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RIASSUNTO

Tra le allergie respiratorie € nota quella causda#l’esposizione agli insetti, in
particolare alle larve utilizzate come esche ngdiica alieutica. Nella pesca alla trota
frequente I'impiego della larva viva o mummificataGalleria mellonella lepidottero
conosciuto anche con il nome di camola del mielstiato per il suo potere
sensibilizzante. Questo lavoro si € occupato dliata gli allergeni presenti nella forma
larvale viva e mummificata dballeria mellonella allo scopo di valutare gli effetti del
trattamento termico di mummificazione sulle progeimlergeniche dell’insetto. Nella
prima fase si e proceduto con I'estrazione deltggane dai campioni con due differenti
buffer, al fine di ottimizzare il protocollo di earzione; in seguito e stato studiato il
pattern proteico tramite analisi elettroforetica $econda fase del lavoro ha previsto
I'individuazione degli allergeni nei due campioniraverso I'lgE-immunoblotting con

il siero di un soggetto monosensibilizzato allavdarconskin prick tespositivo sia nei
confronti della larva viva, che di quella mummitiaa

| risultati ottenuti ci hanno permesso di individeal metodo di estrazione delle
proteine di larva mummificata piu efficace, basatall’'utilizzo di un buffer in
condizioni fortemente riducenti. Il pattern proteiottenuto dall’analisi elettroforetica
dell'estratto di larva viva risulta ricco e con blenben definite; lo stesso non si puo
affermare per l'estratto di larva mummificata, giresenta esclusivamente due bande
proteiche ben marcate. Le IgE-seriche del “casdistuiconoscono proteine sia in
Galleria mellonellaviva che in quella mummificata, anche se in manidifferente,
evidenziando che il trattamento termico ha portaad una modificazione
nell'espressione dell’allergenicita. In ogni cadondividuazione di un allergene
nell’estratto di insetto mummificato € un risultatoportante, in quanto non € noto in

bibliografia alcun caso di allergia causata dafi@szione a tale forma larvale.






ABSTRACT

Exposure to insects is known as a cause of respyratlergy, particularly to larvae
used as bait in fishing practice. In trout fishisgfrequent use of live or mummified
larvae of theGalleria mellonella also known as the honey moth and studied for its
sensitizing power. In this work we were studie@@ens present in live or mummified
larvae of Galleria mellonella in order to value the effects of the heat treatnuf
mummification on allergenic proteins of the insdwtthe first phase we proceeded with
the extraction of proteins from samples with twiiedent buffers, in order to optimize
the extraction protocol; then we studied the profwitterns by electrophoretic analysis.
In the second phase of the work we examined thegreton of allergens in the two
samples by IgE-immunoblotting, using human seruna aghonosensitized subject to
larva, with positive skin prick test against livedamummified larva.

The results obtained have allowed us to identigy tore effective method of protein
extraction in mummified larvae, based on the usea djuffer in strongly reducing
conditions. The electrophoretic pattern of protelstained from the analysis of the
extract of the live larva is rich with well-defindzhnds; the same can not be said to
extract of mummified larva, which has only two welarked protein bands. The serum
IgE of the “case study” recognize specific allergiém live and mummified larvae of
Galleria mellonella but not in the same way, showing that the hesdtitnent has
modified the expression of allergenicity. Howewving identification of an allergen in
the extract of mummified insect is an importantufgssince it is not known in the

bibliography any case of allergy caused by expotugeich larval form.






1. INTRODUZIONE

Le malattie respiratorie causate dall’esposiziogleiasetti sono state descritte oltre tre
secoli fa da Bernardino Ramazzini nel sl morbis artificum diatriba”, in cui si
afferma la presenza di materiale dannoso, in mdatie per i polmoni, in bachi da seta e
animali appartenenti allo stesso ordine (SiracusatAal., 2003). | vermi e le larve di
mosche o di falene sono largamente utilizzati neltatica alieutica amatoriale e
sportiva come esche vive, denominditee fish bait (LFB). Studi recenti hanno
confermato che I'esposizione alle larve di quasseiti puo scatenare reazioni di tipo
allergico a carico dell'apparato respiratorio emrimor misura, della cute, in pescatori e
lavoratori impiegati nel loro allevamento (Aserod®.al., 2008). Come noto, I'allergia
respiratoria € una malattia del sistema immunitadefinita anche ipersensibilita
immediata o di tipo I, in quanto la sintomatologiananifesta immediatamente dopo |l
contatto con uno o piu allergeni. Si verifica ursposta esagerata o inappropriata del
sistema immunitario reattivo, caratterizzata dapamproduzione di anticorpi IgE, con
conseguente danno ai tessuti coinvolti. Un alleegénquindi una molecola, nella
maggior parte dei casi una proteina, in grado duire la produzione di anticorpi e
legarsi specificatamente con i prodotti finali detisposta immunitaria (anticorpi e/o
recettori di superficie dei linfociti T). Il legamavviene attraverso il determinante
antigenico, o epitopo, ovvero una o piu porzioragiigene riconoscibili dall'anticorpo.
Gli epitopi possono essere continui 0 discontinei: primo caso sono costituiti da una
sequenza aminoacidica lineare, nel secondo, inggicaminoacidi diventano continui
nella struttura terziaria in seguito al ripieganeeritidimensionale della proteina
(Shridhar S. K. et al., 2005). Le modificazionimiche, fisiche o enzimatiche, causate
ad esempio dai trattamenti tecnologico-industradssono avere un ruolo fondamentale
nell'espressione dell’allergenicita di una proteiAd esempio il trattamento termico, in
presenza di epitopi discontinui, pud denaturarstiattura terziaria della proteina con
conseguente diminuzione o soppressione del suorepad#ergenico. Lo stesso
trattamento termico pud invece comportare lo sneEschento di epitopi lineari
nascosti, favorendo il cross-linking con le IgE t@ani et al., 2001). Per comprendere

