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Editoriale

basofili, tra i granulociti, sono le cellule meno rappresentate e, a dire il
vero, sono tra le cellule piu rare ed inoltre non sono presenti in tutti gli
animali.

Le informazioni su queste cellule erano quindi, comprensibilmente, ab-
bastanza scarse e solo la disponibilita di nuove metodiche per I'isolamento e
la purificazione delle cellule dal sangue periferico e dai tessuti, insieme alla
possibilita di produzione in coltura particolari, arricchite di fattori di cre-
scita, a partire dai precursori, ha permesso la disponibilita di un sufficiente
numero di cellule.

Gli studi biochimici ed immunologici hanno cercato di stabilire il loro
ruolo fisio-patologico e, sebbene questo debba ancora essere chiarito in ma-
niera completa, numerosi sono i progressi fatti, come ampiamente illustrato
in questa monografia.

Infatti i basofili, insieme alle mastcellule, sono le uniche cellule che sinte-
tizzano istamina ed esprimono recettori sulla membrana cellulare che legano
le IgE con un’elevata affinita (FceRl). Sebbene i due tipi di cellule derivino
da due differenti precursori che originano nel midollo osseo e nel fegato
fetale, queste cellule ed i loro mediatori sarebbero i principali effettori della
inflammazione allergica.

Inoltre studi recenti sembrano suggerire che i basofili, insieme alle
mastcellule, possano giocare un ruolo nella risposta dell’ospite in corso di
infezioni batteriche e virali ed anche in corso di patologie croniche e fibroti-
che con interessamento di diversi organi.

Questa monografia, iniziando con la caratterizzazione morfologica di
queste cellule, illustra in modo chiaro, aggiornato e profondo i piu recenti
sviluppi delle nostre conoscenze circa I’'ontogenesi, i mediatori dei basofili e
gli antigeni di membrana.
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Una seconda parte costituisce invece un utile fonte di informazioni circa le
tecniche di laboratorio per lo studio di queste cellule e sono sicuro che
riscuotera un notevole interesse tra i nostri lettori.

Gli autori di questa monografia sono il dottor Renato Enzo Rossi che,
dopo la laurea in Medicina e Chirurgia presso I'Universita di Genova, ha
conseguito la specializzazione in Allergologia ed Immunologia Clinica fre-
guentando la Scuola di Firenze.

Il dottor Rossi ha quindi svolto attivita di ricerca presso la Cattedra di
Immunologia dell'Universita di Genova e presso I'lstituto Nazionale per la
ricerca sul cancro di Genova.

Membro dell'European Academy of Allergology and Clinical Immuno-
logy, il dottor Rossi, attualmente svolge la propria attivita professionale nei
poliambulatori delle ASL 15 e 17 della provincia di Cuneo. E' autore di
numerosi lavori originali, alcuni dei quali pubblicati su riviste internazio-
nali, sempre con il co-autore di questa monografia.

Il secondo autore ¢ il dottor Giorgio Monasterolo che, dopo la laurea in
Medicina e Chirurgia presso I'Universita di Torino, ha conseguito le specia-
lizzazioni in Medico Settore Laboratorista ed in Patologia Generale presso la
stessa Universita ed in Ematologia (Clinica e Laboratorio) presso I'Universita
di Pavia.

Attualmente il dottor Monasterolo & primario del Laboratorio di Analisi
dell'Ospedale di Fossano e docente di Patologia Speciale Clinica presso la
Scuola di specializzazione in Patologia Clinica dell'Universita di Torino.

Sergio Rassu
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Caratteristiche morfologiche dei basofili

La prima descrizione dei granulociti basofili é attribuita a Paul Ehrlich
(66), che li descrisse come cellule caratterizzate da granuli citoplasmatici me-
ta-cromatici dalla particolare colorazione con il blu di toluidina, dovuta al
notevole contenuto in proteoglicani acidi. | basofili vengono agevolmente in-
dividuati e contati con metodiche di colorazione che utilizzano il blu di to-
luidina e il blu alcian (18, 76).

| basofili derivano da una cellula staminale totipotente e completano nel
midollo osseo la loro maturazione prima di diventare elementi maturi
circolanti. Le cellule progenitrici dei basofili sono c-kit, IL-3R* contrariamente
ai precursori dei mastociti che sono c-Kit* e IL-3R" (3).

I basofili nel sangue periferico rappresentano circa I’1% della restante
massa di leucociti circolanti (20-45 cellule/mm?3). Anche quando migrano nei
tessuti, in particolare nella fase tardiva della flogosi allergica e nella fase
precoce della ipersensibilita ritardata (79), essi mantengono il loro aspetto
morfologico peculiare. Hanno un diametro compreso tra 5 e 7m un nucleo
multilobato con grossolani addensamenti di cromatina. All’esame micro-
scopico i granuli citoplasmatici sono tondeggianti, relativamente grandi e
possono in parte coprire il nucleo. Queste strutture granulari, costituite
principalmente da mucopolisaccaridi acidi (eparano e condroitinsolfato),
durante la degranulazione si fondono direttamente con la membrana cito-
plasmatica. Nei basofili sono costantemente visibili depositi citoplasmatici di
glicogeno, mentre corpi lipidici sono raramente presenti nel citoplasma. La
superficie citoplasmatica appare costituita da villi irregolari e corti. Il reticolo
endoplasmatico e I'apparato di Golgi sono scarsamente rilevabili. Rari sono i
cristalli intracitoplasmatici (lisofosfolipasi) (58, 59).

L’analisi ultrastrutturale di colture a breve termine di basofili umani sti-
molate con agenti diversi ha permesso di definire le caratteristiche morfo-
logiche e le relative modalita di secrezione dei mediatori in essi contenuti
(60-62). In basofili stimolati con formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP),
un prodotto batterico che provoca il rilascio di istamina e di leucotriene
(LTC4), avviene I’estrusione di particelle granulari, di membrane concen-
triche ad elevata densita e di cristalli di Charcot-Leyden adiacenti alla super-
ficie cellulare, entro alcuni minuti dallo stimolo. Nei modelli sperimentali
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che utilizzano FMLP, una quantita di istamina pari alla meta di quella
massima prodotta dai basofili viene liberata dopo 1,3 minuti dallo stimolo. |
granuli secretori di basofili stimolati con FMLP mostrano due aspetti: i) un
alterato contenuto granulare caratterizzato dalla presenza di particelle
normodense, ii) estrusione di singole strutture granulari libere da membrane
attraverso pori di degranulazione. | granuli con alterazioni del contenuto
spesso rivelano cristalli Charcot-Leyden, i quali possono essere estrusi dalla
superficie cellulare dopo la fusione di membrane granulari con le plasma
membrane.

L’esame della distribuzione di istamina nei basofili in fase di ripresa
dopo stimolo con FMLP, mostra la ricomparsa di granuli integri ripieni di
particelle dense, contenenti nuovamente istamina in un periodo che va da 10
minuti a 6 ore. Il loro contenuto in istamina suggerisce due possibili fonti di
ricostituzione dei granuli: per assunzione di istamina precedentemente
rilasciata o per sintesi de novo a livello dell’apparato di Golgi (A).

La produzione e la liberazione di LTC4 si ha invece dopo 3,5 minuti
(191). La cinetica del rilascio istaminico puo essere rapida, in caso ad esem-
pio di stimolo con FMLP (2 minuti) o IgE (15 minuti), oppure puo raggiun-
gere il massimo dopo circa un’ora se i basofili vengono stimolate con il tetra-
decanoil- forbolo acetato (153).

La liberazione dei granuli avviene attraverso i molteplici pori della mem-
brana ed il materiale intragranulare rimane associato nei cul-de-sacs formati
dalle superfici irregolari dei basofili secernenti. Questi materiali sono costi-
tuiti da aggregati tondeggianti liberi da membrane, da strutture omogenee a
forma di sfera del tutto identiche ai cristalli di Charcot-Leyeden intracito-
plasmatici e da masse concentriche formate da membrane ad alta densita. La
secrezione dei basofili € generalmente caratterizzata dalla fusione e dal-
I’estrusione dei singoli granuli dai diversi pori della membrana. Meno fre-
guentemente é possibile osservare la formazione di camere di degranu-
lazione intracitoplasmatica, che si formano dalla fusione delle membrane dei
granuli (71). Il contenuto di queste sacche di degranulazione viene poi
espulso attraverso un singolo poro nel microambiente.

