il processo di differenziazione dei cheratinociti avviene per migrazione delle cellule dallo
strato basale alla superficie della pelle di concerto al processo di cheratinizzazione;
durante questo passaggio il cheratinocita passa da una fase sintetica ad una fase
degradativa [12].

Nella fase sintetica, salendo attraverso lo strato spinoso e lo strato granuloso, i
cheratinociti si differenziano per formare una struttura interna rigida di cheratina dotata
di microfilamenti e microtubuli (cheratinizzazione). Fasci di questi filamenti convergono
e terminano sulla membrana plasmatica formando le piastre di attacco intercellulare note
come desmosomi. Durante la fase degradativa, gli organelli cellulari vengono persi, il
contenuto della cellula si consolida in una miscela di filamenti e involucri cellulari amorfi
fino alla trasformazione in cellula cornea o corneocita. In seguito, Quest’ultime vengono
eliminate dalla pelle attraverso un processo noto come desquamazione che dura circa 28
giorni [13].

I cheratinociti sintetizzano ed esprimono varie proteine strutturali e lipidi durante la loro
maturazione.

Questi lipidi vengono scissi dagli enzimi dei cheratinociti per produrre una miscela di
ceramidi (fosfolipidi), acidi grassi e colesterolo. Queste molecole sono disposte in modo

altamente organizzato, fondendosi sia tra loro sia con i corneociti per formare la barriera
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lipidica della pelle responsabile del mantenimento idrico e dell’effetto barriera contro la
penetrazione di allergeni e sostanze irritanti [14].

Insieme alla componente lipidica, le cheratine sono le principali proteine strutturali
sintetizzate dai cheratinociti. Si assemblano in un modello simile a una ragnatela
diramandosi a partire da un anello perinucleare lungo tutto il citoplasma e terminando nei
desmosomi giunzionali. Durante le fasi finali della differenziazione le cheratine sono
allineate in matrici altamente ordinate e condensate attraverso le interazioni con la
proteina della matrice filaggrina. Questa aggrega i filamenti di cheratina in fasci stretti
determinando il collasso del cheratinocita che assume la tipica forma appiattita
(caratteristica dei corneociti nello strato corneo). Le cheratine e la filaggrina costituiscono
dall'80% al 90% della massa proteica dell'epidermide dei mammiferi [15].

Altre proteine responsabili del processo di cheratinizzazione sono loricrina, involucrina
che si dispongono per formare il reticolo della barriera cutanea [16].

Oltre ai cheratinociti sono presenti altri tipi cellulari come i melanociti, ovvero i
produttori del pigmento della pelle e dei capelli. Questi si ritrovano in percentuale minore,
tuttavia sono maggiormente presenti nello strato basale dell'epidermide, dove producono
granuli di pigmento chiamati melanosomi contenenti melanina. I melanosomi sono
trasferiti dai melanociti ai cheratinociti dell'epidermide, dove conferiscono una certa
protezione al nucleo cellulare dalla luce ultravioletta (UV) e danno alla pelle il suo colore.
Il processo di sintesi della melanina e il trasferimento dei melanosomi avviene
continuamente quando I'epidermide si rinnova, ma pud essere accelerato in risposta
all'esposizione ai raggi UV. Un'altra componente cellulare dell’epidermide ¢ la cellula di
Langerhans, ossia cellule immunitarie presentatrici di antigeni (microrganismi e proteine
estranee) che si trovano nello strato spinoso costantemente alla ricerca di antigeni da
intrappolare e presentare ai linfociti T-helper, attivando cosi una risposta immunitaria
[17].

Ultime per numero, ma non per importanza sono le cellule di Merkel presenti nello strato
basale. Queste sono strettamente associate ai filamenti terminali dei nervi cutanei e
sembrano avere un ruolo nella percezione sensoriale [18].

In questo scenario si evince che la funzione principale dell'epidermide é quella di fungere
da barriera fisica e biologica nei confronti dell'ambiente esterno, impedendo la
penetrazione di sostanze irritanti e allergeni. Allo stesso tempo, impedisce la perdita di

acqua e mantiene l'omeostasi interna [19].



1.2 La funzione di barriera fisica e immunitaria della cute

La barriera cutanea é localizzata nella zona piu alta dell'epidermide dove si trova lo strato
corneo.
L'epidermide esercita un effetto barriera a piu livelli, sia di tipo fisico, chimico-
biochimico (antimicrobico ed immunita innata) sia immunologico adattativo [20].
Le barriere fisiche sono costituite dallo strato corneo (SC) e dalle giunzioni strette, Tight
Junction [21].
Mentre la barriera chimica é costituita principalmente dai peptidi antimicrobici secreti dai
cheratinociti e dal pH acido della pelle.
Infine la barriera immunologica innata e costituita dai lipidi, acidi, enzimi idrolitici e
peptidi antimicrobici prodotti dai cheratinociti mentre quella adattativa da costituenti
umorali e cellulari del sistema immunitario (fig. 3) [19].

Barriera FISICA
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Figura 3 Componenti della barriera cutanea [11]

Lo strato corneo, che costituisce una delle due barriere fisiche dell’epidermide, svolge la
sua funzione principalmente grazie ai corneociti. 10-20 strati di corneociti si dispongono
a formare uno scudo protettivo assieme ai lipidi inter-corneocitari proteggendo
I’epidermide dalla perdita d’acqua e regolando la permeabilita [22]. | cambiamenti non
fisiologici nella differenziazione epidermica e nella composizione lipidica portano a una
barriera cutanea disturbata, permettendo 1’ingresso di xenobiotici con eventuale innesco
di reazioni immunologiche e inflammazione [23, 24].
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Per decenni si € pensato che le TJ non avessero un ruolo importante nella funzione di
barriera dell'epidermide dei mammiferi. Studi recenti hanno rivelato il loro ruolo nella
funzione di barriera, infatti le TJ sono specifiche giunzioni cellula-cellula che sigillano lo
spazio intercellulare. Tra le principali proteine che compongono le TJ si ricordano
claudina e occludina, che sono proteine transmembrana e ZO-1, ZO-2 and ZO-3 che
sono invece intracellulari [25-27]. Diversi agenti patogeni sono noti per utilizzare le
proteine TJ come recettori per 1’adesione e la successiva internalizzazione, oppure come
bersaglio diretto o ancora come un target della cascata inflammatoria utile per 1’accesso

al tessuto sottostante (fig. 4) [28, 29].

Tight junction barrier

(A)
Stratum comeum,
SG1
Stratum granulosum< SG2
SG3

Stratum §
spinosum

Figura 4 Barriere fisiche dell’epidermide sono costituite dallo strato corneo (SC) e dalle tight junction [27]

Oltre alle barriere fisiche, la pelle é dotata di un sistema di difesa chimica composto dagli
AMPs (peptidi antimicrobici) che formano uno scudo protettivo candidandoli ad essere
una componente di prima linea rapida e diretta nell'immunita innata contro I’attacco dei
microrganismi. Sono principalmente piccoli peptidi antimicrobici cationici attivi nei
confronti di un ampio spettro di batteri, funghi e virus che consento anche 1’attivazione
di meccanismi dell” immunita cellulare e adattativa [30].

Tra questi peptidi, quelli piu conosciuti sono le catelicidine e le defensine. | peptidi
antimicrobici, sintetizzati nella pelle nei siti di potenziale ingresso microbico fungono da
barriera che impedisce l'infezione. In caso di lesione, l'espressione dei peptidi
antimicrobici nella pelle € aumentata a causa di una maggiore sintesi da parte dei

cheratinociti e della degranulazione dei neutrofili reclutati. L'espressione costitutiva e

11



inducibile della catelicidina umana (hCAP-18/LL-37), cosi come le f-defensine umane 1
(bBD-1), hBD-2 e hBD-3, sono state osservate nei cheratinociti [31].

In aggiunta alla barriera fisica e chimica, per mantenere l'integrita del compartimento
cutaneo, € presente anche una barriera immunologica garantita dalle cellule del sistema
immunitario. Cellule dendritiche, macrofagi e neutrofili sono dotate di specifici recettori
denominati PRR (Pattern Recognition Receptors), deputati al riconoscimento delle
molecole presenti sui microrganismi patogeni. | PRR si legano a strutture microbiche
conservate chiamate PAMP (Patterns Molecolari associati ai Patogeni) promuovendo la
risposta pro-infiammatoria [32].

Tra i PRR si ricordano i TLR2 e TLR4 che riconoscono vari PAMP. TLR2 riconosce i
componenti dei batteri Gram-positivi e dei lieviti, come I'acido lipoteico, il
peptidoglicano (anche se prove recenti suggeriscono che potrebbe trattarsi di acido
lipoteico contaminante), le lipoproteine o lo zymosan, mentre i PAMP rilevati da TLR4
includono il componente batterico tipico dei batteri Gram-negativi, il lipopolisaccaride
[33].

Il riconoscimento dei PAMP da parte dei TLR avvia una cascata di segnalazione che porta
alla produzione di citochine pro-infiammatorie, chemochine, peptidi antimicrobici ed
enzimi inducibili nella pelle attraverso l'attivazione di fattori di trascrizione, proteina
attivatrice-1 e fattore nucleare-Kb [34]. Il corretto funzionamento della barriera
epidermica dipende dalla sua struttura morfologica e dalla composizione biochimica.
Questa barriera non € una struttura fissa, al contrario, si adatta in modo molto interattivo

ai cambiamenti ambientali [35].
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1.3 1l microbiota cutaneo

Fin dalla nascita, la pelle € densamente colonizzata da una complessa comunita
microbica. L’insieme di questi microrganismi & oggi comunemente denominato
“microbiota”. Negli adulti sani, vi ¢ una notevole diversita nella composizione del
microbiota commensale [36]. Supponendo che su una superficie cutanea di ~2 m? vi sia
una densita massima di cellule microbiche (batteriche) di ~10° cm, allora si puo stimare
che la pelle degli adulti sani sia colonizzata da un massimo di ~10*° microrganismi in
totale [37].

Nell'ultimo decennio, le tecnologie di sequenziamento hanno notevolmente facilitato
I'analisi tassonomica del microbiota cutaneo. Ad oggi € ben noto che questo comprenda
procarioti, eucarioti (funghi, parassiti metazoici parassiti) e virus (fig. 5) [38-40]. La
comunita procariotica € dominata da batteri, tuttavia, anche gli Archaea sono presenti
[41]. Cosl, il microbiota della pelle comprende tutti e tre domini della vita compresi i

parassiti metazoici (per lo piu artropodi, ad esempio gli acari) [42].

Human skin landscape

\X\\\‘
Ty AnNa NN

3 Bacteria 3% Virus Fungi

Figura 5 Composizione del microbiota della pelle umana [43]

Sulla base del sequenziamento del gene del RNA ribosomiale 16S, la maggior parte dei
"normali” abitanti batterici della pelle rientrano in quattro phyla: Actinobatterium
(Corynebacterium, Propionibacterium, Cutibacterium, Micrococcus, Actinomyces,
Brevibacterium), Bacteroidetes (Prevotella, Porphyromonas, Chryseobacterium),
Firmicutes (Staphylococcus, Streptococcus, Finegoldia), e Proteobacteria (Paracoccus,

Haematobacter) (fig. 6).
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Figura 6 Composizione microbica [41]

La prevalenza dell’uno o dell’altro phylum dipende principalmente dal sito corporeo
investigato, quindi 1’abbondanza relativa pud variare a seconda della diversa
localizzazione anatomica secondo numerosi fattori fisiologici come la presenza di sebo o
pieghe cutanee (fig. 7) [42].
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Figura 7 La composizione del microbiota della pelle umana é plasmata dalla biogeografia del sito cutaneo che
include siti oleosi, umidi, secchi [43]
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Le pieghe cutanee corrispondo spesso ad aree umide colonizzate principalmente dai
microrganismi appartenenti alle specie Staphylococcus e Corynebacterium [44].
Viceversa Propionibacterium spp colonizzano le aree sebacee, probabilmente a causa
della loro capacita di sopravvivere in questi ambienti anaerobici e ricchi di lipidi. Infine,
le aree secche, sono quelle rappresentate dalla maggiore diversita microbica, con presenze
variabili dei quattro principali phyla (fig. 7).

I miceti piu comunemente identificati appartengono al genere Malassezia anche se sono
stati identificati Aspergillus spp, Cryptococcus spp., Rhodotorula spp. e Epicoccum spp.
[45-47]. 1l viroma e forse quello meno studiato tra tutti i componenti del microbiota
cutaneo, anche se analisi recenti hanno iniziato a esplorare questo argomento. E infatti
probabile che questi virus giochino un ruolo importante ruolo nell'immunita cutanea [48,
49]. Rispetto ad altre nicchie ecologiche (orale, intestinale o vaginale), il microbiota della
pelle mostra la maggiore variabilita tra i soggetti nel tempo [50, 51]. Difatti, la presenza
di numerosi taxa meno abbondanti e transitori porta ad un aumento della variabilita
microbica sia interpersonale sia temporale, inoltre molteplici fattori specifici dell'ospite,
come l'etd, l'etnia e il sesso, contribuiscono alla variabilita microbica della pelle
Identificare microbi commensali e patogeni determinandone le loro interazioni con
I'ospite, aiutera a decifrarne il contributo sia nella pelle sana, cosi come nei disturbi
dermatologici [52, 53].

1.3.1 Interazioni microbiota-ospite

La presenza di un microbiota equilibrato & generalmente riconosciuta come benefica. |
batteri residenti svolgono una serie di funzioni essenziali, come l'inibizione e il controllo
degli agenti patogeni e di altri batteri transitori attraverso la produzione di metaboliti
antimicrobici, e la regolazione del sistema immunitario [54].

In questo contesto, il microbiota cutaneo svolge un ruolo di protezione contro le infezioni
e le inflammazioni garantendo le normali funzioni della barriera cutanea.

| batteri residenti nella pelle devono competere per mantenere la colonizzazione della loro
nicchia e I'accesso ai nutrienti. Come in ogni ecosistema, le interazioni competitive si
verificano continuamente tra i microrganismi. Nella pelle, virus, funghi e batteri residenti
proteggono la pelle da microbi patogeni o opportunisti metabolizzando le proteine e i

lipidi e producendo molecole bioattive. Queste includono acidi grassi liberi, peptidi
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antimicrobici ciclici (CAMP), moduline solubili in fenolo (PSM), componenti della parete
cellulare microbica e antibiotici come le batteriocine, utili nell’inibire 1'invasione dei
patogeni [55].

Le interazioni microbico-microbiche tra il microbioma della pelle e gli agenti patogeni
dimostrano il potente beneficio che il microbioma della pelle puo avere per I'ospite (fig.
8).
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Figura 8 Le interazioni tra i membri del microbiota cutaneo (cerchi bianchi) e gli agenti patogeni (cerchi rosa) dimostrano il
potente beneficio che il microbioma cutaneo puo avere per I'ospite [56]

Sebbene la piena entita di queste interazioni sia ancora sconosciuta, il meccanismo
d’azione piu studiato ¢ quello di inibizione da parte degli stafilococchi coagulasi-negativi
(CoNS) verso il patogeno SthaphylococcuS. aureus. Le specie CoNS sono molto
abbondanti nel microbioma della pelle e comprendono diverse specie come S.
epidermidis, S. capitis, S. caprae, S. hominis, S. lugdunensis e S. haemolyticus. Alcune
specie di CoNS inibiscono direttamente S. aureus mediante la secrezione di un CAMP .
Inoltre, alcuni ceppi di S. hominis secernono antibiotici contro la colonizzazione di S.
aureus in modelli murini e soggetti umani affetti da dermatite atopica [57]. Ceppi nasali
di S. lugdunensis producono la lugdunina, un peptide ciclico contenente tiazolidina che
ha una potente attivita anti-S. aureus [58].