il legame antigene-anticorpo €& quindi fondamentatnoscere la tipologia dei



trattamenti effettuati sul prodotto e come essiugrizano la potenziale allergenicita.
Come riassunto nella Figura 1, il legame tra I'gerie e I'anticorpo specifico comporta
la liberazione dimediatori dell'infiammazione, come listamina, cl@nno effetto
diretto sui tessuti locali e sono quindi i respdnisalelle manifestazioni cliniche. |
mediatori provocano vasodilatazione, aumento dep@rmeabilita capillare,
ipersecrezione ghiandolare, contrazione della magga liscia ed infiltrazione
tissutale da parte di cellule inflammatorie: nelnpane puo verificarsi, ad esempio,
broncocostrizione con formazione di edema ed ipeegeone (asma) (Roitt I. et al.,
1988).
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Figura 1. Meccanismo di reazione allergica (. Roitt et 24088).

Un ulteriore aspetto che caratterizza le reazioniipb |1 € il decorso della risposta
allergica nel tempo: esse sono caratterizzate dafaseimmediata e unatardiva,
ciascuna associata ad una sintomatologia propr&, guanto non facilmente
identificabile in tutti i pazienti. Tali fasi posso manifestarsi sia singolarmente, sia in
successione. La risposta immediata in genere sifiogerentro 5-30 minuti

dall’'esposizione ad un allergene, mentre la risptestdiva inizia da 2 a 8 ore dopo. In
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fase precoce si manifestano i sintomi causati d#hsaio dei mediatori
dell'infammazione, mentre in fase tardiva avvidneclutamento di linfociti nel sito di
inflammazione, con loro adesione alla parete etidtde e conseguente rottura
dell'epitelio della mucosa (Kumar V. et al., 2018).caso di asma, ad esempio, nella
risposta precoce si verifica un aumento della zemne della mucosa, edema e
broncocostrizione; in seguito, nella risposta taadi’adesione dei leucociti sulla parete
endoteliale provoca la rottura dell’epitelio broraf, con conseguente attivazione di
risposte rigenerative da parte dei tessuti edribdellamento delle vie aeree (Rossi O.,
2004). Esiste anche una tipologia di risposta deftluale, che consiste nella comparsa
immediata dei sintomi, i quali si risolvono in beetempo, per poi ricomparire dopo

alcune ore (Siracusa A. et al., 1994).

1.1GALLERIA MELLONELLA

Galleria mellonellaé un insetto terrestre appartenente all’'ordine Lasgidotteri, di
piccole dimensioni (15-35 mm di apertura alarey) tarma larvale nuda o subnuda e
conosciuto anche con il nome di camola del migpgedativo che deriva dalla sua
capacita di infestare le arnie impiegate in apigalt(Figura 2) (Grandi G., 1951). Le
uova dell'insetto vengono infatti depositate ingusui favi o sulle pareti interne delle
arnie e, una volta schiuse, le larve si nutronpeses della cera scavando delle gallerie
in cui si costruiscono il bozzolo. In Italia il Liejottero compie 2 o 3 generazioni I'anno
e danneggia i favi non solo perché si nutre dadta,cma anche perché puo trasmettere
protozoi e batteri dannosi alle a@alleria mellonellaé largamente usata nei laboratori
entomologici quale ospite di sostituzione per &aimento di diversi entomofagi
parassiti, ma anche come modello per lo studiosg#&ma immunitario degli insetti
(Masutti L., Zangheri S., 2001). La larva & ampiateeutilizzata come alimento per
I'allevamento di anfibi e rettili, in quanto rappeata una fonte proteica a basso costo.
Per lo stesso motivo essa € presente anche naedifgkhzione umana: in Europa, ad
esempio, il suo consumo € consentito e diffusoetgi® ed Olanda; in Italia, invece,
'impiego di questo insetto in ambito alimentare amo non € di uso comune,

nonostante non sia attualmente vietato. Da alcomi la FAO suggerisce l'inserimento
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degli insetti nella dieta, in quanto presentanel@vato contenuto di proteine, (circa il
40%), con un alto valore biologico e buona digdt#i Altri vantaggi sono il basso
costo di produzione ed il ridotto impatto ambieatgler il loro allevamento, che
risultano molto inferiori a quelli necessari perttadizionali produzioni zootecniche
(Bellucco S., 2009).