In certi casi la fase di esocitosi € preceduta dalla cosiddetta degranulazio-
ne piecemeal, che caratterizza ad esempio il quadro anatomopatologico degli
stati flogistici associati ad infezioni o tumori. Questo quadro morfologico e
descritto come la progressiva perdita delle particelle granulari in assenza di
fusione dei granuli tra loro o con la membrana cellulare. E’ verosimile che
alcune citochine diano inizio alla degranulazione piecemeal agendo su basofi-
li provenienti dal sangue periferico (56).
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Come evidenziato in indagini effettuate in vivo e in vitro, le cellule che
vanno incontro a processi di degranulazione sono morfologicamente vitali,
non mostrano danni strutturali, segni di necrosi o apoptosi (58).

In studi condotti su basofili stimolati con FMLP é stato osservato un rin-
novo dei granuli entro due minuti dallo stimolo (57). Questa fase é prece-
duta da un intervallo in cui il basofilo, completamente degranulato, presenta
larghi aggregati di particelle di glicogeno elettron-dense nel citoplasma.

| basofili, infine, possono internalizzare i prodotti di altre cellule (ad
esempio perossidasi degli eosinofili) in vescicole che successivamente si
vanno a localizzare nei granuli secretori. Le vescicole sono dunque degli
organelli chiave del traffico bidirezionale dei basofili (59). A tale proposito &
stato riportato che i basofili contengono piccole quantita di proteina basica
maggiore (2,4 x 10° ng/10°8 cellule), neurotossina (214 ng/108 cellule) e
perossidasi prodotte dagli eosinofili (2).

Caleidoscopio
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Ontogenesi dei basofili

La cellula progenitrice dei basofili & una cellula emopoietica commis-
sionata, comune anche gli eosinofili, presente nel midollo osseo, nel sangue
periferico e cordale, che si differenzia in cellula matura sotto I'influenza di
specifiche citochine (49, 51). In presenza di interleuchina-3 (IL-3) i precursori
cellulari CD34* si differenziano in basofili (99, 184) mentre in presenza di IL-
5 lo sviluppo degli stessi progenitori cellulari avviene generalmente in senso
eosinofilico (50).

La differenziazione verso i due stipiti cellulari avverrebbe in maniera
stocastica. Il midollo osseo rappresenta la fonte principale di cellule
progenitrici della linea neutrofilo-macrofagica, mentre per ragioni ancora
poco chiare anche dal sangue periferico viene isolata una quota ingente di
precursori di basofili ed eosinofili. In ogni caso la massa di progenitori
midollari in senso baso-eosinofilico risulta 10 volte maggiore rispetto al
sangue periferico. Rappresenta un’eccezione il sangue cordale nel quale &
particolarmente alto il numero di questi precursori cellulari (140).

Cio che risulta chiaro & che gli immunofenotipi di differenziazione dei
basofili e degli eosinofili sono distinti da quelli dei mastociti per quanto
riguarda i rispettivi profili recettoriali per le citochine (47, 183). Basofili ed
eosinofili in fase di differenziazione sono caratterizzati dalla presenza dei
markers CD9, CD 11b/18, CD25, CD35, c-Kit. | precursori cellulari dei
mastociti sono positivi per c-Kit che ¢ un prodotto del c-Kit protooncogene,
ligando dello stem cell factor (SCF), promotore della crescita dei mastociti a
partenza da una cellula primitiva CD34* presente nel midollo e nel sangue
periferico (3, 98). Le cellule progenitrici dei mastociti hanno il fenotipo
CD34*, c-kit*, Ly-, CD14", CD17 (69).

L’azione delle diverse citochine sui basofili & stata ampiamente docu-
mentata (48). La comunanza della sub-unita b dei recettori per I'lL-3, I'IL-5
ed il GM-CSF (100), la crossreattivita biologica di queste tre citochine, e la
presenza del gene che codifica i recettori per le tre citochine sullo stesso
cromosoma, lascia intravedere la possibilita che I’IL-5, oltre ad essere un
importante fattore di differenziazione degli eosinofili, possa essere anche un
fattore di crescita e differenziazione dei basofili. L’IL-3 prodotta principal-
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mente da linfociti T attivati ed eosinofili, induce la differenziazione dei
precursori midollari dei basofili umani e di basofili derivanti dal cordone
ombelicale (149). Vale la pena di ricordare che in cultura a 7 giorni, in
presenza di IL-3, i cosiddetti “non releasing basophils” (10-20% dei basofili
sono del tutto incapaci di produrre istamina in risposta ad anticorpi anti-
IgE) acquistano la capacita di liberare istamina. In altre parole I’lL-3 tra-
sforma i basofili non responsivi in cellule responsive nei confronti di an-
ticorpi anti-IgE (198). Il GM-CSF & un altro prodotto di crescita emopoietico
con attivita multiple che puo partecipare alla differenziazione dei precursori
midollari in senso non specifico, comportandosi come fattore facilitante la
differenziazione stocastica su colonie formate da elementi cellulari appar-
tenenti a diverse linee (128).

Un altro fattore capace di favorire la differenziazione dei precursori di
basofili umani é il nerve growth factor (NGF), specialmente in associazione,
in vitro, con GM CSF o IL-5 (125, 177). Di particolare interesse il rilievo che il
trasforming growth factor-b puo contribuire ad indurre la differenziazione
preferenziale dei basofili rispetto agli eosinofili a partire dal precursore
comune alle due linee cellulari (166). E’ stato anche dimostrato infine che il
Platelet activating factor (PAF) é in grado di promuovere la maturazione di
basofili a partire dal precursore midollare, attraverso un’induzione della
produzione di IL-2b e IL-3 (151).

In conclusione, é stato dimostrato in maniera definitiva che i basofili rap-
presentano gli elementi maturi della differenziazione dei granulociti e non
sono i precursori dei mastociti. Contrariamente a questi ultimi completano la
loro differenziazione nel midollo osseo. La conferma che i mastociti e i
basofili si sviluppano secondo linee differenti & sostenuto anche da rilievi
clinici. Infatti si osserva una produzione di basofili, ma non mastocitosi,
durante le crisi blastiche in corso di leucemia mieloide cronica; d’altra parte
nell’orticaria pigmentosa c’é mastocitosi cutanea senza basofilia (69).
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Mediatori dei basofili

I mediatori chimici dei basofili, rilasciati da stimoli immunologici (113) e
non immunologici (123) (tabella 1) possono essere distinti in mediatori pre-
formati associati ai granuli e mediatori neoformati derivati dalla membrana.

Basofili
Attivatori immunologici Attivatori non immunologici
Antigene lonofori del calcio (A23187 e ionomicina)
Anti - IgE Mitotossina
Anti - FceRlI Ossido di deuterio
Anti - IgG Proteina basica maggiore degli eosinofili
C3a, Cha FMLP e Pepstatina A
rhSCF Iperosmolarita
MCAF PAF
Concanavallina A Esteri del Forbolo e Briostatina
HRFs 5-HPETE, 5 - HETE
rhiL-3 PGD2 *
IL-8 LTB4 *
Proteina L del P. Magnus
Proteina A dello St. Aureus
*Inducono la secrezione di istamina esclusivamente in presenza di citocalasina B

Tabella 1. Attivatori immunologici e non immunologici dei basofili.

Mediatori preformati
Istamina

L’istamina 2-(4-imidazolil) etilamina, & contenuta nei granuli dei basofili
in una quantita pari a circa 1 pg/cellula. Si forma per decarbossilazione
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enzimatica della L-istidina ad opera della istidina-decarbossilasi. |1 50-70%
dell’amina viene rapidamente metabolizzato a N-metil istamina ad opera
dello N-metil-transferasi, e successivamente, attraverso la monoamino-
ossidasi, ad acido N-metil imidazolacetico. Alternativamente, I’istamina puo
essere direttamente ossidata ad acido imidazolacetico per azione di una
diamino-ossidasi (istaminasi). L’acido imidazolacetico & quindi coniugato
con il ribosio prima della sua escrezione (1) (Fig. 1).

