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[F ALmiGoGNA )

La necessild di esegpuire una valutazione funziona-
le del sislenmm immamitarie nen rapprescola pio solian-
lix un problen specialistico dell’immunologo clinico
impegnato nella dingnostica e nello studio di patelogic
relativamente sare, come e nnoomode Peienes prini-
livee, Con 1 progressi delle conoscenze sulla funzione
del sislema immunilario @ sul suo runlo in numerose
[rtedopie o, sapradiotio, eon Ty sempre mageions dillu-
sione delle immunodeficienze secondaric (basti pen
sare all'nfezione da HIY o alle torme iatrogene corre-
laate: all" rogicger croseenla di Gurrmact imemnne-soppres-
sori). [ conoseenza dei lest utilizzabili per la valuta-
zione del sistemna immundario ¢ entrata nel bagaglin
cultirale nocessaro o gualsiast medice lermsia,

Pur senza éntrare nei dettagli metodologici, que-
sto capilolo sipropone di tllustrare le principali in-
dagini attualmente disponibili per T valubasione del
stsken immunilario, anche in relazione alla lore ap-
plicazione appropriata nelle diverse situazioni ¢lini-
clie; cio risulta importante nel periodo attuale i cui
il comtenimaento della spess sanitaria deve essers al-
tentamente considerato dal medico al momento del
la programmazione degli esami lahoratoristici. An-
chue perdale nedive L amdaeing sone presenlale, @ do-
vrebbero essere utilizzate, secondo un criterio di gra
dualiti, per giungere alla etfettuazione di esami pinl
solTsticali ¢ costost sollanto quando siano effeltiva-
mente necessar ed insostiduibil. 5i deve tuttavia oi-
cordare che una diagnost o precece pessilile du
gquade di imounodeleienza. e la apida messa in
atlo, ove disponibile, della terapia appropriata. pos-
song sabvare il paziente o risparmiargli consegoense
invalidanti derivale dalle infezioni, eventi cioé che
comportano dpeh’essi cosli sociali mollo rilevanti,

INDICAZIONI ALLEFFETTUAZIONE
DET TEST DM VALUTAZIONE
DEL SISTEMA IMMUNE

Lindicazione ad effertuare indagini per la valu
tazione della funzionalita del sistema immunitario
crieree Bl amamnesi e dall esaone ohiciivo dal pa-
wienle CTabellan XXXV

Mell anammesi Guniliare possono riscontrars
elementi i sespetio o cortessa poer Tapresenea i
immunodeficienze primitive a trasmissione credila
ria e dall’anamnesi fisiologica o patelogica del sop-
petlo s possone rilevare dali indicativi di una pos-
sibile immunodeficienza secondaria, quali compor-

Lamentl o sibuasiont o rischio per inftseong da HTY
(rapporti etero- o omo-sessuali non protetti, tossi-
codipendenza con uso di droghe per via iniettiva,
trasfusion di sangoe, infusiont i cmodariva i) o ose
di Tarmaci immunosoppressori, ece. In particolars
una storia che vivelt anomala suscettibilitd alle inte-
Zlomni dove cascre considerata con altensongs cd 1]
tipoe di palogeni responsabili deeli episodi infeltivi e
le sedi comnvolle devono essere valutate attentamen-
te, poichd possong oricolace sul lipo i deficil -
munitario, Per tale motivo una particolare cura deve
essere rivolla alle studio di guestt elementi utiliz-
zando tsuppartiche la micrabiologia (esamn micre-
seopict o collurali su campioni biologici @ lesl siera-
logicl, ove attendibili,) e la dingnostica per inumagi-
ni (ecoprafia, radiogralia, TC ¢ RMY metiono a2 di-
spostzione del curanle per T lore delinizione,

Si deve tuttavia fencre presente ¢che non esisto
no critert validi per definire 1l hmite di “normalitd™
el nmero dephi cpisodi imleiiyi; i parlicolans nel-
Mnfanzia. quando il bambine inizia a vivere in co-
miunitd e ad avere contatts con 1 costanel, 1 ve-
Cilficarsi o episodn O o losion deorrenti & un eyven-
Lo pura-fisiologico, In questo senso la suida viene
dall’ csperienza chinica, che deve tener conto dell"eta,
arca oo ialea, state sociale e dirmension dalla Ta-
miglia (numero di Fratelli, anziani o exira-comuni
tari conviventl, ecc.). Pin significative risultane in-

Tab. XXXV, Principali dati anamnestici e manifesta-
zioni cliniche che suggeriscono una possibile
immuno-deficicnza (1D)

Anamnes faniliare posilive pen 10 gricoiliva acoer bzl o
sogpetly

—  Rilirvo anamnasticn i situazionl in ool & nota ta possibile
evanienza di una 10 secondana (ad es, comportamant
a schio por infeaone da HIV wbo O orsse imurnesep-
s, e

— Infezicni croniche

— Infazionl gravi, romplicate o risorant {picn freguent della
normag
Guarigions incomplels e dvers episodi mlellivi o
risposia incompleta sl rattamento

- GComplicanze (o lanta rizaluzicng) detle comunl malatie
dell'infanzia
Infazioni indotte da vaccin alterict o virali vivi altonuah

= Fresenze diomilggon o neoplasie opporlunistiche”

= Hitardn nell'accrascimantn, distrofia cutanea, diaresa,
fallzricolz, astenia. calo ponderale

Marnifeslaaorm cliniche carallerisliche pesocisle con
particolan 10 primitive
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Tab. XXXY. Segni obiaftivi frequentementsa assoclatl con Immuno-deficienze primitive o secondarie

Sagno

Immunodeficienza

Alhinismo oculo cutanco parziale

Ascess cutano od eceeima

Asvassi cuiane e piodermite

Atassia

Atrofia ottica o demenya (post-
encefalite)

Candiclos culanes. chmaio-
congiuntivite, alopeia

Candidas! mucnoutansa

Eozeme perionfizidle, paraonichia
perdita di capall, lesioni
reorasiche alle petramiti

Forma angionauroticn

Lesioni ichenoidi. alopecia,
dénnealite esfulialive .

Manismo armaonico

e v

Manizmo ad a corti, apgarato
Peillerey vade & seoiofzlo

Petacchia ed sczama

Karaoma anpos] o ™

. Teleangaciasie -

Tetania mecnatalke ¢ alerazon
ambringenetiche padicclar

Sindrome i Chedigl-Higashi
Sindroma Iper-lgc

Malattla aranulematnsa cronica
Massia teloangoctasia
Agamrmag lobulineia

Deficit il carbossilasi
hintina-dipendant

Candiclosi muccoutan o Cronc
delicit dellirnrmunité cellulare

Acrodermatita anternpatica

Crcficil o CA-millone
GYWHLD crores, S, di Chnenn

Agammaglobulingmia con
cleficit di GH

Iproplasia delle carlilagin e del
siztema pilitero

A dl Wiskotl-Aldrirh

ADE

Alassio-leleangoelasia

aS0di i George

vece le informazioni che derivano da araviti, sede ¢
lipo dell’infezione: m alcunt casi s1 possono rileva-
re complicanze dopo e comuni malaie dell inFan-
zin od infezioni clinicamenta rilevanti dopo vacci
nazient con vaceini vivi attenuati (che non andran-
ndy mai nliliesal t|l]'rlllv:]l:1-l:.‘;i.‘:&l}lllu 118 clementi che
possono far sospettare un deficit immunitario),

Accanto alle infezioni, i pazienti con immunog-
delicienza possone presentace allen problami, guali
rilardi nellacerescimentlo, malassorbimento, diar-
reqa, manifestaziont cutanee, disording ematologic o
neoplasic I|in|'l.“1['l_.‘Liq;q'r|21I'i, arlrith, fenomeni allergie
v auloimmuoni {Tabella XXXV In parlicolare al-
cune forme'di immunedelicienza prinitiva o secon-
daria si associann a manilestazioni clinichs en de-
Finite mlevabili all esame obietlive che costituiseo-
no elementi caratleristicd, i certi cast, di un vero ¢
propeie Cguadee sindeomico™, e che consentonag una
digpnost quast innmediala; 1 principali di questi se-
gni abiettivi che orientano forlemente verso deter-
minate mmunodelicienze primitive o sceondarie
sona cloneati nella Tabella 3800V

Lesame obiettivo doved studiare con parlicolare
attenzione la cute, pli annessi cutanet, lo scheletro e
les nesarse: visibili ed andranno valutati con alten-
zione gli organi linfoidi accessibili all esume Msico,
quali le tonsille ed 1 hintonod,

Anche se le diverse componenti del sistema
ENEUNILACIc TNESrvengeno WHiaciamenlie nel mae-
camismi i difesa ¢ in patologia esistono frequent
sovrappostson cliniche tra immunodelicienze a ca-
cico di settor diversi, per Minguadeamente der dedi-
cil @ del tipo di indagini da eseguire per o studio
funzionale del sistema inununilario, pud essere uti-
le mantenere una suddividiviaione che distingue:

L inmmunila vmmerale (Tefanticorpi ¢ Bnloili B);

2, immunitd cellulare (linfociti T e cellule NK.Y;

3. sistema fagocitario (granulociti neutrafili o

Pt );

4, sistema del complemento,

| difetts dell immunita umerale provacano infezio-
ni rieorreni che penerbmente coimaolgone apmoale
respiratorio, i seni paranasali, 'ovecchio medio ¢ sono
proveacate da batterr capsulat extracellulard, quali 17 Ha-
crnophilus influcrae, lo Streplosoces ¢ lo Stafilocoe-
co. Le difese immunitarie contro tali patogeni sono in
gran parte legate alla produsions di anticorpi vorso
arigreni capsulan composte da carhoddeai che permel-
oo IMopsonizzazions e la successiva eliminazione del
Batlere da parte delle cellule fagocitane. dei pazienti
con delici dall oo wemorale st manilesta ol
unaumentata incidenza di infezioni intestinali provo-
cate da aleunt virus, enterovirus soprattutto, o da proto-
won, Grimredia Banalli o praeticelare (Tabella XNV,
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Tab. XXXVI. Principali pategeni responsabiil di Infezlone nei diversi tipi di deficit del sistema immunitario

Defleil dell'immunith umarale
Virnes

- Enleruvirys (ECHD, s

- Mafiovirus -

- Wirus varicella Soster

Vinis vaiclo vaccino

it

= Haegmuophiius intluenzae

- Sirepiococous pnagmanias

- Slaphylonnoous auraus
Meissoria meningitichs
Enlerubacizraces
Klabsialla pnaumaniaa -
- Perudnmonas Asruginosa

Vi

Batier

Frodoen
Giardia famblia -

- Pneumaoryshs carini
+Towaplasma gondi - -
— Uryplosporidivm = -

Nficoefi
= Criptococcus nacformans
Histoplasma capsulatum
Cocoidicides

Mecardiv astaroides
Candicla alkbicans

Dreficit delllimmunila cellulare

= Herpasvirus hominis 1 » 2
Wirls varicalla Zostar
Cylomiegalavirus

= Virus i Epstein-Barr

- Llstaria monoeytogsnes

- Legionalla micdade
Mycobactarium luborculoss

= M. awiuim

GLG

Erterobacteriaces

Mucor, Rhyzopus

Deficit del sisteina fagocitario
Eatlon
= Slaphylocooous aursls
= Cntarchacteriaceas
» Klehsialla pneumonias
Farudomaonas auruginosa-
= Bslreplococeus pneumaonids

refozar

Clmink

— Prrumacystls carinll
Toxoplasma gongl
Cryplospanicium

Strongylaices siercoralis

Nizog
Canclicte sl bicars
— Aspargillus =pp
- Mugar, Rhyzopus

HaRear

Deficit del complemento

Meiggenia manimgitices (o)
SIreplucoUrus PN (1)
- Meizserna gonorhoaas (b)

{a = deligit di ©3) (b = dalich el componentl S3-C8)

Mei pazienti con deficit dell’immunitd cellulare e
Infezioni neorrent! song provocale, i modo caraticri-
stica, ta quet patogpent, virus - batter - miceli - protozod,
ooai comunemente definiti agenti opportunisti e ben
noti come complicanze infettive dell inlzzione da HIY,
i cni el cserg pin tpici sono il Cytomegalovirus, i
Micobatteri atipici, la Candida albicans ¢ lo Pneumo-
cvstis carinii. Cid conaegoe ol Faile che Pioooanits
viellulo-medialy svolee un ruslo essenziale nells difess
dell’ crganmismo net condront dei patogen mtracellular,
mielti dei quali non sono in grado di provoeare inlesio-
ni clinieamenle rilevant nell ospite immunocompeten-
te [ Tabella XXXV

L alteraziont del statema Tagocitario, sopratlal-
ter qqulle o sarieo del neolra[3li, provocans ricorren
ti ascessi cutanei, polmoniti, osteomicliti, periodon
{iti e, pit raramente, sepsi ' lali patologie sono spes-
st cansale da Tateet quali gl Stallecocehi, o mice-
ti come Ia Candida albicans {Tabella 1103,

| difetti del complemento, composta da una se-
i e Fattoel cieeobanty el st allivano g caseala, han-
no contribuite aoehiarire il roolo di questo sistena

nella rispesta immune (opsonizzazione, chemiotas-
sty rmcdiator della Mogost, Bsih Ddefiel di O3 pro-
vocano infezioni polmonari, dei seni paranasali ¢
sepsi da parte di batteri capsulati, con quadri simili
sl delle gpravd nmmuonede Neicnee delMimomuni-
L1 umaorale, a testimonianza del roolo della opsoniz-
zazione mediata da C3 nella eliminazione di questi
patoeeni da parle ded Tagocill, Ned delicit delle ult-
me componenti del complemento, che costiluisco-
no 1l sistema bitico, 81 verificana invece inlorioni
rlearrants o maningili da parle Ji Nelsseria; eid in-
dica I'importanza dell’attivitg batteriolitica comple-
mento-mediata nella difesa dell’organismo normalc
e st Taatterd (Tabella T, Olire o particoelar in-
feziond, anche la presenza di malattie autoimmuni
come il LES pud orientare verso delicit dei prinu
Fattort del complementa,

Sulla base dei rilievi emersi dall” insieme dei dati
annestici ¢ di quelli derivati dall’esame obiettivo
sl potrd procedere agli accertamenti e vitra od in
vivir per o valulazione lunzionale del sistema im-
munitario i modo, almeno in parte, mirato
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ESAMI DI PRIMO LIVELLD
FER LA VALUTAZIONE FUNZIONALR
NEL SESTEMA IMMUNITARIO

Chuando si sospetti una immunodeticienza, nel
la programmazione delle mdagin & opportuno atte-
nerat atl uneeritericr i pradualivh,. Aleoant esami
laboratorie semplict e relativamente poco costosi de-
vouo essere considerall, anche sulla base di sugge-
it dellOMS, conne indaging df “privoe Tivel-
lo™ In wleuni casi tali indagini consentono gia di
porre dingnosi, alleimenti 1l visultato orienta in ma-
miera pil precisa verso la componente del sisteme
irornnilaric da investizare con gli accerbimenti pid
complessi (Tabelln XXXVIIL
©cDesame emocromaciiometrico con foemala len-
coeilarin consente una valutazione numerica di linfo-
citl, neutrafili ¢ monociti, oltre che degli eosinofili e
basotili, Una conta lintocitana inleriore a [N cle-
thetl e ‘ill;_u_':t:T-iHl:',l‘. un possitle deficil dei linfo-
eiti T {che costituiscono normalmente il 60-80% dei
linfociti circolanti), quale*quello che si niscontra in
imunedelcienze (10) primilive combinale, o in
forme di T specitiche dell immunitd-cellulo-media-
ta, e nelle 113 acquisite come "ATDS che colpiscono
principalimenie guesto sellore, Dalla formuola & possi-
bile anche evidenziare neutropenic (= [ S00/mm’"), che
possane riscontrarsi m 13 primitive o scoondarie del
sisleme Fpgovitano o in 115 combinale.