Le AMP prodotte dai batteri possono migliorare o sinergizzare con le risposte
immunitarie dell'ospite, lavorando di concerto con il peptide antimicrobico LL-37
derivato dall'ospite per migliorare la difesa immunitaria [59]. Allo stesso modo, la

combinazione dei peptidi antimicrobici prodotti da S. hominis con LL-37 aumenta
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l'attivita antimicrobica contro S. aureus [57]. Tra tutti i CoNS, S. epidermidis, &
considerato il migliore produttore di batteriocine [38].

Infine, diverse specie di CoNS tra cui S. epidermidis, S. capitis, sono in grado di produrre
PMS che promuovono I’inibizione di Streptococcus pyogenes, S. aureus e C. acnes, [59,
60].

Gli anaerobi facoltativi, come il Cutibacterium acnes (precedentemente denominato
Propionibacterium acnes) contribuiscono al mantenimento del pH acido della pelle
mediante la secrezione di enzimi lipolitici che favoriscono la liberazione di acidi grassi
dal sebo acidificando il pH cutaneo [51].

Analisi recenti suggeriscono che i microbi vitali si trovano anche negli strati piu profondi
della pelle, cioé il derma e il tessuto adiposo sottostante, in contrasto con quanto si
sosteneva in precedenza ovvero che sulla pelle sana la vita microbica fosse limitata
all'epidermide, ai follicoli piliferi e alle ghiandole sebacee e sudoripare. Questa scoperta
suggerisce una comunicazione diretta tra I'ospite e le cellule microbiche in un tessuto
precedentemente ritenuto sterile con importanti risvolti immunologici [61]. Infatti,
similmente all'intestino umano, si € ipotizzato che il microbiota della pelle sia coinvolto
nello sviluppo e nella regolazione del sistema immunitario innato e adattativo cosi come
nel mantenimento dell’omeostasi cutanea [62, 63].

In questo contesto, numerosi studi suggeriscono che commensali della pelle come S.
epidermidis sono importanti motori e amplificatori dell'immunita della pelle umana.
Questa specie batterica € in grado di sopprimere I'infiammazione inducendo la secrezione
di interleuchina-10 dalle cellule presentanti I'antigene [64]. Inoltre, mediante la
secrezione di un acido lipoteico unico sopprime sia le citochine infiammatorie dei
cheratinociti che l'inflammazione attraverso un meccanismo TLR2-dipendente [65, 66].
Infine, € in grado di regolare la funzione dei linfociti T cutanei residenti contribuendo

all'immunita protettiva contro gli agenti patogeni (fig. 10).
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Figura 10 Le interazioni microbiota-ospite promuovono I'omeostasi della pelle e la risposta immunitaria. Staphylococcus epidermidis
puo sia stimolare che sopprimere I'infiammazione. Altre specie come Roseomonas mucosa, Malassezia spp. o Corynebacterium
accolenscan possono regolare le risposte immunitarie dei cheratinociti e dell'ospite in un modo dipendente dal contesto. Infine, anche
Cutibacterium acnes, ha interazioni benefiche con I'ospite poiché metabolizza le secrezioni di sebo, che a sua volta aiuta a mantenere
un pH acido della pelle rendendola inadatta alla colonizzazione da parte dei microrganismi patogeni [51].

1.3.2 Variazione del microbioma cutaneo, disbiosi, nella genesi delle malattie

inflammatorie della pelle

Sebbene la patogenesi delle malattie infiammatorie della pelle non sia stata ancora
completamente chiarita, fattori convenzionalmente associati alla genesi di questi disturbi
sono l'ereditarieta, 1'ambiente, I’immunita e la disfunzione della barriera epidermica.
Negli ultimi anni, é stato dimostrato che la variazione nella composizione del microbiota
cutaneo, disbiosi, svolge anch’essa un ruolo importante nella patogenesi di queste
patologie [67].

Sebbene vi siano delle variazioni nella composizione del microbiota cutaneo nella
popolazione, la composizione microbica individuale sembra rimanere relativamente
costante. Al contrario, le disbiosi che alterano le interazioni ospite-microbioma sono state
associate con I’insorgenza delle patologie [68-70]. Difatti la composizione del microbiota
cutaneo puo cambiare drasticamente durante la progressione della malattia [69]. Anche
se non € ancora noto se queste alterazioni siano una causa 0 una conseguenza delle
malattie cutanee, alcune specie o ceppi specifici sono stati collegati con disturbi specifici
come l'eczema, la psoriasi e I'acne vulgaris [71-73].

La maggior parte delle specie batteriche sulla pelle sono saprofite solo alcune possono

essere considerate patogene opportuniste in relazione al contesto dell'ospite (es.
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immunodeficit) [4]. Sebbene non sia ancora del tutto elucidato con chiarezza il ruolo del
microbiota cutaneo nel mantenimento dell'omeostasi, sembra oramai certo che in qualche
misura I'equilibrio tra i membri delle comunita microbiche gioca un ruolo fondamentale
nella patogenesi di molte malattie della pelle [74].

Il patogeno opportunista Staphylococcus aureus colonizza asintomaticamente piu del
30% degli individui con livelli di abbondanza relativa molto bassi cio fa supporre che i
batteri potenzialmente patogeni colonizzanti la pelle degli individui sani possano essere
influenzati dalla comunita microbica residente [75]. Cionostante, 1’aumento
dell’abbondanza relativa di questo patogeno in determinati contesti patologici ¢ in grado
di contrastare prontamente lo stato di equilibrio dando luogo a disbiosi cutanea [76].
Staphylococcus epidermidis, il pit importante tra i CONS e generalmente benefico per
I'ospite, tuttavia appare inaspettatamente nelle eruzioni di AD e diventa predominante in
quelle meno gravi [77, 78]. Cio puo implicare che la disbiosi del microbiota cutaneo possa
portare alla malattia senza la presenza di un patogeno prevalente all’interno della
comunita microbica; a sostegno di ci0 é stato riscontrato che i ceppi di S. epidermidis
associati ai casi meno gravi di AD sono genomicamente simili ai ceppi nosocomiali causa
di mortalita della sepsi nei neonati [79]. Oltre alla disbiosi batterica, molti studi hanno
suggerito che anche la disbiosi del microbiota fungino e virale possa avere un impatto
sulla salute della pelle, ad esempio la disbiosi dei miceti appartenenti al genere
Malassezia ¢ associata all’eczema oppure la disbiosi dell’herpesvirus alla varicella [55,
80]. Pertanto, e importante verificare lo stato di disbiosi cutanea poiché questa condizione
puo incidere sulla gravita o la suscettibilita della malattia o facilitare le transizioni da
opportunistiche o commensali a patogene.

1.3.3 Staphylococcus aureus

L'adesione e la colonizzazione di S. aureus alla pelle umana svolge un ruolo cruciale nella
patogenesi e nell’esacerbazione di diverse malattie dermatologiche [81]. S. aureus e un
patogeno cutaneo molto diffuso, responsabile della maggior parte delle infezioni
batteriche cutanee [77].

In condizioni normali, la sua colonizzazione non turba 1’eubiosi dell’ospite. Tuttavia,
nelle malattie inflammatorie della pelle, la sua incontrollata proliferazione é mediata da
un ampia varieta di fattori di virulenza che promuovono l'adesione batterica alle cellule

eucariotiche e alle molecole della matrice extracellulare da un lato e dall'altro la
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produzione di tossine che causano direttamente danni ai tessuti con una conseguente

risposta inflammatorie elevata (fig. 16).
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Figura 16 S. aureus esprime una pletora di superantigeni, come SE e TSST-1, che attivano i basofili e causano I'infiammazione
mediata dalle cellule T. PSMo. e PSMP stimolano il rilascio di citochine proinfiammatorie dai cheratinociti. L’ a-tossina e 6-tossina
inducono rispettivamente la citotossicita dei cheratinociti e la degranulazione dei mastociti. La proteina A e le lipoproteine di S.
aureus portano a risposte proinfiammatorie attivando TNFR 1 e TLR2 sui cheratinociti, rispettivamente [82]

| fattori di virulenza di Staphylococcus aureus includono: antigeni, adesine, enzimi,
coagulasi, lipasi, ialuronidasi, staphylococchinasi, nucleasi, tossine (o, 3, 8, enterotossina,
esfoliativa, da sindrome di shok tossico) e P-V leukocidina [83]. Le lipoproteine e I'acido
lipoteichoico di S. aureus sono in grado di legarsi al recettore TLR2I presente sulla
superficie dei cheratinociti. Il riconoscimento tra il recettore e i ligandi porta
all'attivazione del fattore nucleare-xB e di altri fattori di trascrizione che inducono la
trascrizione di mediatori proinflammatori (citochine, chemochine e molecole di adesione)
[84]Anche il ruolo dei superantigeni nelle malattie della pelle € di grande importanza,
recenti studi  hanno dimostrato che 1’applicazione dei superantigeni stafilococcici sulla
superficie cutanea intatta, porta allo sviluppo un quadro clinico di patologia [85]. Nel
contesto delle infezioni cutanee le tossine hanno guadagnato grande interesse, poiché
sono in grado di indurre danni ai desmosomi attraverso la scissione della desmogleina 1.
Questi fattori di virulenza contribuiscono all'infiammazione e alla disfunzione della
barriera cutanea [82]. Nell’ambito delle tossine, L’ a tossina ¢ stata la prima esotossina
batterica ad essere identificata come un formatore di pori ed é il principale agente

citotossico di S. aureus (fig. 17).
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Figura 17 Ruolo della a-tossina nell'infezione da S. aureus. L'a-tossina causa la formazione di pori in una serie di cellule bersaglio
attraverso la formazione di un poro eptamerico. In secondo luogo, provoca la rottura dell'epitelio e dell'endotelio attraverso la rottura
delle giunzioni di aderenza e la compromissione del citoscheletro [86]

Sebbene sia stato dimostrato che 1’a tossina, attivi il sistema acido
sfingomielinasi/ceramide agendo sulle giunzioni endoteliali recenti indagini condotte in
vitro hanno evidenziato una down-regolazione delle principali proteine delle TJ tra cui
Z0O-1, occludina e claudina-1 [87]. Cio dimostra che la patogenicita di questo
microrganismo non ¢ legata solo alla sua capacita di produrre tossine, ma anche ai fattori
di adesione tramite i quali attacca le TJ distruggendo la barriera cutanea; quindi
I'espressione delle tossine non é una condizione sine qua non per provocare danni a livello
cutaneo (fig. 18) [88].
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Figura 18 Proteine della parete cellulare di S. aureus che interagiscono con i cheratinociti. Le proteine della parete cellulare di S.
aureus (CIfA, FnBP, Atl e SdrD) sono coinvolte nell'adesione e nell'internalizzazione nei cheratinociti [89]

La capacita dello S. aureus di aderire alle cellule & ben nota ed € stata dimostrata in vitro
sia per le cellule primarie che per le linee cellulari di vari tessuti [90]. L’adesione ¢ il
primo passo del processo infettivo che si completa mediante I'espressione di un repertorio
di proteine batteriche di superficie chiamate adesine che riconoscono le molecole della
matrice adesiva (FNBP-Fn-a5p1 integrina).

La comprensione di questi meccanismi, ed in particolare la possibilita di interferire con i
sistemi di adesione di S. aureus, puo rappresentare una linea di intervento per la riduzione
della virulenza di questo germe. Diversi studi hanno dimostrato che membri del
microbiota endogeno possono essere utilizzati come bio-terapeutici nell’attenuazione dei

fattori di virulenza da S. aureus [91].

1.4 Patologie cutanee
Le malattie cutanee sono tra i problemi di salute piu comuni in tutto il mondo perché la
pelle funge da interfaccia tra I’organismo e I’ambiente circostante e questo la espone piu
di tutti gli altri organi al rischio di danneggiamento. Il problema delle malattie della pelle
e un concetto multidimensionale che comprende le conseguenze psicologiche, sociali e
finanziarie sui pazienti, sulle loro famiglie e sulla societa. Per tale ragione sono associate
a una significativa morbilita sotto forma di disagio fisico e di compromissione della

qualita della vita [92].
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La Classificazione Internazionale delle malattie della pelle ha attualmente individuato piu
di 1000 condizioni patologiche eppure, nonostante 1’ elevata diffusione, queste malattie
continuano a ricevere relativamente poca attenzione nel dibattito sanitario nazionale o
globale [93, 94]

Nei paragrafi successivi saranno descritti nel dettaglio: I’eczema (dermatite atopica), la
psoriasi e psoriasi inversa, acne vulgaris e le ulcere da decubito, tutti caratterizzati da un
uno stato di disbiosi che ¢ alla base dell’eziopatogenesi della malattia o in altri casi del

meccanismo di riesacerbazione (fig.11).
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Figura 11 Manifestazioni cliniche delle piu diffuse patologie cutanee [54]
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Le patologie della pelle possono interessare tutti gli individui indipendentemente
dall’etnia, con un tasso di incidenza che oscilla tra il 30% e il 70% che nelle
sottopopolazioni a rischio puo raggiungere percentuali piu elevate [95].

Le informazioni riguardanti la prevalenza locale possono aiutare lo sviluppo di politiche

socio-sanitarie utili nella gestione di questo tipo di patologie [94].

1.4.1 Dermatite atopica

La dermatite atopica (AD) € un disturbo infiammatorio cronico recidivante della pelle che
colpisce il 7-10% della popolazione adulta e il 15-30% dei bambini, associata a una
significativa morbilita e a una ridotta qualita della vita [96]. 1l termine generale ‘eczema’
¢ stato inizialmente usato per descrivere tale stato di salute. Successivamente, la
correlazione tra I'eczema e altri disturbi atopici ha portato Wise e Sulzberger a coniare
nel 1933 il termine "dermatite atopica” [97]. Il modello clinico dell'’AD include sia lesioni
pruritiche che lesioni eczematose [98-100].

La gravita clinica é valutata utilizzando I'indice oggettivo SCORAD (scoring AD),
sviluppato dalla European Task Force on Atopic Dermatitis (ETFAD) come metodo
univoco per la valutazione della AD. Questo sistema considera sia i segni oggettivi
(gravita ed estensione) che i segni soggettivi (prurito e perdita del sonno). Lo SCORAD
permette una classificazione in lieve, moderata o grave. Una diagnosi completa e
affiancata dalla valutazione dell'intensita del prurito [101]. Dal punto di vista clinico I’AD
si manifesta con pelle secca, prurito e chiazze da rosse a grigio-brunastre, specialmente
su mani, piedi, caviglie, polsi, collo, parte superiore del torace, palpebre, all'interno della
piega dei gomiti e delle ginocchia. Nei neonati si manifesta con protuberanze in rilievo
su viso e cuoio capelluto, nonché pelle ispessita, screpolata e squamosa [102].

