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INTRODUZIONE

Viene qui descritto un test per la valutazione guantita-
tiva della funzionalitd metabolica dei granulociti & della
capacita opscnizzante del plasma. Il principioc base del
metodo e la misura della produzione di superossido (07)
da parte dei granulociti durante lincubazione di sangue
intero con zimosan e con forbolo-miristato-acetato (PMA)
Incubandoe il sangue In presenza di zimosan non preventi-
vamente opsonizzato la opsonizzazione avviene ad opera
del plasma contenuto nallo stesso sangue. Solo guando
adeguatamente opsonizzato o zimosan & in grado di
interagire con i recettori della membrana cel granulociti e
di attivare il metabolismo cellulare. | granulociti attivati
producono e rilasciano all'esterna notevole guantité di 07,
che reagisce col citocromo ¢, presenis iezzo di Incu-
bazione riducendolo secondc la reazicne 0Oz, +*Fe == cito-
cromo ¢ — 02 # Fe #* gitocromo ¢ (1-3). |l citocromo ¢
ridotto viene misurato spettrofotometricamente in base alla
differenza di asscrbanza a 550-488 nm {4), In parallzio
vengono eseguitl controlll In presenza di superossidodi-
smutasi (SOD), enzima che catalizzando la reazione 202 +
2H™ — H20:, impedisce che il ¢citocromo ¢ venga ridotto
dal superossido {(5).

Con taie metodica si possonao rivelare sia difetti umorali del
sisterni di opsonizzazions, sia difetti cellulari nel meccanl-
smi di riconoscimento, di attivazione metabolica e di
produzione di 07 (4-6). Per distinguare i difstti umorali da
quelli cellulari si possona eseguire delle prove in presenza
di zimosan pretrattatc con sierl normall o di forbolo-
miristato-acetato, un potente stimolante solubile dei granu-
lociti. In questo caso viene saltato lo stadio della opsoniz-
zazione e si valuta solo la funzionalita granulocitaria,

| principali vantaggi di guesto test scono: 1) valuiando
contemporaneamente sia la funzione opsonizzante dsl
plasma che la funzione dei granulociti, permette di Indivi-
duare un'ampia parte di difetti del sistema fagocitario; 2) il
test viene eseguito con un plccole camplans di sangue
(1-2 ml) e non richiede lisolamenic del granulociti; 3} la
tecnica e semplice e prevede l'uso di strumenti comune-
mente presenti in tuttl | laboratori.

MATERIALI

Sangue. || sangue vieng raccolto con siringa di plastica
contenente 10 unita di eparina per ogni ml di sangue.
Prima del saggio il sangue viene conservato a temperatura
amblente per ncn piu di 5 ore.

Reagenti. Zymosan, Tipo A, forbolo 12-miristato 13-acetato
(FMA}; Citocromo ¢, tipe VI, superossidodismutasi (SOD) e
N-gtilmaleimide sono stati acguistati dalla Sigma Chemical
Co., 8t. Louis, Mo, USA. Gli altri reagenti sono del massi-
mo grado di purezza. La soluzione Krebs-Ringer fosfati
contenente glucosio & calcio (KRP) & cosi composta; 21 mi
di tampone fosfato 0.1 M, pH 7.4 + 100 ml di sol. fisiclogica
(NaCl 0.9%) + 4 ml di KC1 0.154 M + 1 ml di MgClz 0.154
M + 0.83 mi di CaClz 0.1 M + 100 mg di glucosio per ogni
100 ml di soluzione.
Lo Zimosan viene sospeso in 0.9% NaCl alla concentrazio-
ne di 20 mg/ml, facendo attenzione che non rimanganoc
degli aggregati e bollito & bagnomaria per 10 minuti. Viene
auindi centrifugato a 1000 x g per 10 minuti e risospeso in
KRP alla cancentrazione di 10 ma/ml. Lo Zimosan opsoniz-
zalo viene preparato incubando lo Zimosan sospeso in
KRP alla concentrazicne di 10 mg/ml con 15% di un pool
i sieri umani freschi. Dopo lincubazione (20 minutia 37° C
con agitazione) lo Zimosan opsonizzato viene centrifugato
e risospeso in KRP alla concentrazione di 10 ma/ml. ||
PMA viene sciolto in dimstilsulicssido alla concentrazione
di 0.1 mg/ml. Citocromo ¢ & SOD vengone sciolti in KRP
alla concentrazione di 30 mg/m! e di 2 ma/ml rispettiva-
mente.

METODO

Il test completo prevede |a misura della produzione dj
superossido in assenza = In presenza di agenti che stimo-
tano il metabolismo ossidative del granulociti. Alle scopo
vengono allestite 4 paia di provette di plastica da 10 ml,
secondo lo schema presentato in tabella 1.

Tab. 1 - Preparazione delle provette per la misura del superossido.