I esame emocromocitomelrico inolire consente
di diagnesticare quadri di anemia che si pessone ma-
nilestare in forme Ji 17 Grave Combinata o costi-
tniscono elementa caratteristico di 1D particolan,
come il Deficit di transcobalamina 2, che si accom-
pap i add ang ancimn megaloblaslic,

Dall’esame emocromocitometrico si ollegono
anche mmportanti informazioni salle piastrine: una
tiduzione fumerica e del valmme di guest clement
ecaralieristica di unimportante 10D primitiva, la sin
drome di Wiskott-Aldrich,

Lrelettrafres delle proteine sieriche, associala
al loro dosageio quantitative. formisce utili informa
Zlomt sl livelll complessivi delle imimunoglobuli-
ne, che magrano i pran parte nel peco cletmefere-
Lo delle y-plobuline, Pertanto riduzioni di tale com
ponentle delle proteine cireolants, n particolare li-
vellt i =plabolme mlevien a 300 mpddl, devranno
gssere considerati con attenzione (Tigura 32}, Ov
viamente nella valutazione del nsaltato andranno te-
e ben presenti e variaedon DNsiologiche legale,
ad esempio nei primi mesi di vita, alla progressiva
riduzione delle lg trasmesse dalla madre per via tran-
splacentare e alla graduade malurnsdone del sisle-
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Tab. X2CAVIL Accerlamenti di “primo livello™ per la
valutazione funzionale del sislema immunilario

Ceame pmacromaocitaomaticn cnn formula lsucncitarla
(monta assoluta of linfocit, neotrofili, monociti, walotazione
i cmazic o Faslineg

— Elibofuresi delle proleing sieriche (valulazione dai livelli di
gamma-glabuling in relazicna all’ata a in rapporta con
ausll del’albuming)
Dozaggio delle singole class d g sioviche (G, ga, lyh)
mnecdianle mrnurnodiflasions adiale o nelelometra, IgE
madianta MAlA o CLISA

— Tialazinne dalla iscemoaagiutining (o eteroagglutining
sicrichsz
lest culpren oo persensEbilila ritadala ne canlront di
“antigeni di rAchiamo”

- Valutaziona morfologica dalls callule fagoeitaris all'asame
microscopics delle strizcio dif sangue periferico
Allivila emaliica tolale del sero (est GHSD)

= Accerlament di dingriostica per immagini {Bx, TG o 0N del
toraca)

Altre indfaging

Test sicralagici por linfezione da HY

ma anticorpopaietica del bambing. Un aliro elemen
lo che deve essere valutato nell elettroforesi delle
provecine & la presemzas di unae evenloale coneomilan-
te ipoalbuminemia, che pud far sospetiare una si-
tuazione di ipoganmag lobulinemia secondaria a
perdite (coleropatic proleine-disperdenti. nelropa-
tiz), & non a deficit di sinfesi anticorpale, Leletto-
toresr delle proteine sieriche & inolire csame di
“sorcening” [ondamentals per svelare allerazioni
funzionali del sistema anticorpale di natura diversa
dalte immunadeticienze, quali la sintesi ancimala di
preatne rclomeose, col peralire pud associarst un
quadra di immunodeficienza secondaria,
Informaziont pia precise sulla Fanzicnalita del
sisteina i rsposta umorabe sona fornils dal dosag-
aio della concentrazione nel siero delle diverse classi
di immunoglobuline. 1 livelli delle classt maggion,
lefh, ToA o Tph o vengono daterminali con leeniche
semplici, soprattutto mediante immunodiffusione
radiale o nelelometria, mentre per 1l dosageio delle
[eb st ricorso ceneralimama o melodiche radiogm-
munologiche od immunoenzimatiche. T valori ri-
sconlrall devono essere confrontat con quelli nor-
mali e et del paciente indicai dal sinpolo Eiba-
ralorio, Tall indaging sone opei alla portata di quasi
tutti 1 laboratert e consentono di porre diagnos di
Apammaglobuolinemi, df Delieil di Ted, di Toom-
nodelicienza Comune YVariabile o di Sindrome Iper
lghl. 51 deve tener conto che esiste una nolevole
vartalnlila del risullall e individue ed individuo,
mit valori di TeG inferiori ai 300 mgfdl sono forte-
mente sospettt per un deficit importante a carico di
guesta classe o al disotlodi goasta soelin, soprattol-
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Fig. 32; Traccalo elellroforelico delle proleine signiche di un pezients con immunodeficienza Comune Variabile: il quadro & caratteriz-

zdlo da grave ipogammaglobulinemia (2.4% dalle proteine totali).

to se 51 associano wlfezion rcorrent, dove csseoe
considerata Ta possilalitd J7 intziare ung lerapia so-
stiluliva mediante infusions di gammaglobuline, 11
riscontro di Bvelli abnormemente elevati di 1gE sie-
viche, se associsto alle altre manifistaeion caralle-
risliche, pud orienlare invece verso la diagnosi di
una Sindrome Iper-lgl,

La capacita di sviluppare ana risposta anticee-
pale specilics pud essere studiata in maniera sem-
plice, seppure parziale, mediante la titelazione delle
iﬁ-:‘rcﬂ‘u.‘rﬂggllJ1i!'1i|'|L‘:~H'IL‘.|'iL:||L: cha vicne esepuila pe-
neralmenle presso | centri teasfusionali, Tale indagi-
ne valuta principalmente una risposta anticorpale
specifica TpM. ma presents aleane Hmilaeanm, L
isoemoa e lulinine sone Fsiologicaments assenti nei
primi mesi di vita e divengonoe evidenziabili a par-
tire dal 3%-06" mcae; la titolasions Gdi guoesi andicoarpi
rivesle un signilicato diagnostico certo soltanto
dopo i due anni di eta, quando tuttn | sopgett nor-
mali hanne nel siere lvell misuealln di isecmoag-
elulining, Meeli individui di groppo sanguigno AR
nom sono presenti anticorpd né anti-A, né anb-B, e
pertanto in questo caso la titolazione delle isocmo-
agelitinme non & in prado di fTormire inlformazioni.

T gpuacsti soppel passone essere Gl 1 ivell delle
apelutining ¢lerndila, che appartengono anch’esse
alla classe [ghd, e sono capaci di reagire con emazie
eternloghe, soprattutio le comazie i mantone.

Lin imporlanle ¢ semplice strumento di valuta-
zione dell immunitd cellulo-mediata @ rappresenti-
to dall’esecuzione in vivo det test cutanci i ipee-
sensthilitd ritardata ned confTont di “antigent di ri-
chiamo™, Questa indagine, il cui prototipo & storica-
mente rappresentato dall’intradermoreazione Salla
Manloux™, & alla porlata di qualsiasi struttura sani-
taria per o sua semplicita di esecuzione ed il basso
costos &t basa sulls studio della rispesta inlamna-
o culsnes che st verilica dopo 48-72 ore dal-
"iniedone intradermice di un antigene ncontrato
in precedenza, Per il test possone cssere obilizzali
antigeni al quali la popolazions ¢ comunemente
eaposta od anligeni per 1 quali sia avvenuta un’im-
munizzazione attiva, Generalimaenle, per avers
corleas dell svvenola immunizzazions del pazien-
te in esame, ¢ consigliabile basarsl su dati anamne-
stic certi (ma anche dopo le comuni vaccinasion
i peceals pereenioale di segpetli normali non svi-
luppa immunita) o, pitt opportunamente, usare un
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adeguato numern di antigeni. 1 pit comunemenic
utilizzati sono Wessoide letameo e dilterioe, anligeni
streplococeict, P, Candida, Tricophytan, Protes,
e antigene parotitico. In aleuni cast si pud etfettuare
Pesame T5-20 pionni depo aver sollopoesio 1 peeien-
Les sl Tumunizeazions alliva mediante vaceinazione
con tossolde telanico e dilterico (che i possono
somministrare senza problemi anche o soppelli no
gpualt st sospedd gn'immunodeeienza), Per i test di
ipersensibilicd ritardata, 0 alternativa all’iniezione
itradermica che consenta Poso di quantitd corle G
claseun antigene (ed & pertanto meelio standardiz-
Zabile), sono disponilili in commercio applicator
in plastica moneuso dotat di pio festine imhevote
apnuna sen unoanlipgene diverse. Tali applicatorn
sono simili a guello del Tine-test per Mapplicazione
della PP1). Nell’esecuzione dell’csame con gualsi-
wopr i metsdien o onella waluladone ded risullab &
necessaria particolare attenzione. Infatti, anche se il
test € utilizzato principalmente come strumento per

cordare che 1 meccanismbcoimvolti nello sviluppo
della risposta culanea sone complessi. Intervengo-
nenlath Tapreseotacdome dellantipens da paria
delle “anligen presenting cell™, (] riconoscimento
dell antigene da parte dei hinfociti T richiamati in
sede, Pattivazione o la probilorazione Ji quesi oli-
mi & la loro unzione effetirice mediante produzione
di citochine, che si estrinseca anche attraverso la par-
tecipazione al processo di alte cellolae (inonaciti-
macrofagi in primo luogo), Pertante un risultato
negativo od una riduzione di risposta nel fest pud
consegniee sl allerwaont o earico di unodet molle-
plici livelli sopra menzionati, la cui precisazions
richiede 'impiege di tecniche it sotisticate. Per
condro, 1l riscontro depo 48-T2 are di e naposia
positiva anche se singola, rappresentata dalla pre-
senza di uha papula con infiltrate cutanen (di dia-
metro medio supertore ai 2o s s G usale Vappli-
catore, ai 3'mun se si & praticato Minoculo infrader-
mico), generalmente accompagnato da erttema, in-
dica ehe i | meccanismi sopea cilall posson es-
mere considerali foneaonalmente entro 1 “limili di
normalita’.

Per la valutazione del sistema fagocitario i (est
i sereeming song rappresentall dalla gid ricordata
conta dei neutralili ¢ dei monociti all’esame emo-
cromwcitometricn, che svela le alterazioni numeri-
che caratlerstiche d omumsdelcianze primitive o
secondarie, cui si deve associare Ianalisi della mor-
tologia der nentrafili all’esame microscopico dello
siriseio di sangoe periferico. Alerazioni dei granuli
dei neuteolili sono forlements sospelte per la pre-
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senza i un nnmunedelieit che coinvolpe guesie
cellule, quali Ta Sindrome di Chedial-1Tigashi o il
[hfetto della Tormazione del gramull secondart,

Per In studin di primo Tivello del sistema del
cornplemento un lest di npin dilTusione presso i
laboratori di chimica-clinica o di microbiologia &
rappresentata dallo studio dell’attivita coolitica to-
Lale (OHEO) T quicslo test vengono generalments
utilizzate come cellule bersaglio globuli rossi di
montone {(sheep red blood cells” -5RB che song
shali pratncubuall (sensibilizeall) con anticorpi Lebd
anti-SROC, A tale sistema rivelatore viene aggiunto
il siera del paziente in esame od un sicro di control-
Tev ehes Tomgeno i sorgents di complemento, La re-
azione viene misurata mediante valutazione spettro-
fotometrica dell’ emoglobima che si libera nel sovra-
patante eoohe illetie 10 pradodi Test dei glabuli ressi
di montone. [ risultati soneo sspressi-come inverso
della dilutzione del siero che provoca la lisi del 504
der glebuli rossi Tnquesto sistema i complesso an-
ligene-anticorpo rappresentato dall’emazia sensibi-
lizzala atliva il complemento altraverso la via clas-
sica, con attivazione sequenziale de C 1 C4, C2, che
porta alla Tormaeione defla ©F convertast della via
classica, Tn sequenza si innescano le fasi wlterion di
attivazione della cascata complementare Fino alla
lormazions del complesso C5ba789 o MAC (“mem-
brane attack complex™ che provoca la lisi osmotica
della cellula hersaglin.

Por Ta valuteione della via allernativa 51 pud
usare un sistema simile, m cul le cellule bersaglio
sono eoshituite da emazic i coniglio {non sensili-
lizzate} che hanno la peculiaritia di favarire la depo-
sizione 10 membrana del Cib, con conseguents For-
s ione della O3 convertasi della via allerativa
(C30BR), Lo suecessiva altivazione del sistema fino
alla formazione del MALC conduce anche gui alla
lisi degli eritracitt di coniglio. se sone preseoti i

[, non coinvolii nella via classica).