La fisiopatologia € complessa e multifattoriale anche se le conoscenze attuali indicano
che i principali fattori patogenetici risiedano nella disfunzione della barriera cutanea e
nella disbiosi del microbiota residente, insieme alla dis-regolazione immunologica [103].
La disfunzione della barriera cutanea, la dis-regolazione immunitaria e la disbiosi
microbica sono fattori strettamente correlati ed interdipendenti, tutti alla base del
peggioramento della malattia [104-106].

In questo contesto, la dishiosi cutanea € spesso accompagnata da un aumento
dell’abbondanza relativa del patogeno S. aureus insieme alla variazione nella
composizione e numero di batteri commensali della pelle [107]. Una recente analisi ha

evidenziato una prevalenza di S. aureus sulla pelle di soggetti con AD, con un tasso di
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abbondanza del 70% rispetto al 39% nel gruppo di controllo [75]. Lo squilibrio tra S.
aureus e il microbiota cutaneo residente pud generare uno stato di disbiosi che induce
un'alterazione della risposta immunitaria compromettendo la barriera cutanea [108]. Oltre
a S. aureus, la disbiosi cutanea puo verificarsi attraverso un aumento dell'abbondanza
relativa di altre specie del genere Staphylococcus, come S. haemolyticus. Inoltre, é stata
osservata la riduzione dell’abbondanza relativa di Streptococcus spp., Propionibacterium
spp., Acinetobacter spp., Corynebacterium spp. e Prevotella spp., [69]. Anche il P. acnes
¢ stato trovato meno frequentemente sulla pelle di pazienti con AD ed & stato
inversamente correlato alla gravita della malattia [93]. Tuttavia, 1’abbondanza relativa
delle specie microbiche rilevata durante gli episodi di eruzione non rimane costante
durante il decorso della malattia. Difatti, dopo I’eruzione le medesime specie dapprima
ridotte, sono state riscontrate con livelli di abbondanza relativa piu elevati [109]. Anche
il microbiota fungino sembra avere un ruolo al pari di quello batterico, una riduzione
dell'abbondanza relativa di Malassezia spp. e un aumento dell'arricchimento di M.
dermatis e dei funghi non appartenenti al genere Malassezia, come Aspergillus, Candida
e Cryptococcus spp é stata osservata nei pazienti affetti da AD (fig. 12) [110]
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Figura 12 Variazione delle comunita batteriche durante la progressione della dermatite atopica (AD). La disbiosi é caratterizzata
da una riduzione della diversita batterica e dal drammatico aumento dell'abbondanza relativa delle Staphylococcaceae [43]

In ragione di ci0, la ricostituzione dello stato di eubiosi, attraverso 1’inibizione dello S.
aureus permette alla pelle di ripopolarsi con il microbiota fisiologico, ripristinando la
funzione protettiva e promuovendo il processo di guarigione [111].

La mancanza di un trattamento terapeutico definitivo ha portato alla ricerca di terapie
alternative e/o complementari. La terapia microbica pud aiutare a ripristinare lo stato

eubiotico del microbiota cutaneo sano [112].
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1.4.2 Psoriasi inversa

La psoriasi € una malattia infiammatoria cronica della pelle con una forte predisposizione
genetica e tratti autoimmuni. La prevalenza mondiale e di circa il 2%, ma varia a seconda
delle regioni. Le manifestazioni dermatologiche della psoriasi sono varie; la psoriasi
vulgaris € anche chiamata psoriasi a placche, ed é il tipo piu prevalente (90% dei casi)
[113]. La psoriasi inversa (IP) rappresenta una variante clinica della psoriasi conosciuta
anche come psoriasi flessurale o intertriginosa, ed € una variante della psoriasi a placche
che coinvolge le pieghe del corpo, piu spesso quelle ascellari, anogenitali e
inframammaria [114]. Secondo diversi studi di popolazione, la prevalenza dell'IP é
altamente variabile e va dal 3 al 36%, tale variabilita e spesso correlata alla mancanza di
criteri diagnostici univoci [115].

Il sistema di punteggio quantitativo I’impatto sulla qualita della vita include il calcolo del
PASI (Psoriasis Area and Severity Index), della BSA (Body Surface Area) e del DLQI
(Dermatology Life Quality Index) [116]. Dal punto di vista clinico le lesioni si presentano
spesso come placche eritematose ben definite, sottili, senza desquamazione, che possono
interessare sia la pelle che la mucosa genitale, e possono essere accompagnate da fessure,
ulcere e/o erosioni [117].

L’eziopatogenesi dII’IP coinvolge un'interazione dis-regolata tra cellule immunitarie,
cheratinociti e trigger ambientali, in aggiunta alla disbiosi del microbiota [118].

Il ruolo del microbiota e della sua composizione nella patogenesi della psoriasi non €
ancora del tutto chiarito, sebbene numerosi studi abbiano dimostrato la presenza di
alterazioni nella composizione del microbiota cutaneo degli individui normali e dei
pazienti psoriasici con una diminuzione dei Firmicutes e un aumento dei Proteobacteria
nella pelle di quest’ultimi [119]. L'esacerbazione della psoriasi potrebbe essere
interconnessa alla colonizzazione epidermica o mucosale di Streptococcus spp

Malassezia spp, Staphylococcus aureus, e Candida albicans (fig. 13) [120-124].
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Figura 13 Il microbiota cutaneo alterato causa la distruzione della barriera cutanea e agisce sul sistema immunitario innato,
compresi i recettori Toll-like, ecc e, successivamente, guida le cascate infiammatorie associate ai Th17. Vengono secrete grandi
quantita di citochine, con conseguente infiltrazione di immunociti, angiogenesi e proliferazione dei cheratinociti, che provoca la
progressione della patologia [125]

Si ipotizza che Candida spp. possano produrre fattori superantigenici e, come le infezioni
da Staphylococcus aureus, possano scatenare ed esacerbare la psoriasi [126].

Il trattamento dei sintomi piu gravi rappresenta attualmente un limite nella pratica clinica,
infatti la piena comprensione della patogenesi rimane una priorita per la ricerca futura.
Sebbene gli studi sul microbioma siano attualmente molto diffusi, ad oggi deve ancora
essere completamente chiarito se la disbiosi cutanea abbia un significato eziologico
primario o sia secondaria alla psoriasi (o entrambi) [125].

1.4.3 Acne

L'acne vulgaris (AV) e un comune disturbo infiammatorio cronico dell'unita pilosebacea
che comprende il follicolo pilifero e la ghiandola sebacea [127].

La prevalenza globale di AV nella popolazione mondiale é stimata a circa 9,4%
I’insorgere della patologia ¢ associato alla puberta e alla produzione degli ormoni sessuali,
con la crescita si osserva una progressiva riduzione della prevalenza della malattia nella
popolazione, sebbene questa possa persistere o addirittura svilupparsi nel tempo fino a
colpire il 50% degli adulti di eta superiore ai 20 anni [128, 129].

La manifestazione clinica é caratterizzata dallo sviluppo cronico o ricorrente di comedoni,
papule eritematose e pustole, pit comunemente sul viso, ma anche sul collo, tronco e le
estremita superiori prossimali [127].

La classificazione della severita dell'acne si basa su una scala globale che & composta da

tre categorie:
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e lieve (meno di venti comedoni o meno di quindici lesioni inflammatorie o0 un
numero totale di lesioni inferiore a trenta;

e moderata (tra venti e duecento comedoni, o tra quindici e cinquanta lesioni
inflammatorie o un numero totale di lesioni compreso tra trenta e
centoventicinque);

e severa ( piu di cinque cisti 0 un numero di comedoni maggiore a cento, 0 un
numero di lesioni inflammatorie maggiore di cinquanta o un numero totale di
lesioni maggiore di centoventicinque)[129].

L’AV ¢ causata principalmente da un aumento della produzione di sebo, iper-
cheratinizzazione del follicolo, colonizzazione batterica ¢ infiammazione. L’aumento
della produzione degli androgeni causa l’ipertrofia della ghiandola sebacea con
conseguente aumento della produzione di sebo e della proliferazione dei cheratinociti che
determinano in ultima istanza la formazione di un tappo follicolare (ipercheratosi
follicolare) e formazione di un comedone [130]. Il terzo fattore scatenante la patologia é
la disbiosi del microbiota residente soprattutto relativamente al Cutibacterium acnes. Il
C. acnes e un membro del microbiota residente nei follicoli sebacei. La perdita di diversita
microbica soprattutto a livello del filotipo e un fattore scatenante I'attivazione del sistema
immunitario innato e I'inflammazione cutanea. La predominanza del filotipo di C.acnes
IA1 determina I'up-regolazione dei marcatori immunitari innati (interleuchina [IL]-6, IL-
8, IL-10, IL-17), cosi come la produzione di vescicole extracellulari causando una iper-
proliferazione dei cheratinociti e modulando I'espressione di diversi marcatori epidermici
(I'antigene Ki67, la cheratina 10 (KRT10), la desmocollinal (DSC1) e la filaggrina [131].
Inoltre, il mantenimento dello stato si malattia ¢ garantito dall’inibizione di S. epidermidis
da parte di C. acnes, e dalla sua capacita di acidificare il pH del follicolo pilosebaceo,

mediante idrolisi dei trigliceridi del sebo e secrezione acido propionico (fig. 14) [132].
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Anche la Malassezia spp. sembra essere coinvolta nella patogenesi dell’acne mediante
produzione di lipasi che attirando i neutrofili promuovono il rilascio di citochine pro-
inflammatorie dai monociti e dai cheratinociti. Tuttavia, il suo ruolo esatto nella
fisiopatologia dell'acne rimane da investigare [133]. Gli antibiotici e I'isotretinoina sono
stati a lungo i principali trattamenti per I'acne. Tuttavia, I'isotretinoina sistemica provoca
cambiamenti qualitativi e quantitativi del microbioma intestinale e cutaneo, con marcati
aumenti nell’abbondanza relativa di S. aureus [134]viceversa gli antibiotici topici portano

alla selezione di ceppi resistenti di C. acnes, Streptococcus e Staphylococcus spp. [135,
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136]. La diffusione della resistenza antimicrobica e la disbiosi suggeriscono quindi un
uso limitato degli antibiotici sistemici e topici, cosi come i regimi di monoterapia a lungo
termine nel trattamento dell’acne. Quindi l'obiettivo terapeutico nel trattamento dell'acne
dovrebbe essere quello di prevenire o trattare la disbiosi € non 1’eliminazione diretta di
C. acnes, a tal fine risulta di primaria importanza lo studio di nuovi approcci terapeutici
che favoriscano 1’eubiosi cutanea aumentando ad esempio i processi fermentativi legati a
S. epidermidis a discapito di C. acnes o integrando il microbiota della pelle con ceppi
probiotici [131].

1.4.4  Ulcere da pressione

Le ulcere da pressione (PUs), comunemente indicate anche come piaghe da decubito o

decubito, sono lesioni cutanee gravi [137]. La prevalenza globale delle ulcere da

pressione nei pazienti ospedalizzati é stata stimata dal 5% al 15%, ma puo essere

significativamente piu alta nelle unitd di terapia intensiva e in alcune strutture di

assistenza a lungo termine [138]. Sono stati sviluppati sistemi di classificazione per

determinarne la gravita includendo descrittori che vanno dall’eritema della pelle intatta

(sbiancamento e non shiancamento), alla perdita di tessuto a tutto spessore. In ragione di

cio, sono stati individuati sei stadi della patologia:

1. eritema su pelle intatta;

2. perdita di pelle a spessore parziale con derma esposto;

3. perdita di pelle a tutto spessore;

4. perdita di pelle a tutto spessore e di tessuto;

5. lesione da pressione non visibile a tutto spessore perdita di pelle e tessuto;

6. lesione fino ai tessuti profondi.

La manifestazione clinica é caratterizzata da un danno localizzato alla pelle e ai tessuti

molli sottostanti generalmente sopra una prominenza ossea, associata ad un dispositivo

medico o come risultato di una pressione intensa e/o prolungata o in combinazione con

taglio [137]. La pressione sostenuta su una prominenza ossea innesca un loop di eventi

che, partendo da una ischemia del tessuto porta alla necrosi. In sintesi la forza pressoria,

accompagnata da un eccesso di umidita o dalla combinazione di taglio e attrito innesca la

macerazione con conseguente rottura della integrita dello strato corneo ma influendo

anche sui letti capillari sottostanti, Tutti cio causa ipossia locale del tessuto e necrosi

conseguente [139]. Le condizioni fisico-chimiche dei tessuti cutanei sottoposti a
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pressione causano un‘alterazione della via di segnalazione molecolare e la concomitante
modulazione del microbiota. Tale alterazione del pool microbico rappresenta allo stesso
tempo un fattore scatenante e aggravante per le ulcere da pressione, poiché anche la
temperatura e l'umidita dei siti colpiti favoriscono la proliferazione microbica non
commensale e l'infezione delle ferite da parte di agenti opportunistici e principalmente
patogeni [140, 141].

Il mantenimento dell’eubiosi cutanea gioca un ruolo importante nel mantenimento dello
stato di salute ed e cruciale nella prevenzione delle malattie, in particolare delle PU.
Inoltre, lo sviluppo di biofilm all'interno dei PU compromette la guarigione delle ferite
[142, 143]. Il microbiota delle PU e solitamente polimicrobico e complesso, e la
prevalenza e la varieta delle specie microbiche dipendono dalla durata, dalla
localizzazione e dallo stadio della PU (fig. 15) [144].
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Figura 15 Ciclo dell'ulcera da pressione infetta; le ulcere da pressione sono piu inclini alla colonizzazione dalla fase 2. La
colonizzazione delle PU & solitamente di origine polimicrobica e da biofilm. Tra le principali complicazioni associate agli stadi piu
avanzati e alla cronicita delle PU sono la batteriemia, la sepsi e I'osteomielite. La colonizzazione microbica delle PU contribuisce
alla cronicizzazione di questo tipo di ferite e all'insorgenza di complicazioni infettive e di ritardi nella guarigione, che a loro volta
contribuiscono al mantenimento della colonizzazione dei PUs diventando un ciclo [141]

Batteri quali Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa ed
Enterococcus faecalis sono i microrganismi piu frequentemente isolati nelle PU. Oltre a
questi, anche Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
viridans, Escherichia coli, Corynebacterium spp, Bacteroides spp e alcuni miceti, tra cui
Candida spp. sono stati riscontrati [145]. Anche se sia stata fatta poca menzione del loro
legame con le infezioni legate alle PU, é stato dimostrato che i funghi giocano un ruolo

importante come patogeni opportunistici delle ferite [146]. Nuove misure preventive
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basate anche sulla modulazione del microbiota possono offrire una nuova strategia
diagnostica per identificare i pazienti a maggior rischio di ulcere da pressione [147].
Poiché molti aspetti dello sviluppo delle ulcere da pressione sono ancora ancora poco
chiari, lo scopo principale della ricerca in questo campo e quello di trovare farmaci o
trattamenti che, insieme all'adozione di adeguate procedure di assistenza, possano aiutare
a prevenire lo sviluppo delle lesioni e/o accelerare la loro guarigione. La vasta gamma di
prodotti cosmetici/farmaceutici ad oggi in commercio é costituita principalmente da
preparazioni topiche a base di agenti emollienti utili a preservare o ripristinare I'omeostasi

cutanea [148].
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1.5 Opzioni di trattamento

Le linee guida per la gestione delle patologie inflammatorie della pelle prevedono
trattamenti di prima e seconda linea. La terapia di prima linea si basa principalmente
sull’utilizzo di emollienti che promuovono l'idratazione dello strato corneo e riducono la
perdita di acqua transepidermica [149]. Viceversa, quella di seconda linea, utilizza
principalmente steroidi somministrati per via topica il cui scopo & quello di ridurre
I’infiammazione a cui segue, nei casi piu gravi, una terapia sistemica con corticosteroidi
o0 antibiotici [150-152]. La fototerapia realizzata attraverso I’irradiazione con i raggi UV
e spesso utilizzata come trattamento adiuvante per alleviare i sintomi e ridurre la
colonizzazione batterica. Recentemente, sono stati introdotti farmaci biologici
(rappresentati in massima parte da anticorpi) che rappresentano 1’ultima linea di terapia
laddove il paziente abbia fallito le terapie tradizionali [153-155]. Tutti i farmaci
precedentemente elencati sono legati alla possibilita di indurre gravi effetti collaterali. Per
esempio, l'uso di corticosteroidi topici puo migliorare le condizioni dei pazienti, ma un
uso prolungato pud causare alcuni effetti collaterali come ipertensione, atrofia e
tachifilassi, con conseguente tossicita cumulativa [149]. Stesse considerazioni devono
essere fatte per gli antibiotici topici che determinano una selezione di ceppi resistenti con
ulteriori complicanze nella guarigione dalla condizione patologica [135, 136].