Figura 2. Galleria mellonella fase larvale e crisalide (www.galleriamellonaltam, 2015)

Il Lepidottero e inoltre molto diffuso nel settoadieutico, dove viene utilizzato nella
forma larvale come esca viva per i pesci, soptatiuella pesca alla trota selvatica e di
immissione (trota introdotta dall'uomo in un lagaturale o bacino artificiale), in
guanto presenta alcune caratteristiche peculiamecla colorazione chiara del corpo e
I'elevata vitalita, che stimolano il pesce ad aldawe 'amo (www.evofishing.eu, 2015).
A questo scopo esistono degli allevamenti speaatizhe producono, oltre@alleria
mellonellg anche altre larve utilizzate come esche nell@ggesomeTenebrio molitor
(tarme della farina)lucilia caesar (mosca verde) eMarphysa sanguinegverme
marino polichete). L’allevamento delle esche pusees suddiviso in tre fasi: in un
primo step le femmine di insetti e vermi sono alia¢e e mantenute in ambiente ad
alta temperatura, al fine di stimolare la deposieiaelle uova. In seguito le uova
vengono prelevate e poste in un mezzo ricco inignity in modo da imitare la cova
materna e indurre lo sviluppo delle larve; doposthiusa le larve vengono cernite,
pulite e confezionate (Siracusa A. et al., 2003).

Per rispondere all’esigenza di prolungare la coraslita della camola é stata ideata
una tecnica di mummificazione che consente di pvese le caratteristiche di
appetibilita del bruco vivo, aumentandone inolaarlaneggevolezza (Villalta D. et al.,

2004). Le larve dGalleria mellonellavengono mummificate attraverso un trattamento
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termico ed in seguito vengono confezionate in ¥adetetro sott'olio o in salamoia. Le
modalita con cui viene eseguito il trattamento feamon sono note, in quanto il
processo produttivo € protetto da segreto aziendidi@e, per attrarre maggiormente
I'attenzione del pesce durante la pesca, le munpwssono essere anche sbiancate con
acqua ossigenata o0 colorate prima del confezionmmerfFigura 3)
(www.pescanetwork.it, 2015).

Figura 3. Camola del miele mummificata, colorata e condarsatt’olio. (www.pescaplanet.net)

In seqguito all'ampia diffusione dballeria mellonellanel settore della pesca, si sono
verificati episodi di reazione allergica in sogge#tsposti alla larva viva, con
manifestazioni a carico dell’apparato respiratoigecondo Villalta et al. (2004) i
sintomi si verificano in seguito all’esposiziondeatole larve vive, mentre I'utilizzo
della forma mummificata, ovvero trattata termicamente, non oongoebbe la
manifestazione dell’allergia. Uno studio condotto ¥ soggetti con manifestazioni
allergiche associate al contatto doucillia caesar(LC), Galleria mellonella(GM) e
Tenebrio molitor(TM), ha confermato che i sintomi piu diffusi sogoelli respiratori:
tutti gli individui esaminati erano, infatti, cotpida rinocongiuntivite e 13 da asma,
mentre solo 3 manifestavano orticaria da cont&i@ac¢usa A. et al., 1994).

L’allergia colpisce sia gli operatori nel settorl@llevamento di esche, che i pescatori,
con differenze nella manifestazione dei sintomiategalla durata di esposizione alle
larve vive (Asero R. et al., 2007).

Nel caso degli allevatori, essi entrano in contatio le escrezioni (feci) e le secrezioni
(saliva, ormoni) delle larve, le quali rappresentama possibile fonte di allergeni. E
quindi frequente l'insorgenza di reazioni allergicbhe potremmo definire di tipo

occupazionale, in quanto si manifestano a seget@ahtatto con gli allergeni presenti
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nellambiente di lavoro. Come descritto in precemen sintomi maggiormente diffusi
sono la rinocongiuntivite e I'asma, che in questsoc pud essere considerato asma
professionale (Siracusa A. et al., 2003). L'asnudgssionale scatenato dal contatto con
larve vive di insetti € di tipo immunologico ed irethato, in quanto é legato alla
produzione di IgE specifiche ed i sintomi si scatem entro pochi minuti
dall’'esposizione all’allergene (Siracusa A. et 4894). In uno studio di Siracusa et al.
(2003) il 31,6% degli operatori di un allevamentolatve di Lucillia caesar(LC),
Galleria mellonella(GM) e Tenebrio molitor(TM) risulta sensibilizzato alle esche vive
(skin prick testpositivi), ma solo il 9,2% dei soggetti esaminatesenta i sintomi. |
soggetti asintomatici entravano a contatto per mi@mpo con le larve rispetto a quelli
sintomaciti, per cui la durata dell’esposizioneluehza fortemente I'insorgenza della
manifestazione allergica.

| pescatori, invece, sempre secondo Siracusa ,eérdgtando in contatto con le larve
sporadicamente e per minor tempo rispetto aglvattai, manifestano prevalentemente
asma tardivo, ovvero che insorge alcune ore dagspdsizione all’allergene.