L’istamina induce molteplici effetti biologici attraverso I'interazione con
recettori Hi, H2 e H3 (176). Dall’interazione con i recettori H; si hanno le
seguenti risposte: contrazione della muscolatura liscia bronchiale; aumento

H H
| |
istidina [ ? - CI_COOH

H—=N N H NH,

Y

L-istidina
decarbossilasi H H
IR
I
N N H NH;
V.
Imidazolo - N- Diaminossidasi
metiltranferasi (istaminasi)

H
BNV
H COOH
I I
N NH: H—N N H

v \4
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I—O—I

z

monoamino
ossidasi (MAO)

—COOH

I—O—I
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Acido imidazolaceticoriboside

Figura 1. Rappresentazione del metabolismo dell’istamina.

Caleidoscopio k!



R.E. Rossi, G. Monasterolo Basofili

della permeabilita vascolare; vasodilatazione periferica; vasocostrizione del
circolo polmonare; prurito (83). La stimolazione dei recettori H; coronarici
induce una dilatazione dei vasi coronarici con aumento della perfusione
cardiaca, mentre in circa il 40% dei pazienti con angina vasospastica induce
spasmo coronarico (185). La stimolazione dei recettori H, produce: secrezio-
ne acida a livello gastrico; secrezione mucosa delle vie respiratorie; contra-
zione esofagea; aumento del cronotropismo e dell’inotropismo cardiaco;
vasodilatazione del circolo polmonare (176).

Inoltre I'istamina inibisce la secrezione IgE-mediata di mediatori chimici
dai basofili, attraverso un meccanismo di feedback negativo mediato
dall’interazione con recettori H; (114). In generale, la stimolazione di
recettori H2 inibisce I’attivita citotossica dei T-linfociti e la produzione di
linfochine (127). L’istamina inoltre, attraverso i recettori H; induce
I'espressione di recettori per C3b (RI) sugli eosinofili (9). La stimolazione dei
recettori di tipo Hs, localizzati al livello delle fibre nervose sensitive e dei
polmoni dei mammiferi (11), inibisce la trasmissione nervosa a livello delle
vie respiratorie (15).

Triptasi

La triptasi umana €& una serino-proteasi a struttura tetramerica dal peso
molecolare di circa 134 kDa formata da subunita di 31-35 kDa (162). La
natura eterogenea delle subunita determina la variabilita di esse in differenti
preparazioni (160) benché rimangano identiche le sequenze degli ultimi 20
aminoacidi nella porzione amino terminale (134). Sono state individuate due
tipi di triptasi, a e b, rispettivamente di 274 e 275 aminoacidi (133) ed una
omologia del 96% (160) con differenze nel numero di residui per il poten-
ziale legame con carboidrati (a= 2, b= 1). Nei basofili del sangue periferico
da 91 a 95% delle cellule é stato trovato RNA messaggero per I'a triptasi
(197). | basofili contengono piccole quantita di triptasi, (attorno ai 0. 05 pg /
cellula) (33).

Nonostante la massiccia presenza di triptasi nei mastociti non sono state
ancora chiarite le sue proprieta biologiche. Tra le azioni della triptasi
documentate si segnalano: I'attivita fibrinogenolitica (161); I'attivazione
della metalloproteinasi 3 (Stromelisina) che a sua volta attiva una collage-
nasi latente (78); una controversa attivita callicreino-simile (163, 187); la
capacita di degradare i neuropeptidi a livello delle vie respiratorie (172) e di
peptidi correlati al gene della calcitonina (CGRP; sostanza P, neurochinina
A, neurochinina B) (188); I'attivita mitogenica nei confronti dei fibroblasti
(160). E’ stato recentemente evidenziato che la triptasi € mitogenica nei
confronti di cellule epiteliali (31).
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Chimasi

La chimasi non é un singolo enzima ma costituisce una famiglia di
enzimi intimamente correlati con la catepsina G e I'elastasi e con gli enzimi
citotossici dei linfociti T (34, 35). Nei basofili in un recente studio, non é stato
possibile documentare RNA messaggero per la chimasi (197).

Condroitin solfato A

La presenza di proteoglicani nei granuli secretori dei basofili rende
possibile la colorazione metacromatica di queste cellule quando vengono
colorate con coloranti basici. | proteoglicani sono composti da catene laterali
di glucosaminoglicani uniti covalentemente a un core proteico a singola
catena attraverso un legame con una specifica regione trisaccaride-proteica
consistente in gal-gal -xyl-ser. Il condroitin solfato A é il proteoglicano
predominante nei basofili (129). Le funzioni biologiche dei proteoglicani
endogeni sono ancora speculative. | proteoglicani potrebbero facilitare
I'incameramento e la compartimentalizzazione dei mediatori preformati, nei
grandi secretori.

Mediatori neoformati

I leucotrieni e i prostanoidi (prostaglandine e tromboxani) appartengono
ad una famiglia di acidi grassi ossigenati virtualmente presenti in tutte le
cellule dei mammiferi. Questi prodotti del metabolismo dell’acido arachido-
nico partecipano alla fisiologia di diversi processi come la termoregolazione,
la coagulazione, il parto, il mantenimento della pressione sanguigna e la
mediazione del sistema immunitario. In patologia i mediatori lipidici sono
implicati in una serie di malattie come I’asma, la psoriasi, I’artrite reuma-
toide, le malattie infiammatorie dell’intestino e i tumori.

Leucotrieni

Samuelsson conio il termine leucotriene per descrivere una famiglia di
composti ognuno dei quali conteneva tre doppi legami coniugati e derivati
dalla conversione dell’acido arachidonico da parte della 5-lipossigenasi (5-
LO).

L’acido arachidonico & un acido grasso polinsaturo che viene rilasciato
dai fosfolipidi di membrana per azione della fosfolifasi A, L’enzima 5-LO
catalizza il primo passo del metabolismo dell’acido arachidonico inserendo
ossigeno a livello di C-5, dando origine ad un prodotto intermedio instabile:
I’'acido 5 S - idrossiperossieicoesatetranoico (5-HPETE). Questo é ridotto ad
acido 5 S -idrossieicosatetranoico (5-HETE) o convertito dalla 5-LO a C-5,6-
transeposide. Questo composto e stato il primo leucotriene descritto ed é
stato designato LTA4. Il successivo metabolismo di LTA4 avviene attraverso
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due vie enzimatiche alternative, una catalizzata da una idrolasi che lo
trasforma in acido 5 S-12R- di idrossieicosatetranoico (LTB4), I’altra at-
traverso una glutatione - S-transferasi in LTC4. In assenza di un sistema
enzimatico attivato, LTA4 degrada spontaneamente a 6-trans-LTB4, signifi-
cativamente meno bioattivo. LTC4 é successivamente trasformato in 6R-S-
cisteinilglicina analogo, LTD4, per rimozione di acido glutammico da parte
della g-glutamiltranspeptidasi. LTD4 e ulteriormente scisso da una dipep-
tidasi e rimozione di glicina a formare il suo 6R-S- cisteinil analogo (LTE4).
Questi ultimi tre composti sono denominati collettivamente sulfidopeptide o
cisteinil- leucotrieni (SLTs) che sono dotati di attivita riconosciuta in passato
alla “Slow reacting substance of anaphylaxis” (SRS-A) (Fig. 2). Il mecca-
nismo di attivazione cellulare e la successiva generazione di leucotrieni, si
ritiene sia il risultato della traslocazione della 5-LO dal citosol ai compar-
timenti della membrana, che porta I’enzima in stretta prossimita con una
proteina chiamata 5-lipossigenasi-activating protein (FLAP) che funziona da
ancora per la 5-LO e permette I’accesso al substrato e gli altri componenti
della sintesi dei leucotrieni.