L'uso esclusivo di emollienti se non accompagnato da un’adeguata terapia farmacologica
aumenta il rischio di infezione batterica e virale [151]. Viceversa, anche se I'uso di agenti
farmacologici supportato dall'uso di creme emollienti € ampiamente impiegato per

migliorare la sintomatologia, non assicura la completa guarigione della patologia [156].

15.1 Le potenzialita dell’acido ialuronico

L’acido 1ialuronico (HA): ¢ un eteropolisaccaride lineare (glucosaminoglicano,
mucopolisaccaride) ad alto peso molecolare formato da residui regolarmente ripetuti di
N-acetil-D-glucosamina e acido D-glucuronico. In una molecola di acido ialuronico,
I'acido D-glucuronico ¢ associato all'amminozucchero tramite un legame B-(1 — 3)-
glicosidico, e I'amminozucchero é collegato all'acido D-glucuronico tramite un legame -
(1 — 4)-glicoside [157]. Essendo I'HA un componente naturale della pelle, e stato uno
degli umettanti preferiti utilizzati in quasi tutti i prodotti nutricosmetici con proprieta
idratanti. Aiuta ad attirare e trattenere i fluidi e a riparare la barriera cutanea [158]. Gli

effetti biologici dell'acido ialuronico dipendono fortemente dal peso molecolare. L'acido
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ialuronico a medio peso molecolare (>500 kDa) conferisce tono e turgore alla pelle, ha
un'‘attivita anti-angiogenica e puo funzionare anche come soppressore immunologico
naturale [159]. L'esistenza di segmenti polari e apolari nella struttura del polimero
permette all'acido ialuronico di interagire chimicamente con vari agenti chimici. | derivati
dell'HA possono essere supporti ideali per I'incapsulamento e la consegna di farmaci
idrofobici. Attraverso modifiche chimiche, gli HA possono formare assemblaggi
supermolecolari che possono essere utilizzati per specifiche applicazioni farmaceutiche.
Gli HA modificati sembrano avere un grande potenziale come nuovi trasportatori di

farmaci sotto forma di coniugati [160].

1.5.2 Trattamenti basati sul microbiota

Considerato il ruolo che la disbiosi del microbiota cutaneo occupa nella patogenesi della
patologie della pelle, recuperare lo stato di eubiosi rappresenta un’importante opzione di
trattamento [67]. Infatti gli stati patologici della pelle sono caratterizzati da una specifica
composizione alterata del microbiota, spesso associata all’aumento dei microrganismi
"patogeni” [43].

Recenti studi hanno dimostrato che la terapia microbica puo aiutare a ripristinare lo stato
di eubiosi ristabilendo quelle specie responsabili del mantenimento del ruolo di barriera.
La terapia microbica é realizzata attraverso I'uso di batteri (vivi o inattivati), parti di essi,
sostanze derivate e trapianto del microbiota cutaneo. Tutti insieme, questi trattamenti,
possono essere considerati il nuovo panorama terapeutico per le patologie cutanee poiché
ristabilendo la condizione di omeostasi, si promuove anche il corretto funzionamento
della barriera cutanea [111, 156].

L'attuale evidenza scientifica mostra il ruolo dei probiotici nel migliorare il decorso
clinico delle patologie cutanee attraverso lI'omeostasi del microbiota cutaneo, ed il
ripristino delle funzioni della barriera lipidica e la modulazione il sistema immunitario
[161].

Inoltre, alcuni derivati batterici come i frammenti della parete cellulare o i metaboliti
dimostrano una maggiore stabilita rispetto alle cellule vitali quando mantenuti a
temperatura ambiente, rendendoli piu adatti alla preparazione di formulazioni topiche.
Inoltre, anche i surnatanti privi di microbi sono ancora in grado di esercitare un‘attivita
antimicrobica e immunomodulatoria nello stesso modo delle forme vitali a causa dei

metaboliti batterici rilasciati in soluzione durante la crescita [162]. Infine, gli studi sugli
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effetti del trapianto di pelle trapianto (SBT), un trattamento intrigante per il ripristino di
un microbioma cutaneo sano, hanno dato risultati promettenti in modelli umani e animali
[163]. Questi approcci hanno il vantaggio di avere bassi costi, pochi effetti collaterali e
una maggiore compliance del paziente senza avere la necessita di un’assunzione periodica
o un’applicazione quotidiana con un effetto piu duraturo.

In questo scenario, un cambiamento concettuale e sostanziale verso le comunita
microbiche della pelle e il loro ruolo nella patogenesi € gia in atto, in particolar modo i
membri del microbiota cutaneo possono essere definiti commensali 0 opportunistici

piuttosto che necessariamente patogeni [67].
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2. Roadmap del percorso sperimentale

Questo progetto di dottorato é il risultato dalla collaborazione scientifico-tecnica tra
I’Universita degli Studi del Molise ed Aileens pharma, una startup innovativa proprietaria
di un ceppo brevettato di Cutibacterium acnes (DSM28251) non patogeno e di una
formula brevettata costituita da un suo frammento di parete batterica (c40) coniugato
chimicamente con una matrice mucopolisaccaridica (HAc40).

Aileens pharma pur avendo finanziato ’intera borsa di dottorato incluso il costo dei
materiali non ha avuto nessun’altro ruolo nell’claborazione dei dati di questo elaborato e

la loro interpretazione.

Lo scopo della ricerca é stato quello di elucidare il potenziale di alcuni ceppi di C. acnes,
valutando inoltre la applicabilita di alcuni derivati quali agenti terapeutici utili per il
trattamento di patologie inflammatorie della pelle associate a disbiosi.

Il progetto é stato sviluppato a partire da esperienze in vitro, successivamente corroborate
da ulteriori prove ex vivo in fine traslate in vivo. A nostro avviso tale approccio €
necessario per assicurare la piena transizione del dato sperimentale alla sua applicazione
industriale.

In primis sono stati messi a punto una serie di esperimenti in vitro sul ceppo brevettato di
Cutibacterium acnes DSM 28251. In particolare, sono stati analizzati tre derivati: heat
killed bacteria, surnatante di coltura e il frammento di parete c40. Una volta ottenuti tutti
questi derivati, ne é stata testata la potenziale attivita sui principali patogeni coinvolti
nelle patologie inflammatorie della pelle.

Ogni componente analizzata é stata confrontata con gli stessi derivati ottenuti da altri
ceppi della stessa specie (stessa composizione del peptidoglicano) o specie molto vicine
da un punto di vista evolutivo (vicinanza filogenetica) per stabilire se il ceppo C. acnes
fosse caratterizzato da proprieta peculiari.

Tra i derivati studiati, abbiamo deciso di utilizzare per tutti gli esperimenti successivi il
frammento c40 da solo e coniugato ad un acido ialuronico a medio peso molecolare
(HACc40). Sono stati improntate delle prove in vitro ed ex vivo volte a verificare 1’azione
di contrasto nei confronti del patogeno S. aureus.

In prima istanza si ¢ indagata l’interferenza nell’adesione in vitro di due ceppi
Staphylococcus aureus (DSM 20491 e ATCC 29213) alla linea cellulare HaCaT (Human
Keratinocyte Cells) da parte dei due prodotti da testare: c40 e HAc40.
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Successivamente e stata misurata la capacita proliferativa dei cheratinociti infettati con
entrambi i ceppi S. aureus in presenza di c40 e HAc40 in un esperimento di migrazione
in vitro.

Inoltre, la compromissione della cute in seguito al danno indotto dall’infezione con S.
aureus e la capacita c40 e HAc40 di preservarne 1’integrita, sono stati valutati mediante
la messa a punto di un modello ex vivo su cute suina (Sus scrofa domesticus). Grazie alla
estrema somiglianza, sia dal punto di vista istologico che fisiologico alla cute umana,
questo modello é stato validato nei test di tollerabilita ai cosmetici e/o dispositivi medici
[164]. Le biopsie di cute suina infettate con due ceppi di S. aureus ATCC 29213 e DSM
20491 e trattate con c40 e HAc40 sono state colorate per la valutazione istologica.
Inoltre poiché le tight junction sono hanno un ruolo predominante nella patogenesi di S.
aureus, le medesime biopsie sono state analizzate in immunofluorescenza per evidenziare
I’espressione delle principali proteine delle TJ claudinal e ZO1.

Infine per avviare il processo di traslazione, sono in corso diversi studi in vivo. Di questi
uno appena concluso in collaborazione con 1’Istituto Europeo di Riabilitazione GEA
medica di Isernia ha dimostrato 1’azione preventiva dei derivati sullo sviluppo di ulcere

da pressione (data not shown).
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3. Materiali e metodi

3.1 Studio comparativo sull’attivita di derivati batterci di Cutibacterium acnes

su patogeni cutanei
E’ stata comparata 1’attivita inibente di tre derivati (surnatante, heat-Killed bacteria e
frammento di parete) del ceppo C. acnes DSM 28251 sulla crescita microbica dei
patogeni cutanei rispetto ai medesimi derivati ottenuti da altri ceppi similari di
Cutibacterium. Il C. acnes DSM 28251 ¢ coperto dal brevetto Italiano... “CEPPO
BATTERICO E SUOI USI MEDICI” n. 102020000003233 recentemente esteso da
richiesta PTC "BACTERIAL STRAIN AND MEDICAL USES THEREOF" Appl.
Nat.Appl.No. 1020200003233.
Sono stati selezionati tre Cutibacterium acnes e un Cutibacterium granulosum che
differiscono dal ceppo DSM 28251 o per appartenenza al filotipo o per distanza
filogenetica C. acnes ATCC 11828, C. acnes DSM 1897, C. acnes DSM 16379 e C.
granulosum DSM 20458. | patogeni sui quali sono stati testati i tre derivati sono stati
selezionati sulla base del loro coinvolgimento nelle patologie cutanee: S. aureus ATCC
29213, S. aureus ATCC BAA-1680, S. aureus DSM 20491, S. epidermidis ATCC 12228
e Candida albicans ATCC 90028.

3.1.1 Preparazione degli “heat-killed bacteria” mediante tindalizzazione

(sterilizzazione frazionaria)

| ceppi di Cutibacterium sono stati coltivati in brodo BHI (Brain Heart Infusion)
addizionato del 20% ad una temperatura di 37°C ed in condizioni di microaerofila fino al
raggiungimento della fase esponenziale massima di crescita verificata mediante lettura
spettrofotometrica (O.D. 600 nm). Successivamente il terreno & stato rimosso per
centrifugazione e processato per il test dei surnatanti. Il pellet batterico é stato dapprima
sottoposto ad una serie di lavaggi in soluzione fisiologica (NaCl 0.9%) per rimuovere
I’eventuale presenza di surnatante residuo e successivamente diluito fino al
raggiungimento di una concentrazione pari a 0,5McFarland (1,5x108CFU/mL).

L’inoculo titolato ¢ stato sottoposto a tindalizzazione. Il processo ha previsto il
riscaldamento ad 80° C per 30 minuti per uccidere le forme vegetative, seguito da un
periodo di incubazione a 37°C per 24 ore al fine di promuovere la germinazione delle
cellule vegetative residue non uccise dal trattamento termico, successivamente il
materiale cosi trattato € stato nuovamente riportato a una temperatura di 80° C per 30

minuti. L’intero ciclo termico ¢ stato ripetuto 3 volte. Per verificare la corretta
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realizzazione del processo, un’aliquota del tindalizzato ¢ stata seminata su Columbia Agar
Sangue ed incubata a 37°C in aerobiosi per 24 ore per verificare 1’assenza di crescita
microbica. Le cellule batteriche tindalizzate hanno una capacita di replicazione ed
enzimatica inattivata pur mantenendo inalterata la loro struttura cellulare e la parete,

quindi fisiologicamente intatte e, per questo motivo, immunologicamente attive.

3.1.2 Preparazione dei surnatanti

| surnatanti batterici precedentemente ottenuti dai ceppi di Cutibacterium sono stati
sottoposti a filtrazione (filtri da 0,22um) per eliminare eventuali residui cellulari, la
sterilita ¢ stata confermata dall’assenza di crescita batterica dopo semina su Columbia
Agar Sangue ed incubazione a 37°C in aerobiosi per 24 ore di una aliquota di ciascun
surnatante in esame. Al fine di escludere un eventuale interferenza dovuta alla produzione
di sostanze acide tipiche di alcuni ceppi di Cutibacterium spp., il pH di ogni surnatante e
stato accuratamente misurato e, ove necessario, neutralizzato con una soluzione di
idrossido di sodio 1M.

3.1.3 Estrazione dei frammenti di parete batterica

Il ceppo C. acnes DSM 28251 e gli altri ceppi di Cutibacterium sono stati cresciuti in
batch in scala fino ad ottenere una consistente massa cellulare. | pellet batterici sono poi
stati sottoposti alla medesima procedura di estrazione del frammento di parete in accordo
al brevetto BACTERIAL STRAIN AND MEDICAL USES THEREOF" Appl.
Nat.Appl.No. 1020200003233.

Tutti i frammenti estratti e recuperati dai diversi pellet sono stati denominati utilizzando
il codice di catalogazione dei rispettivi ceppi di origine. Di qui in poi, pertanto, si fara
riferimento ai frammenti di parete estratti indicandoli con i codici suddetti. | frammenti
estratti sono stati sottoposti a liofilizzazione ed infine sterilizzati con una procedura

multi-step ad-hoc (ultracongelamento (-80°), riscaldamento 80°C, sterilizzazione UV

3.1.4 Influenza sulla crescita microbica secondo metodo spettrofotometrico

E’stata valutata mediante metodo spettrofotometrico in piastre di polistirene a 96 pozzetti
la capacita dei tre derivati (heat-killed bacteria, surnatanti e frammenti di parete) ottenuti
dai ceppi di Cutibacterium in esame nell’interferire o inibire la crescita microbica di 4
ceppi di Staphylococcus ed di un un ceppo di Candida albicans (vedi tab ceppi saggiati).
| tre derivati sono stati testati usando il medesimo terreno di crescita (BHI brodo

addizionato del 20%) secondo la seguente procedura.
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| surnatanti sono stati diluiti 1:10 in brodo e ed inoculati con i microrganismi da
saggiare.