S deve nicordare che valor normali del CHAS1
possteno risconlrarsi anche inomalaltic associate o
ridotta sintesi od avmentato consume di uno o pin
faltor1 del complemento. poiche Mattivita comple-
mentare lWakale inguest sistent nen & diretlamente
proporzionale alla coneantrazione dei singoli fattori
el siero (riduzioni anche del 50%, di uno o pi fat-
Leart soner compatilali con on visolate normale o sl
licvemenle ridotta, Tultavia la mancanza complata
di un Fattore, come avviene nelle immunodeficien-
vor pramitive g carice del sistema complemenlane,
provocd costantemente una ridvzione del CHSO,

Mella valutazione del paziente, sopratiulto sc in
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eta pediatrica, e cur sisespetd T preserea di ung
nomnnodeleicnen, ra le indaging di prime livelle
vanno inclusi aleuni accertamenti di diagnostica per
imrmaging, Tra guasti T cadiogra G o, meglio, [ TC
o lo risonanza magneticp del torace possono docu-
mentare ['agsenza del thmo, caratteristica della Sin-
drome o D1 George, o idoaons diovalimme di gue-
sl orpano che possono verificarsi in caso di terapia
steroiden protratin o nelle inlezioni gravi, Talt inda-
gini possone dare informazioni anche su eventuali
guadri patologicl a carico dell apparato respiratorio
conscguenti alle inlezioni ¢ su alterazioni scheletri-
che che siassociano a fowme particedae i 1T primi-
e conme b loumunodeficienza combinata da Defi-
cit di adenosin-deaminasi o I'lpoplasia delle cartila-
gini {e~del sistema pilifego).

Pur nan rientrand o strellamente tra le lecniche
ulili per la valueazione funzionale del sistema inunu
nitarie, € necessario menzionare in questo paragrali
Hlesl sieredogicd pere indlesione da HIV Qoesh esami
infilli sono entrali in questi ultimi anni, data la sem-
pre maggiore diffusione dell infezione, tra le indagi-
ne el primee Tivello che devone essere esepuite me
paziendi in eui s sospetti una immunodeficienza.
Sulla base det dat epideminloaci, Mintezione da HIV
rapprescida altualmente T causa pig reguenle di
immmunodeficienza, 51 deve tuttavia vicordare che
queste, come te altre indagini sierologiche per la ri-
cerea di inlezioni, sono lepate al rilicvo di anticorp
specilict verso il patogeno a che per la produzione di
tali anticorpi @ necessario un Sistema onmnitario
capace disviluppan: 1'i.~g;[_11_1.-;1|.*.- anlicorpali normali nel
confronti di un antipene. Nei pazienti con sospetta o
dimostrula alterazione della risposta anticorpale le
mdagini infettividogiche devong cssers Tasals sol-
Pimpicgo di melodi allernalivi, non sierologici, ca-
paci di individuare direttamente la presenza del pato-

~geno [esami colturali, dimostracione i maleeiale
penelico del palogeno mediante PCR, ace).

ESAMI DI SECONDO LIVELLO PER LA
VALUTAZIONE TUNZIONALE DEL
SISTEMA IMMUNITARIO

Crande gl aceerbamenti di prime Livello hunne
comlermalo i1 sospatto di una immunodeficienza, ma
o lanno consentito di porre una diagnosi precisa,
atdeve proscguire Miter disgneshico con aseerkimnen-
1 di secondo livello. [n aleune situazioni si deve faee
Fieorso o tall indagini anche sulla base delle manile-
stazivni cliniche, poiché s O priomo lvello pos-
sono presenlare limiti dingnostici. [ necessario

HOZIONT CEEMERTART DI IBAMUNMOLOGEA CLINICA

vorlare che aleuns immunodelicienss primitive par-
ticolarl possono csserc presenti pur con risultat
completamente nermali dei tes0 i "sercening™ Tin
gui ricordati, Cid s verifica, ad esempio, nelle im-
munedelicienze del sistema anticorpale delle sotto-
classr [edi mene rappreseniale quanlitalivamenle,
nedla Malaltia Granulomatosa Croniea e nei Deficit
funzionali granulocitari; inoltre il quadro di alcune
immunodeficienze secondaric pud provocare alle-
raveionni Mumeicnadi del sistema immmunilario pit sfu-
mate ed evidenziabili soltanto ricorrendo ad accer-
tamenti poa safisticati. Mel prossimi parageal’ le
indagim i secondo livello saranno considerale in
base al settore di indagine verso cui sono rivolte, ma
i questo paragrafo vengono fornite alcune elemen-
tarl insrmweioni sulle principalt feeniche Impicgas-
le ned principali di questi test,

Citofluerimetria a flusso

In numerese situazioni la citefluoeimetria a Tos-
s I soslitoite Danalisi in microscopia a fluorescen-
za nella rilevazione su cellule in sospenstone di mar-
catori evidenziabili principalinente moediane anticor-
piconiogati con fluorocromi. Rispetto alla micro-
scopin questa metodica presenti alcuni vantaggi; 1)
analisi di un numere notevelmente superiore di cel-
lule e quindi maggeior precisions dei risultali, soprat-
tutto quando vengano esaminall marcator espresst
s peeecd numert Ji cellule; 23 Tintensit i Do
seemzd cmessn & analizzala in maniera quantitativa
ed obiettiva e cid elimina @ problemi legati ally sog-
gettivitd i analisi dell’occhio wnane nellesame al
rmicrsscopHo, soprallullo neksaso di marealon espres-
si a bassa densitd dalle cellule; 3) possibilita di ana-
lizzare contemporaneamente sullo stesso campione
Pespresssione Ji pid marcalon (lno o 3 con 1 cito-
fluorimetri attualmente pin diffusi), fatto che con-
sente, a seconda del marcator scelti per Pindagine,
i stuciars contemporanesmente T preseme nel cam-
pione di popolazioni cellulari diverse, impiegando
anticorpl che riconoscona marcalor cspressi dalle
cellule in maniers mutoalmente eselusiva, oppure di
rifevare ["espressione contemporanea sulla stessa cel-
lula di mareatori diversi, che ne possone identileares
apprtencnzn ad una cerla lines o sd un certo stato
funzionale. Nei citofluorimetri a Musso 81 possono
wdentificare tre componenti: 1) la fluidica che & strut-
arata o modey da portare e cellule in sospensioneg
nel campione in un flusso ordinato alla camera di
conta, dove avviene interazione con la luce Tasor
23 Bparte ollies, st e sorgent liminose Li-
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Fig. 33; Rappresontagicne sehemalicn dron cileluorirmetro g Husso, Sono rappresantita: 12 componenta fluldica, cha porta be callils
dal cainpiong in fluzse ardinata alla camara di conta; la campanante otica cha ganera il segnale luminoso e rileva come queosto &
mocificatn el interazions con la celiula & i lucrocromi ad essa legati: kb cormponanbe elellronica che rileva, wlaleora & nigimszes e
oo singola tellula i diversi parametd che laidenlifcang & carallerizzans,

ser i oppdrtuna lunghezza 3" onda, an sisteime i
speeehi, Tenti e Gl e aleunt sensort { folodiodi e fo-
lomoltiplicatori) che sono in grado di trasformare 1l
segnale luminoso emesse dalla cellula ehe inleeapi-
see con o loee Taser in un sepnale eletteico; 33 la
compenente elattronica che (raslormi i seenle elet-
trico analogico emesso dut totodiodi @ I1':1;'>m-:'r]1ipli-
catori nun segnale digiale che vicne claboralo alel-
ronicamonle dal computer @ memorizzato (Figura
33) Neit citolluorimelri o [usse per ogni cellala ehe
interagisce con la hice Tasor 81 oltenpono, allrverso
1osensor che possong rilevare 1 segnali luminosi a
diverse lungherze d onda, diverse informazioni {pa-
ramnelril. La rilevazione della loce laser alla slessa

limgheeza o 'onda della sorgente luminosa consente
di acquisire informazioni sulla luce diffratta, refratta
o riflessa da parte della cellula: Tali clementi sone
el “parametrt intrinseci” perche consentono di
wentificare I cellula sulla base delle sue caratteri-
stiche peculiari, guali le dimensicn (eilewale dal co-
arhlolla “loraard seatler™) o Lo complessith della
membrana, del nucleo e del citoplasma (rilevato dal
“aide scaller™), Sulla base del parametri intrinscei le
tiverse componenli celular nel campione in esame
possone gsserg identificate in manicra sostanzial-
mente simile a4 quanto avviens nei contaglobuli au-
tonmatizzati prodispeesto a Toreee L Tormuoly leoeosi-
laria: cosi, ad esempio, in un campione di sangue
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“intero™ dopo la lisi eritrocitaria si possono distin:
guere i linfociti, i monociti ed 1 granulocits {Figura
A4 Con Mimpicea dei progeamom della componen-
le eleltronica & possibile analizzare nell ambito delle
diverse popolaziont cellular quella che interessa per
Tespressione degli alln paramaeted {parameled estrin-
sect), | parameln eslrinsecl sono rappresentati dal
seanale lumingso o diverse lunghesze d’onda emes-
50 dat Hluoroeromi coniugati azli anticorpi utilizeati
por ] riconoscimente di marcalori presenti sulla cel-
lala, Con Muso di antisierl o anticorpt monoclonali
marcati con differanti Miorocromi & possibile otle-
e, (e apnuno Ji essi un seenals nomerico pro-
porzionale alla luce emessa dalla singola cellula alle
diverse lunghezze d onda, che a sua volta & propor-
ctomiale all"csprossieone Jellaolisene ricongseiulo
dallo specifico anticorpo. Si possono cosi avere in-
formaziont, per ogni cellula sulla densita di espres-
stone Jdi oo mareatore salla membrana sallylae (Fi-
oura 35) o, sottoponenda il campione ad appropriate
procedure, all interno della cellula stessa. [Jimpicgo
cottemporancs di e o tre dnlivorpi diverst rivell
verso differenti marcatori e conivgati con fluorocra
mi che emettono a diversa lungherza d onda (oene-
ralinente isctiocianalo di Mooresecing = FITO, Meoe-
ritrina - T e prodeinaperidin-clorofilia - PerCT) con
sente una valutazione guantitativa di componenti
cellidart diverse nello stesso coonpione, Ad esempio
nell’ambito dei linfociti & possibile valutare la per-
centuale di cellule T (U133 ¢ B (CD19Y {Figira
367 T allernaliva, con 1o slesso sislema, si pud slu-
diare 'espressione di due diversi marcatori espressi

b
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sulla stessa cellula; cid pud permettere ad esempio
di precisare o stadio maturative o la fase Tuneaonale
i v determinala popolazione cellulars (Figura 377
Lacitofluorimelria a [usso costituisce oggi Cindagi-
ne di laboratorio fedamentale pee laosalubeeone
guantilativa nel sangue perilerico o su campioni di
altra origine di cellule delle principali popolaziont o
sottepopolaziom lindecilarie o delle cellule MK,

CHire o questo impiceo pio difTuso, con la cito-
fluorimetria sono possibili studi sul contenuto in
acidi nucleici o in proteine della eellula wilizzando
approprialn mareator Moereseenti, In gueslo modo
sl possono avere informazioni sulla ploidia cellula
e di uni particolire popolazione (ricerca e quantiz-
zazivme i eventuali cellule ancoplowli) o salla col-
loeazione delle cellule di una popolazione nelle di-
verse Tast del ciclo cellulare.

Indagini geneliche e molecolari

Southern Moving

I “southern Blotling™ consente "analisi del DNA
dopo che guesto & stato frammentato da enzimi i re-
strizione, prlicolan endonoeleasi di origine ballerica
che "ragliane™ 1l DNA i corrispondenzn di sequenze
nuelentidiche diverse per ciaseun cozimn Dopo Ia
fammenlazione il DNA & solloposto a eletlrolorasi
st gel che separa i Trammenti in base alle lore dimen-
slont ed 1 frammentl sepacatt possone casere denato-
rali e frasleritd soomembrane di nilrocelluloss o di
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Flg. 34: Graficn ottenutn dall'analizl hiparamelrlsz in
citofluarimetria dei pararmctri intrinzed [ oitogrommo™
dile callule o sangue perferog dopo s eriliccilan,
Le divarze componenti callulan dei leucoqiti, lindoei,
cranulnciti & menacit possono assers individuate sulla
g delle caratterstiche intrinseche cilofluarimetriche
& pin congenle un'enalisi differenziata sulle popolazio-
ne in asame par lo studio dell’espressiona di uno o pid

T
AN0 G0 and
FaG-Haight

| rrarcatar] individuabil son limpieoo di anticarp speci
1000 fici marcati con fluorocromi. Vieno indicata la Tinestra
ai armlhz sulle popclaaon intocilane,
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Fig. 35: Grafico relativo all analisi medicnic citofuonmel'ic e lusso
dell aspressong o un marcelure sulla superlicie cellularg
{"lstogramma moneparameliricn™). In ascissa e rdpotata lintan-
sita dl flunrascenza, mantre || nrdinata & espressa il numera o
celule. Con tale tipo o indagine & possibile studiare & porcen-
It i celhule chid, neilarmbilo dells popolezions in esame, aspri-
mono un particolaze marcatore individuahile con 'usa di un
Antinnrpa flunresceinatn & i3 densitd o espressione, che & pro
sorzionals all'intensita di foorescenza, 1 test & inolre idoneo g
sluddiare in condizigni o baze, g dope stimoele, |2 modilicazioni
dell'esprassiong o un marcatora rispatto Al "conteall”. || graficn
oui fiportatn sioriferisce alle cellule che esprimone it D19,
rmarcalore dei lifocill B, mellambite den hnlocil tolali.