I basofili generano preferibilmente SLTs. Impiegando come stimolo at-
tivante il composto A23187 generano approssimativamente 10 ng/10 cellule
di LTC4 (139). LTD4, con i meno potenti LTC4 e LTE4, aumenta la permea-
bilita delle venule (54). | SLTs inoltre aumentano la permeabilitd microvasco-
lare per contrazione delle cellule endoteliali (88) e favoriscono I'adesione
leucocitaria alle cellule endoteliali (119). Alle dosi di 10°™' /| LTC4 e LTD4
stimolano la secrezione di muco a livello della mucosa bronchiale (120);
inoltre i SLTs sono potenti agonisti della contrazione bronchiale (approssi-
mativamente 1000 volte piu efficaci dell’istamina nel provocare broncocostri-
zione in vitro) (44). Come agente broncocostrittore in vivo LTC4 si & dimo-
strato piu potente di LTC4 (10). LTE4 promuove il reclutamento dei granu-
lociti e in particolare, degli eosinofili nella lamina propria delle vie respirato-
rie dei soggetti asmatici (108) (Tabella 3).

«Aumento della permeabilita vascolare post-capillare a livello del derma

= Aumentata permeabilita microvascolare

= Aumentata adesione leucocitaria alle cellule endoteliali

= Aumentata secrezione di muco

=Spiccata attivita contrattile a livello della muscolatura liscia polmonare
«\Vasocostrizione coronarica (nella pecora)

=\/asocostrizione sistemica (nel ratto)

=\/asocostrizione renale (nel ratto)

=Reclutamento di granulociti nella lamina propria dell’albero bronchiale (LTE4)

Tabella 3. Attivita biologiche dei cisteinil leucotrieni.
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Figura 2. Biosintesi di leucotrieni.
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PAF

Nel 1972, Benveniste, Henson and Cochrane denominarono “fattore
attivante le piastrine”, il fattore solubile rilasciato dai basofili stimolati con
IgE, in grado di aggregare le piastrine di coniglio. Il PAF non & una molecola
unica ma deve essere considerato come una famiglia strutturalmente
correlata ai fosfolipidi autacoidi i cui membri principali includono I'1-0-
esadecil-2 acetil-sn-glicero-fosforilcolina e I’1-0-octadecil-2-acetil-sn-glicero-
3-fosforilcolina. La formula di struttura comunemente riconosciuta é la
seguente:

H,C — O —— (CHy)n—— CHs
© |
| |
CH,— C — O — C — CH
| o)
| | CHs
CHzOPCHZCH2N+<CH3
| CHs
o

La stimolazione cellulare porta al rilascio di alchilacilglicero fosfocolina
dalla membrana, che pud essere convertita in PAF attraverso una delle due
vie metaboliche (Fig. 3). La “via di rimodellamento” & caratterizzata da una
modificazione strutturale dei fosfolipidi di membrana. La tappa iniziale &
catalizzata dall’azione della fosfolipasi A; sull’l-alchil-2-acil-glicero-
fosfocolina, un fosfolipide di membrana.

Questa deacilazione porta alla formazione di liso-PAF ed al rilascio di
acido arachidonico che ha attivita inibitoria sulla fosfolipasi A, e quindi
riduce I'ulteriore sintesi di PAF. In alternativa I’acido arachidonico puo
agire da substrato per la sintesi successiva di eicosanoidi-acetiltransferasi a
formare 1-0-alchil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina-PAF. Il PAF puo essere
successivamente rimetabolizzato a ritroso al suo precursore lyso - PAF
dall’azione di una specifica PAF-acetildrolasi.
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Un altro percorso per la biosintesi del PAF incomincia “de novo” con un
prodotto intermedio nella sintesi dei fosfolipidi di membrana etere-associati.
Questo prodotto é acetilato da una specifica acetiltransferasi ed il fosfato
rimosso da una fosfoidrolasi a livello del carbonio in posizione sn-3 a
formare alchil-acetil-glicerolo, che & successivamente convertito dalla colina
fosfotransferasi a PAF (82, 170).

Le attivita biologiche del PAF sono numerose. Il PAF favorisce il reclu-
tamento e I'attivazione delle cellule infiammatorie, in particolare neutrofili
ed eosinofili (15). Ha inoltre una potente azione broncocostrittrice in vivo
secondaria verosimilmente all’induzione di sostanza spasmogene (41).
L’inalazione di PAF stimola la biosintesi dell’eicosanoide broncocostrittore
TXAz e di SLTs (97, 175).

Prostaglandine D2 (PGD?2) e trombossano A2

La ciclossigenasi € un complesso enzimatico citocromico associato al
reticolo endoplasmatico, che catalizza I'incorporazione di ossigeno mole-
colare nella molecola di acido arachidonico promuovendone la chiusura
dell’anello a formare gli endoperossidi ciclici relativamente instabili PGG; e
PGHo,. Questi prodotti intermedi possono essere convertiti enzimaticamente
e non, da specifiche isomerasi / perossidasi o sintetasi fino ad ottenere
PGD,, PGF; e PGFa. Inoltre, gli endoperossidi possono essere convertiti
dagli enzimi simili al citocromo P-450, prostaciclin - sintetasi e tromboxano
sintetasi rispettivamente a prostaciclina (PGL;) e trombossano A, (TXA,)
(109, 137) (Fig. 4).

La quantita PGD; liberata dai basofili & pari a circa 0. 006 ng/10° cellule
(154). Le azioni farmacologiche della PGD, sono queste: broncocostrizione;
vasodilatazione periferica; vasocostrizione coronarica e polmonare; inibi-
zione dell’aggregazione piastrinica; aumento della chemiotassi neutrofila;
aumento del rilascio di istamina dai basofili (16, 83, 121). Il contenuto di
TXA: nei basofili & inferiore 0. 005 ng / 10° cellule. Il TXA; induce: vaso-
costrizione; aggregazione piastrinica; broncocostrizione; in particolare il
TXA: induce vasocostrizione nel distretto coronarico giocando dunque un
ruolo chiave nell’anafilassi cardiaca (8, 36, 37).
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Sintesi De novo Sintesi per rimodellamento
~— 0 CH,—R — O0—CH—R
(@)
|
 O_ H - 0O_C R
L p — P — colina
1-0-alchil-2-liso-sn-glicerol-3-fosfato 1-0-alchil-2-acil-sn-glicerol-3-fosfocolina
Acetil/CoA
Acetiltransferasi Arachidonato
CoASH
— O —CH:—R — O—CH—R
0]
|
O —C_— CHs -— O __H
L— P L P — colina
1-0-alchil-2-liso-sn-glicerol-3-fosfato 1-0-alchil-2-acil-sn-glicerol-3-fosfato
Fosfoidrolasi )
Acetil/CoA
p Acetiltransferasi
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—0O0—CH,—R Colinafosfotransferasi —— O — CH, — R
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Figura 3. Sintesi del PAF.
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Figura 4. Vie di degrazione della prostaglandine D, nell’'uomo.
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Antigeni di membrana dei basofili
umani

| basofili esprimono un repertorio antigenico di membrana identificabile
con tecniche basate sulla combinazione di immunofluorescenza e colorazio-
ne con blu di toluidina (73, 76, 183).

Recettori per le immunoglobuline

| basofili esprimono costituzionalmente i recettori ad alta affinita per le
IgE (FceRl) (51,71). Essi possiedono anche il recettore perlelg G
(FcgR11/CDw32), che manca nei mastociti (86), mentre sono sprovvisti dei
recettori a bassa affinita per le IgE (FceRI1/CD23), e dei recettori
FcR1/CD61 e FcaR/CD89.

Recettore ad alta affinita per le IgE (FceRI)

Il recettore ad alta affinita per le IgE si trova esclusivamente su basofili e
mastociti ed ¢ in grado di legare IgE con una affinita (Ka » 10 M) mag-
giore rispetto ad ogni altro tipo di recettore per il corrispondente anticorpo
(130). E’ denominato FceRlI perché si lega alla regione Fc del catena e delle
IgE ed é responsabile del rilascio di istamina e di altri mediatori quando i
recettori vengono collegati a ponte dal complesso allergene- IgE.