Gli heat-killed bacteria sono stati diluiti ad una concertazione di 10° CFU/ml ed
inoculati con i microrganismi da saggiare.

I frammenti di parete sono stati emulsionati in brodo alla concentrazione finale di
10mg/ml ed inoculati con i microrganismi da saggiare.

Tutti gli agenti microbici sono testati secondo le condizioni previste dal CLSI (Clinical
Standard Laboratory Institute), cosi come le condizioni di incubazione.

Le piastre sono state allestite in triplicato e in ciascuna piastra sono stati predisposti i
controlli per la crescita del ceppo in assenza di derivati e i “bianchi” per la taratura
spettrofotometrica.

E stata registrata al tempo zero (T0) la carica microbica di ciascun ceppo nei pozzetti
di inoculo mediante lettura spettrofotometrica alla lunghezza d’onda di 600 nm, con
sistema VICTOR Multilabel Plate Reader (PerkinElmer). La misurazione é stata
effettuata per successivi altri sei tempi di misurazione nell’arco di 24 ore di crescita
(2, 4, 6, 8,18, 20, 22 e 24 ore). | valori di assorbanza ottenuti (Optical Density, 600
nm) sono stati normalizzati ed quindi analizzati per valutare la crescita dei diversi
germi in presenza e assenza (CTR) dei frammenti di parete.

I risultati sono stati espressi come media + DS e le curve sono state ottenute mediante
analisi di regressione non lineare usando una funzione Sigmoidale idonea per la
crescita batterica. Tutte i grafici sono stati realizzati con il software GraphPad Prism

Version 7.0a.

3.2 Attivita del frammento c40 e del coniugato HAc40 in vitro

3.2.1 Acido ialuronico coniugato al frammento c40 (HAc40)

HACc40 é un composto costituito dal frammento di parete batterica c40 coniugato con

acido ialuronico (HA) a medio peso molecolare 0,50x108 DA. Il processo che consente la

coniugazione HA al frammento c40 ¢ protetto da brevetto. Inoltre, anche il Cutibacterium

acnes DSM 28251, da cui viene isolato il frammento c40, di proprieta di Aileens ¢ protetto

da brevetto (paragrafo 3.1) e da Safe Deposit e conservato presso la Collezione di

microrganismi e colture cellulari (DSMZ).
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3.2.2 Preparazione delle sospensioni test

I’HA, 1’Hac40 e il c40 sono stati risospesi in acqua distillata alle concentrazioni di
0,5mg/mL (HA e HAc40) e 25ug/mL (c40) e sottoposti ad un processo di tindalizzazione

(tre cicli da 80°C per un’ora).

3.2.3 Allestimento coltura cellulare

E stata selezionata per tutti gli esperimenti in vitro la linea cellulare di cheratinociti
immortalizzati HaCaT donati dal laboratorio di anatomia umana del Prof. Antonio De
Luca (Universita della Campania, Luigi Vanvitelli, Napoli). Questa linea cellulare é stata
usata perché presenta caratteristiche simili alle colture primarie di cheratinociti ed é stata
usata in precedenza negli studi sulle interazioni tra S. aureus e cheratinociti [81, 165-
167]. 1 cheratinociti HaCaT sono stati coltivati in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMEM (Invitrogen), addizionato con il 10% di siero fetale bovino (FBS), 1’1% di
pen/strep e 1’1% di L-glutamine (2 mM), in un'atmosfera umidificata al 95% contenente
5% di CO2. Le colture sono state allestite in fiasche T75 fino a quando le cellule hanno
raggiunto circa il 95% di confluenza. 1l tappeto cellulare e stato poi staccato con tripsina-
EDTA, risospeso in terreno di coltura seminato in una piastra da 6 well (superficie 9.6
cm?) e incubate per 48h alle stesse condizioni di crescita [168].

Infine i pozzetti sono stati lavati per due volte con tampone fosfato salino PBS e risospesi
con 900uL DMEM senza antibiotici per due ore fino al momento dell’infezione con 1

batteri e con le sospensioni test (HA, HAc40 E c40).

3.2.4 Preparazione delle sospensioni batteriche

Sono stati selezionati due ceppi test : Staphylococcus aureus ATCC® 29213 ™ acquistato
dalla American Type Culture Collection (Rockville, MD) e Staphylococcus aureus DSM®
20491 ™ acquistato dalla German Collection of Microorganisms and cell cultures GMBH.
Il primo é stato scelto perché ampiamente utilizzato nella letteratura scientifica come
ceppo test per lo studio di svariate condizioni patologiche della pelle [88]. Il secondo,
invece, ¢ stato selezionato perché secerne 1’a tossina responsabile del danno ai
cheratinociti [169]. Entrambi i ceppi sono stati coltivati in TSB (tryptic soy broth) over
night a 37°C. Dopo 24 ore di crescita le colture sono state centrifugate a 5000 RPM per
cinque minuti. 1l pellet cellulare ottenuto € stato lavato 3 volte con una soluzione salina di

tampone fosfato e risospeso nello stesso mezzo. Le sospensioni cellulari sono state
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normalizzate mediante misurazione della densita ottica (O.D 600nm) e le unita vitali formanti

colonie (CFU/mL) sono state confermate dalla conta su piastra

3.2.5 Preparazione del surnatante di S. aureus DSM 20491

S. aureus DSM20491 ceppo produttore di o emolisina ¢ stato coltivato in TSB fino alla
fase post esponenziale di crescita. In questa fase questo microrganismo secerne nel mezzo
di coltura la tossina [170]. La coltura é stata centrifugata (5000 rpm per 7min) e il
surnatante cell-free, filtrato con filtro 45 um e aggiunto al mezzo di coltura delle cellule

ad una percentuale pari al 10% [171].

3.2.6 Preincubazione delle sospensioni batteriche con le sospensioni test

Al fine di valutare I’effetto post-biotico, le colture dei due ceppi di S. aureus sono state
standardizzate alla concentrazione di 108 CFU /mL e incubate per due ore a 37 ° C con le

sospensioni test (HA, HAc40 e40) in rapporto 1:1 v/v.

3.3 Saggio di vitalita cellulare (MTT)

Per valutare la tossicita dell’HA, dell’Hac40 e del c40 ¢ stato condotto un saggio MTT
sulla linea cellulare HaCaT.
| cheratinociti HaCaT (6 x 10%/pozzetto) sono stati coltivati per 24 h in piastre da 96
pozzetti a 37°C al 5% CO2.
Successivamente le cellule sono state trattate con sospensioni a concentrazioni crescenti
HA e HAc40 (da 0,05 a 1Img/mL) e c40 (da 3.125ug/mL a 25ug/mL) e incubate per
24h a 37°C.
Ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 10pl di MTT (3-(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazolio (5 mg/ml). Le piastre sono state nuovamente incubate per 2 ore alle stesse
condizioni di crescita fino al viraggio del medium da giallo a viola, dovuto alla riduzione,
da parte degli enzimi mitocondriali, del 3-(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio a
formazano.
Da ogni pozzetto ¢ stato prelevato il surnatante e sono stati aggiunti 100ul di DMSO per
pozzetto per solubilizzare i cristalli e le piastre sono state incubate al buio e in agitazione
per 10 minuti.
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Infine I’assorbanza di ogni pozzetto ¢ stata letta mediante 1’utilizzo dello spettrofotometro
alla lunghezza d’onda di 540-595 nm [172].
Per ogni condizione sono stati allestiti tre replicati e la vitalita relativa delle cellule é stata

espressa in percentuale rispetto alle cellule di controllo non trattate.

3.4 Trattatmento delle cellule e saggio di adesione/invasione

Il mezzo colturale € stato rimosso da ogni pozzetto della 6 well e le cellule sono state
lavate tre volte con PBS al fine di eliminare gli antibiotici presenti nel terreno di crescita.
Nell’ esperimento di preincubazione i pozzetti sono tati inoculati con 100ul delle
sospensioni batteriche preincubate (come descritto nel paragrafo 3.2.4).
Nell’esperimento test di co-incubazione le cellule immediatamente dopo l'infezione con i due
ceppi di S. aureus sono state trattate con HA, HAc40 e c40 alle concentrazioni di 0,5mg/mL
e 25ug/mL precedentemente preparate (come descritto nel paragrafo 3.2.2).

Tutti i gruppi di trattamento sono stati infettati con colture di S. aureus standardizzate alla
concentrazione di 5x10% CFU/mL e preparati come descritto nel paragrafo (3.2.4.)

Per determinare la carica batterica iniziale a contatto con le cellule le diluizioni seriali delle
sospensioni sono state piastrate in MH agar.

Come controlli sono stati utilizzati i due ceppi di S. aureus inoculati nei pozzetti alla
concentrazione di 5x108 CFU/ mL. Anche I’HA, I’HAc40 e il c40 sono stati inoculati nei
pozzetti come controllo alle sesse concentrazioni utilizzate per gli esperimenti di
preincubazione e co-incubazione.

Le piastre sono state poi incubate per 1 ora a 37°C, 5%CO2. Ogni condizione & stata
ripetuta tre volte.

Seguendo la metodica di [173] dopo un’ora di incubazione il surnatante ¢ stato rimosso
da ogni pozzetto, il tappetto cellulare é stato lavato 3 volte con PBS per rimuovere i batteri
che non hanno aderito.

Ad ogni pozzetto e stato addizionato 1 mL di PBS e le cellule sono state staccate con
I’ausilio di un raschietto cellulare. Infine, ¢ stato prelevato 1 mL da ciascun pozzetto,
contenente i batteri che hanno aderito o invaso i cheratinociti, e sono state effettuate delle
diluizioni seriali. 100 pL di ciascuna diluizione sono stati seminati su piastre di MH agar.
Dopo 24 ore di incubazione a 37 °C é stato effettuato il conteggio delle colonie su piastra
per determinare il grado di adesione e invasione batterica
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3.4.1 Giemsa stain

Questa metodica é stata utilizzata per la visualizzazione al microscopio dei batteri adesi
ai cheratinociti consentendo una visione qualitativa dell'adesione. La colorazione € stata
effettuata per tutti i gruppi dell’esperimento di adesione. Dopo aver rimosso 1 batteri non
adesi mediante lavaggi in PBS i pozzetti sono stati fissati 10 minuti con 3mL di metanolo.
Al termine di questa fase di fissazione le cellule sono state colorate con 3mL di Giemsa
stain modified (GS500 Sigma Aldrich™). Le piastre sono state incubate a temperature
ambiente per 20 minuti e i pozzetti risciacquati abbondantemente con acqua distillata.
Infine le piastre sono state asciugate all'aria ed esaminate al microscopio invertito ad

ingrandimento 40x [174].

3.4.2 Analisi statistica

Tutti i saggi sono stati effettuati in triplicato e sono stati ripetuti in maniera indipendente per
tre volte. | dati espressi come media £ deviazione standard (SD) sono stati analizzati con il
software GraphPad Prism 8.0. | risultati sono stati considerati statisticamente significativi a
p <0.05. | dati dei saggi di adesione sulla linea cellulare HaCaT sono stati analizzati mediante

analisi della varianza a una via seguito dal test post-hoc Bonferroni.

3.5 Trattamento delle cellule e saggio di migrazione

La coltura cellulare, ad una confluenza del 75%, é stata staccata con una soluzione 1X di
tripsina-EDTA allo 0,25% (per 5 minuti) e le cellule in sospensione sono state osservate
a microscopio invertito. La sospensione cellulare é stata preparata in modo da ottenere
una concentrazione pari a 3-7 x 10° cellule/mL.

Le cellule sono state piastrate in p-Dish (diametro 35 mm) contenenti I'inserto di coltura
nel quale vengono inoculate le cellule (70 pL/pozzetto). Dopo aver rimosso l'inserto di

coltura si crea uno spazio libero da cellule (canale) di circa 500um (fig. 19)

Figura 19 allestimento della coltura cellulare nelle piastre p-Dish
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Le cellule sono state coltivate in queste piastre per 24 ore a seguito delle quali I'inserto di
coltura é stato rimosso utilizzando pinzette sterili e il u-Dish e stato riempito con DMEM
prepararto senza antibotici (2 mL).

Le cellule sono state infettate con 5x10° CFU/mL della coltura di S. aureus ATCC29213
(preparato come descritto nel paragrafo 3.2.4.) o sono state trattate con il surnatante di S.
aureus DSM20491 (preparato come descritto nel paragrafo 3.2.5.) addizionato al mezzo
di coltura al 10%. Contestualmente all’infezione 1 pozzetti sono stati co-incubati con le
sospensioni test di HA, HAc40 (0,5mg/mL) e c40 (25ug/ml). Cellule non infettate o
trattate solamente con le sospensioni test sono state utilizzate come controllo. Le piastre
sono state incubate per 24h.

L'estensione della migrazione delle cellule é stata fotografata t0, t4, t8, 16 e t24. con la
fotocamera (MODEL ISH 300 OPTECH) e misurata utilizzando il software di analisi
delle immagini, Image J (V 1.45s, fornito dal National Institute of Health, USA) [175,
176]

3.5.1 Analisi statistica

Tutti i saggi sono stati effettuati in triplicato e sono stati ripetuti in maniera indipendente per
tre volte. | dati espressi come media + deviazione standard (SD) sono stati analizzati con il
software GraphPad Prism 8.0. | risultati sono stati considerati statisticamente significativi a
p < 0.05. | dati dei saggi di adesione sulla linea cellulare HaCaT sono stati analizzati mediante

analisi della varianza a una via seguito dal test post-hoc Bonferroni.

3.6 Attivita del frammento c40 e del coniugato HAc40 ex vivo

3.6.1 Scelta del modello

Negli anni, la ricerca dermatologica e stata eseguita su topi ratti e conigli [177, 178].
Tuttavia, da quando I'UE ha annunciato il divieto di sperimentazione animale nel 2013,
gli esperimenti in vivo per i cosmetici sono stati vietati, richiedendo lo sviluppo di
alternative valide. Equivalenti di pelle, come I'epidermide umana ricostruita (RHE), la
pelle umana ricostruita a tutto spessore (FT) e modelli di organi cutanei (SOC) sono stati
studiati come alternative agli esperimenti sugli animali per testare I'efficacia e la sicurezza

di nuovi ingredienti cosmetici. Tali prodotti hanno dimostrato di essere strumenti
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efficienti, informativi e predittivi per lo screening, la biodisponibilita e i test di efficacia
dei principi attivi e possono servire come modello preclinico di sicurezza, che € molto
informativo nella progettazione di test clinici. La somiglianza della cute suina con quella
umana sia dal punto di vista istologico che fisiologico é stata ben stabilita [179]. La cute
suina puo essere ottenuta in m. odo relativamente economico come sottoprodotto dei
macelli senza sacrificare altri animali e non contraddice il divieto di sperimentazione
animale, come i test di opacita corneale dei bovini o i test oculari dei pulcini [164]. E
anche possibile controllare I'eta degli animali cosi come il sito corporeo da cui e stata
prelevata la biopsia cutanea, che € fondamentale per garantire la riproducibilita [180]. A
questo proposito, il modello di pelle suina ex vivo pud essere un sostituto ideale per i
modelli di pelle umana [181].