Fig. d6: Grafico ottanutn dall'analisi biparametrica in citofluo
rimetria dell'dspressione o due mancator individuabili modianle
sk rmonockonal rogrealio con luorcoremi diteregnti su ung
popolazions callulara. in questl cliogramiml, 10 asclssa & Indicala
Mrtansitd di flunrescenza verde (isotiozianato o fuoresceina
FITCEH inordinata Mintesith O fucreseenss arancune (ool
PEY. Qgni puniadel citogramma ceripende alla collocazione nal
nrafico di aoni callula analizzata sulla hasea di nuest doa para-
ragtri. Mell'analisi si ottengona quattro quadranti: guellain basso
a siuslia in oo song comprese e cellule che non espinnons |
rirealorin gsarme (celiule - -5, quelio in basso a destra che com-
prenda fa callule positiva par il marcatore ricenosciutn daall
antlaard mareati aon FITC (callule 1 % quello in alta o sinistro
dove si posizionano o collule positive por il marcalore feono-
seiuly dagh anticorrimarcet con PE jeelule -+, queallecin alic a
destra che comprandea e cellule cha corsprimanad dus marcatord
rellile 4541 S s utlizzano anticorpi che riconcscono mole
cole capresse i pogo oo Bofocilaric mom@riere iuluglrme e
agelugivag, auesio lpo diindeging consents 3i guantizzara su un
singolo campicna le parcentuali di cellule appartenantl alla dua
popolazionl. In questo graficn vangono mastrati infocit T GO
{rmarcati con PE} & B QDY marcati con FITS).
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Fig. 37: Grafici ottenuti dall’analisi biparametrica in citcfluarimetria dell’ capressione o due marcalor indseduskal medianle wolicor
rmonoclonali marcati con lugracronm diffemnl su una popolegiong cellulare, In guest ctegrammi, in ascizsa 4 indicata lintensita d:
lluoregeenzs verdy (isoliccianato di fiuorescaina-CmE, in ordinata lintazita di fluorescanza aranclona ficnsdtrina-PFE). Ognl punto
dal citogramma costiponde alla cellncarions nal grafico di ogni celluls analizzata sulia baseo o questi due parameti; el analisi 2
attengone’ qustire quadrant: quello in zasso a.sinistra in cui sono comprese o cellule che non espomano Lmercalun in esame
(zellule 3 guello in Basso a destra Gl comprende e eellule posilive per il marcsters iconescivto dagli anticargi marcati con FITG
(uellule +5-1; guelio in alte & sinistra dove si posizionano la callule positive par il marcators riconosciuto dall anticnepd mareati con PE
(callula --+): qualle inalto a dastra che comprands [e sslluls she coesprimona i due marcaten (cellule +;4). Cuesto tipo o indagine
consents di valutare la cossprossione o duc marcaton sulla slossa popolazione cellulane, [ guesto cago @ slale valulol | espressios
r gl e mangelone oi slbivazions dei linfocili T, Pentiggne DA (PE), sui linfociti CDA' (CITS) di un pazianta con LES a0 & 00 un

sogaetio normale di contrailo (G.0).

nvlon. A questo livello, utilizzando appropriate sonde
i mareate (eind fTrammaenti G DNA complementa-
i alla sequenza del gene in esame) ¢ possibile evi-
denziare in autoradiogralfia tra i frammenti trasferiti
st meimbrana quelli speci e del sene in guestione,
Clon "applicazione di questa tecnica allo studio delle
tmunodelicienze & possibile diagnosticare alcunc
torme provocate dalla deleaone totale del gene, che
provies I assenza di seenale radioattivo all’autoradio-
grafia, Sono inolire evidenzinhill grossolane altera-
zioni di un gene come inserzioni o delesioni paraali
che provocane all’aulemdiogralio Lo mareatura di
frammenti di dimensioni anomale, minori del contral-
lo nel caso di delemioni, maggion nel caso di inserzio-
i Chocsa Leenica folbavie non consenle generalimen-
te di evidenziare le mutazioni puntiformi, che sono
provecate da alteraziont df oo singelo noeloeotide ¢
che cosliluiseons [ causa pin frequente di mutazio
ne. [n questi cast solitamente "alterazione non provo-

cit nbarnen delle dimension dei Grammenli @ meno
che la mutaziona non rizuardi proprio 1 sit di restri-
zlone del particolare enzima impiegato, Nello studic
finziomale del sisteme Tommmalarie con L leeniea dil
Southern blot & possibile, ad esempio, identificare la
delexione completa di uno del geni che codificano
prer e eatens pesantt delle irmmmonogdebodioe, alteea-
zioni che provoca un quadro di immunedeficienza
peimitivie del sistema anticorpale caratterizzato dal-
assenza completa di una classe o sotlechese T
Ui notevole progresso nello studio genetico, sia
dal DMA che del RMNA & venuto dolln possibilita di
ottenere un numera notevole di copic identiche i
sinpedi Mrarmementy dil DNA mediante la reazione di
polimerizzazione a catena (PCR). Con questa lecii-
ca sono divenute dispoaibili rilevanti quantita
DMNA purilicalo per analisi peneliche di sequenze
nuclectidiche e per la wdentificazione di eventual
mtaziont, imprego della TOR G possitile anche
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per Camplificazione di sequenze dimRNA, median-
te conversione di questo 1 cDNA con impiceo
el b Traserillast inversa.

Polimorfismo di lunghezza dei frammen-
ti di restrizione

L Yimpiego deeli enzimi di resteizions a consens
Cile i dimosirare chi Lo stessy regione cromosomica
pud differire in diversi individui per la presenza o
mene i alcuni st direstrizions soocoi spiseono
quasle endonueleasi. Anche nello stesso sosgetto
sone possibili differenze tra i due cromesomi omo-
logzhi e Lo stato di eterozipost caratterizzato dalla as-
SUIFE O prescieen o on pariicolare silo i restrizione
pud essere dimostrato mediante il Southern blotting.,
MNei soggeltt elerozigoti, utilizzando la stessa sonda
i DNA raclicmareaty specilics per Lo regione di
DINA che i intende esaminare, si dimostrerd la pre-
send di due bande di diversa lungherzza, anziché
un'unica hamlacome ;l_x-"'.-ikc‘:nL_: L s e | oo pee-
i, Con Mapplicazione di guesta leenica allo studio
genetico di Tamiglie in cw st sone manitestati pin
cast drouna medesima makatlia, € slalo possibile
mappare i geni di numerose malattie geneticaments
determinate, tra le quali alcune immunodelicicnze.,
Ulna ol avvenata Midentieseione del pene coin-
vollo nells palogenesi di tali imnunodelicienze, uti
lizzando [o studio del polimorfisme dei frammenti
i restrizione ¢ passibe, impiegando nel Southaern
blotling sonde appropriate. la dingnosi della malat
tia anche tn fase prenatale (valutando ad esempico un
campicme prafevato dar villi cocialid o MidentiMNea-
wione dei porlalort asinlomatici. In particolare, nel-
Mambito delle immmunadelicienze primitive, fa dia-
ghosi prehatale o Pidentilicasione dei porltalor
medizmte samalisi del polimerlismo di lunghezza dei
frammenti di restrizione & possibile discrinunare fra
le altre formie Ummunadelicicnea Grave Combing-
a legata al eromosoma X, "Agammaglobualinemia
legata al sesso, la Sindrome di Wiskott-Aldrich, la
sindrome [per-laM. P Atassia-leleanpgectasia, Mpo-
plisia delle cartilagzing e del sistema piliferc, nonché
la Malattia Granulomatosa Cronica legala al sesso.

Noriftern Mlofing

L Northern bletting™ & una tecnica che consen-
el stodisre Pacido nocleico traseritlo, cliod 'RNA
g di svelarne prossolane alterazioni. | principi di
guesta tecnica sono simili a quelli del Sowthern Blot-
tinp. PPRMNA denaturalo viene sollopasto ad elettro-
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foresi e successivamente traslerito su ona memlna-
e eloees svviene ibridwsione con ung sonda speci-
fica radiomarcata, capace di identificare un partico-
fare mRMNA. Con questa metadicn & possong avi-
demeisre siluagioni nelle quali si verifica la forma-
zione di mAENA i dimension anomale {che nella
elettroloresi assumeng posiaivni divarse did control-
iy men anehe quelle situazioni nefle quali la muta-
zione genetica impedisce la trascrizione del DNA in
mENAL Anche guesta metodica fwllavia non G o
prae di svelare Te mulazdoni puntiformi che non
modificano le dimensioni del trascritto, pur poten-
do provocare modificaziont che rendonn non fun-
etz T proleina codilieata

Ihridasione in sith

1 Zibridawione in silu o e lecmies clie consenla
di localizzare a livello cellulare o cromosomico par-
tcolart sequenze di DNA {dopo denatarazione) o di
RMA Al scopo siousana sonde di TINA o di RMA
a singla clics radiomareate o marcale con sostanze
idonee alla rilevazione con tecniche di fluorescenza
o con alter metod) di ealorazione. Sipoted cosi rilevi-
re sul compione in esame (ad esempio cellule fissate
s velring) la presenza di sequenze di acidi nucleic
complemaentart a quclle dells sonda usata. Tn partico-
lare sl studio funzionala del sistema immuanitario
la fecnica pud cssers inpiegala per evidenziare alte-
razioni deai gend a livello del DNA o T proscines o
mene nella cellula di mBMNA relativo o particolari
proteine {citoching, antigeni di membrana, ecc.).

Lponizzogione {inaitivagiome del cromosoma X))

Con i termine lyoenizencionc”, derivato dal go-
mnome della ricercatrice M. Lyon che ha scoperto il
lenomeno, stondica Vinattreazione funzionale dei
poni presenl suoono e doe cromoasomi X del sop-
gelli di sesso femminile. Questo meccanismo evila
che, rispetto a1 maschi, siano prodotie quantita ce-
ceasive daelle proteine codilieate da preni present
sul cromaosoma X, di cui nelle femmine esistono due
copie, e che sono assentl sul crompsoma Y. Geoe-
valimente i fenamene svvicoe oo manicrs casuadls e
uindi in meti delle cellule femminili sard inattivato
il cromesoma X di origine materna ¢ nell™alira motia
quello di crigine patcrma, Quando sooone dei coo-
moseri X & presenta un gene mutato si verifica una
inattivazione preferenziale a carico appunto di tale
cromosemsa. Con Pimpicpe di lceniche molecolan
che consenlono di distinguere tra loro 1 due cromo
soind, quello di origine materna e quello di origine
paterna, ¢ possibile docwmentare quesle situaeion



[ 304

et sl hivaione del cromosoma X non avviene
in maniera easuale ma preferanziale. Studiando le
linee cellulart coimvolte nella immunodeticiensa,
con questa feenica o possihile Pindividuaeione dil-
le fernmine portatrici di Agammaglobulinemia e
aata al seszo, di lmmunodeficienza Grave Combu-
nata legata al cromosoma X ¢ di Sindrome di
Wiskot=-Aldrch.

Western Mortiing

Lo Westeen Dledling, & una aenica i biologin
molecolare ulile per lo studio delle proprietd chimi-
co fsiche del prodotto proleico di un determinato
gene, Chuiesta indagine si allianca alle classiche fee-
niche inmmunelogiche utilizzale per dimostrare la
presenza di una proteing in un substrato mediante
reaziont mnunoensmatiche o di ammonolloore-
scenza con |impiego di anticorpi specifici, oppor
tunamente marcati. ln questa tecnica le proteine
venpono esbralle o, dopo separaaione medianle
elettroforasi, sono trasferite su filtro, Successiva-
mente ¢ possibile Midentificazione della protema,
dio cui In oatatone cletbrolorelice mdica i1 paso
mlecalare, mediante un anticorpo specifico mar
calo con un draccianle,

INDAGINI PER LA VALUTAZIONE
FUNZIONALE DELLA RISPOSTA
1IMMORALR

se le indagint di prime livello non hanno porta-
Lo sl e esalta delintzaone dingonosticn o hanno [or-
niter risaltati dubbi, per lo studio del sistema anti
corpale @ necessario ricorrere agh accertamenti di
secendio Bvelo {Tabella XXV,

Si deve ricordare che nella quantizzazione delle
classi lg effettuata generalmente con immunediiTi-
siome wadiale, nelglomelria o innmunoeletirolforesi
(“tecnica roclet”), sono possibili risultati erronei
-legati a situazion particelari. [nalcuni pasicati con
Meticil seletlive di oA sone presenli in sircolo an-
ticorpi cross-reattivi con le proteine dei ruminanti
che pessono provocare artefatli se nella rilevazione
somwy vl eeali anticorp i capra o di pecora. Lo dme-
munodi Tusione radiale pud sottostimare la concen
trazione di Lg in caso di mieloma o di maceeglobu-
linema di Waldenstrem, Ta preseoes di Taltore rou-
il pud provocars una sottostima delle 1gG alla
immunadiflusione radiale e soveastima in netelome-
tric. Inaleune patologie quali " Atassia-leleanpecta-
s o Sinedrame Tper-Tphd, i LES ¢ I Arlrile reuma-

SMOEATON] ELEMERMTARD D IR WL O A CLIMICA

loide sono presanti in circolo Tghd monomeriche ¢
b concentrazione degli anticorpl di guesta classe
puc risultare sevrastimita nell immuned i Tusaone
radliale o causa della diffusione pin veloce del cam-
plone rispetto agl standard.

Come gia ricordata, @ livelli sievicn di g rappre-
senbany 11 mAsullalo nelio di sintest, distribuzione,
metabolismo e perdite di queste molecole da parte
dell’orgamisme, Quando st sospettt che la nduzione
th [ conacoua ad allerasont metabobiche (eocessi-
vir ealubolisme) o perdite, pud fornive indicazioni
utili 1o studieo dell’emivita biologica delle lg dopo
reinfusione nel pazicote O wna certa gquantity Jdi Ty
maredle con un lraceianle (ad es. radiomarcate).
Sono statl descritt cast di Distrolia miotonics in cui
e presente un deleit anticorpale provocata da alle-
rate caliabolismo delle Ted.