FceRl e formato da quattro catene polipeptidiche, abg, che insieme
formano un complesso proteico integrato con la membrana attraverso sette
segmenti intramembranosi. La catena b e le due catene g unite da ponti di
solfuro, agiscono in maniera sinergica nel promuovere il segnale di transdu-
zione (144). Ciascuna catena contiene la sequenza caratteristica DxxY xx-
LxxxxxxxYxxL meglio conosciuta come immuno-tyrosine activation motif
(ITAM) (40). Questo motivo viene fosforilato a livello dei residui tirosinici
per interagire successivamente con le chinasi tirosiniche e dare inizio alla
cascata di eventi che portano alla attivazione cellulare. La tirosinochinasi
lyn é associata con la catena inattiva FceRlb, e dopo aggregazione recet-
toriale fosforila le catene bg dei recettori adiacenti (trans-fosforilazione)
(142). Questo evento molecolare determina I’associazione con la chinasi syk,
I’attivazione della quale da inizio al complesso di reazioni (89, 195).

Recenti studi hanno dimostrato che il domain SH4 della Chinasi Lyn &
costitutivamente associato con FceRI (186). Una terza chinasi espressa dai
basofili &€ rappresentata dalla ZAP-70 (96).
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Il fattore che innesca I’attivazione & il cross-linking dei recettori in pre-
senza di un antigene multivalente (131), ed ¢ mediato dalla porzione extra-
cellulare della catena a. La sequenza extracellulare della catena a contiene
due domains che appartengono alla superfamiglia delle immunoglobuline.
Questi domains, sono sovrapponibili alle strutture molecolari antigeniche
che si trovano a livello di strutture come CD2 e CD4 (17, 117), che sono
intermedie tra tipi di domain V e C, conosciuti come C2. La topologia del
legame tra IgE e FceRI é schematizzata nella fig. 5.

Le IgE si legano principalmente al domain a (2) del recettore attraverso
un sito che abbraccia tutti e due i domains Ce3 sul lato convesso della mole-
cola dell’anticorpo. Poco ancora si conosce circa il modo in cui i quattro poli-
peptidi del recettore interagiscono e funzionino come unita. La scoperta di
una associazione tra atopia e varianti della b subunita di FceRI (165), in par-
ticolare alla posizione 181 entro il quarto segmento intremembranoso della
catena, suggerisce che piccoli cambiamenti nell’arrangiamento spaziale delle
catene possano influenzarne I'attivita.

Figura 5. Rappresentazione schematica del complesso FceRI-IgE.
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La regolazione dell’espressione di FceRIl pud essere direttamente o
indirettamente influenzata dalla concentrazione di molecole di IgE (150).

Recettori citochinici

Diverse citochine regolano le attivita funzionali dei basofili attraverso il
legame con il recettore specifico. Lo studio di basofili ottenuti da pazienti
affetti da leucemia mieloide cronica ha permesso di identificare recettori di
membrana per I'interleuchina-2 (IL-2) (169), IL-3 (181,182) IL-4 (180), IL-5
(115) granulocyte monocyte - colony stimulating factor (GM-CSF), interferon
g (IFNg) (37) e IL-8 (CD 127) (101) (tabella 4). In particolare i basofili espri-
mono le catene a e b del recettore per IL-3.

Di particolare interesse si € rivelata la scoperta sui basofili del ligando di
CD40 che puo agevolare il contatto cellulare con i linfociti B fornendo il
segnale costimulatorio necessario alla produzione di IgE (75). L’'impiego in

Recettore (R) CD
IL-1 RII 121b
IL-2 Ra 25
IL-3 Ra 123
IL-4 R 124
IL-5R 125
IL-8 R 128 *
CD40-ligando R 40
GM-CSFR 116 *
IFNa/bR 118
IFN gR 119 *
* 10-50% dei basofili positivi (sottopopolazione).

Tabella 4. Alcuni recettori citochinici espressi dai basofili umani.

vitro di IL-3, IL-5, IL-8, IL-1b, GM-CSF e interferoni ricombinanti ha
permesso di documentare una azione favorente di queste citochine sulla
secrezione di mediatori (181). Rimane invece ancora da chiarire il ruolo dei
recettori per I'lL-2 e IL-4 sull’attivita funzionale dei basofili.

Antigeni correlati al complemento

| recettori complementari dei basofili comprendono il C3biR/CR3
(CD11b), CR4 (CD11c) e CR1 (CD35). I basofili reagiscono anche con gli
anticorpi monoclonali specifici per C5 a R (CD88) (73) (Tabella 5).
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Recettori Anticorpi monoclonali CD
C1 E11, To5 35
C3 VIM-12 11b
C4 3.9, Kim-5 11c
C5a W17S5/1 88

Tabella 5. Recettori complementari espressi sui basofili.

Un dato di particolare interesse € costituito dal fatto che i mastociti pol-
monari non esprimono quantita rilevabili di CR1, CR2, CR3,CR40C5aR.

L attivazione dei basofili attraverso C5 a R (anafilotossina) & un feno-
meno conosciuto da tempo (84). Altre molecole di membrana coinvolte nel-
I'inattivazione del sistema complementare sono presenti sui basofili. Fanno
parte di esse il cofattore designato MCP (CD46) (73), il fattore che accelera il
decadimento (FAD= CD55) (73) e il fattore inibitore del complesso di attacco
alla membrana (FICAM= CD59) (73). Rimane ancora da definire il ruolo
svolto da questi antigeni di superficie anche se si puo ipotizzarne un ruolo
nel prevenire I’eccesso di attivazione e lisi del sistema complementare a
livello della membrana dei basofili.

Molecole di adesione espresse sui basofili

I basofili umani esprimono un certo numero di molecole di riconosci-
mento coinvolte nelle interazioni cellulari, nel legame con le cellule endo-
teliali, o nell’interazione con molecole della matrice intercellulare (26). |
basofili esprimono le integrine bl (CD29, CD49 d, CD49 e) e b2 (CD119, b,
c/CD18) (22,23, 27,81) in grado di legarsi, in particolare LFA-1 e VLA-4, ai
corrispondenti ligandi VCAM-1 e ICAM-1 presenti sulle cellule endoteliali
attivate (Tabella 6).

Le integrine costituiscono una famiglia di eterodimeri uniti in modo non
covalente costituiti da sub-unita a e b. Queste molecole rendono possibile il
legame dei basofili a strutture glicoproteiche (come la laminina, la fibrone-
ctina, la vitronectina, e il collagene) della matrice extracellulare o permet-
tono I’attacco ad altri tipi cellulari (ad esempio lecellule endoteliali). Recenti
studi hanno dimostrato che i basofili esprimono bl, b2 e b7 integrine
insieme ai ligandi sialici di superficie.

Queste strutture sono in grado di interagire con le cellule endoteliali

durante le fasi di reclutamento cellulare (24). E’ stato dimostrato inoltre che
il crosslinking delle bl integrine da parte di anticorpi monoclonali o
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Integrine CDh Ligando naturale
a4 bl 49d 7/ 29 Fn VCAM-1
a5bl 49e / 29 Fn

aL b2 11a /18 ICAM -1/2

aM b2 11b /18 C3bi, Fb

ax b2 11c /18 Fb

Tabella 6. Espressione delle integrine sulla superficie dei basofili.

fibronectina tessutale danno inizio al rilascio di mediatori da basofili di
pazienti asmatici attraverso un meccanismo che sembra essere mediato dalla
tirosino-chinasi (110). Altri recettori di adesione dei basofili sono
rappresentati dai recettori di aggregazione CD9 (P 24), CD31 e dal recettore
ICAM-1 (CD54). | basofili esprimono anche ICAM-2 (CD102) e ICAM-3
(CD50). | basofili reagiscono inoltre con anticorpi monoclonali specifici per
CD43, recettore delle ICAM e “I’homing” recettore Pgp-1, (CD44).

L’aptene x (CD15=3-FAL, ipotetico recettore per le selectine) & localizzato
sulla superficie dei basofili, mascherato dai gangliosidi, rilevabile pertanto
solo dopo contatto con virus produttori di neuraminidasi (73,169). (Tabella 7)

Una famiglia di recettori di adesione sono chiamati selettine. Le selettine
comprendono tre recettori L-, P-, ed E- selettine. Solo le L- selettine sono
espresse sui leucociti e quindi anche sui basofili. | ligandi per L-selectine
consistono di glicoproteine mucino-simili o-glicosilate. Anticorpi diretti
contro la L- selectine impediscono I’adesione dei basofili alle cellule
endoteliali umane di vena ombelicale (HUVEC) (25).