Senza

+ Zimosan

stimolanti REIMERN opsonizzato +PNR
1A 1B 2A 2B 3A 3B 4 A 4B
KRP 0.35 0.33 0.30 0.28 0.30 0.28 0.35 0.33
Zimosan - S 0.05 0.05 - - - -
Zimosan opsonizzato = = =2 = 0.05 0.05 = =
PMA - - — - - - 0,005 0.005
PO BTl 41 a2 0.05 0.05 Q.05 0.05 0.05 0.05
30D - 0.02 - et - 0.02 - 0.02

I valori si riferiscono a volumi in ml.
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Le provette vengono preincubate in bagno termostatato
per 5 minuti a 37" C. Quindi a ciascuna provetta vengono
aggiunti 0.1 ml di sangue e si incuba per 15 minuti con
continua agitazione (circa 100 colpi/minuto). L'incubazione
& bloccata con l'aggiunta di 2 ml di KRP freddo (+ 4 C)
contenente 1 mM N-etilmaleimide (un inibitore della produ-
zione di 057) e le provette vengono centrifugate a 1500 = g
per 10 minuti. Si legge Ia densita ottica dei sopranatanti
misurando la sifferenza di asscrbimento (n0.D.) tra
550-468 nm in ciascuna provetta. Le ~0.D. delle provette B
(con SOD) vengono considerate come bianco e vengona
sottratie alle rispettive ~0.D. delle provette A. Le risultanti
differenze (A - B) vengono moltiplicate per 2.5 (ml finali) e
divise per 0.0245 (coefficiente di estinzione pM del citocra-
mo c.) e si ottengono le nmoli di 0z prodotte da 0.1 mi di
sangue,

Tab. 2. Esempio di risultati ottenuti con il test di misura dell’07

| risuliati vengono anche espressi come nmaoll di Q2/108
granulociti, in base alla conta totale e differenziale dei
globuli bianchi.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Allo scopo di meglio chiarire |2 procedura dei calcoli da
eseguire, un esempio di possibili risultati ottenibili in condi-
zioni normali e patoiogiche & riportato in tabella 2.

Senza

N provette stimolanti

+ Zimosan

+ Zimosan + PMA

opsonizzato

1A 1:B 2A

2B 3A 3B 4 A 4B

Controllo sano

0.D. 550 0.453 0.462 0.857 0.510 0.817 0.522 0.894 0.488
468 0.389 0.412 0.311 0.420 0.299 0.425 0.224 0.390
£0.D. 0.064 0.050 0.548 0.08 0.618 0.097 077 . 0.098

A-B 0.014 0.458 0.521 v 0.672

nmoli 0z 1.4 46.5 53.2 68.6

nmoli 0z /108 gran. 29 93.1 106.4 137.1

Difetto di opsonizzazione

0.D. 550 0.462 0.440 0.550 0.480 0.900 0.510 0.950 0.492
468 0.395 0.390 0.420 0.430 0.310 0.408 0.260 0.398
£0.D. 0.067 0.050 0.130 0.050 0.580 0.102 0.690 0.094

A-B 0.017 0.080 0.488 0.596

nmoli 07 1.7 8.1 497 60.8

nmoli 07 /108 gran. 3.5 16.3 99.6 121.6

Difetto cellulare

0.D. 550 0.480 0.478 0.460 0.470 0.471 0.450 0.465 0.455
468 0.398 0.405 0.402 0.418 0.408 0.389 0.398 0.400
~0.D. 0.082 0.073 0.058 0.054 0063  0.081 0.087 0.055

A-B 0.008 0.004 0.002 0.012

el 67 09 04 0.2 1.2

nmoli 0z /108 gran. 1 .8 0.8 0.4 2.5

Il calcolo delle nmoli 07 /108 granulociti & stato fatto assumendo un numero di 5000 granulociti/mm? di sangue.
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Nel nostro laboratorio | valori medi per soggetti adulti sani
sono quelli riportati nella tabella 3.
Tab. 3. Produzione di superossido da granulociti nel sangue intero
sen i
; <@ : + Zimosan i Zimgsan + PMA
stimolanti opsonizzato
Maschi 2318 858 = 20 1174 = 259 107.0 = 395
(48 (87) (12) (25)
Femmine 2919 826 + 185 105.3 = 30.5 101.6 + 32.2
(11) (27) (5) (8}

Valori in nmoli 0z /5" /108 granulociti, = SD.
In parentesi il numero dei soggetti.

Valori leggermente piu bassi si ottengono con partite di
zimosan vecchie o mal conservate, che tendono a formare
agaregati & quindi a non dare una stimolazione ottimale. 1l
metodo da valori lineari in funzione alla concentrazione dei
granulociti fino a circa 8000 granulocitifmm? di sangue. In
caso di neutrofilia marcata & opportuno ridurre il tempo di
incubazione a 10-12 minuti o aumentare la concentrazione
di citocromo ¢. Conviene inoltre segnalare che i difetti di
opsonizzazione si riscontranc abbastanza frequentemente
(2-5% dei casi) in soggetti apparentemente sani e asintc-
matici, come anche osservato da altri autori (7).

Lavoro finanziato con il contributo n° 81.01803.04 del
C.N.R.
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