3.6.2 Preparazione dell espianto

Le orecchie di Sus scrofa domesticus reperite da un macello locale, sono state prelevate
da carcasse animali immediatamente dopo il sacrificio e trasportate, a temperatura
controllata (4°C) in laboratorio entro lora. Il tessuto é stato sgrassato, accuratamente
pulito con etanolo 70% e PBS e sezionato fino ad ottenere delle biopsie di circa 6mm. Il
tessuto che presentava anomalie come edema, abrasione o striature pesanti € stato scartato
[181]. Ogni biopsia € stata poi posizionata in piastre da coltura di 35mm ponendo il derma
a contatto con i nutrimenti del terreno e I’epidermide nell’interfaccia aria-liquido in
termostato a 37°C e al 10% di CO». Il DMEM di mantenimento e stato addizionato al 5%
di FBS, 2% P/S, gentamicina (50mg/Ml), amfotericina 1x e desametasone 35ug/mL.
Dopo 24h il tessuto é stato pulito, lavato 2volte con PBS e risospeso in terreno fresco per
altre 24h in modo da rimuovere i contaminanti [88]. Trascorse 48h i tessuti sono stati
preparati per ’infezione. Il tessuto ¢ stato lavato per 3volte con PBS e poi risospeso in

1mL di DMEM addizionato al 5% DI FBS senza antibiotici (per due ore).

3.6.3 Preparazione dei batteri

Sono stati selezionati per I’esperimento due ceppi di S. aureus: ATCC® 29213 ™ ¢
DSMZ® 20491™ (produttore di alfa emolisina). Entrambi i ceppi sono stati coltivati in
Tryptic soy broth a 37°C o/n. La concentrazione batterica di partenza é stata determinata
mediante misurazione dell’OD 600nm.

Per la preparazione delle cellule batteriche attive, sia la coltura di S. aureus ATCC 29213
che quella di S. aureus 20491 sono state preparate come descritto nel paragrafo 3.3.4. 1l

pellet e stato lavato con PBS (2volte) e diluito fino ad ottenere una concentrazione
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batterica pari a 1023CFU/mL [88]. La preparazione del surnatante & descritta nel paragrafo
3.2.5.

3.6.4 Preincubazione del tessuto

le biopsie sono state preincubate con le sospensioni test (HA, Hac40 e c40) alle
concentrazioni utilizzate per gli esperimenti in vitro descritti nel paragrafo 3.2.2. Le
piastre sono state incubate per due ore a 37°C al 10% di CO2. Dopo due ore i tessuti sono
stati infettati con le sospensioni precedentemente preparate di S. aureus ATCC 29213 e
S. aureus DSM20491 inoculate sull’epidermide alle concentrazioni di 10° CFU/mL e con
il surnatante di S. aureus DSM20491 addizionato al 10%.

3.6.5 Coincubazione del tessuto

Nel saggio di coincubazione I’infezione e il trattamento con le sospensioni test sono stati
eseguiti contestualmente.

Come controlli per entrambi i saggi (preincubazione e coincubazione) sono stati utilizzati,
tessuti non trattati, tessuti infettati con i due ceppi di S. aureus, trattati con il surnatante e
tessuti trattati con le sospensioni test (HA, HAc40 e c40).

| tessuti sono stati incubati per 24h o 48h al termine delle quali sono stati lavati per tre

volte con PBS e fissati in formalina tamponata al 10% fino al momento dell’inclusione.

3.6.6  Analisi istologica

Il tessuto ¢ stato disidratato mediante I’uso di soluzioni a concentrazioni crescenti di
etanolo (50%, 75% e 90%) e Xilene, successivamente incluso in blocchi di paraffina e
tagliato ad uno spessore di 5 um. Una volta ottenuta la fettina e stata montata su un vetrino
SuperFrost Plus (Thermo Scientific™) caricato positivamente e colorata con ematossilina

ed eosina (H&E) e digitalizzati utilizzando un sistema di scansione leica TM 5000p.

3.6.7 Immunofluorescenza

| tessuti sono stati dapprima sottoposti ad un processo di sparaffinatura mediante due
lavaggi da 5 minuti con xylene. Sono stati posi successivamente reidratati con
concentrazioni crescenti di etanolo (prima 5 minuti con etanolo 100% e poi 5 minuti con
etanolo 80%). La fase di sparaffinatura si conclude con due lavaggi da 5 minuti ognuno
in acqua corrente. Lo smascheramento antigenico é stato effettuato mediante 4 lavaggi
ognuno da due minuti con una soluzione di Na-citrato pH 6.0. | vetrini sono stati lavati
tre volte con PBS 1X (5 minuti) e le sezioni sono state trattate con la blocking solution
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costituita da NGS 10% (in PBS 1X) per 1 ora. A questo punto abbiamo applicato
I’anticorpo primario su ogni sezione. Gli anticorpi sono stati diluiti in NGS 1% 1:100.
Sono stati selezionati due anticorpi per tre delle proteine delle tight junction: Claudinl
Rabbit Polyclonal (13050-1-1AP PROTEINTECH™) (presente in tutti gli strati
dell’epidermide) e ZO1 Monoclonal Antibody (ZO1-1A12 INVITROGEN™) (presente
nello strato superficiale dell’epidermide) [182, 183]. | vetrini sono stati quindi incubati
o/n a 4°C. dopo 24h i vetrini sono stati lavati tre volte in PBS (5 minuti) e incubati per 1
ora con I’anticorpo secondario diluiti in NGS 1% 1:1000. Sono stati scelti Goxms Alexa
Fluor Plus™ 488 e goat anti rubbit Alexa Fluor™ 568. | vetrini sono stati lavati tre volte
in PBS (5 minuti) e infine & stato aggiunto il DAPI (Nuncblue fixed cell stain R3760609.
| vetrini sono stati lavati tre volte in PBS (5 minuti) e incubati per 10 minuti con una
soluzione di sudan black (in etanolo 70%) al fine di ridurre 1’autofluorecsenza. i vetrini
sono stati montati mediante DAKO-Glycergel®, Aqueous Mounting Medium

(COD.C056330-2) e digitalizzati utilizzando un microscopio a fluorescenza.

3.6.8 Osservazione al microscopio

Tutte le immagini sono state acquisite con la fotocamera DS-Qi2 (Nikon, Giappon del
microscopio confocale C2/C2si (Nikon, Giappone) montato su una base Ti2-U con zoom
ottico 20x. Il software NIS-Elements (Nikon, Giappone) e stato utilizzato per I'analisi.
Tutte le immagini delle colorazioni sono state acquisite ed elaborate con le stesse

impostazioni e aree rappresentative sono state scansionate.
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4. Risultati

4.1 Attivita dei derivati di Cutibacterium acnes su patogeni cutanei

L’andamento della crescita dei germi cutanei in presenza e assenza (controllo) dei diversi
surnatanti & mostrato in Figura 18. Ad una prima valutazione di tipo qualitativo misurando
I’area sotto la curva” (Area Under the Curve, AUC) appare evidente che per la gran parte
dei germi cutanei testati il surnatante derivato dal ceppo brevettato C. acnes DSM 28251

sviluppa la piu elevata azione inibente sulla crescita microbica (fig. 20).

49



Staphylococcus aureus ATCC 29213 Staphylococcus aureus ATCC BAA-1680
1.4+ 1.4+

Staphylococcus aureus DSM 20491 Staphyi pi idis ATCC 12228
1.4+ 1.4+

Candida albicals ATCC 90028

- DSM 28251
= ATCC 11828
- DSM 20458
ATCC11829
- DSM 1897
-+ DSM 16379
-- DSM 30738
-e- DSM 30753
-+ CONTROL

o S & 5 K3 s &
Time (h)

Figura 20 Curve di crescita di germi della pelle inoculati senza (controllo) e con surnatanti batterici di diversi ceppi di Cutibacterium.

In tabella 2a ¢ invece riportata per tutti i germi cutanei la stima quantitativa dell’AUC in
presenza di ciascun surnatante. | valori di AUC in tabella confermano quanto riportato in
Figura 19. Il surnatante C. acnes DSM 28251 risulta inibire maggiormente la crescita di
tutti 1 batteri cutanei testati rispetto agli altri surnatanti testati. L’unica eccezione ¢
riscontrabile in merito al lievito C. albicans ATCC 90028 che risulta parimenti inibito

anche dalla presenza del derivato DSM 30738.
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DSM

DSM  ATCC 20458 DSM  DSM  DSM  DSM . . .
28251 11828 AICC 1897 16379 30738 30753
11829
S. aureus E’;aal - 524 335 3916 329 411 363 -
ATCC o
20213 ' 0.07 0.3 0.51 006 014 061 058 1.02
Error
R 523 506 380 336 416 400 -
Area
ATCC aid
BAA-1680 : 033 081 006 052 061 052 1,02
Error
Total
S, aureus 487 334 335 327 351 357
Area
DSM o
20491 : 015 052 053 0138 0387 0575 1.12
Error
S. Total
T S o 12.39 4.97 636 538 -
ATCC Std.
5208 By 075 076 037 062 035 082 048 0.33
C atpicans °%1 837 | 2235 2374 837 870 7.79
Area
ATCC o
90028 : 067 021 122 056 015 044 035 0.46
Error

Tabella 2a Valori dell'area sotto la curva e relativi errori standard (blu chiaro) delle curve di crescita mostrate nella figura 1
con/senza (controllo) surnatante batterico. La scala di colore per ogni ceppo indica la gamma di valori AUC: dal minore (rosso
scuro) al maggiore (verde scuro) valore AUC.

Per una stima piu precisa della riduzione di crescita ottenuta in presenza dei vari

surnatanti in tabella 2b sono presentati i dati riguardanti la riduzione percentuale di

crescita rispetto alle condizioni controllo. Anche le riduzioni percentuali di crescita

confermano 1 risultati fin qui discussi evidenziando ulteriormente che I’attivita del

surnatante DSM 30738 sul ceppo C. albicans ATCC 90028 risulta solo di poco superiore

e quindi paragonabile a quella del surnatante C. acnes DSM 28251.
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DSM

DSM Arcc 20458 DSM DSM DSA DSM
28251 11828 Arcc 1897 16379 30738 30753
11829
S. aureus
ATCC 29213 73,14 77.45 71,80 75,09
S. aureus
ATCC 73,40 76,99 71,54 72,00
BAA-1680
S. aureus
DSM 20491 55,79 56,82 53,63 52.88
S. epidermidis
ATCC 12228 e
C. albicans
ATCC 90028 = e

Tabella 2b Percentuale di diminuzione della crescita rispetto alla condizione di controllo (senza inoculo di surnatante). La scala di
colore per ogni ceppo indica la gamma di diminuzione: da maggiore (rosso scuro) a minore (verde scuro) diminuzione della crescita

(%).

Analogamente a quanto mostrato sopra vengono mostrati in figura 20 i risultati

dell’andamento della crescita dei germi cutanei questa volta in presenza e assenza

(controllo) dell’intero soma batterico previamente inatttivato al calore (Heat-Killed

bacteria- HKDb). Dalla comparazione della rispettiva Area sotto la curva” (Area Under the

Curve, AUC) appare evidente che per tutti i germi cutanei testati il derivato dal ceppo

brevettato C. acnes DSM 28251 sviluppa la piu elevata azione inibente sulla crescita

microbica (fig. 21).
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Staphylococcus aureus ATCC 29213 S. aureus ATCC BAA-1680

Staphylococcus aureus DSM 20491 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

0.5+

0.6+

0.4

0.24

Candida albicans ATCC 90028
-+~ DSM 28251
= ATCC 11828

=+~ DSM 20458
ATCC11829

= DSM 1897

~+- DSM 16379
=0~ DSM 30738
=8~ DSM 30753
=4~ CONTROL

Time (h)

Figura 21 Curve di crescita dei germi della pelle inoculati senza (controllo) e con batteri uccisi dal calore di diversi ceppi di
Cutibacterium

In tabella 3a ¢ invece riportata per tutti 1 germi cutanei la stima quantitativa dell’AUC in
presenza di ciascun derivato. | valori di AUC in tabella confermano quanto riportato in
Figura 20. L’ HKb ottenuto da C. acnes DSM 28251 risulta inibire maggiormente la

crescita di tutti i germi cutanei testati rispetto agli altri derivati testati.
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DSM
DSAM ATCC 20458 DSM  DSAM DSM  DSM Controllo
28251 11828 ATCC 1897 16379 30738 30753

11829

S. aureus 1454 13,26 1302 1411 1472
ATCC
20213 0,27 0,33
S. aureus - 13.40
ATCC S
BAA-1680 td. 0,40 0,52 0,42 0,39 0,31 0,48
Error
S. aureus 10,15 - 10,86
DSM
20491 0,25 0,16 0,32

S. Total
. . 16,37 16,67 1558 15,88
epidermidis Area - D > > - 8

ATCC Std.
1228 Error 0,55 0,18 0,34 0,51 0,24 0,11

Total
C albicans Area - 15,24 15,66 14,87 15,12 14,98 _

ATCCO28 - 5W oy 047 089 021 036 021 035 058

£ £ £

Tabella 3a | valori dell'area sotto la curva e i relativi errori standard (blu chiaro) delle curve di crescita mostrati nella figura 2
con/senza (controllo) batteri uccisi a caldo. La scala di colore per ogni ceppo indica la gamma di valori AUC: dal minore (rosso
scuro) al maggiore (verde scuro) valore AUC.

Per una stima piu precisa della riduzione di crescita ottenuta in presenza dei vari derivati
in tabella 3b sono presentati i dati riguardanti la riduzione percentuale di crescita rispetto
alle condizioni controllo. Anche le riduzioni percentuali di crescita confermano i risultati
fin qui discussi evidenziando ulteriormente la maggiore attivita del derivato C. acnes
DSM 28251.



DSM
DSM ATCC 20458 DSM DSM DSM DSM
28251 11828 ATCC 1897 16379 30738 30753
11829

6,495

S. aureus ATCC

20773 14,727 16,270 9,260 5,338

S. aureus IEEEE—
ATCC BAA-1680 13.891 13,826 -
S. aureus DSM

20491 10,415 4,148 2.560

S. epidermidis

ATCC 1228 11,578 13,734 9.875 11,464

C. albicans ATCC

028 20,946 19.617  20.362

Tabella 3b Percentuale di diminuzione della crescita rispetto alla condizione di controllo (senza inoculi di batteri uccisi a caldo). La
scala di colore per ogni ceppo indica la gamma di diminuzione: da maggiore (rosso scuro) a minore (verde scuro) diminuzione della
crescita (%).