Enzimi di superficie dei basofili

Contrariamente ai mastociti, i basofili contengono gli enzimi CD13
(aminopeptidasi N) e CD 26 (dipeptidi e peptidasi) capaci di degradare la
formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP) e la fosfatasi acida specifica per il
CD45 (167).

Gangliosidi e glicolipidi di membrana

Diversi gangliosidi vengono espressi sui granulociti basofili umani.

Essi hanno tipicamente, notevoli quantita di CDW17 (lactosil-ceramide)
da essere purificati agevolmente in modo omogeneo per mezzo di analisi in
citometria a flusso con anticorpi monoclonali anti-CDW17. | basofili
esprimono anche CD43 (leucosialina), il ceramide dodesaccaridico CDW85,
ed il glicano CDA47 (73,179,194).
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Basofili

Recettore Ligando naturale CD
P24 P24 09
LFA-1a, b2 ICAM 172 1lla*
Mac 1a/C3 bi R C3bi; Fb; Fx 11b*
Catena beta, b2 ICAM, Fb 18 *
Dipeptidilpeptidasi 26
Catena beta, b Lm, Co, Fn 29 *
PECAM PECAM 31*
L-selectina Gly-com-1, CD34 -
Leucosialina ICAM 43
Pgp! laluronato 44
Antigene Panleucocitario 45
biVLA-3a,4a,5a collagene fibronectina 49d, 49e, 49c
ICAM-3 LFA-1 50 *
ICAM-1 LFA-1 54 *
Basophil activation Ag 63
LFA-3 LFA-2 58 *
MIC-2 / E2 99
ICAM-2 LFA-1 102 **
* meno del 90% dei basofili positivi

** 50-80% dei basofili positivi

Tabella 7. Recettori per le molecole di adesione presenti sui basofili.

Altri markers dei basofili

Una struttura di membrana dei basofili & stata riconosciuta da un anti-
corpo monoclonale denominato BSP-1 (28). Purtroppo la specificita di questo
anticorpo non ¢ in grado di identificare i basofili attivati. Di recente il grup-
po di Schwartz ha identificato e parzialmente caratterizzato, una proteina
dei granuli secretori denominata 2D7, che sembra essere un marker selettivo
dei basofili (94).

Recettori virali dei basofili

I basofili umani esprimono CD54, sito di attacco per il rinovirus e CD46 a
cui si lega il virus del morbillo (73). | basofili non possiedono invece il
recettore per il virus responsabile dell’immuno deficienza umana (HIV) e
per il virus di Epstein-Barr (CD21), anche in un precedente lavoro é stata
dimostrata per la linea basofilica KU 812 un legame CD23 che interagisce
con CD21 (12).

I markers deu basofili a tutt’oggi conosciuti sono riassunti nella tabella 8.
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Basofili

CD FAMIGLIA LIGANDO /SUBSTRATO

CD9 TM4-SF CD41 / CD61

CD11a a - integrina Lega ICAM-1-3 come parte di LFA-I
CD11b a - integrina Lega ICAM-1 (CD54) come parte di MAC-1
CD11c a - integrina Lega il fibrinogeno, i C3b, CD54 come parte di CR4
CDW12 Non assegnata Sconosciuto

CD13 Metalloproteinasi Ectopeptidasi

CD14 Leucine-rich repeat Complesso LPS 7/ LPS binding protein
CD15 Non assegnata E - selettina (CD62E)

CD16 1g-SF 1gG Fcg

CDW17 Lactosilceramide GM3 ganglioside

CD18 b - integrina ICAM-1-3, fibrinogeno, iC3b

Cbh21 RCA C3d, CD23, EBV

CD24 Non assengata P- selectina (CD62P)

CD25 CCP-Simile IL-2

CD26 Dipeptidilpeptidasi Collagene

CD29 b - integrina Collagene, laminina, fibronectina

Cbh31 1g9-SF CD51 /7 CD61

CD32 1g-SF 19G Fcg

CD33 Sialoadesina Proteina Sialilata

CD35 RCA C3b, C4b

CD43 Sialomucina ICAM-I

CD44 Proteoglicani core associati | Acido ioluronico

CD45 RPTP CD22, galectina 1, CD2, CD3, CD4

CD46 RCA C3b, C4b

CD47 1g-SF Associati con le b-integrine

CD49d,e,c | a -integrina Laminina, collagene, fibronestina, VCAM-1, MAdCAM-1
CD50 1g9-SF LFA-I

CD54 Ig-SF LFA-I

CD55 RCA CD97, C3b / C3bBb, C4b / C4b2a convertasi
CD58 Ig-SF CD2

CD59 LyG-SF CD2

26
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Basofili

CD FAMIGLIA LIGANDO /SUBSTRATO
CD63 TM-4-SF Associati con CD91
CD65 Poli-N-acetillattosamina Sconosciuto
CDé66a-e Ig-SF Omofilico, CD62E
CD68 Sialomucina LDL (?)

CDs88 Proteina G C5a, Cba (des Arg)
CD93 Non assegnata Sconosciuto

CD97 EGF-TM7 CD55 (?)

CD99 Non assegnata Adesione omotipica
CD101 1g-SF Sconosciuto

CD102 Ig-SF LFA-I

CD114 CKR-SF G-CSF

CD116 CKR-SF GM-CSF

CD118 CKR-SF IFN-a,-b

CD119 CKR-SF IFN-g

CD121 1g-SF IL-1

Cbhwi123 CKR-SF IL-3

CD124 CKR-SF IL-4

CDW125 CKR-SF IL-5

CD128 Recettore a-chemochine IL-8

CD139 Non assegnata Sconosciuto

CD147 1g-SF Sconosciuto

CD148 FNIII, PTP Sconosciuto

CD154 TNF-SF CD40

CD16 Sialomucina P-selectina (CD62P)

Tabella 8. Prospetto riassuntivo dei markers dei basofili.
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Attivita delle CC chemochine sui basofili

La famiglia delle chemochine & costituita da peptidi di 8-10/kDa di peso
molecolare, strutturalmente correlati, relativamente cationici, che giocano
un ruolo chiave nell’orchestrazione delle reazioni infiammatorie e delle
risposte immunitarie. Esse sono in grado di attivare i basofili inducendone
successivamente il rilascio di istamina (Histamine Relasing Factors= HRFS)
e di altri mediatori. Attualmente sono state identificate non meno di 20
differenti chemochine umane (13). Tutte condividono sequenze comuni di
almeno il 20% ed hanno strutture secondarie e terziarie simili. Tutte (tranne
la linfotassina) presentano quattro cisteine che formano i caratteristici
legami sulfurici, e sono caratterizzate da una breve porzione amino termi-
nale e da una sequenza carbossiterminale piu lunga.

Le chemochine presentano quattro residui cisteinici in posizione critica.
Tra le prime due cisteine é situato un singolo aminoacido (C-X-C) che
caratterizza il sottogruppo a. Nel sottogruppo b invece le due cisteine sono
adiacenti (C-C). Tutte le CXC chemochine sono per il 24-84% identiche I'una
all’altra e sono codificate da geni raggruppati sul cromosoma 4 q12-q21,
mentre le CC chemochine hanno in comune il 25-71% delle sequenze
aminoacidiche e sono codificate dal cromosoma 17 (42). Le CXC chemochine
attivano in prevalenza i neutrofili (143) mentre le CC chemochine agiscono
su monociti, linfociti, eosinofili e basofili. (87, 126, 152, 174, 199).

Recentemente ¢ stata clonata una nuova chemochina chiamata linfota-
ctina che manca di una cisteina in prossimita della porzione amino-ter-
minale ed il cui gene é localizzato sul cromosoma 1 (42, 93). La linfotactina
rappresenterebbe il primo membro di una terza famiglia di chemochine, le C
chemochine. Essa agisce selettivamente sui linfociti regolandone il traffico.