Duando 1 [evellt delle leGototali nsultano infe-
vivsrt o prewssiond ar Tondli infarion della norma, deve
essere colsiderata la necessita di eseguire un dosag-
eio delle sottoclass: 1g; esame ¢ anche indicato
guando i1 desappie delle classi magpion abbia do-
cumenlato un deficil di leA, data la frequenza con
cui e due alterazioni st associano in quadr partico-
lard eli 113 primitive del sistema anticarpale, Quoesta
indagine viene generslments effelluata mediante im-
munodiffusione radiale, pit semplice ¢ meno costo-
sa, riservando il ricorso alle metediche radicimmu-
nedemichie o rnnomo-eimaliche (pit precise, ma
pill costose) a quel casi in cui i voelia verificare se

Tab. XXX¥III. Principali indagini per la valutazione
funzionale del sistema umorale

Elettrofores) delle protgine sieriche (valutazione dei liveli di
crmima-globualing inralkeions all'elé e rapporio con gueli
dell'alburmina}

- Desagagio dalla classi magaion oi lg (g, Iga, Igh; madiants
immuna diffusione radiale o nefelometia, 1gE madianta AILA
o ELESA
Dosagaio delle sottoniass 196G

- Naterminaziona delle g nelle sacrazicni
Titolazione delle isoemoagglulinine sieviche (o della
eleruagglualinine)

- Malutazione della risposta antlcorpala spacifica (varac
antigent cormunl o dopo immunizzagions attiva primaria o
scondaria)

—  Sludiv dell emivita bielegice delle immunoglobutine

— Walutazione del numero dei linfociti B cireolant

— Shirdin dall’asprazaians dal BHC slasea 1 eolla memilzrana,
delle cellule &

Stucho a lvello midollere della preseoca O celiule dells liss
B i diverse lugi inatlurdlive
Valutazione funzionale In vire dal lnfocil T

- Prolifaraziona linfocitaria
Produzione di anticorg m il

= Incdagied oi biclegig moleeolars

= Alire indagini (studic daelle area D-linfacitaria g0 blopsia
linfonoelali o della mucnsa intestinala)
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ad un Trasse vadore ollenuto allMimmunodiffusione
corrisponda unassenza completa. Sideve rHeordare
che per il riconoscimento delle sottoclass [pG. data
L preseiees di unomolopgia superiore all”80%, & ne-
cessario far ricorso all uso di anticorpi monoclonali
e che 'immunoditfusione radiale pud presentare dei
lenits net desmappt delle soltoctasst o [pG mene vap-
presentate, cioe [eG3 ed 1aGe. Un deficit di queste
due sottoclassl pud verificars) n presenza oi livelli
i TgGr watali perleltamente mormeali, propric per la
lorey searsa concentraziona relativa nell™ambito del

la classe, mentre nei deficit delle sottoclassi 1g(il
{che da sola rappresenta oltre i1 50% delle Ted sie-
riche) odi G2 & Trequente 1] riscontro di una ridu-
zione delle [pG totali, Qualora si rilevi Passenza
completa di una sottoclasse [0 analopaimente o
guanlo avviene per il delicil completo di una elasse,
la confarma che il deficit & conseguente allu dele-
zione del gene cornspondente & Tornita dallo studi
medlizanie Southern blol presso una strulturs adegua-
lamente specializzata. Con questo metodo si polri
documentare lardelezione mozigote del pene por In
Cealens pesanle assenle in eircolo,

In aleunt casi pud essere wlile ln determinazione
delle lg m Huidi corporel diversi dal sicro, soprat-
[utier lo seerevioni, Tra gquesle viene studiata in par-
ticodare |a saliva per a Tacilith di tagcolla: La deter-
minazione delle lg A nelle seerezioni costiluisee wi
stromenta ulile per o studio di un importante mec-
canismo di difesa del sistema immunitario. Infatti le
lgA presentl nelle secrezioni sono sinlelizcale da
plasmcellule presenti nella soltomueosa ed espli-
cane una funzione biologica primaria a livello delle
mucose respiratorie, dell’apparato digerente e del-
Papparato uropenilide. Sone anlali in grado di inal-
tivare i patogeni prima che questi penetrine nell or-
ginismoe € riescono cosi a impedire infezioni locali
e sistemichic. 51 ritiens inolire che Pacione dells L
seeretorie a livello dell"apparato digerente ¢ respi
ratorio. anche per L loro steuttura domerica e la re-
attevita bivalente, impaedizes b penctrazione nell o
ganismo i antigeni alimentari @ di sostanze aero-
trasportate. In guesto modo potrebhern mibire una
rispoata anticorpale madiak da allve elasss, quali
lphd, 1pl e Torse 1ol nei confronti di tali antigeni,
Questo polrebbe essere une dei meceanismi per cui
aogeelli con delieil O TpA avrebbero una maggio-
re facilith di sviluppare risposte gl nei confronti di
antigeni ambientali ubiquitari. come avviene nells
s lalties slopiche, Per il dosageio delle 1gA salivar
& preferibile Mimpiego della immunoeletteodi MTusio-
e fale tecnica risente meno dellimmunodi Musio-
ne racdiale ¢ della nelelomelria delle interferenze
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provacate dalla prescnza di mucing nel campione,
Ln alternativa, ma con costi Maggior, possoeing cise-
e ulilieali metodi immunoezimaticd o radioimmu-
nologici, 5i deve ricordare che il dosaggio & mirato
a stabilire la presenza o meno delle TpA nei sceret
et Lanls Mnaliesale ad onag preciss quanbzeazio-
ne {infatti come standard si vsane nei test [gA gie-
tiche monomeriche, pur utilizzando dei Tattor i
correzicne). T lest & otile per la dinenost d Delicil
selettive di TeA e nelly diagnosi differenziale tea
forme transitorie e permanenti di ipogammagloha-
e, Con aleone vacianb 1] lasl consenle 1l do-
sagoio delle sottoclassi 1gA |l e TgAZ, ma, al mo
mento attuale la determinazione delle sottoclassi sui
secrett e utile, in combinazione a quella csepuila sal
sicre sollanlo per ladingnos di delicic di sottoclas-
se laA da delezione dei geni per le catene pesanti,
naggranta alla titelazicene delle isocmeappliot-
nine steriche (e le indaging di primo livello), alou-
ni fest relativamente semplici consentono una pin
precisa valatazione della risposta anticorpale anti-
peni=spec e, A queslo scopo possono essere uli-
lizzati metodi capaci di rilevare anticorpi rivolti
verso antigeni ai quali la popolarione & comunemen-
I espasta ol anlicorpi prodolt in consepuenza di
una immunizzazione adiva, Tra i primi st devono
rcordare le antistreptelisine e oli anticorpi batleei-
cili vorse Escherichia coli. Per Lo studio della rispo-
sta anticorpale dopo immunizzazione si possona ti-
tolare con metodi immunoenzimatici gli anticorp
virso le lossing dillerica e tetanica o quelli antiper-
tagsse, Per la valutazione in vive della risposta verso
la tossina difterica pud essere utilizzato il test (i
Sehick, che congiste nell iniedone intradermica di
una dose piccolizzsima di tossing difterica (1550 di
dose letale per fn cavia). Gl individu che non han-
nty anlicarp sviluppang ona readdone losale erile-
matosys (@ talora necrotica per azione della tossina)
mentee colore che hanno anticor specitici neutra-
lizzano la fosaima o soon elell nen soman sl
no, Dulo che dopo vaceinazione con tossoide tetani-
co sl pud sviluppare una nsposta immunmtaria celli-
ler=medinga che nel soppeti mmoniezali pus provo-
care a livello locale un quaden simile al fest di Schi
ck posilivo, ma di significato opposto, nel test di
Bchick s usa corme contrello I iieeang nell asvam-
braccio controlaterale di una dose di tosseide teta
nico andaloga a quella di tossina utilizzata nel test.
Ol w1 alebby studiare un soegello non ansora
immunizzato si pud fare ricorso alla inoculazione
del normali vaceini previsti dalla legge, guali quelli
et betang dillerite o palicmichide (con vitus ueeiso
- waceing Sallky. 8i deve ricordare che quando si
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sospedli un'immunodeficienza é obbligatorio esclu-
dere Mimpiego di vaceint vivi (polic-Sabin, marhil-
Tov, rosetlia, praarolilis, vaiolo) che possone provociee
in questi pazienti infezioni generalizzate, talora
molto gravi, Met soggett gid immunizzati pore tela-
ney dilterite ¢ pertosse, 1 el depli anticorpi spe-
eilicd possono essere titolal dopo aver effettuato wna
iniezione di richiamo,

sulla base dei sugpenimants dellPOMS, pod es-
sere studiata la risposta anticorpale dopo immuniz-
zazione con il balteriofago I'X174, che non infetta
I"vomo ed & un antigene petente ¢ sicuro, i cui pod
anche casere rilevali T “clearanes” con leeniche ap-
propriate. Per lo studio della risposta anticorpale nei
confronti di antigent compostt da carboidrati, pos-
sond essere wlilieall pecl immuniaaaiang 1 poeli-
saccaridi pneumococcico, meningococcico, quello
di Haemophilus o antigene Vi della Salmonella
tiphi. Tale malagine & otite pochd song $1a 0 desceitli
casi di individui con infezioni ricorrenti che presen
tavano un deficit di risposta anticorpale verso anti-
peni polisacearulics, con normale risposta 4 guelli
proteici, 11 fitolo anticorpale viene rilevato dopo due
settimane dall’immunizzazione ¢ pud fornine otili
mlormaeiont sulla capacild del sistema immunita-
rio di sviluppare una risposta anticorpale nei con-
frontt di antigeni refativamente “timeo-indipenden-
1785 deve Intavia rieordare che questi ed altr an-
ligeni polisaccaridici non sono utili { perché tale tipo
di risposta si sviluppa lentamente) e possona esserc
addirittura percolost nel bambing sollo  doe anni. o
miene che gl anligeni non siano coniugati a prote
ne {in questercaso lultavia Mantigene diviene “touno-
dipendente™ ¢ siomodifica 1l siowliealn dal esl),
Inolire Pinlerpretazions dei visuleati nei bambini
sotto  einque anni pud essere difficile. Allei antige-
i utili per lamisurazione della visposta anticorpale
all immunizzizione primaria sono, secondo la indi-
cazioni dell"OMS, il virus ucciso dell*encefalite da
zecche e il vadomn B dellepatile.

La rilevazione della rizposta anticorpale dopo
immunizzazione primaria o secondaria ¢ general-
mente eflettuata con maetedi iomuonoenamalic; per
apni anligens venpono forniti dal laboratorio degli
standard di normalily per la valutazione della rispo-
sta, Lieneralmente si pud conaiderare novnmala dopo
3 seltirmane dall’immunizeazione un aumento di al-
meno 4 volte dei Hvelli di anticorpi verso antigeni
proteict e di 2 volte verso amipani polissecaridici,

Tra le indogini di secondo livello per la valuta:
zione della riaposta umorale sono inclusi 1 test per
la valutazione del numero dei linfociti T circaolanti,
Tali accertament vanpgong peneralments efTeliuac

MOFEIOR ELEMERNTARD O IMMONGLOGIA CLINICA

S0 un campione di sangue intero mediante citollun-
rhmelviaca Tusso ulilizcando anticorpl moneelonali
riviolti verso marcatori specifici delle cellule della
tinea hinfocitaria B (vedi capitola 1.2} [ imarcatori
[ commnemente impleli song 10 CO 9 (ehe com-
pare precocemente durante la maturazione delle
cellule B, alle stadio di linfociti pro-B e scompare
al momente delba differeoetivaone i plasmaeello-
), il CD20 (che compare pi tardivamente del
CIR, alle stadio di infocita pre-B e viene perso
anch™esso quande 1o cellule st dilTerenetane in pla-
srogellule) o le g di membrana (lghd soprattutto);
menao utilizzati sono il CD2 1 (CR2, receltore per il
Cad ed EBY ) ed il 1220 La valatazinone numerica
et linlocitl eireolanti deve essere sampre el Lo
sia in percentuale, che in valore assoluto, Tea le ID
primitive, le cellule B sono praticamente assenti in
cireclo o fortemente dioninuite nell® Agarmema g lobo-
linemia legala al sesso, nella Immunodeficienza as
socialn a lmoma, nella Disgenesia reticolare {in cul
el nomerieo dei linfoeiln B st aceompacng o
guelln delle cellule di altre linee) ed in alcuni pa-
zientl con ITmmunodeticienza comune variahile, Tn
altri cast i hmmonodeNeienegs comune variabile, ne
Dleficit di classe o sottoclasse g il numero dei lin-
frcitt B circolant puo risultare normale,

Lo eitedToorimedria consente anche Jo studio del-
I"espressione di molecole MHC di classe 11 sulla
membrana delle cellule B; "assenza di queste mo-
laele dalla mwmbrane der linloci B, der monoeild,
delle “untigen presenting cells” e dei linfociti T at
tivall ¢ caratlenstica di una forma di 113 combinata
delinita anche *Sindeome del Tinfoeita noodo™, Tooal-
cund casl di questa malattia il deficit di molecole
BAFIC di classe 1 81 associa all"assenza delle maole-
cole MHC di classe L

I particolart patelogie nelle quali le cellule B
risultano assenti nel sangue periferico e negliorgani
lintoidi pud essere effettuate To stodio su campion
Bivplic a livelle midollare. Tale indagine consente
anche di evidenziare lo stadio cm eventualmente si
arrcsta laomatorasione delle cellule dalla Tne
linfocitaria B cid @ fatbbale utilizzando analisi in
cottibinazione di marcatori appropriati, come alcuni
antigenn comprest nei CTY lnloettar, Te eatene legp-
grore o guelle pesanti p dalle Ig in membrana e nel
citoplasma. Con questa tecnica 51 puo documentare
che nella Apammagletnalinemia lepata ol sesso ar-
reslo maluralive delle cellule della linea 0 avviene
a livello di linfocita pro-B; tali elementi sone pre-
senti a livello midedlare in munero nermale ad ao-
entate, mente sono assenti quelli in stadi matura-
tivi pil avanzati.
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Con I'impiego combinato di marcatori diversi &
altualmente possibile ditferenziare nel"ambite del-
le cellule B sottopopabicaon con carallerisiiche
maluralive o funzionali particolari; dal punto di vi-
sfa clinice fra queste soltlopopolazioni ha netevale
interesse la sottopolaziene dei linfociti B CDS 7 Tali
cellule sono caralterizzate dalla proprieti di produr-
re anficorpd rivolli verso autoantigeni e le cellule
neoplastiche della Lescemia Bolalics cronisa appar-
Lo o questa sottopopoelaziones,

Lo studio lunzionale in vitro del ststema umora-
le a1 basa principalmente sulla valutazicne dalla pro-
hlvraedone ¢ della dilferznziazione in senso anticor-
papoictico delle cellule B dopo stimolazione con se-
gnali di attvazione policlonale T=dipendente o T-in-
dipendente. A lal loe sone utilizzali atlivatori poli-
clonali T-dipendenti, come la flolacea americana
{*pokeweed-mitngen”™ - PW ., che alliva sia i linlo-
citi T ehe e cellule By o T indipendenti, come il
virus BBV, ali anticorpi rivolti verso le 1o di mem-
brana dei linfocitt B (anti-lgMj, gli estratti di No-
cardia o la prokeima A stalHoveccien insolubilzzata,
o Per attivazione dellacellule T8 purificate ¢ anche
possibile Mimpiego di estent del forbolo in associa-
Zwane ai calcio-ignolor (quesie sostange csplicano
mtensy gzione allivanle anche sui linfociti T & ¢id
rende necessarii la preventiva purificazione della
popolazione cellulore B esanme).,