In entrambe le categorie, infine, si sono registrasi di asma duale, caratterizzato dalla
comparsa immediata dei sintomi, i quali si risolwan breve tempo, ricomparendo
dopo alcune ore (Siracusa A. et al., 1994).

Il ruolo dell’atopia (predisposizione geneticametéterminata, quindi spesso familiare,
a sviluppare risposte esagerate nei confronti oihadt o sostanze comunemente
innocue) nella sensibilizzazione alle larve vivenr® stato ancora del tutto chiarito:
nell’articolo di Siracusa et al. (1994) si sottelnla sua importanza nell'insorgenza
dell’'allergia, in quanto i soggetti esaminati prEs®o una stretta correlazione tra
manifestazione allergica e iperreattivita nei confr di allergeni comuni. Uno studio
condotto successivamente su soggetti impiegatiafieltamento e nella vendita di
esche vive per la pesca, ha invece evidenziatotatade assenza di associazione tra
atopia e sensibilizzazione alle larve: in tale chskevata durata di esposizione alle
larve degli operatori influisce maggiormente sanBorgenza dell'allergia, rispetto alla
storia clinica dei singoli soggetti (Siracusa A.adt, 2003). Anche in questo caso,
quindi, vi & una variazione della risposta alleagiic pescatori e operatori, causata dalla

differente durata di esposizione alle larve vive.
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Nonostante I'argomento sia di ampio interesse $itiem appare attualmente difficile
reperire informazioni e dati di prevalenza in neeatl’allergia aGalleria mellonella in

quanto gli studi sono pochi e spesso condotti sunito caso clinico.

1.1.1 Gli allergeni diGalleria mellonella

Lo studio degli allergeni presenti nelle larveGhlleria mellonella cosi come in altre
esche vive utilizzate nella pesca, & stato limitetate indagato. E noto che la presenza
o meno di alcuni allergeni e dipendente dallo stddivale, dalla temperatura a cui le
larve sono mantenute durante [lallevamento e damlentuali trattamenti di
mummificazione (Villalta D. et al., 2004). Lallereento delle esche e la
mummificazione non sono processi standardizzatr, @& larve provenienti da
allevamenti diversi, o anche dallo stesso allevamgrossono presentare allergeni che
differiscono in numero e per la classe proteicaptiartenenza. Nel 2004 Villalta et al.,
tramite immunoblotting con il siero di un soggethergico aGalleria mellonella
hanno riscontrato nella larva IgE-seriche legardigine con peso molecolare compreso
tra 20 e 100 kDa, mentre nella larva mummificatan ne sono state rilevate,
concludendo che gli allergeni sono proteine terfmblaruttavia, in bibliografia i dati

in merito non sono omogenei: in un secondo studiaiti, e risultato che le proteine
allergeniche nella larva viva sono esclusivameni don peso molecolare di circa 23 e
70 kDa (Asero R. et al., 2007). Un'ulteriore ricetta identificato due allergeni a basso
peso molecolare, rispettivamente a circa 18 e 24. kOBl allergeni identificati
nell'ultimo caso descritto sono stati caratterizzdtraverso spettrometria di massa e
successiva comparazione con il database Nional Center for Biotechnology
Information si tratta in entrambi i casi di proteine dell'dina, in particolare quella a
18 kDa corrisponde ad una alipoproteina, denomiaptdipoforin 111 , mentre quella a
24 kDa e un precursore glicoproteico con funziooenssciuta (Madero M. F. et al.,
2007).

L’emolinfa & un fluido del sistema circolatorio dicuni artropodi, ad esempio ragni,
crostacei ed insetti, ma anche di non artropodiecomolluschi; essa circonda le cellule
degli organi interni degli animali ed & compostaadiua, sali inorganici (NaCl, K,
Mg* e C&") e molecole organiche, principalmente carboidrptigteine e lipidi.