L’andamento della crescita dei germi cutanei in presenza e assenza (controllo) dei vari
frammenti € mostrato in fig. 22. Ad una prima valutazione di tipo qualitativo del
parametro “Area sotto la curva” (Area Under the Curve, AUC) appare evidente che per
la gran parte dei germi cutanei testati il frammento DSM 28251 sviluppa la piu elevata

azione inibente sulla crescita microbica
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S. aureus ATCC BAA-1680

Staphylococcus aureus ATCC 29213
0.8+

0.8+

Staphylococcus aureus DSM 20491 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

0.8+ 0.6+

Candida albicans ATCC 90028
0.8+

-»- DSM 28251
= ATCC 11828

-+ DSM 20458
ATCC11829

- DSM 1897

-+ DSM 16379
-o- DSM 30738
-~ DSM 30753
-+~ CONTROL

Time (h)

Figura 22 Curve di crescita di germi della pelle inoculati senza (controllo) e con frammenti di parete batterica di diversi ceppi di
Cutibacterium

In tabella 4a ¢ invece riportata la stima quantitativa dell’AUC in presenza di ciascun
frammento per tutti i germi cutanei testati. | valori di AUC in tabella confermano quanto
mostrato in Figura 3. 1l frammento DSM 28251 risulta inibire maggiormente la crescita

di tutti i germi cutanei testati rispetto ai frammenti posti a paragone.

56



DEM

DSM ATCC 20458 DS DS DSM
28251 71828 AFCC DSM 1897 16379 30738 30753 Controtio
11528
Total
223 6,63 289 3,19
ATCC 29213 Std. 0,11 0,15 0,24 0,22 0,16 0,15 0,28 0,26
Error
ATCC Std
BAA-1680 g 0,31 0,088 0,11 0,32 0,16 0,20 0,082 0,31
Error
Total
& surows DSM Aren - 147 1,35 5,40 2,14 2,72
U Std. 0,35 0,16 0,16 0,32 0,28 0,15 0,24 0,23
Error
Total
ATCC 1228 Std. 0,34 0,18 0,34 0,33 0,17 032 0.15 0,20
Error
Total
C. albicans Area - 1,27 1,15 0,48 1,20 0,90
4AICE Std. 0,10 0,35 0,35 1,20 0,12 0,28 033 0,22
Error
Total 1,498 1,384 1,442
R mucosae Area
ESMRIUSECH Sitd. 0,33 0,126 0,19 0,24 0,13 0,14 031 0,26
Error
flocal - 1,05 1,31 1,49 1,01 2,79
R mucasae Area
DTN 07 Std. 0,23 0,25 0,22 0,27 0,29 0,23 0,24 0,16
Error

Tabella 4a | valori dell'area sotto la curva [105] e i relativi errori standard (blu chiaro) delle curve di crescita mostrati in figura 3
con/senza (controllo) frammenti di parete batterica. La scala di colore per ogni ceppo indica la gamma di valori AUC: dal minore
(rosso scuro) al maggiore (verde scuro) valore AUC

Per una stima piu precisa della riduzione di crescita ottenuta in presenza dei vari

frammenti in tabella 4b sono presentati i dati riguardanti la riduzione percentuale di

crescita rispetto alle condizioni controllo ovvero in assenza di frammento di parete

batterica. Anche le riduzioni percentuali di crescita confermano i risultati qui discussi.



DSM

DSM ATCC 20458 DSM DSM DSM DSM
28251 11828  ATCC 1897 16379 30738 30753
11829
S. aureus
ATCC 29213 98.29 90,38 80,99 43,44 75,32 94,02 72.83
S. aureus
BA A-1680 94,95 85.36 90,39 65,89 86,49 82,43 82.41
S. aureus
DSM 20491 96.82 86,96 88,03 52,02 80,96 96,54 75.84
§ epidermidis [iggyg 7886 6454 63,28 8216 | 9746 79,99
ATCC 12228 ’ ’ > ’ , ; X
C. albicans
ATCC 90028 99.63 82,67 84,34 93,46 83.61 99,54 87,70
R mucosae
DSM 103866 99.21 33,92 12,13 2,16 38,95 97.35 36,39
R. mucosae
DSM 30755 100.00 62,39 52,81 -45,54 46,43 98,21 63,71

Tabella 4b Crescita decrescente rispetto alla condizione di controllo (senza inoculi di frammenti). La scala di colore per ogni ceppo
indica la gamma di diminuzione: da maggiore (rosso scuro) a minore (verde scuro) diminuzione della crescita (%).

Sebbene il frammento ottenuto dal ceppo C. acnes DSM 30738 generi valori di inibizione
comunque maggiore con una performance migliore verso il ceppo S. aureus ATCC BAA-
1680 (82,43% per DSM 30738 vs 94,95% per DSM 28251).

4.2 Saggio di vitalita cellulare (MTT)

Al fine di valutare gli effetti dell’HA, c40 e HAc40Il sulla vitalita cellulare misurata ¢
stato messo a punto un saggio MTT (4,5-dimetiltiazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolium
bromide tetrazolium reduction test) sulla linea cellulare HaCaT. A seguito del trattamento
con le sospensioni test, come mostrato in fig. 23, la vitalita cellulare ¢ stata espressa in
percentuale rispetto alle cellule di controllo non trattate.

Le cellule sono state trattate con sospensioni di acido ialuronico a concentrazione
crescente (da 0,05 a Img/mL) sulla base di precedenti lavori [184]. Le cellule trattate con
una concentrazione di acido ialuronico e acido ialuronico coniugato al frammento c40
pari a 0,2mg/mL hanno mostrato un tasso di vitalita pari al 100% per tale ragione tutti gli
esperimenti sono stati condotti utilizzando tale concentrazione. Allo stesso modo sono
state testate sospensioni a concentrazioni crescenti di frammento c40 (3.125pug/mL a
25pg/mL). Le cellule trattate con una concentrazione di frammento c40 pari a 25ug/mL

(pari concentrazione presente nella forma coniugata all’acido ialuronico) hanno mostrato
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un tasso di vitalita pari al 100% per tale ragione tutti gli esperimenti sono stati condotti

utilizzando tale concentrazione (fig. 23).

Saggio MTT sulla linea cellulare HaCaT

Acido ialuronico

1201

=

o

o
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Vitalita cellulare (%)
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Vitalita cellulare (%)
B D [es]
o o o
1 1 1

N
o
1

Acido ialuronico coniugato al c40

= e
o N
o o
1 1

o]
o
1

60

40+

Vitalita cellulare(%)

Figura 23 Saggio MTT per la valutazione della citotossicita di Acido ialuronico, frammento c40 da solo e frammento c40 coniugato
all’acido ialuronico. I risultati sono espressi come media + DS.
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4.3 Attivita del frammento c40 e del coniugato HAc40 sull’adesione/invasione di
Staphylococcus aureus alle cellule HaCaT

I due ceppi di Staphylococcus aureus testati hanno mostrato un buon tropismo verso la
linea cellulare HaCaT. | valori medi di adesione dei ceppi non trattati con le varie
sospensioni (controllo positivo) variano a seconda del ceppo: 6.6 x 10° CFU/well per S.
aureus ATCC 29213 e 4.09 x 10* CFU/well per S. aureus DSM20491. Per il ceppo S.
aureus ATCC 29213 il pre-trattamento dello Staphylococcus aureus con I’acido
laluronico coniugato al c40 alla concentrazione di 0,2 mg/mL ha ridotto con valori
statisticamente significativi (*p<0.05) rispetto al controllo/non trattato i valori di adesione
del patogeno ai cheratinociti. Viceversa I’esperimento di co-incubazione non ha ridotto
significativamente il grado di adesione del ceppo testato. Per quanto riguarda S. aureus
DSM20491 sia la preincubazione del batterio che la co-incubazione con I’acido
ialuronico coniugato al c40 ha ridotto con valori statisticamente significativi con valori
statisticamente significativi (**p < 0.01) i valori di adesione del patogeno alla linea
cellulare (fig. 24 e 25).
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Saggio di adesione/invasione

Staphylococcus aureus ATCC 29213

8x105
6x1054

4x105

CFU/well

2x1054

@m Controllo infezione
3 pretrattamento HA
3 pretrattamento HAc40
coincubazione con HA
Staphylococcus aureus DSMZ 20491 coincubazione con c40
- 3 coincubazione con HAc40
[ . B pretrattamento c40
6x104q ——
T
4x104
E
D
L
(@]
2x104
0- T

Figura 24 Effetto dell acido ialuronico, del f rammento c40da solo e coniugato all’acido ialuronico sull ‘adesione di due ceppi di
Staphylococcus aureus (ATCC 29213 E DSM20491) alla linea cellulare HaCaT. | risultati sono espressi in CFU/well. Differenze
Statisticamente significative sono state determinate dall 'analisi della varianza a una via. *indica una differenza significativa p<0.05
rispetto al controllo non trattato, #+ indica una differenza significativa p < 0.01 rispetto al controllo/non trattato.
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Figura 25 Colorazione Giemsa dei due ceppi di S. aureus aderiti alle cellule HaCaT

4.4 Attivita del frammento c40 e del coniugato HAc40 sulla migrazione delle cellule
HaCaT infettate con Staphylococcus aureus

Sulla base di esperimenti preparatori € stato rilevato che si sono rilevati particolarmente
attivi nell’impedire la migrazione dei cheratinociti sia il soma di S. aureus 29213 che il
surnatante di S. aureus 20491. Queste condizioni sono state quindi ritenute ottimali e
replicate per il saggio delle varie sostanze da testare.

Viceversa un tasso di migrazione piu elevato é stato osservato per le cellule trattate con
il c40 e con I’HAc40 rispetto al controllo (cellule non trattate); suggerendo che questi
ultimi influenzano positivamente la proliferazione cellulare. Infatti, per i cheratinociti
infettati con S. aureus ATCC 29213 e co-incubati contestualmente con queste due
sospensioni € stato osservato un tasso di proliferazione maggiore rispetto alle cellule
solamente infettate. Tuttavia nessun gruppo trattato con S. aureus o con il surnatante &
arrivato a completa chiusura del setto al termine delle 24 ore di osservazione.
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Anche nel caso dell’esperimento condotto con il surnatante del ceppo S. aureus DSM
20491 contenente 1’a. tossina, le cellule trattate con il frammento c40 e con I’'HAc40
migrano piu rapidamente rispetto al controllo. | cheratinociti infettati con il surnatante,
ma contestualmente co-incubati con le sospensioni test, sebbene non arrivino al termine
dell’esperimento a completa chiusura del setto, migrano piu velocemente rispetto alle

cellule solamente infettate. (fig. 26 e 27).
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Saggio di migrazione
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Figura 26 Effetto dell’acido ialuronico, del frammento c40 da solo e coniugato all’acido ialuronico sulla migrazione dei cheratinociti
infettati con lo Staphylococcus aureus ATCC 29213 e il surnatante del ceppo DSM20491 alla linea cellulare HaCaT. | risultati sono
espressi in funzione dell’area del setto. Differenze statisticamente significative sono state determinate dall 'analisi della varianza a
due vie. **** indica una differenza significativa p<0.0001 rispetto al controllo non trattato.
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Figura 27 incremento della capacita di migrazione dei cheratinociti HaCaT esposti al frammento c40 da solo e coniugato all 'acido
ialuronico. Le immagini al microscopio invertito mostrate sono rappresentative di tre esperimenti indipendenti. Le linee gialle
tratteggiate indicano I'area del setto. TO mean 131,987; t4 mean 41.259; t8 28.736; t16 15.937; t24 0. Ingrandimento 4x.

4.5 Valutazione istologica dei tessuti infettati con Staphylococcus aureus e tratttati

con il frammento c40 e il coniugato HAc40

Osservazioni al microscopio dei tessuti sottoposti a colorazione eosina ematossilina
(E&E) evidenziano per i tessuti controllo (non trattati, trattati con il frammento c40, con
’acido ialuronico dal solo e coniugato al frammento c40) una cute normo-conformata
priva di alterazione morfologiche e con epidermide sormontata da citocheratina.
Viceversa, dopo 24 (fig. 28) e 48 (fig. 29) ore dall’inizio dell’infezione il quadro
morfologico della cute infettata con i due ceppi di Staphylococcus aureus (ATCC 29213
e DSM20491) e con il surnatante del ceppo DSM20491 contenente 1’a-tossina, mostra
una degenerazione dei cheratinociti nonché un evidente distacco dello strato corneo
(freccia piena).

Analogamente i tessuti pretrattati con solo acido ialuronico (HA) e poi infettati con i due
ceppi di S. aureus e con il surnatante evidenziano segni di un evidente distacco anche
continuo dello strato corneo suggerendo che 1’acido ialuronico da solo non ¢ in grado di
proteggere dal danno esercitato dai patogeni e dalla tossina. Risultati pressoché analoghi
sono stati ottenuti sia dopo 24 che dopo 48 ore di incubazione.

Al contrario, il quadro morfologico dei tessuti pretrattati con il frammento di parete
batterica (c40) e successivamente infettati con i due ceppi e con il surnatante evidenziano,

rispetto ai tessuti solamente infettati, una cute normo conformata priva di significativi
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segni di degenerazione. Allo stesso modo, i tessuti pretrattati con il frammento di parete
batterica coniugato all’acido ialuronico (HAc40) e successivamente infettati con i due
ceppi e con il surnatante evidenziano, rispetto ai tessuti solamente infettati, una cute
normale priva di alterazioni significative sia dopo 24 che dopo 48 ore di incubazione.

Il quadro morfologico dei tessuti infettati con i due ceppi di S. aureus e con il surnatante
e co-incubati con il solo acido ialuronico (HA), come per il preincubazione, evidenzia
per tutta la lunghezza della sezione evidenti segni di degenerazione dello strato corneo
paragonabili a quelli osservati per i tessuti solo infettati sia dopo 24 che dopo 48 ore di
incubazione.

Viceversa il quadro morfologico dei tessuti infettati con i due ceppi di S. aureus e con il
surnatante e co-incubati con il frammento di parete batterica evidenzia, rispetto ai tessuti
solamente infettati, una cute normo-conformata priva di significativi segni di
degenerazione sia dopo 24 che dopo 48 ore di incubazione.

Infine, anche il quadro morfologico dei tessuti infettati con i due ceppi di S. aureus e con
il surnatante e co-incubati con il frammento di parete batterica coniugato all’acido
ialuronico evidenzia, rispetto ai tessuti solamente infettati, un’epidermide normale priva

di segni di degenerazione sia dopo 24 che dopo 48 ore di incubazione.
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Figura 28 Colorazione Eosina Ematossilina su tessuti a 24 ore dall’infezione con i due ceppi di Staphylococcus aureus ATCC 29213
e DSM20491 e con il surnatante del ceppo DSM20491 e sui tessuti trattati (pretrattati e coincubati) con [’acido ialuronico (HA) con
il frammento di parete batterica (c40) e con il ¢40 coniugato all’acido ialuronico (HAc40) ingrandimento 10x.
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Figura 29 Colorazione Eosina Ematossilina su tessuti a 48 ore dall’infezione con i due ceppi di Staphylococcus aureus ATCC 29213
e DSM20491 e con il surnatante del ceppo DSM20491 e sui tessuti trattati (pretrattati e coincubati) con I’acido ialuronico (HA) con
il frammento di parete batterica (c40) e con il c40 coniugato all’acido ialuronico (HAc40) ingrandimento 10x.
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4.6 Valutazione dell’espressione delle proteine Claudina 1 e ZO1 dei tessuti infettati

con Staphylococcus aureus e tratttati con il frammento c40 e il coniugato HAc40

Dopo 48h la Claudina 1, nei tessuti infettati con S. aureus ATCC 29213, risulta essere
down-regolata rispetto al tessuto controllo, suggerendo che il patogeno attacca questa
proteina. Viceversa, i trattamenti con ¢40 e HAc40 fanno registrare un’up-regolazione,
rendendo il livello di espressione comparabile all’espressione osservata nel tessuto
controllo, suggerendo che sia il c40 che HAc40, utilizzati come preincubazione o come
trattamento contestuale, sono in grado di interferire con i meccanismi patogenetici di S.

aureus, proteggendo il tessuto dal danno (fig. 30).