La prohiferazions linfoeitaria pud essers rilevata
mediante: 1) incorporazione di timidima triziata da
parte delle cellule che s replicano guando enlrano in
fase S e successiva valutazione della radioattivit in-
corporatascon scintillator (heta-counter™) dopo rac-
cialle del DNA cellylare su apposit Tile e rilesazio-
ne con liguido di scintillazione; i risullat sono espres-
sl come c.pm, (conte per minutoe) del campiene sti-
mokider rispetter o guello nen stmalalo, o come indice
di stimolazione {c.p.m. dalle colture stimolate/c.pan,
di quelle non stimolate); 23 incorporazione di nucle-
cebicli TTucwedeeinat nel TINA L rlevabilil medianle ci-
lolluorimedria o usso:; 3 espressione all'interne o
sulla membrana della cellula di marcatort, soprattut-
to enzimatict, coinvolts nella prolilerasdone linficila-
rz evidderainbile anch essa mediante citefluorimetria,

La produzione di anticorpi in vitro da parte delle
cellule stimalate pud essere analizeata: Py eoon metonli
i dasapaio cadicimmuonologics od immonoenzima-
lice idoneo a rilevare le piccole quantita di lg delle
diverse classt rilasciate ner sovranantanti delle collu-
rezcellulart dalle cellule B dilferenziate in plasmacel-
lule in risposta allo stimolo; 2) con la quantizzazione
mediante indagine in microscopia a Muorescensa o in
cileNuorimelna o Ausso delle cellule anticorpopaie-
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tiche che producono lg delle diverse classi dunostra-
biali a Tiveller ded citoplasmes sellulare (Te intracilopla-
smaliche); 37 conta delle cellule secernanti Te delle
diverse classi mediante teeniche immunoenzimatiche
(hpo “ELESPOT™ Pimpicgse com®inale di gueslie
incaring nella walolieione della prodozions anticor-
pale pué consentire anche di differenziare alteraziom
a carce delle diverse Tast della prodoeesisne anlicer-
pthe (sinlesi cfo seerezione),

[ necessario fuitavia ticordure che 1 fest m vitro
per lo studio Tunzionale del sistema anticorpale tro-
vano all*allo pratico scarsa applicazione nella dia-
grostica clinica ¢ sono prevalentemente impiegati a
fini di ricerca. Nella valitzaeione delle ID P unics uli-
[rvsizione elinien & seneralmente rappresenlata dal-
la definizione dell’alterazione immunologica nei cas
di Immunodeticienza Conmine Variabile, proppo ote-
resprenees (i paitelopie, carallerizeale da delieit di pro-
duzione anticorpale a manifestazione tardiva, nel cui
ambito 51 comprendono forme nelle quali Maltera-
wivne & mtrinsces alle collule B e lomee 10 cot Mim-
munodelicit & consecuenza di un’alterazione T (de
licit di “help™ o disfunzion di natura diversa).

Proprio e i1 Fattee che oo delienn di produsions
anlicorpale pud conseguire ad untaltarazione dalla
funzione regolatoria delle cellule [, mn determinate
sitnaziont & necessaric connpletare e indaging per la
valutazione dil sistema umorale con uno studio fun
zionale dei linlociti ' mediante opportune metodi-
che (vedi oltre, *studiodel Paitivitg helper delle eel-
lule T,

ln aleune forme dimmunedeficienza del siste-
e anticerpale, dsalate o combinalo, T preciss de-
finiziene diagnostica ¢ ogai possibile con 'impiego
di teeniche di biologia melecolare. Escmpi in tal
senst seno cesiiuili dall” Apammalobulinemia le-
ualy al sesso (s, di Bruton) provocata dall’alterazio
ne del gene btk (che codifica per una tirosino-chi-
nasi) sul cromesomn X dalla Sindeom: iper-=1ghd,
documentabili mediante analisi del polimorfisimo
dei [ramment di restrizione.

Tra Te altre mdaging alili per il complalanento
dellesme Tunzionale del sistema di eisposta anti-
corpale devono essere ricordate le indagini micro-
scopiche con appropriatt marcator per la valitasico-
o elelle srec “Bedipendenti™ o livello linfonodale o
dei centri germinativi su biopsie dell’apparato dige-
rente; a questo Iivello pud essere anche rilevali me-
tiante nmmunellusreseeney la presenza della com-
ponente secretorta delle IgA, prododa dalle cellule
epiteliali, che pud consentire Jdi diapnosticare un
deficil di [eA nel seerell conseguents a carenza di
questo Tattore,
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INDAGINI PER LA VALUTAZIONE
FUNZIONALE DELL'IMMUNITA
CELLULARE

Fra i dest di secondo livello per la valutazione lun-
Zionale dell immunitd cellulare (Tabella XXX
vanno ricordali in primo luogo quelli che consentono
divalutare quantitativamente te cellule T ¢ NI cireo-
lant La rilevazione del mumero delle sellole di que-
sl popelazioni nel sangue periferico rappeesenta unga
delle indagini Tumzionali per lo studio del sistema
mnnnitariv ubilizzate dapao termpe. Dalla Fine degl
anmi 60 st era dimosteato che nell’ambito dei linfociti
una popolvzione cellulare, che in condiziom di no-
militd rappresentava la maggioranea, cra i grade i
fortare “rosetie B leganmde le emazie di montone
altravarso specifici recettori di membrana, Tale po-
polizione ¢ stata lungamente demtilicata con i
linloein T successivamanle i progressi delle cono-
seenze sugli antigeni di membrana e la lore precisa

caratterizzazione e mclusione in CD (Mcluster of

differentiation™) i eol Sodatanmila con cerlewza la
eepressione su differenti linee cellulari ha dimostrato
che la molecola responsabile del lepame con gli
cribvocit di montone, Manlivene CD2, & espresso sia
dai linfociti T che dalle cellule NI,

I*er lavalutazione numerica dei Hnloeiti T o delle
cellide NE alloalmenle song ulilizzali marcator cha
sone veramente specific per queste diverse linee
cellulary, rilevabili con Mimprego di anticorp mo-
noclenali che Bviconescono in teeniche di citelluo-
rimetria o di microscopia a fluorescenza, Per la in-
dividuazione det linfocitt T st utihizzana principal-
mene anhicorpi monoclenali anti-CO3, struttura
molecolare associata al recettore per Pantigene di
queste cellule, Le cellule NI sono invece caratte-
fizzalili per esprossions sulla lore membrana di
O 6 (FayRIL recettore o bassa affinita per il fram
mento Fe delle 1gG, espresso anche da polimerfo-
mucleatt ¢ monhocili), G OT56 (NKEH], csprosso
anche da aleunt linfociti attivati) o di CDAT (antige
ne HINECL, che individua una sottopopolazione mag-
gioritaria di cellule NK),

Limpiceo di opportuni marcatori consente inol
tre la valuwtazione quantitativa di cellule T che appar-
tenponn a soltopopolaecion diverse. Tra queste 1a ri-
levanea elinica maggiore spetta alle sotlopopolazio-
ni T linfocitarie CLM e U1, | marcators C14 ¢ C1
detiniscono lindeciti T che riconoscona antigenc
prescnlile con modalitd differenti (in associazione
con molecole MHC di classe 111 CD4, con molecole
MHC diclasse i CPE) ¢ svolpono fnesiom afTeiri-
e diverse (somo infalli definil, Torse semplicistica-
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Tab, XXEIX. Principali indagini per la valutazione
funzionale dell'immunita cellule-mediata

Esame amoeicmovilonelrice con fomuls leucooiaris
icorta dai valori assoluti dal Infoai?

— Tesl cutans di ipersensibilith dtardata verso “antigeni di
richicimo’

- Naluleguone quantilativa dei lindociti T e delle callule MK nel
sanqua perifarion

- Maltarinne quantitativa delle sottepopolazioni T linfocitane
nzl sangue Feriferico
Nalulaeione funionale in vilre dei finfogiti T dopo
slirnolazicne con antigani, attivatorl pollciomall o e coliura
miata linfaritaria
Ezpressione di marcatari di attivazions o di molecob o
coslimolasons

- Profiteraziong linfocitaria in vitro

= Produzions dl alinching in vilkn

—  Attivitd "helper” in vitro
Allivitd cilotossica T EoTLY ol

- Mululsziune dellallivita citotossica dalle callula N

Aifra indagini

- ansaqol enzimatici
dosaggic dellu fetoproteina

mente, “helper” 1 TCD e “citorossie™ 1TUDE), Le
moelecole U124 ¢ COE sonn peneealimuns esprossy
sulle celluls del sangue periferico in maniera mu-
toalmente esclusiva; In presenan in circolo di propor-
zioni importanti i cellule che cocsprioono lali mar-
ealori pud suggerire il passageio anomalo in perife
via di linfociti I immaturi, che durante la maturazio-
neintratimica coesprimeond le due moleeole, La prin-
vipale applicazione clinica di questo tipo di indagine
& senzaltro rappresentata dal monitoraggio dei pa-
zientt con infezione da HIY, nei quali 11 pralogeno
provoea una sraduale € progressiva riduzione dei lin-
fociti T CD4 circolanti. Tale deplezione pug essere
dimostrata valulande s 11 vapparta tra linfae T
CDECDE, normalments compraso tra | e 2, sia, con
maggior precisione determinando in valore assoluto
il numenre dei linfociti TCD cireolanti (Figur 38).
Olire che el diagoostica dell’infezione da [TV
questa indagine ¢ fondamentale per la diagnosi di
alcune forme di [ primitiva: I Tmmunodeliciens
conpbingla da delieitdi CDE ¢ il Delicit primitivo di
CI. Mon 51 deve inoltre dimenticare che vane alle-
raziont mameriche delle popelazioni O34 ¢ CDR
somny slale deserilte in nomerose immuonodeficienze
secondarie che si associano a patologie infettive, neo-
plastiche o autoimimwni.

Campiepe di alind marcatort consente di distin-
puere nell’ambite dei linfociti T circolanti alcune
sotlopopolazioni. In particolare 51 possono dilleren-
cnre lmlocitn T ot O recellore per Panligene
TCR2, costituito dalle catene w/f}, che rappresenta-
no fa larga maggioranza der 'l circolanti, dai linlo-
cili T detats b recetlore per Pantipene TCRE, cost-
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tnite dalle molecole w3, che non esprimano (4 o
CIM e sepmr minaritart in cirealo, sono difTusa-
menle presenti o livello delle mucose ove forse svol
gono un imporlante ruolo difensivo. luttavia non
sone state fine ad eogr deseeitle con certeeea allera-
eavmnt mmeriche di quesle sollopopalaziont nelle im-
munadelicienze primitive o secondarie,

L altro esemymo & Fornite dar marcatort che con-
sentone la delinizions di setopopolazsion T Linfoc-
tarie in hase all”espressione dagli antigeni CDMSRA
e TSRO la molecola CD45R0 & espressa dai lin-
tociti 1 (sia CDE che O “della momena™, che
havpo quindi gid incontralo antigene, mentre
CIMERA & espresso did linfocit 1 vergin.

E stato dimostrato che nellambite dei linfeiti T
s £ T che CDE pud gssere operata un” ulleriore sud-
divisione su base [unzionale, con riferimento princi-
palmente ala capacity di secernere parlicelan cilo-
chine ed alle modalitd verso cui da esse viene orien-
tata la risposta immunitaria, Sono state individuate
Jropobaicnn linlociarie T polartesate delinile lnle-
citi Th (T “helper™ 1) o Tel (T “eytotoxic™ 1) ¢ lin-
fociii Th2 ¢ el [vedi *La risposta immune acotti-
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wit b Adenni marealon sono ulili par il riconoscimen-
to di tali sottopopolazioni nel sangue periferico, negli
crgant lintoidi o neghi infiltrati infCanimatorei. Dope
allivaaaane 1 vitro od movivo 1 hnfocit Thl e Tel
esprimono preferenzialmente LAGS, CD2o, [FMN-y di
membrana ed il recettore per le chemochine CORS,
mentre | Th2 e Ted caprimong prelemmeialmenls
CI3E0, L L-selecting CDO2LL ed | recettart chemochi-
nici CCRA ¢ CCRS. Lo studio di questt marcatori
nelle 11 ha gid iniziato a troware qualche applicasio-
ne. Foslate inlall dimostrate che nella S, di Omenn,
una forma di TR grave nella quale aleune manifesta-
zromi eliniche richiamano Ia GvHID ¢ in coi sone pre-
santi ipereesino [ el elesal lvelli di Lel?, 3 linfoei-
ti T. che in buona parte mostrano attivitd Th, espri-
moene preterenzialmente CUO30 ¢ nel siere sono jre-
senti elovali Bvelli di CD30 solubile.

La fase successiva dello studin dei linfociti ' &
rappresentalo dallPanalisi i vilre dell™atavild fun-
sionale di quests cellule, che viene analizzata dopo
la lore attivazione, Tall mndaging sono importanti
altre che nella valutazicne dellinumonita cellolo-
mediata, per o disgnostica di quei casi in cui un
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Fig. -38: Doterminazions suoun singolo campiene delle celule chie esorirmong i marceton S04 (FITGY @ GDF (PE). Mal grafico {2)
relelva gl esaing qul sungue perilgico di un pazients con intaziona da HIV, & pud flevara una notavnle spenporzinng a le dus
gottopopolaziond, consaquants ad una deplazicna dalla cellule GO rispetto a quanto si pud rilevare sul grafico di un soggetto
nermale (b L'analisl elettronics dei dati consente di ottenare i valor assoluli dei indocill T GO ¢ CDB' ircolan, paramelic indi-
spensabile por definire lalterazionc immunologica ¢ "guanlizzare” Vimrmunadelicl conseguente sllinlezions da HIY.
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dettcit di risposta anticorpale nen consegoe ad
unfalleseadons infninsees alle cellule B, ma @ provo-
cata da alterazioni della funzione “helper™ o di quel-
la regolateria da parte dei linloeni T.

