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Misura della prsd zione di superossido da parte di granulociti nel sangue intero.
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INTBODUZIONE

Vrene qui desc.ìtto un tesl F,er la !a uiaz one quantta-
liva de a lunziona tà melaboica de granlloct e de a
capacilà opsonzzanle dÉ plasma. I prncpio base del
met.do e a m sura de a p.rdrz .ne d supe.oss do (0:_)
da parie de granù ocili duranie nc!baz.ne d sanq!e
lftero con 2imosan e coi lorboio m r§lat. acelalo (PMA)
ncùbando il sanSle . orésefza d z nìoreì fo. Frevenl

vamente opsonizzato ia opson zu az one artene ad apeta
de pasma co.lèn!!o ne Ò stessÒ saigLe §oo qla.do
adegualamenre opson zzalo lo zlmosan e n grado Cl
i.terag re cof recettor de a membrana oe g.anuloci e
di attivare rnetabo ;r.ru ocnì attla1
prodLcono e r asc ano a esie n. nolenù . q!a.ltà dl a2'..tò'ò.q' ò o
bar one r rL e.oo o ,e o.oo a rcar .e 0^ ? ro
cr.mo c : 0; r Fe +_ ctocromo c (r'3) clocromo c
ndotto viene m s!rato spettrofotomelncameiìe n base a a
dif,erenza d assorbanza a 550 ,168 nm 14) n para elo
vengono esegut conlrol in presenza dr superossdod-
smutas {SOD), enz ma cie caralzzando a r€az one 20: r
2H'- H,O,, npedsce cne i cilocromo c !è.Sa rdÒlto

Con la e metodlca s oossofo r !e are s a d lell lmora de
sr"a d Òp,o. 77"7 o-e .:. d rò- .6 | . o .è ò .Ò

sm d rconoscmento. di alllazofe dìelabo ca e d
produzione d 0i (4 6) Per disrifg!eré I dlfètr !m.ra da
qùe ice !ar s pÒssÒno éseqlire aere prÒle n F Èsenza
d zmosan pretraltaio .on ser norma! o d torboo

-' po.t' e' _( è' t | è d' a-a.
o r l'q.e<o o "dod-la p.. -
zazlonee s !autasoo laf!nzionailà granùlociara

Drifc Dal vantaqq di orest! lest s.no: ll lailianao
conlempora.eamente sa a I!nzione opsorlizzanle de
plasma che La JLr.z one de grarr.cr permette d nd,
duare ln'amp a pane ! djert de slslenia iaqoctar oi 2)
test vene eseguto co. un pccoo carp.ne ci sangue
{r 2 m)e ion rchede l'soame.ro de sran!o.t:31 a
tecrica è semp ce e prevede uso d sirureni cònlne
menle present ln tutu aboral.r

Tab. 1 - Preparazroire delie provetie per a m sura.lel sùperossido

Sangoe, I sa.gue vrene raccollo cor srnqa di ptastca
conlenente 10 lnta c éparna per oqn m d sangle
Prlmade sagqo sangue r'lene conservalo a temo-èraiura
ambienle per fcn p:ù d 5 .re
Reagenti, Zymosan, I po A forbo o t2 mirislato i3-acelato
(PMA): c locromo c t pÒ V : s!peross do.lismltas (SODI e
N èi naÌeim de scno stal a.q! sral da a S qma Chem ca
Co, S1. Lours, [1o, USA G] altri reaqenr sono de mass
mò grado d pLrezza La sor!z one Krebs-Rirger josiat
conienente Olucos o e ca c o (KBP) è cosÌ composla 21 ml
d tarnpone losfaro 0 I M pH 7.4 + 100 ml di so tisiolog ca
lNaol 09%)+4m d KCI 0154tl+l m d MqCr:0.15,1V-06 '.o (". 0'V. 00.,oo9.!o.op" og.,
100 m d so!zone.
Lo Z mosan ! ene sospeso n 09% NaC aia concenirazo-
ne d 20 mg/m,lacendo alten2one che non rmangano
.Jeo r aggregar e bo to a Dagnomar a per l0 m nuli. v eneo d :e, 9.'o o 000 .q p-'vapaa a- ò1é-Ò-ea,'A,9 Ò'-o.o.opco, /

' oa oo to /aose- o.oò.o
KBP ara c.nce.traz one d 10 mqh con t5% di un Doolq..e .-" .' D'o L'"'Ò " 20

è ,e cè . I ig..o
e rlsospésÒ n KBP a a conce.t'a2one d tO mghr. I

PMA ! ene sc o to n d met s! loss do aila concenrraz one
d 1l 1 mgh. Cto.r.m. c e SOD lengono sciotti tn KRp
a a.oncentraz.ne C 30 mg/m e d 2 nrq/m rspenla

METODO

I lest competo prevede a rnisura dela prodLrzione d
slpeross do n assenza e n presenza d aqenti che stimo
ano metabo §mo ossdalvo de g.anllocu A o scopo
venOono a eslte 4 paa d pr.leìte di pastica da 10 m,
§econd. lo schema presentato r. laber a l
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Lè !roveile venqoro prelncubaie ln bagno ìermostalalo
Òer 5 mirut a 37 C Quindi a ciascuna provella venqono
,".. . o r . :rclod Per ll -ir .' (or

. ii' *" ao..,o." r "c. roo corD r rlro l" ' ' b.7 o' "
; .. . ""1o, "qq.. 