69



DAPI CLAUDINA 1 MERGE

Controllo (non trattato)

S. aureus 29213 da solo

Tessuto preincubato con
c40 e infettato con S.
aureus 29213

Tessuto preincubato con
HACc40 e infettato con S.
aureus 29213

Tessuto infettato con S.
aureus 29213 e
coincubato con c40

Tessuto infettato con S.
aureus 29213 e
coincubato con HAc40

Figura 30 A sinistra € mostrato il canale del DAPI (461 nm), al centro quello del tritc (568nm), a destra ¢ riportato il merge. I tessuti
infettati con S. aureus 29213 ma pretrattati o coincubati con Hac40 e c40 mostrano un’up-regolazione della Claudina 1 (tritc)
rispetto al tessuto infettato con il batterio.

Z0O1, nei tessuti trattati con S. aureus ATCC 29213, e quasi completamente assente
confrontandolo al tessuto controllo non trattato. Viceversa, tutti i tessuti infettati con il
patogeno e pretrattati o coincubati con c40 e HAc40 mostrano un’up-regolazione, in

alcuni casi, quasi comparabile al tessuto controllo (fig. 31).
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DAPI 701 MERGE

Controllo (non trattato)

S. aureus 29213 da solo

Tessuto preincubato
con ¢40 e infettato
con S. aureus 29213

Tessuto preincubato
con HACc40 e infettato
con S. aureus 29213

Tessuto infettato con S.
aureus 29213 e
coincubato con c40

Tessuto infettato con S.
aureus 29213 e
coincubato con HAc40

Figura 31 A sinistra & mostrato il canale del DAPI (461 nm), al centro quello del Fitc (488 nm), a destra é riportato il merge. | tessuti
infettati con il patogeno, ma pretrattati o coincubati con HAc40, mostrano un livello di espressione di ZO1 (Fitc) quasi comparabile
a quello del tessuto controllo non trattato.

Lo studio dell’espressione della Claudina 1 in tessuti infettati con S. aureus DSM20491
evidenzia una down-regolazione rispetto al tessuto controllo, suggerendo che il patogeno
ha un’azione sulla proteina. Viceversa, tutti i trattamenti con c40 e HAc40 fanno
registrare un’up-regolazione del livello di espressione, in particolare i tessuti pretrattati

con c40 e HAc40 e quelli coincubati con HAc40 mostrano un segnale comparabile al
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tessuto controllo suggerendo la presenza di un meccanismo in grado di interferire con i

meccanismi patogenetici di S. aureus (fig. 32).

DAPI CLAUDINA-1 MERGE

Controllo (non trattato)

S. aureus 20491 da solo

Tessuto preincubato con
c40 e infettato con S.
aureus 20491

Tessuto preincubato
con HACc40 e infettato
con S. aureus 20491

Tessuto infettato con S.
aureus 20491 e
coincubato con c40

Tessuto infettato con
S. aureus 20491 e
coincubato con HAc40

Figura 32 A sinistra € mostrato il canale del DAPI (461 nm), al centro quello del tritc (568nm), a destra ¢ riportato il merge. I tessuti
infettati con S. aureus 20491 ma pretrattati con c40 e HAc40 o coincubati con Hac40, mostrano un 'up-regolazione della Claudina 1
(tritc) rispetto al tessuto infettato con il batterio.

ZO1 nei tessuti trattati con S. aureus DSM 20491 é quasi completamente assente
confrontato con il tessuto controllo non trattato. Viceversa, i tessuti infettati con il

patogeno ma pretrattati con c40 e HAc40, mostrano un’up-regolazione, con un livello di
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espressione comparabile al tessuto controllo. Analogamente i tessuti infettati e coincubati
con HAc40 (fig. 33).

DAPI 701 MERGE

Controllo (non trattato)

S. aureus 20491 da solo

Tessuto preincubato con
c40 e infettato con S.
aureus 20491

Tessuto preincubato
con HACc40 e infettato
con S. aureus 20491

Tessuto infettato con
S. aureus 20491 e
coincubato con c40

Tessuto infettato con
S. aureus 20491 e
coincubato con
HACc40

Figura 33 A sinistra e mostrato il canale del DAPI (461 nm), al centro quello del fitc (488 nm), a destra € riportato il merge. | tessuti
infettati con il patogeno ma pretrattati con c40 e HAc40 o coincubati HAc40 mostrano un segnale di ZO1 (Fitc) comparabile a quello
del tessuto controllo non trattato.

La Claudina 1 nei tessuti trattati con il surnatante di S. aureus DSM20491 risulta essere
quasi assente, confrontandola con il tessuto controllo, suggerendo che 1’atossina
contenuta nel surnatante danneggia questa proteina. La preincubazione con c40 e la

coincubazione con c40 e HAc40 mostrano invece un’up-regolazione, comparabile al
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tessuto controllo suggerendo 1’attivazione di un meccanismo in grado di interferire con i

meccanismi patogenetici di S. aureus (fig. 34)

DAPI CLAUDINA-1

MERGE

Controllo (non trattato)

S. aureus 20491 surnatante
da solo

Tessuto preincubato con
c40 e infettato con S.
aureus 20491 surnatante

Tessuto preincubato con
HACc40 e infettato con S.
aureus 20491 surnatante

Tessuto infettato con S.
aureus 20491 surnatante e
coincubato con c40

Tessuto infettato con S.
aureus 20491 surnatante e
coincubato con HAc40

Figura 34 Asinistra € mostrato il canale del DAPI (461 nm), al centro quello del tritc (568nm), a destra € riportato il merge. I tessuti
trattati il surnatante di S. aureus 20491 ma pretrattati con c40 e coincubati con c40 e HAc40 mostrano un’up-regolazione
dell’espressione della Claudina 1 (tritc) confrontandola al tessuto trattato solo con il surnatante..

ZO1 nei tessuti trattati con il surnatante di S. aureus DSM 20491 e quasi completamente
assente rispetto al tessuto controllo non trattato. Viceversa, tutti i tessuti infettati con il
patogeno ma pretrattati o coincubati con c40 e HAc40 mostrano una marcata up-
regolazione. In particolare i tessuti coincubati con HAc40 mostrano un livello di

espressione quasi comparabile al controllo (fig. 35).
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DAPI 701 MERGE

Controllo (non trattato)

S. aureus 20491
surnatante da solo

Tessuto preincubato con c40
e infettato con S. aureus
20491 surnatante

Tessuto preincubato con
HACc40 e infettato con S.
aureus 20491 surnatante

Tessuto infettato con S.
aureus 20491 surnatante
e coincubato con c40

Tessuto infettato con S.
aureus 20491 surnatante
e coincubato con HAc40

Figura 35 A sinistra € mostrato il canale del DAPI (461 nm), al centro quello del fitc (488 nm), a destra e
riportato il merge. Nei tessuti trattati con il surnatante ma pretrattati con c40 e per quelli i tessuti
coincubati con c40 e HAc40 si osserva un segnalemostrano un livello di espressione della proteina di
20Z01 (Fitc) comparabile a quello dell tessuto controllo non trattato.
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5. Discussione

Diversi componenti del microbiota cutaneo sono noti per influenzare I’omeostasi della
barriera cutanea. Dati recentissimi hanno confermato una ipotesi formulata da tempo la
quale supportava 1’esistenza una relazione mutualistica tra le cellule della pelle ad alcuni
sottotipi di Cutibacterium acnes. La pelle costituisce un habitat permissivo per la sua
colonizzazione fornendo nutrienti, umidita, siti di adesione e temperatura ottimale per la
crescita. In cambio di queste risorse C. acnes produce un ambiente ostile per altri microbi
potenzialmente patogeni, tra cui Staphylococcus aureus. Di conseguenza, questi ceppi di
C. acnes sono considerati dei fattori importanti nell'istituzione e nel mantenimento
dell'omeostasi epidermica [185].

Nel presente studio e stato valutato il potenziale terapeutico del Cutibacerium acnes nel
trattamento delle patologie cutanee associate a disbiosi.

| risultati ottenuti dagli esperimenti in vitro condotti su tre derivati del ceppo brevettato
C. acnes DSM 28251 (heat klled bacteria, surnatante e frammento c40), hanno dimostrato
che ogni derivato e in grado di influenzare, se pur in maniera diversa, la crescita dei
patogeni cutanei testati. Comparando i risultati ottenuti con gli stessi derivati ottenuti da
ceppi filogeneticamente simili 1’attivita del C. acnes DSM 28251 risulta essere sempre
piu elevata. Allo stesso modo anche ceppi vicini dal punto di vista della composizione
del peptidoglicano risultano avere un’attivita minore. Questi risultati suggeriscono che C.
acnes DSM28251 possiede una piu ampia attivita pleiotropica. Dopo aver dimostrato
’unicita del frammento c40 rispetto ad altri frammenti simili, gli esperimenti in vitro sulla
linea cellulare HaCaT (cheratinociti umani immortalizzati) ed ex vivo su biopsie di cute
suina hanno dimostrato I’effetto protettivo del c40 e del’HAc40 (il frammento coniugato
all’acido ialuronico) sull’azione patogenetica svolta da S. aureus.

Infatti dal saggio di adesione/invasione ¢ emerso che 1’adesione del ceppo S. aureus
ATCC 29213 si riduce con valore statisticamente significativi quando la sospensione
batterica ¢ pretrattata (per due ore) con I’HAc40, viceversa I’adesione/invasione del
ceppo S. aureus DSM20491 é statisticamente ridotta sia quando la coltura batterica €
pretrattata con HAc40 che quando il saggio viene condotto co-incubando il patogeno con
HACc40. Questi risultati suggeriscono che il componente HAc40 é in grado di interferire
con il meccanismo di adesione e invasione dei cheratinociti utilizzato da S. aureus per
promuovere la distruzione della barriera cutanea. Viceversa 1’acido ialuronico da solo non

¢ in grado di interagire con 1’adesione di S. aureus.
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Inoltre, il dato ottenuto dal saggio di migrazione indica che il c40, sia da solo che
coniugato all’acido ialuronico, promuove la proliferazione dei cheratinociti. Infatti, le
cellule infettate con S. aureus ATCC 29213 o trattate con il surnatante del ceppo
DSM20491 (contenente 1’a tossina) ma coincubate con le sospensioni test, sebbene
presentino una capacita proliferativa inferiore rispetto al controllo non trattato, migrano
molto piu rapidamente rispetto a quelle solamente infettate. Viceversa I’acido ialuronico
non modifica la capacita proliferativa delle cellule in presenza dell’infezione da S. aureus
0 del suo surnatante di coltura.

La colorazione eosina-ematossilina delle sezioni di cute suina infettata con i due ceppi di
S. aureus e con il surnatante (precedentemente utilizzati per gli esperimenti in vitro) ha
evidenziato sia a 24 che 48 ore di trattamento, un danno ai cheratinociti con
distaccamento, in diversi punti della sezione, dello strato corneo. Questo dato € in linea
con guanto riportato in letteratura, ossia che S. aureus € in grado di indurre un danno alla
cute sia nella forma vitale che servendosi delle tossine. Viceversa tutti i tessuti pretrattati
0 co-incubati con le sospensioni c40 e HAc40 mostrano una cute normoconformata con
tratti morfologici simili a quelli del controllo. Al contrario i trattamenti con il solo acido
ialuronico non hanno protetto il tessuto dal danno.

Le stesse sezioni sottoposte ad un saggio di immunofluorescenza, hanno evidenziato che.
dopo 48 ore di infezione il segnale di entrambe le proteine delle giunzioni tigt (Claudinal
e Z01) si perde per i tessuti infettati con S. aureus ATCC 29213 e il surnatante del ceppo
DSM20491 suggerendo che le interazioni ospite-patogeno nell'infezione cutanea da S.
aureus sono principalmente dirette alle TJ. Viceversa, complessivamente tutti i
trattamenti con c40 e HAc40 hanno protetto i tessuti dal danno. Tutti i tessuti infettati con
S. aureus 29213 ma trattati con c40 e HAc40 sembrano essere protetti dal danno facendo
registrare un segnale comparabile al controllo sia per Claudina che per zol. Al contrario
la pre-incubazione dei tessuti con c40 e HAc40 e la co-incubazione con HAc40 ha
protetto maggiormente dal danno da S. aureus 20491. Infine anche nel caso del surnatante
la pre-incubazione con 40 e la co-incubazione con c40 e HAc40 si sono rivelati i

trattamenti migliori.
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6. Conclusioni e prospettive future

La disbiosi del microbiota cutaneo gioca un ruolo importante nella patogenesi delle
malattie infiammatorie della pelle. Tuttavia, il meccanismo specifico nella comparsa e
nella progressione di queste patologie rimane ancora sconosciuto [44].

Le principali terapie per il trattamento delle patologie cutanee legate a disbiosi agiscono
in maniera indiscriminata sul tutto microbiota cutaneo provocando una riduzione nel
numero e nella composizione di specie commensali che svolgono un ruolo fondamentale
nel mantenimento di una condizione di omeostasi [186]. Questi microrganismi in
condizioni normali instaurano una relazione simbiotica con 1’ospite, ma quando la
stabilita della comunita microbica viene disturbata viene alterata anche la funzione
immunitaria e quella di barriera fisica.

Recenti ricerche hanno dimostrato che I'applicazione di batteri commensali sulla
superficie della pelle di pazienti affetti da disbiosi, modula la composizione del
microbiota mirando in maniera specifica ai patogeni e preservando i commensali [187].
Chiarire la relazione tra il microbiota e la salute della pelle e indurre il microbiota a
mantenere I'omeostasi per trattare le malattie rappresenta una missione importante per il
futuro [67, 188]. Nel presente lavoro e stato proposto un possibile trattamento
completamente naturale per contrastare i meccanismi patogenetici di S. aureus, il
principale patogeno associato alle patologie della pelle.

In conclusione i risultati ottenuti dal nostro studio hanno dimostrato che c40 e HAc40 in
vitro sono risultati attivi sul meccanismo di adesione/invasione e sulla migrazione mentre
ex vivo hanno protetto i tessuti dal danno allo strato corneo e alle proteine delle tight
junction preservandoli dal danneggiamento della barriera cutanea. Questi dati offrono
numerosi spunti di ricerca. Saranno analizzati altri fattori di virulenza prodotti da S.
aureus che sembrano giocare un ruolo cruciale nel processo infiammatorio guidato dal
batterio (lipoproteine che attivano i TLR-2 sui cheratinociti o la o tossina che attiva la
degranulazione dei mastociti). Infine saranno studiate nel dettaglio le interazioni tra S.
aureus e la superficie delle cellule ospiti, in particolare la proteina A, il clumping factor

B e le proteine responsabili del legame alla fibronectina.
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