Per athivasione in vitro dei linfocit T sono di-
sponibili stimeli diversi: a) ativatori policlonali
come | mitogent (tra cur la fitoemoagzhining -
PHA -, Tn concanavaling A& - Cond, la [lolaces ame-
ricany - “pokeweed mitogen” PWM, o ['uso combi
nalo di esteri del Forbolo pit wnofor del caleio): b)
1 fsuperantigen” che alliviano numerest elont di
cellule T mediante interazione aspecifica con alou-
ne poraoni ¥ del TCR s linfoetti '] e la parte non
pelimarlica delle molecole MEC O classe 1 sulle
AP ©) unlicorpi rivoltl verso molecole di mem-
brana dei linfocitd T (qualy Ly, CL2, CL28, CD43)
cotvelte nella trasdosione el sepnale ) cellale
alloseniche: rantigeni di richiame (PPD, candidi-
na, streptochingsd, ossoide {etanico e difterico). Nel-
I"ambito degli attivator linlocitar st possono distin-
pugre sepnali che altivanag la cellula tramite il com-
plesso recettoriale TCR/CDI {antigeni, alloantige-
niy superantigeni. mitopeni e anticorpi anti-CN3 in-
solubiliveali) ed altivalor che agisconn “a valle™ del
recetiore o atfraverso vie allernative (combimazione
di estert del forbolo e caleto-onofoni, anticorpi anli-
CD2), Con uso combinato di questi altivatori &
possibile diagnosticare alcune Torme di lmmunode-
Fictenza (irave Combinata da allerarione dei mee-
canismi i Irasduzione, in cul i hanno risposte scar-
se o assenti agli stunoli ¢he agiscono mediante il
C13, mentre appare normale uela aph stienoli -
dipendenti da quasta via, Lo studio della risposta ad
alloantigeni si effettua nelle “colture miste linfoci-
tarie™ (“mixed leukocyte culture™ - MY in cui |
lnnfoeit T i esone (Mresponder™) sono stimaolati o
proliferare dalle molecole MHC espresse da leuco-
citi allogenict {stimulator™) trattati in modo da Bloc-
carne Ia rispesta prolifertava (irradian o rallali con
milamicing ), Nelle MLC dei sospetti normali en
titd della proliferazione ¢ inversamente proporzio-
nale alla istocompatilvlitg s Presponder™ e stimu-
lator™ & o teenica & fondamentale nella scelta di
donalort di rapianto, soprattutto di midello osseo.

L tecnicha di labowaloro consantone Jdi valutare
it diverst fenoment ottraverso 1 quali si estrinseca 'al
Hvazione delle cellule 1; a) espressione di marcatori
diattvvazione ¢ di molecale comvolle nella costimo-
lLezione; b) proliferazione linfocitaria; ¢) produzione
di citochineg; d) capacita di svolzere azione “helper™
sulla prewdicaione anticorpale, af lmeione citotossica.

Dopo Mapplicazione dello stimole i linfociti ‘1’
responsivi al seenale esprimono in membrana mar-

MOATONT ELEMENMTARD DE IMMUNGLOGEA CLIMICA

color di atlivazione quali CD25 (catena w del recet-
tore per TL2), CD6Y, CDYI {recellore per la tran-
sferrina) o le molecole MBC i classe 1T (TR so-
pratiulio). Despressione di tali molecole pud essere
facilmente analizzata mediante citometria a flusso
che consente di valutare la risposta delle cellule T
nelle prime Tast dopo allivazione da parte di sti-
moli policlonali od antigene-specifici. La citoluori-
melria consente anche di valutare la capacita dei
Bl T slimaolalr di esprimere moelecole coinvolle
nella costimolazione delle cellule B, Tra queste
molecole particolarmente impertante ¢ CD154 (o
O F ostater inat b alimosteato che unalleraeio-
ne del gene posto sul cromosoma X che codifica
questa molecola & alla base della Sindreme da Lper-
lah. Anche inun groappo di pacienti cen Tinmuomoe-
deficienza Comune Variabile & stata documentata
IMincapacitd der hnlociti 'L attvvatl di esprimere in
membrana C401.

La proliferaeione inlocitaria pud essere analiz-
zata con i metodi gid ricordati per lo studio della
funzienalita dei linfocitn B 1) incorporazione di -
midding riziata da parle delle cellule che si replica-
no e successiva valutaione della radioattivita incor-
porata con scintillaten (heta-counter™); 23 neors
porzzisne i nucleolidi Muoreseeinali nel DNA, ri-
levabili mediante citolluorimetria a [usso; 3) espres-
siene di marcatorl, sopratutto ensimatict, coinvalli
nelly prodilerszione linfocitaria, evidenziabili me-
diante cito[luorimetria,

La produzione di eitoching (sopratoite 1.-2, 17
4, 15, ed IFN-y) da parle dei linfociti T in risposta
all’attivazione da parte degli stimoli ricordati in pre-
cedenza pud essere rilevata utilizzando test immn-
nownimalict speeilic che consentono di guantizza-
re le citochine presenti nel sovranatante delle coltu-
re cellulari, In alternativa, 1o studio della seercsione
i aleme cilachin & possibile atiraverss test bolo-
pici: esistono alcune linee cellulari che proliferano
in mantera proporzionale alla presenza di una parti-
colare ciloching nel terrene i collura, (ad es. la -
nea CTLLZ la cui proliferazione & [L-2 dipenden:
te). In questo sistema si pud determinare seiniquan-
Litativarmenle la presenza i ung eitoching inoun so-
vranatante confrontande la proliferazione della li-
116 i.l'l PrREC D IJ] Aovranatante con I.'Illcl[ﬂ RN LG LR
i peesenea delba ciloching neombinante o purilica-
la, a differenti concentrazioni, La capacita di sinte-
lizzare una citochina & anche docomentabile ne-
thiante by dimostrazione della sua presenza nel cito
plasma delle cellule attivale; questo € possibile su
cellule i sospensione con la citolluorimelria aliliz-
cando anlicorp speeilel verso e diverse citochine
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ed gupionpendo al sistema sostanze che inibiscono
la secrezione al di [uori delle cellule delle proteine
prevdedte. Per Lo studic di seeioni di eampioni istola-
rici si possono usare metodi immunoenzimatici,
Anche con tecniche di biologia molecolare, quali la
ibridazione in situ o la POR. & possibile docmmenta-
il capacitd delle cellule di esprimere mRNA del-
le diverse citochine; si deve tutlinvia tenere presente
che Iespressione di mRNA pud nen implicare an-
tormaticamenle Lo sinlest delly molecola,

Le citochine svolgono un ruolo fondamentale
nella reazione mmunitaria. 1 difetto di produzione
di una o pin citochine provoca rilevantd alterasioni
del sistema immunitaric. Nells classificaziones delle
immunadeficienze primitive dell™OMS sono inclu-
e due forme di Immnnodeficicnza Grave Combi-
nada i reeente individoazione curalterizzate da al-
terazioni nella produzione di citochine: a) il Delicit
di 1L-2, in cun il gene della citochina non viene tra-
seritto o by il Delicit di moleplici citochine (o De-
Jicit di NF-AT), in cui sone carenti 1L-2, 1L-4, IL-
5 oed IFN-f per-un’allerarwone a carico del Gallor

s nueleare delle cellule T attivate (NF-AT) che ne re-
gola I teascrisione genetica, La diagnosi di queste
Torme & possilile mediante Toostudio della produ-
i di citochine,

Lrallestimento di particolart colture cellular, de-
Finite co-colture, consente O wilutare allivild
“helper™ dei linfecit T sulla produzione anticorpale.
Questo tipo di indagini pertanto pud essere conside-
rate anche come struments di studie del sistemes
anticorpale, Lo melodics’ & stata messa a punto per
stabilire se 1l deficit di produzione di anlicorpi sia
immputabile ad alterazioni intrinseche alle cellule B o
acl i allerats Dveiene T 1 est valula b produzione
di anticorpi in colture stimolate con PWM nelle qua-
li, 1 linfocis B e I purificatl del paziente sono
ricombinald tra lowo o con linfieit T o B di on soepel-
o normale. Se nel soagetto in esame € preseite un
difetto mtriseco dei Imfociti B non st avra produzio-
e anticor rale neormcoo oelle co-colture con linfecit
T di controllo, mentre i suoi linfociti T avolgeranno
normale atteata “helper”™ sun linfaciti B del conteallo,
L caso doon delien Dmeonale del hnfocili T,
linfociti 14 del sopeetto in esame produrtanig nor-
malmente anticorpl quando zono co-collivati con
lndoweit T oewrimali, tentee 1 linfoeiin B normali non
produrranne g nelle co-colure con i T del soggetto,

Lattivitd citotossica costitiisce une depli eloe-
teend e prineipali dell asione elfediriee dei linfocio T
ad 0 importante nella difesa dell’organismo verso
infezioni virali o neoplasie; € inoltre coimeolta nelle
reazioni nel confront di cellule allopeniche (rgelio
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del trapianto, GVHLY, Per lo studio della citotossi-
cita " ae valuta la capacita i queste cellule altivala
i vecidere cellule bersaglio (costituite da cellule
allogeniche o da cellule autologhe infettate con vi-
rua) net conlronts delle quali stane state i proce-
deneg sensibilizzale mediante collura mista o me-
diante aftivatorl policlonali (lecline come la PHA,
“lectin dependent cell-mediated cytotoxicity™ -
[DCC), La capacitd cilotossica delle cellule T pud
venir quantizzata misurando la percentuale di libe-
razione di radio-cromo precedentemente incor pora-
teedalle collule beesaplio vilevando Ta radioallivit, o
con leeniche citefluorimetriche Facendo incorpora-
re alle cellule bersaghio un Nuorocromo ¢ quantiz-
zando la variazione di fluorescenza.

Lratlivitd cilotossica delle cellule NE pud esse-
re rilevata con fecniche simili in cui si wtilizzano
come cellule bersaglio linee tumeorali come eritro-
lzneermnia K62 radivamareata, In questo tes) s1 sll-
L Ja eapacita defle cellule NI non stimolate di lisa-
re alewm bersagli rappresentati da eellule tumuorali
particolart, In presenea di elevate concentrazioni di
IL-2 le cellule NE divengono capact di uccidere
cellule tumarali, non sele i Tinee pacicolar comne
i 302, ma anche di linee diverse o cellule tumo-
Fali fresche normalimente resistents sl attivitd NIK;
tale attivila & delinita “TLAK™ (*lymphekine-activa-
led killer™).

Lo cellule N sone anche in grado di svolgere
*eitetussicld cellulo-mediala anticorpo-dipendenie™
CADHC), medinnlie rearione del COLG sulla loro
membrana con il frammento Fe di 1gG legate a cellu-
le bersaghio ed attrvazione dei meccanismi citolitici.
P ler shueelio i questa lwisdone si implegang come
cellule bersaglio linee cellulari NE-resistenti prece-
dentemente sensibilizzate con anticorpi [pdi specili-
el deve vicordars shoe aonche cellule che esprimono
COG in membrana diverse dalle WK, monociti so-
pratiutte, possone svolpere ADCC Tra le 113 primiti-
wor Pallivita Darceionale delle cellule NE risulla Gorle-
mente compromessa nella sindrome di Chediak-Hi-
pashi; alterazion funzionali sone anche state descrit-
te e segpell on o herpetiche rleorrenti,

In alcune situazioni la valutazione dell’ nmmuni-
ta cellulo-mediata pud essere completata con I"ese-
ersdong i altra indaping, non sirsllvrmenle immuna
loaiche, Tra queste menzione particolare meritano i
dosaggl enzimatici dell’adenosin-deaminasi { ATIA)
e el purin=nucleoside-lfoslorilasi (PN La ca-
renza di tali enzimi su base genetica provoca due
Forme primitive di Immunodeticienza Grave Com-
Binata. Podehe ol coeim, olime choe net lnfoeili, sono
present in cellule di altre linee tra cui gli eritrociti,
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il desappio dellattivitg covimatica viene di regaola
cllizlluato con melodi biochimici sul lisato eritroci
tario valulando Lo capacita di deaminare 1’adenosi-
na {per PADAL o defoabilare Pinosing (por la
TN, Dlesecuzione del lesl su eritrociti del cordone
ombelicale o su cellule del liquido amniotico con-
sente anche la diagnosi prenatale di quesie T0. Ta
confermi della presenza di un difetlo genetico a tra-
smissione ereditaria pud essere ottenuta valutando
I"attivita enzumatica sugh eritiociti dei penitor, che
i carc di clerogigost per U alterazione risulta pari al
50% del normale. Nei soggetti con deflicit di PNP si
pudr anche rilevare un"aumentata cacrerione i de-
sussi=GIT con Lo urine,

Lavalutazione dei [velli sierici di ¢-Tetoproleina
(dopo i primo anno divitasin can i livelli sono lisiolo-
wicsnmenle elesvali) © onindagine semplice che con-
sente la dingnosi di Atassia-teleangectasia; infati h-
velll di ee-fetoproteina superiort a 20 ng/mi sono prati-
camenle patopnomenis i guesta erave 10 primiliva,

»
L™

INDAGINI PER LA VALUTAZIONE
FIINZIONALE NEL SISTEM A
FAGOCITARIO

Le indagint di primo hvello per lo studio funzio-
nale del sistemn Bpootlari, @3 meneonale, consi-
slong nells valulazione numerica di granulociti ¢
Mmonedil all’eswme emoc omocitometrico con lorm-
fa e nella valutasone morlslopies di gueste cellule al
microscopio su striscio di sangue periferico. Quando
nom siano emerse alteraziont numeriche o morlo-
logache, Tolicriore approfiondimento diagnostico si
fonda sullo studie delle capacita di adesione, di
motilitd, di chenuotassi, di lagocitosi ¢ “killing”
i racellulare o gueste cetlule (TabkeBa XL Un grop-
po di immudodeficienze primitive del sistema
Fagocitario su base genetica & provocato da difeii
nella capacitd di queste cellole o aderive, 51 distin-
guono due forme: “Leukoceyte adhesion delect”
(LALY-1 provocato dalln mancata espressione sulla
membrana i TR, ¢ LA provocata dalla man-
ity espressione di sialil-Lewis 20 La dingnostica di
queste forme 51 fonda sull analist in citetluormetria
a flusso delle cellule; sopeatiutto. netralili, dopo
colvrasaone con apprapria i anlicery monoclonali. 11
CD 2 costituiscs Ja catena 32 di tre diverse molecole
di adesione eterodimeriche della membrang leucoci-
tavia {inteprne LFA-1, CR3 o MAC-1 e pl50, 95),
nelle quali & associato con ung specifica catena o (-
spettreamente CDT La, CTH T e GO el Nella LAT-
I anticorpi monoelonali anti-CDLE od anti-CTa 1 |