', o ar o, \FD t Pddo 4' -
.n.è.erle 1. l,J\òr,rap-roe .' 1b'orèo" "orÒd,_

7.ne d O2-) e e provelle vengono ce.tr iugate a I 500 x 0

"", tO .in, S. èqoè d op .a o-1. d' 'oor"'alè "i;. ,""". " oD 'è
5sò 468 im ln clascuia provèita Le rO D delle provette B

,.n ,OD' enqoro bd(o''e'So-o
iì,,-'r" "r".*"'.," 'oD. oè è o'o?enò a ò "rlo'
.n-"rÉ.re,A B ."lSororolrpr a.ep"'25 'l a P

. . e oe O 0215 r oeti. "r le o, Fsl _/ro"e rV d"l c lo 
"o

-" . r .," . ot"noò* e nmo di o, orodotte da 0 I ml dl

L risu lat vengono anche
oranuloct, n base alìa

espress corne .mo d 07106
conla roìae e dillerenzia e dei

RISULTATI E OISCUSSIONE

A,o oooo,'òqo rd ò a Po'"d"" o"r 2 ori d'
.."", 

" 
,, " -"-0" o, P" 'oil " ' '"' orle o r ord

, o.i normali e Dèroloq.he É I porlato n tabella 2

Tab. 2. Esempio di I sùltau otlènuti con I iest d misura del '0t

1B 3B 4B2B

oD. s50
468
AO,D,

0.994 0.484

0.224 0.390
a77 0.098

0.453
0.389
0.064

0,462
o.412
oo50

0.457
0.311

0 546

0.510
o.420
0.09

0.s17
0 299
0.618

o.522
4,425
0.097

0456 0.521 a 672
A-B

465 532 66.6

29 93.1 106.4 137.1
nmoliOt /106 sran.

Dilètto di oPsonizzazion€

o.D. 550
468
ro.D.

0 950 4.492

0.260 0.394
o 690 0.094

o.462
0.395
o 067

0.440
0.390
0.050

0.550
o 424
o 130

0 480
0.430
0.050

0.900
0.310
0.590

0.510
0.408
o.142

0.017 0.080 0 4aa 0.596
A.B

1T 8.1 49.7 60.8
nmoli 0t

99.6 1116

o.o. 550
464
Ào.0.

0.465 0.455
0.398 0.400

0.067 0.055

0.480
0.398
0.042

o 474
0.405
0.073

0 460
0.402
0.058

4.470
0.416
0054

0.404
o 063

0.450
0.389
0.061

0.009 0.002 0012
A.B

1.24.20.9

1,8 0.4 2.5

I calcolo de le imoli Oi /106 granulociti è slato iatio assumendo un numsro di 5ooo graruLoc ti/mm3 di sanq!€
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Nel nostro laboratorio ivalor med per soggelli ad!t san
soro que i r porlat ne la labe a 3

lab. 3. Produzione disùperossido da granu ocii ne sangue nlero

t4e

(11)

85.8 1 20
(87)

a2 6 1 18.5
127)

\12)

105.3 = 30.5

15)

125t

(e)

Vaor ir nmol 0t /5'/106 sranulocti, ! SD.

n parenies i numero de sogqetr.

valor esgermènte p! bassì s ottengono .or pa.lile d

zlmosa. vecchie o ma conservaie, che tendono a lormare
aqgregaii e q! nd a non dare una st.ro azlone ott mae I

metodo dà valor ineari n lunz one alla .oncenlrazione de
granu oct tiro a c rca 8000 qranu ocil/n-rm3 d sanque .
caso d neutroiila marcata è opportuno rid!(e ier.Oo d
ncubazio.e a 1o-12 minÙt o aurnentarè a concenlraz one
di cto.romo c Conviene nollre segnalare .he diiett dl
op or /. a7 o' é 

"bo" r" . " ""Ò' " 'T"r '"
tr 'oooe' éop. è 

'.eÉò' 
rò o ' a("o

matic come anche osservato da alri aliorl (7)

Lavoro I nanz alo con i cofìribllo n 81.0180304 del
CNR,
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