Sebbene le prime chemochine attive sui basofili ad essere identificate
appartenessero alla famiglia delle CXC chemochine, queste si sono
dimostrate scarsamente efficaci nel produrre stimoli. Benché i basofili
esprimano il recettore per I'lL-8, alcune attivita cellulari come I’esocitosi e la
formazione di leucotrieni, sono evidenti solo nelle cellule che sono state
esposte all’azione di alcune citochine (IL-3, IL-5 0 GM-CSF) o siano state
isolate da individui allergici (101).

Oltre all’lL-8 sono state identificate altre chemochine ad attivita simile:
una neutrophil activating protein-2 (NAP-2); tre proteine strettamente
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correlate GRO-a, GRO-b, GRO-g una neutrophil activating protein di
derivazione epiteliale (ENA-78); una granulocyte chemotactic protein-2
(GCP-2). L’IL-8 condivide con queste chemochine una identita delle se-
quenze che oscilla tra il 24 e il 46%. 1l comportamento biologico di altre CXC
chemochine come il fattore piastrinico-4 (PF-4), la monochina inducibile
dall’interferon g (MIG) e la proteina inducibile dall’interferon g (IP-10) é
ancora poco chiaro. PF-4 e IP-10 sembrano svolgere la loro attivita com-
plessandosi ai proteoglicani piuttosto che interagendo con uno specifico
recettore (116).

La prima CC chemochina ad essere identificata nel topo é stata chiamata
LD78. Piu tardi sono state isolate diverse isoforme di cDNA di una che-
mochina strettamente correlata chiamata Act-2. Inoltre sono state purificate
dal mezzo di cultura di macrofagi di topo stimolati con lisopolisaccaride,
due proteine simili designate MIP-1a e MIP-1b. Sulla base delle identita
delle sequenze aminoacidiche di oltre il 70% con le proteine umane, co-
munemente per I'uomo si parla di MIP-1a e MIP-1b anziche di LD78 e Act-2.

La CC chemochina meglio caratterizzata e la monocyte chemotactic
protein -1 (MCP-1), che é stata purificata e clonata da diverse fonti. Altre CC
chemochine, 1-309, RANTES (Regulated on Activation Normal T Expressed
and Secreted) e HC14, anche chiamato MCP-2, sono state isolate piu di
recente. Cosi come un’altra CC chemochina isolata da colture cellulari di
osteosarcoma, MCP-3.

Il ruolo potenziale delle CC chemochine nell’inflammazione allergica e
diventato evidente solo recentemente quando tre gruppi indipendenti sono
riusciti a dimostrare che MCP-1 ¢é altrettanto efficace di C5a e piu potente
dell’IL-8 nel determinare esocitosi dai basofili umani (7, 21, 104). MCP-1
induce il rilascio di elevati livelli di istamina dai basofili.

Il pretrattamento di queste cellule con IL-3, IL-5 e GM-CSF potenzia il
rilascio di istamina e la contemporanea produzione di LTC,. Ulteriori studi
hanno dimostrato che il rilascio di istamina avviene anche dopo stimolo con
altre due CC chemochine, RANTES e MIP-1a (5, 6, 7, 20, 21, 107, 109). Da
guesti lavori € emerso che MCP-1 é molto efficace come induttore del
rilascio, ma e scarsamente provvisto di attivita chemiotattica, mentre
RANTES e maggiormente efficace come fattore chemiotattico e debole
induttore del rilascio. MIP-1a possiede deboli proprieta chemiotattiche ed
attivanti, ma é in grado di agire a concentrazioni molto basse.

Gli stessi RANTES e MIP-1a inducono uno scarso rilascio di istamina nei
basofili di certi donatori. Particolarmente interessante il fatto che MIP-1a, sia
prodotto anche dai basofili (oltre che da cellule mononucleari, eosinofili e
neutrofili), ed agisca pertanto attraverso un meccanismo di feed-back
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positivo (112). Se invece le cellule vengono presensibilizzate con citochine, il
rilascio di mediatori diventa consistente, cosi come avviene per I'IL-8.

MCP-3 e un agonista molto efficace del rilascio di mediatori ed un
potente fattore chemiotattico per basofili ed eosinofili, per tali motivi MCP-3
svolge un ruolo molto importante nell’infiammazione allergica dato che
attiva tutte le cellule effettrici (basofili, eosinofili, linfociti e monociti) della
fase tardiva della flogosi. MCP-2, che possiede il 60% delle sequenze amino-
acidiche di MCP-1 e MCP-3, ¢ piu simile, dal punto di vista dell’attivita bio-
logica a MCP-3 che non a MCP-1 (192).

L’ordine di efficacia nel rilasciare mediatori dai basofili, da parte delle
varie CC chemochine ¢ il seguente: MCP-1= MCP-3 > MCP-2 > |L-8=
RANTES > MIP-1a; MIP-1b e 1-309 sono inattivi. L’efficacia sulla chemiotassi
dei basofili € invece questa: RANTES= MCP-3 > MCP-2 > MIP-1a > MCP-1.
Gli effetti delle CC chemochine sui basofili sono indicati nella tabella 9.

Recentemente é stata identificata nell’'uomo I’eotaxina (148) dotata di po-
tente azione chemiotattica e MCP-4 piu attivo anche di MCP-3 nell’attrarre i
basofili (178).

Esistono almeno tre recettori sui basofili per le CC chemochine (43): 1) Un
recettore per MCP-1 che lega MCP-1 e MCP-3; 2) un recettore per RANTES
che lega MCP-3; e 3) un recettore per MIP-1 a che lega MIP-1 a, RANTES e

Basofili
Chemochine Chemiotassi Rilascio di mediatori
MIP-1a + +
RANTES +++ +
MCP-1 + +++
MCP-2 ++ ++
MCP-3 +++ +++
MCP-4 +++ ++
Eotaxina +++ +
IL-8 + +

Tabella 9. Bioattivita ed efficacia delle chemochine sui basofili. (Da
Dahinden 1997, modificata).

<\l Caleidoscopio



R.E. Rossi, G. Monasterolo Basofili

con piu bassa affinita MCP-3. | tre recettori svolgono diverse funzioni. Il
rilascio di mediatori € mediato in gran parte da MCP-1, mentre la
chemiotassi € mediata da RANTES (Figure 6, 7, 8, 9, 10).
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MCP-1 MCP-2 MCP-3 MIP-1 RANTES FIC

Figura 6 Confronto dell’attivita istamino - liberatrice delle varie chemochi -
ne. (Da Baggiolini M. e Dahinden C.A. 1994 modificata). FIC= fibroblast-in -
duced citokine.
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Figura 7. Confronto dell’attivita sulla produzione di leucotriene C4 delle
varie chemochine nei basofili. (Da Baggiolini M. e Dahinden C.A., 1994,
modificata).
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BASOFILO
Rilascio
Chemiotassi
MCP-1-R Che_mlot_a55|
Rilascio
4
MIP-1a-R

Figura 8. Recettori delle CC chemochine sui basofili con le relative attivita
funzionali (Da Baggiolini M. e Dahinden C.A. 1994 modificata).
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Basofili

Espressione recettoriale sulla cellula bersaglio
++ basofili CC-CRK2 D MCP-1
MCP-IR \
? basofili MIP-1aR 3 MIP-1a
- CC-CRKI MCP-3
+ basofili MIP-1aR RANTES
- CC-CRK3 - MCP4
++ basofili EOTAXINA - EOTAXINA

Figura 9. Espressione e selettivita per i ligandi di differenti recettori per
citochine recentemente clonati (da Dahinden 1997, modificata).
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Figura 10. Controllo dell’attivita delle varie chemochine sulla chemiotassi
dei basofili. (Da Baggiolini M. e Dahinden C.A., 1994, modificata).
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Coinvolgimento delle chemochine nella flogosi
allergica

I basofili sono i maggiori produttori di istamina e di cisteinil leucotrieni;
essi sono inoltre essenziali nelle fasi tardive delle malattie allergiche
(38,72,74). Oltre che nella flogosi allergica i basofili prendono parte alle
reazioni in corso di malattie parassitarie, patologie dell’intestino come la
malattia di Crohn e in certe reazioni autoimmuni (63). In tutte queste
condizioni il reclutamento e I'attivazione dei basofili sono determinati da un
certo numero di prodotti un tempo conosciuti come “histamine - releasing
factors”, oggi in gran parte identificati nelle CC chemochine.