MOAIONT BELEMUENTARD TE IMMURNCLOGEA CEIMICA

consenlong di documentare assenza di queste
integring sulla superficie cellulare (nei portator
eterozigol sidimesiee nna ridolbe esprassione), Mel-
lo LAD |a mancaly eepressione di sialil-Lewis X,
lizando naturale delle selectine B e B & dimostrabile
cont antreorpi specificl per guesto antigene comne an-
Heorpo monockonake: CSLEXIT,

Lo studio deghi alirt elementi della Tunzionalita
fagocitaria si hasa in gran parc su test pild comples-
a1, choe possono essere elfeltuali in strulture specia-
lizzate. La mobilitd cellulare ¢ la chemiolassi pos-
sono essere valutate in vivo mediante camera di Re-
Buck, Touesio test suoun’area di cule abrasa si pong
un vetrino coprioggetlo sostituendolo ogpnn 30 mi-
nute per 24 ore. La conta e Manalisi morfalogica dei
leoeeeild adest o velring Dssali e colomali consenle
di valutare le cellule che sono migrate nella zona
abrasa. (Questo esame trova oggi un uso limitalo
perche lungo eomacehinose. La mobilily spontanes
levcocitaria in vitro @ quella indotta da stimoli che
miclaltict possone essere misurate con 'unpiegn
della camepa di Boyden, una camera o due seom-
partimenti separati da una membrana da Filtro {mil-
lipore): in uno scompattimento si pone la sospen-
sione cellulare in csawme, mentre nellaliva s pud
porres [o stimole chemiotatico {ad es. C3a ottenuto
dal sicro fresco con stimeli che atlivans ol comple-
menta per la via alleenaliva come ayiaesan, vido-
lssing, immunscomplessi oppure N-Tormil-metio-
nil-levetl-fenilalaning -IMLEPYL Dopo un certo tem-
e [OOSR 1L Tilro viene rimeosso, ssato o eolora-
L3, Yengono contate le cellule leucacitarie che han-
no migrato nel porl del Filtro e viene misurato lo

Tab. XL. Principali indagini per la valutazione
funzionale del sistema fagocitario (A)
e del complementa (B)

= Ezarne grocrornocilometrico con lermuka lBucocitaria
(valeri assatuti di nautradill @ mosncitl

- Analisi morfnlngica delle cellule fagocitarie {sopratiutio
neutrofili] alf eeame microscopico dello sinscio & sangug
perilengg

= Sludio madianta immunoliucrescenza dall’espressiona di
malacola recattariall sulla membrana leuconitaria

- Studio della mehiltd e chamiotassi in vivo o in vito
Sludio della fagoeitosi o dell*allivieone netabolice,

= sl 2 Iy ol el O rmilcet]
Test biochimic

- Indagini di biolngia molecolare

= Allivila smiolitica del sigro (CHED)

~ Dozagain ruantitatin delle singnle componant del
compieTieio
Crosaggio fungonale delle sngelk component del
cormplernents
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spazio che hanno percorso in rispesta allo stimaolo
confrontando il dato con un contrallo men stimola-
L Ul meslodo allernative per valutare in vitro la
Mmigrazione i cisposta ad uno stimolo chemotattico
uttlizza une stralo di pel di aparosio son pin poeeel -
11 am une s1 pongono le cellule, nesli altri lo stimolo
chemiotatlico od il controllo, Dopo un temp ap-
propriato siovalula Lo difTusione delle cetlule verso
[ sl Anche se studi di guesto Hpo consentono
di documentare alterazioni delle chemiotassi in im-
portants 113 primitive come la sindrome di Chediak-
Higrashi o vengona ulilizeali per valutare Ueffetto di
sostenze [armacologiche, questi test presentano 1i-
mite di ciproducililita e seoo comdicionaln dal Gl
che anche i sopgelt normali 1 risultat possono
essere alterati in corsg di infezioni anche banali.

La capacita der leucociti di lagocitare particelle
catrance ¢ ol allivare aleont meceanismi bochimie
dopo fagocitosi pud essere rilevata con alcuni test
i vitro, | test di ingestione si eseguona esponendo
3 leneocilioaommeel apsontecali (Candida albicans o
aliri lieviti) od a particellz-di latex. Dopo un certo
Cintervallo dall’esposizione, le cellule vengonn rac-
colte su vetrino, eolorate; venponn centale e cello-
lis che hanno fgocitate ed il numern di particelle
[agocitate, Cuestt parametri sono un indice dell’ef-
Cicicnam della Tipoeitosi, Nelle stesso las) U uso leo-
cociti normali consente la valutazione della capaci-
th opsomizzante del siero.

T 1:ullm:~|_l_'||n;:|1.f.n el Brponsitesi o cellula alliva
particelan mecscanismi_biochimici Tinalizzati all'ue
cisione del patogeno; tra questi il principale & il “re-
apiratery buls™ che porta allie lormazione d radica-
li superossido, radicali idrassilici, perossida di idro
geno ed loni ossigeno,

Uhna salntazaone glohale del meltabolisimes leoco-
citario ¢ possibile facendo avvenire la fagocitosi in
presenza di glucosio radiomarcato e musurando la
quantita i CO2 radiomareata prodotia, Ta foeona-
litd della nivotin-smide dinuclentide-fostato-ridotto
{NADPHY ossidasi attivata in conseguenza della fa-
gooltoss pud éssere valulata maediante misureiong del
cansum 1 O feon eletlrodo di Clark) o rilevazione
i chemiluminescenzs o mediante spettrolotometio
der prodotti reattivi delPossizeno formali. Tn alicima-
i, ot indaeine relativaments semplice che pud es
serc ulilizzala allo stesso scopo & 1l test del nitrablu di
tetrazolio (NET) 1 test si Tasa sul Gatter che 1 WRT,
conmposto incoelore, in presenza del derivati dell’ossi-
ceno prodotti dalln NALPH ossidast viene ridotio a
formazano, sostanza Jdi colore blo. Esistong diverse
warianli del (esl ung gquantitativy in cui WBT & ae-
giunto ad un sistema formato da leucocili attivat da
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particelle opsonizacate ol cslen dal Torbole ¢ caleio-
ionweiori; ly quantitd di NBT ridolto & rilevata me-
dinnte spetiralotometria o 515 mn. Nell’altra varian-
te {qualitativa) le cellule attivate con pli stessi sislem
in presenza di NBT sone citocentrifueate e le callule
che comlengono nel citoplasma granult blu sone va-
[atate percentuabnente. T est con NBET, che classica-
meile risully negalivo nella Malatta Granulomatosa
Cronica, consente anche di identilicare le portatrici
i e si hain circolo la presensa i an 50% di Tapo-
citi normali cd un 30% di Figocit allerati, Altual-
mente il fest con MBT & considerato dall"OMS 1"in-
dagine standard per la rifevazione della fonzionalits
della “oxidative burst™,

LIn metodo alternative per la valutazione della
“oxidative burst” pao essere ctiettuato mediante ci-
Lol Tuerimelren ulilizeando coloranli inlracellulan
127, T -diclorofluoresceina diacetato o 123 diidrore
damina) che divengono Huorescenti dopo esposizio-
ne ik presloll reattivg dellMossipeno, Questa Lest ha
il vanluggio della relativa semplicitd e di cssere
quantilativo,

Por valutare Tn capacita dei neoteoa il di ceplica-
riz “killing™ di balleri ¢ miceti sono possibili tese in
viteo relativamente semplict. Per Lo studio del killing
Patterico b sospensione leucocilarvia vicog ineubsla
per un certe pariodo di tempo con un numero noto
di batlen {=tafilogocco auren. Streptocncco tecale,
o el opsoniesati; dopo Pineuabasaone s1 pod guan-
Hzzare in coltura il numers di batteri sopravvissuti
nel sovranatante libero di cellule ed | risultatt sono
confrantati con quells di un contrello noemale. Tn
aggiunta, per oltenere informazioni sulla capacitd
litica intracellulare dei leucociti sui battert fagoeitats,
sipud valutare la creseita i coltura dei Tatlert pre-
senli nel maleriale oltenule dal lisato cellulare.

Per la valutazione dell attivita di “killing™ di mi-
cetit (Candida, Aspergilla) seno possilili tes) pin
semplici, Dope incubazione dei leucociti con 1 mi-
cetl opsonizzat la quantita di micets (Candida) ue-
clal it essere valutata apgiungendo ble di metile-
neche colory sellunlo gl elemenli morti, o median-
te la semplice analisi morlologica che consente di
distinguere 1 conidi morti dalle Torme vitali del-
Maspereillo, La rilevaeions dei difeld di glucosio-6-
fosfato deidrogenasi ¢ di mieloperossidas nel neu-
trofili & possibile attraverso dosapei dell®attivith an-
vitnalics sull’eslealte cellulare o medianle colora-
zione deell cnzimi all’interno delle cellule.

Con Midentificazione det geni responsalili, seno
thivenute possibili neehi ullimi anni per Lo diagnost
di Malattia Granulomatosa Cronica indagini di bio-
logia molecolare come Panalist del polimortismo
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di lunghezza det frammenti di restrizione; questi test
sonee particolarmente ot nella dingnostics prena-
tale e nell"individuazione dei portatori.

INDAGINI PERL LA VALUTAZIONT
DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

M rest o Trase par e shadio del sistemmi comple-
menlare & il lest CII30, che & gid stato trattato ira le
mdagini di primo livello per lo studio del sistema
nimanitarie: Chaaloradd cisallatd di questo test visulti-
no allerati, la delinizions del fattore carenle & possi-
bile mediante test funzionali o quontitativi, LTali inda-
ging, oltre che per o studio di imonede et speci-
[t del complernenta, lroyane una larga applicazione
clinica per 1o studio di patologie nelle quali si verifi-
CH LN L"ﬁ‘"lﬂll“ll"f‘ﬂlL:i i:i‘ii'll[!l".'.ll‘l'.‘:l!lu._ LTI Elll'.:'lllll._‘- I1lil=
lattie autoimmuni, In fal senso venaono generalmen-
le dosati tra | componentt del complementa {03 ¢ 4
Ol ad una determinasdone el ivionenta sernplice,
dal loro confrontosi pud differenziare un consumo
conseruente ad attivaziones per la via classica o per la
via altcrnativa (eiducione i C3 ¢ noromadaty di O4).

La determinazione fonzionale del singoli faltor
51 basa sul test emolitico nel quale al siero n esame
vengono ageiunt diversi fattoed porilicall e acd
tndividoare qually che & in grado di ripristinare
Mazione litica. Per controllo s possono usate sicri
net quali sia stata dimostrata la carenza di particnla-
i it 1 tlesagpie quenlilaliver della coneentra-
zione nel siero dei singoli fattori & possibile con
metodl immunelogicr (ommunodiftusione radiale,
nmunocletrodiMusione, voe) ulilzcndo oppoario-
ni anlicorpi. In aleune sitluazioni pud essere utile af-
flancare 1 test funzionali ai test quantitativi, perché
seHi slal Llc'.iitzrilh: siluzeicmi odi delieil nelle quali
sono presenti quantita normali di un determinato
fattore, ma esso risulta funzionalmente inattive in
comsepueza di allerzioni qualitative o per presen-
za di autoanticorpi. Una situazione di questo lipo

SMENAICIN ] ELERENTALRL IHOIM MU SOLOCG LA CLENICA

pud essere alla base delle manifestazioni di edema
sngrionenralico conseguente @ deliedl di imbilors di
C [-esterasi. sistono forme ereditarie nelle quali il
[attore non viene sintetizzato a causa di un’altera-
Aone penelice, o forme aeguisile provocale da
un'inatlivazione funzionale del fattore normalmente
sintetizzato ad opera, ad esempio, di autoanticorpi;
quest'ultimeo quadre pud costituire una manilesta-
cone seeondaria in corso Ji malatlic suloimomuni,

Poiché il sistema complementare interviene in
molte funziont della risposta immunitaria, alterazioni
dalartivitd del sisterma possono essere anche rilevald
in test (opsonizzazione, chemiolassi. ccc))y che sono
stat precedentemente descrittn per la valutazione fun-
atvnabe i aliee componenti del ststema rmmanitaro,

[ lest riportati in questo capitolo sono Tondamen-
tali per valutare la funzione del sistema immunitario,
Tutlavin, anche sein melle situaziont di grae [0
primitive o sccondaric essi consentono la diagnosi ¢
se risultati completamente normali permettone di
cschudere gueste patoloic, inaleuni casi possono sor-
gere difficolta di fronte a risultati che si collocano in
una zona “grigia”, Per risolvere questi casi i i deve
allidare alla combimazions d pin lest alle indagsin
pin sofisticate, ma talora pud essere opportuno indi
rizzare (l paziente a Centri altamente specializzati.

Lo mnlermeson che sone venule dalla Aeerea
neeli ultimi anni @ che el consentono di comprende-
re meglio, anche o lvello molecolare, & complesse
mnteraaicmni immuancregelatorie che avvengone nella
risposla innmunilaria polranno wvers impor ki con-
segtenze cliniche i un prossimo futuro. In partco-
lare Minquadramenta nosologico delle 1T primitive
e secondaric pord subire modiliche con Mindividua-
zlome di nuove Torme o la distinzione di soltolipi
diversl nell”ambito di aleune di quelle gia nete. An-
el li possibilith disgnostiche, che negli ollimi anni
sono state tivoluzionale dad progressi della biologia
meeenlare ¢ consenlome appl inomel i east ladia-
enosi prenatale di aleune malattie, potranno avere
ulteriori evoluzioni positive.

IMMUNOSOPPRESSIONE FARMACOLOGICA

pL. Lnas, T2 Caeaminn}

Kecenti acquisizioni di ordine farmacologico,
unilamenle ai nedavol progresst compin nel cam-
po dell immunologia di base, hanno permesso una
migliore utilizzazione di tarmac tradizionali, non-
che Macouisizione di noeves straleeie terapeutiehs ca-
paci di modalare Ly risposta immune.

Tow Tines Lestarics v Lerapaa e noso ppressiva,
ol ad agire a livello midollare inibendo la linea
linfo-mielocitica, pud anche essere in grado di mo-
dulare Mespansicone dei elent T o B aaloreallivi re-
sponsabili rispeilivaments del reclutamento di altre
popalaziont cellular attraverso la sintest di ¢itochine
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