L’emolinfa & coinvolta nel trasporto dell’ossigemediante 'emocianina, una proteina
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Rame-dipendente, omologa all’emoglobina dei veathinoltre le proteine e le cellule
libere (emociti) presenti nel fluido svolgono unportante ruolo nel sistema
immunitario degli antropodi (Sylvester Fredrick’ \Ravichandran S., 2012). Nella
risposta immunitaria sono coinvolte le lipoforingoproteine presenti nell’emolinfa
con il compito principale di trasportare i lipidLe lipoforine sono legate non
covalentemente a lipidi apolari e sono circondatefatfolipidi e apolipoproteine. Le
lipoforine degli insetti sono sempre legate a do@ipoproteine, chiamate apolipoforin
| (P.M. = 250 kDa) e apolopoforin 1l (P.M. = 70-8Da), mentre una terza
apolipoproteina, I'apolipoforin Ill, pud essere geate o meno (Zdybicka-Barabas A.,
Cytrynska M., 2013). La proteina apolipoforin Ill &€ statapiamente studiata, in quanto
e coinvolta sia nel trasporto dei lipidi, sia neilgposta immunitaria degli insetti: € una
proteina globulare, idrosolubile e termostabileprEsente in quantita variabile in tutti
gli stadi di sviluppo dell’animale (larva, pupa,utd ma anche in fluidi della muta) ed
il suo peso molecolare € compreso tra i 17 e i P@ la seconda della specie, in
particolare inGalleria mellonellae pari a 18 kDa (Weise C. et al., 1998). Durante |l
volo prolungato gli insetti consumano grandi quandi diacilglicerolo come fonte di
energia: I'apolipoforin 1l si lega e stabilizza lipoforine a bassa densita, imputate nel
trasporto del diacilglicerolo dal grasso di risedell’animale alle cellule dei muscoli
deputati al volo (Vasquez L. J. et al., 2009). trattura primaria dell’apolipoforin Il
consiste in 163 aminoacidi, non contiene cisteinptofano e metionina (Weise C. et
al., 1998), mentre risulta essere ricca in lisidaagginina (costituiscono circa il 15%
degli aminoacidi totali) (Vasquez L. J. et al., 9D0OLa sua struttura terziaria e
rappresentata da un fascio diokeliche antiparallele legate da corti anelli, cen |
probabile presenza di un corta elica 3’ sulla paeteninale del fascio (Figura 4)
(Zixuan S. et al., 2012).
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Figura 4. Struttura terziara di apolipoforin Il iGalleria mellonella visione frontale (A) e dall’alto (B)
(S. Zixuan et al., 2012).

La proteina risulta termostabile ad un trattametaionico di 90° C per 30 minuti
(Wiesner A. et al., 1997). Tale dato & confermatcha da Halwani et al. (1999), i quali
affermano, inoltre, che il riscaldamento ed il raffdamento non portano alla perdita
delle sue proprieta fisiologiche. Come descrittd paragrafo 1.2.1, le proteine
dellemolinfa sono studiate anche per il loro petallergenico, in quanto risultano
responsabili di sintomatologie allergiche a cadedi'apparato respiratorio: iGalleria
mellonella sono stati individuati due allergeni, corrispontiesl’ apolipoforin 1l
(18kDa) e ad un precursore glicoproteico con fumzisconosciuta (24 kDa) (Madero
M. F. et al., 2007). Nonostante Villalta et al. Q2) affermino che I'allergia alle larve di
G. mellonellasia causata esclusivamente da antigeni termqglébsitudio di Madero et
al. (2007) confuta tali risultati, in quanto indivia proprio I'apolipoforin 11l come uno
degli allergeni. Per questo motivo non si pud etmla che l'allergia respiratoria
insorga anche a seguito dell'esposizione alla fonmanmificata (trattata termicamente)

della camola, oltre che alla larva viva.
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2. SCOPO DELLATESI

Le larve vive o mummificate dballeria mellonellasono comunemente impiegate come
esca nella pesca amatoriale e sportiva. La bildicgriporta casi di reazioni allergiche
in seguito all’esposizione alle larve vive, ma ness riferito alle forme larvali
mummificate. Il nostro “caso studio” riguarda quimth soggetto monosensibilizzato a
Galleria mellonella skin prick testpositivo sia alla larva viva che alla larva
mummificata (cotta). Lo scopo della ricerca é stgtello di individuare, tramite IgE-
immunoblotting, gli allergeni della larva mummiftea valutando un tampone idoneo
all'estrazione delle proteine dal campione trattatonicamente, rispetto a quelli estratti

dalla larva cruda.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 MATERIALI

3.1.1 Campioni

In questo studio € stata presa in consideraziof@haa larvale del lepidotterGalleria
mellonella comunemente impiegata come esca per la pesdavaplta trota.
Nello specifico i campioni erano:

- larve crude (Gm) (Figura 1)

- larve cotte o mummie (h-Gm) (Figura 1)
entrambe reperite presso un negozio specializzatmatia e pesca. Tutti i campioni
erano conservati a -80°C fino al momento dell'ntib.
A causa della riservatezza del processo produtthan e stato possibile reperire
dall'azienda informazioni specifiche riguardanti feodalita ed i tempi di trattamento

termico impiegato per la produzione delle larvee@nummificazione).

Figura 1: larva diGalleria mellonellacruda (Gm) e cotta (h-Gm).
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3.1.2 Caso studio

Per le prove immunologiche é stato impiegato Hcsii un soggetto maschio di 39 anni,
pescatore amatoriale, non atopico e monosensi@ibzzei confronti diGalleria
mellonellg che riferiva la comparsa di rinite ed asma gmaweguito all’esposizione alle
larve crude. | sintomi si manifestavano dopo pagtondi dal contatto e persistevano

per oltre 24 ore. Le caratteristiche cliniche dgjgetto “caso studio” sono riportate in

Tabella 1.

Skin Prick Test + +

Test di scatenament In corso

&)
+

Tabella 1: Caratteristiche cliniche del “caso studio”.

3.2 METODI

3.2.1 Estrazione delle proteine

| campioni di larva Gm e h-Gm ancora congelati sstadi finemente polverizzati in un
mortaio in presenza di azoto liquido. | campionsicottenuti sono stati trattati per
estrarre le proteine con due diversi tamponi:
- Tampone A: tampone fosfato salino (PBS) a pH 7gHlienente 1,46% NHAPO,
(p/v), 0,2% KCI (p/v), 8% NaCl (p/v), 0,2% KRO, (p/v), usato in rapporto 1:50
(p/v).
- Tampone B: tampone a pH 9,00 contenente 25 mMidj T2 mM di Glicina, 6
M di Urea, 2,5% SDS (p/v) e 2,5@mercaptoetanolo (v/v), usato in rapporto
1:10 p/v.
Per tutti i campioni la fase di estrazione era cdtadin agitazione a 4° C per tutta la
notte. Infine gli estratti proteici cosi ottenwtbno stati centrifugati a 14.000 rpm per 1
ora a 20°C; il surnatante limpido ed il pellet setati conservati a -20°C.
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3.2.2 Trisglicina SDS-PAGE

Le proteine estratte come descritto nel paragralos®no state analizzate in SDS-
PAGE. | campioni estratti con il tampone A sondistauiti in tampone Laemmli (1,33
M Tris-HCI pH 7,4, 8% SDS (p/v), 40% Glicerolo (pyvin rapporto 1:3 (v/v) e
addizionati con il 7% di R-mercaptoetanolo, menqtrelli estratti con il tampone B sono
stati analizzati direttamente. Per entrambi gliagstil pellet residuo € stato risospeso in
245 pl di tampone Laemmli (Laemmli I. K., 1970) e addizato con 8ul di R3-
mercaptoetanolo. Tutti i campioni prima di essemisati in gel erano bolliti a 100 °C
per 5 minuti. Le corse elettroforetiche sono stedmdotte a 58 mA costanti in
Trisglicina al 14% di acrilammide (Schagger H. ket 4987) in Mini Protean Il (Bio
Rad). Come standard erano impiegate proteine arpekrolare noto (Prestained SDS-
PAGE Standards Bio Rad) costituite da: miosina (205 kDa), f-galattosidasi
(113,994 kDa), albumina bovina (79,695 kDa), ovalma (47,018 kDa), anidrasi
carbonica (34,107 kDa), inibitore della tripsinalla@lesoia (27,011 kDa), lisozima
(17,559 kDa), aprotinina (6,088 kDa). | gel sonatistolorati con Comassie Brilliant
Blue R-250 o impiegati per 'immunoblotting (Sclgég H. et al., 1987).

3.2.3 IgE — Immunoblotting

Le proteine separate in SDS-PAGE sono state tissfesu membrana di
polivinilidenfluoruro (PVDF) 0,2um (Whatman), impiegando il sistema Semy-dry
Trans-blot Turbo (Bio-Rad) applicando 25 Volt cogtgper 40 minuti. Per appurare
I'avvenuta migrazione delle proteine, le membramosstate colorante per 4 minuti con
una soluzione di Ponceau S, costituita da 0.2% é&wmncS (p/v) in 3% acido
tricloroacetico (p/v) e successivamente risciacguaialche secondo in metanolo. Infine
la posizione degli standard molecolari & stata atarémpiegando una soluzione di
perossidasi come descritto da Eberini e PuglieSOqL Dopo il trasferimento la
membrana in PVDF e stata equilibrata in Towbin @u#f pH 9 per 5 minuti e saturata
per 2 ore in un tampone costituito da 10% TBS (V% latte scremato (p/v) e 0,25%
Tween 20 (v/v) (soluziond). Nella fase successiva la membrana é stata atayier 12
ore, in agitazione a temperatura ambiente, coieibel soggetto in esame (anticorpo
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primario). Dopo 3 lavaggi di 15 minuti ciascuno darsoluzione A, la membrana é stata
incubata per 2 ore con un anticorpo secondario-Wathan IgE coniugato a perossidasi
(Sigma) diluito con la soluzione A in rapporto 10B0(v/v). Sono seguiti altri 3 lavaggi
da 15 minuti ciascuno con una soluzione di TBS 88 costituita da 2,4% Tris (p/v),
8% NaCl (p/v), 0,2% KCI (p/v). La rilevazione dalftivita immunoenzimatica é stata
effettuata con il substrato Western Lightning® Bll{Perkin Elmer) e le immagini sono

state acquisite con il sistema ChemiDoc XRS (Bi@)Red elaborate con il Software

Image Lab.
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1 ANALISI QUALITATIVA DEL PATTERN PROTEICO

L’analisi elettroforetica ha permesso di analizz#aepunto di vista qualitativo il pattern
proteico degli estratti di larva crud@r) e cotta (-Gm) di Galleria mellonella

In questo studio, per estrarre le proteine sonb stéizzati due diversi tamponi per
valutare la differente estraibilita. Il tampone @ine riportato nel capitolo 3) € un buffer
salino (PBS) a pH 7,4 comunemente usato, mentagipone B e stato da noi formulato
e contiene elevate quantita di B-mercaptoetanoloueth, capaci di creare forti
condizioni riducenti e di aumentare la capacitéattsia.

La Figura lamostra le proteine estratte in PBSGIn. Nello specifico, nel canale A, le
proteine del surnatante sono presenti in un rangesb molecolare compreso tra 6 e 80
kDa, con una banda di maggiore intensita a circkDX@ Nello stesso canale, intorno ai
18 kDa, si evidenzia anche un’altra banda cheaselalla sua mobilita elettroforetica,
potrebbe corrispondere all’apolipoforin I, unaof@ina dell’emolinfa presente in tutti
gli stadi larvali dell'insetto, gia individuata ddadero et al. (2007). Il canale B mostra
invece le proteine non solubili in PBS, estrattepidlet residuo utilizzando il tampone
Laemmli (Laemmli I. K., 1970), dove si possono metalcune bande, soprattutto ad alto
peso molecolare, anche se non chiaramente defifititavia, anche in questo caso e
possibile distinguere una proteina di maggiorenisitda a 70 kDa, che presumibilmente
per la sua elevata quantita non é stata completanestratta in PBS e residua ancora nel
pellet. Da questo confronto risulta che le protesdla larva cruda diGalleria
mellonella sono prevalentemente solubili in soluzione saliea quindi quasi
completamente estraibili in PBS.

Al contrario, I'impiego di PBS per I'estrazione beproteine ddn-Gm (Figura 1b) non

si & dimostrato altrettanto efficace, infatti nelrreatante non sono visibili bande
proteiche (canale C). Anche l'estrazione del peksiduo (canale D) mostra solamente
bande non ben definite intorno ai 18 kDa e tra 16@ kDa. Da questo si evince che le
proteine della larva cotta non sono solubili in PBScuramente a causa della

denaturazione che hanno subito durante il trattéotenmico di mummificazione.
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kDa A B

Figura 1. Analisi elettroforetica delle proteine estrattePBS dalle larve dGalleria mellonella 1a Gm

(canale A = surnatante, canale B = pellét);h-Gm (canale A = surnatante, canale B = pellet).

La Figura 2 mostra i pattern proteici dei surnatdnGm (2a) eh-Gm (2b), ottenuti con

I due differenti tamponi di estrazione. Nel canBld’estratto in tampone B presenta
un’elevata densita di bande a range di peso maezala 6 a 205 kDa, apparentemente
sovrapponibile all’'estratto ottenuto con il tampofie(canali A e B). L'efficacia di
estrazione del tampone B, in questo caso, sembeectiotersi solo sulla quantita e non
sulla qualita del pattern proteico.

L'estrazione delle proteine da-Gm con il tampone B risulta invece necessaria, in
guanto il PBS non estrae nulla (canale C). Sorattinfisibili due bande molto intense a
circa 20 e 25 kDa ed altre piu deboli intorno a 22,e 40 kDa (canale D). E inoltre
visibile una proteina a circa 70 kDa, che presuimiénte corrisponde alla banda visibile

allo stesso peso molecolare negli estratti di laruala (Figura 1a, canale A e B).
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Figura 2. Analisi elettroforetica delle proteine estratte PBS ed in tampone contenente [3-
mercaptoetanolo ed urea dalle larveGdilleria mellonella 2a Gm (canale A = estratto in tampone A
(PBS), canale B = estratto in tampone B); h-Gm (canale A = estratto in tampone A (PBS)atau8 =

estratto in tampone B).

In conclusione, confrontando la diversa estra#bitielle proteine con i due tamponi, Si
evidenzia che:
» l'impiego del tampone A (PBS) & maggiormente inttigzell’estrazione delle
proteine dei soli campioni di larva cruda @alleria mellonella in quanto
fornisce un profilo proteico piu nitido rispettol’@stratto in tampone B,
confermando i dati presenti in bibliografia (VilialD. et al., 2004);
» [limpiego del tampone A (PBS) per estrarre le pgregedai campioni di larva
cotta, risulta invece completamente inadeguatdiase Villalta et al. (2004)
individuano due proteine principali a 38 e 77 kDeairea 15 deboli bande tra
12 e 133 kDa. Questa difformita di risultati potvrebessere causata dalla
variabilita dei trattamenti tecnologici subiti dalarve diGalleria mellonella
analizzate nei lavori attualmente disponibili. Lendizioni di tempo e
temperatura applicate per il processo di mummifaae, infatti, non sono
note e potrebbero variare in base all’allevamentaraduzione, influenzando

la frazione proteica estraibile;
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» limpiego del tampone B e invece necessario peaestle proteine di larva
cotta, perché il trattamento termico da esse sup#@o il processo di
mummificazione le ha rese insolubili. E noto, itifathe il calore pud
provocare modificazioni delle proteine, anche itazimne all'intensita del
trattamento stesso (ad esempio denaturazione egaggone) (Mills. C. et
al., 2009). Di conseguenza l'impiego di un tampaoatenente sostanze

denaturanti ed estraenti risulta indispensabile.

4.2 IgE-IMMUNOBLOTTING

Considerando il nostro “caso studio”, rappresenti@an paziente monosensibilizzato a
Galleria mellonella conskin prick tespositivo alla larva cruda e a quella mummificata,
abbiamo valutato la capacita delle IgE-serichegar alle proteine dei nostri estratti.

Per verificare il corretto trasferimento delle giae sulle membrane da blotting, le
stesse sono state colorate con una soluzione deBors. Come riportato in Figura 3, si

puod notare che il trasferimento € avvenuto in moatoetto e totale.

3a Gm 3b h-Gm

Figura 3: Membrane in PVDF colorate con Ponceau S dopo dfdranento delle proteindBa Gm
(canale A = estratto in tampone A (PBS), canaledstratto in tampone B3b: h-Gm (canale A = estratto
in tampone A (PBS), canale B = estratto in tam®he
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Figura 4. IgE-{mmunoblotting con siero di soggetto monosensiite aGalleria mellonellasu estratti

di Gm. Canale A = estratto in tampone A (PBS); taBa= estratto in tampone B.

| risultati dell’lgE-immunoblotting con gli estratbttenuti in PBS e tampone B @&m

sono mostrati in Figura 4: nel canale A sono ricange due proteine estratte in PBS,
con peso molecolare corrispondente a 27 e 45 kDahé\ nell’estratto in tampone B
(canale B) e riconosciuta la banda a 27 kDa e,lseppgmaniera meno intensa, e visibile

anche una proteina a circa 40 kDa.
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Figura 5: Immunoblotting con siero di soggetto monosensibdin aGalleria mellonellasu estratti di h-

Gm. Canale A = estratto in tampone A (PBS); caBateestratto in tampone B.

In Figura 5, invece, e riportato lo sviluppo degjB-immunoblotting con l'estratto dh-
Gm. Nel canale B dell’estratto in tampone B e ricamas un’unica proteina a circa 20
kDa; al contrario, nell’estratto in PBS non si dstra alcun legame IgE-proteina (canale
A).

In conclusione, dagli IgE-immunoblotting con glitragti di larva cruda e cotta di
Galleria mellonella si evince che:

» negli estratti diGm viene riconosciuta una proteina a 27 kDa, cheltasu
solubile sia in tampone A che in tampone B; secaviddero et al. (2007) uno
degli allergeni presenti nella larva crudaGhlleria mellonellaé una proteina
sconosciuta a 24 kDa che potrebbe corrispondeveltagia noi individuata;

» negli estratti in tampone B @&m viene riconosciuta una proteina a 40 kDa, che
potrebbe corrispondere ad un allergene non solubiRBS. Non & da escludere,

pero, che possa trattarsi anche della stessa mpaotigionosciuta nell’estratto in
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PBS a 45 kDa, con mobilita elettroforetica modifécadall’elevato effetto
riducente del tampone B,;

gli estratti in PBS dh-Gm non evidenziano alcun legame con le IgE-sericthe de
nostro paziente, confermando quanto affermato n&llmlio di Villalta et al.
(2004);

le proteine a 27 e 40 kDa, riconosciute nell'estrét tampone B diGm, non
sono visibili nell’estratto irh-Gm; si puo ipotizzare che le proteine in questione
presentino uno o piu epitopi conformazionali e dh&attamento termico di
mummificazione rompa la loro struttura, impedenddnkgame con le IgE-
seriche;

tuttavia, nell’estratto in tampone B HiGm é riconosciuto un allergene a 20
kDa, non visibile nell’estratto ism. In questo caso il trattamento termico di
mummificazione potrebbe aver denaturato la profeirausando lo

smascheramento di uno o piu epitopi lineari.
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5. CONCLUSIONI

Grazie alla collaborazione con il Dottor Andrea idaf allergologo presso I'Ospedale
di Mantova, abbiamo potuto valutare un singolamestcstudio”. Si tratta di un soggetto
maschio, di 39 anni di eta, praticante la pescat@mbe, che si e recato in ospedale a
seguito di una importante sintomatologia respiratgasma e rinocongiuntivite) dopo
aver manipolato le esche vive @alleria mellonella utilizzate per la pesca allamo. |
test diagnosticigkin prick test hanno evidenziato una patologia allergica, réswdb
positivi sia nei confronti dell’estratto di larvaiva (gia nota in bibliografia), sia
all'estratto di larva mummificata (trattata terrmoante), mai citata in bibliografia. Per
guesto ultimo risultato, che rappresenta |'origidatiel caso, sono state estratte tutte le
proteine dalla larva mummificata ed e stata indiai una proteina legante le IgE-
seriche.

Nonostante il test di scatenamento con la larva mificata sia ancora in corso, il
soggetto in esame risulta comunque monosensilitizzd essa, confermando
sicuramente uno stato di “preallergia”

Interessante, a completamento del lavoro, sarefdegare sulla natura della proteina

legante le IgE-seriche, tramite una identificazipee via spettrometrica.
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