Attualmente ¢ riconosciuto a MCP-3 un ruolo di primo piano nella
flogosi allergica. MCP-3 infatti, ibrido dal punto di vista funzionale tra
RANTES (potente chemiotattico) e MCP-1 (induttore del rilascio di me-
diatori), possiede tutte le proprieta necessarie a mobilizzare e ad attivare i
basofili. Importanti attivita sui basofili sono anche riconosciute a MCP-1 e
RANTES, mentre MIP-1a é risultato meno attivo. Nella fase tardiva della
flogosi allergica le CC chemochine reclutano linfociti TH, eosinofili e
basofili. | linfociti TH. sono la principale fonte di IL-3, IL-4, IL-5 e GM-CSF
che vengono prodotte nella sede di flogosi (92). In particolare IL-3, IL-5 e
GM-CSF sensibilizzano i basofili rendendoli piu responsivi all’azione delle
CC chemochine, presumibilmente prodotte localmente da cellule residenti o
migranti. E’ ragionevole pensare che in relazione ai distinti patterns di
attivita biologica, le CC chemochine siano espresse principalmente in
condizioni patologiche. In un recente studio di Kuna (63) é stata trovata una
correlazione tra | livello di MCP-1 e IL-8 ed il livello di istamina, cosi come
una correlazione tra IL-8 e ECP. E’ quindi lecito pensare che MCP-1 e IL-8
partecipino alla flogosi allergica, contribuendo all’attrazione di cellule
proinfiammatorie e al rilascio di mediatori importanti nella fase tardiva della
flogosi allergica. Inoltre il rapporto tra certe chemochine come MCP-1 e I'lL-
8 riflette I’entita della reazione allergica in modo piu attendibile di quanto
possano rappresentare i livelli di istamina o di ECP (103).

In particolare nella fase tardiva della flogosi tessutale I'infiltrazione dei
basofili (124) é la loro degranulazione & documentata dall’assenza di triptasi
in sede e dalla concomitante presenza di istamina. Non € ancora ben chiaro
se la persistenza dell’antigene sia un prerequisito per una reazione infiam-
matoria tardiva, ma é certamente operante un meccanismo di amplificazione
della flogosi sostenuto in parte dalle chemochine, per mezzo del quale il
rilascio di mediatori puo avvenire anche in assenza di allergene o di IgE.
Deve essere comunque sottolineato il fatto che nonostante le recenti
acquisizioni, le nostre conoscenze riguardo al significato delle CC chemo-
chine nelle patologie allergiche, rimangono ancor oggi frammentarie.
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Produzione di citochine da parte di basofili

Partendo da modelli sperimentali nel topo (77, 141, 196) si & giunti alla
dimostrazione che anche i basofili umani sono in grado di produrre IL-4 (30,
118, 158, 159). In particolare Schroeder e Mac Glashan (118, 158) hanno
ottenuto la produzione di IL-4, ma non di IFN-g dopo preattivazione dei
basofili con IL-3 e successivo stimolo con anticorpi anti-IgE, allergeni o
secretogoghi Ig-E indipendenti (FMLP). Gli stessi autori hanno rilevato che
la produzione di IL-4 indotta da anti - IgE o da allergeni specifici, non
variava indipendentemente dalla tipologia dei donatori dei basofili (atopici e
non atopici). Queste osservazioni indicano che i basofili rappresentano la
fonte primaria di IL-4 nei non atopici, mentre nei pazienti atopici I’altra
fonte di IL-4 é rappresentata dai linfociti di tipo TH;

E’ noto da studi precedenti che la produzione in vitro di IgE e 1G4 da
parte di linfociti del sangue periferico e dipendente dall’IL-4 (46). Inoltre
I'IL-4 controlla I’adesione e la migrazione degli eosinofili attraverso I’en-
dotelio (138). Recentemente ¢ stato dimostrato che I'lL-4 ha la capacita di tra-
sformare cloni di tipo TH; in cloni di tipo TH, (1, 171).

L’IL-4 avrebbe dunque un ruolo cruciale negli eventi biologici che
regolano le risposte immunitarie nelle malattie allergiche.

Dal momento che i basofili rappresentano una fonte importante di IL-4,
di IL-13, IL-5, IL-6, IL-8 (67, 111, 156, 102) e di altre citochine non ancora
identificate ad azione pro-infiammatoria, é ipotizzabile che la attivita
funzionale dei basofili coinvolga la risposta immunitaria di altre cellule
partecipanti alla flogosi allergica. In particolare studi di cinetica hanno
dimostrato che il rilascio di IL-13 avviene dopo 3 ore con incremento stabile
fino a 24 ore. Cio differisce significativamente dalla cinetica del rilascio di
istamina e di IL-4 (111). Infatti, cambiamenti significativi dei livelli di RNA
messaggero per I'lL-4 avvengono 30 minuti dopo I'attivazione; mentre nel
supernatante delle culture cellulari I'lL-4 si trova dopo circa 1 ora con picchi
a 4-6 ore. | segnali intracellulari che controllano la produzione di IL-4 sono
distinti da quelli che regolano il rilascio di mediatori (ad esempio, la
cicloexemide non blocca il rilascio di istamina ma abolisce la secrezione di
IL-4). L’azione di diversi stimoli sul rilascio di IL-4 in relazione alla
secrezione di istamina sono riportati nella tabella 10.

Molto interessante I’osservazione che il PMA, senza bloccare I'influsso di
calcio, regola verso il basso la secrezione di proteine dai basofili indotta
dallo ionoforo del calcio. Questo effetto &€ completamente annullato dall’ag-
giunta simultanea di inibitori della protein-chinasi C (PKC). Tali rilievi sug-
geriscono che i meccanismi di regolazione della secrezione di IL-4 dai bas-
ofili differiscono da quelli che controllano la generazione delle stesse cito-
chine nei linfociti. In un recente studio condotto su linfociti la produzione di
IL-4 & regolata attraverso I’azione competitiva dei fattori di trascrizione
NFkB e NF-AT (32). Anche i basofili conterebbero una proteina NF-AT si-
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Stimolo Secrezione di IL-4 Rilascio di istamina
Anti-lgE/antigene

100 ng/ml + + ++
100 ng/ml + ++ +
Costimolazione con IL-3 +++ +++
Costimolazione con HRF

ricombinanti umani (Hr HRF) +++ +++
HrHRF (IgEY) ++ ++
FMLP -/+ ++
Cbha -/+ +
Costimolazione con IL-3 ++ ++
lonoforo del Ca** ++++ ++
PMA - +++

Tabella 10. Relazione tra secrezione di IL-4 e rilascio di istamina nei
basofili attivati da diversi stimoli (da Schroeder e Mac Glashan, 1997,
modificata).

mile che si localizza nel nucleo dopo attivazione e che potrebbe avere un
ruolo nella formazione di IL-4 (157). Le prime evidenze sperimentali della
produzione di tumor necrosis factor - a (TNF-a) da parte di mastociti si eb-
bero nel 1987 (200). Pit recentemente nell’'uomo e stato isolato dai basofili
umano un fattore TNF - simile (168). Studi condotti sulla linea cellulare
KUB812 indicano che i basofili possono essere potenziali produttori di fattori
di crescita che inducono la proliferazione dei fibroblasti (70). | basofili sono
in grado di migrare dal sangue periferico ai tessuti inflammati. Un momento
essenziale di questo processo € rappresentato dall’aderenza di queste cellule
all’endotelio.

IL-4 e TNFa sono in grado di modulare le molecole di adesione sulle
cellule endoteliali (29, 39, 153, 155, 173, 189, 190), le quali una volta attivate,
esprimono le molecole di adesione intercellulare (ICAM-1), le molecole di
adesione dell’endotelio per i leucociti (ELAM-1) e le molecole di adesione a
livello dei vasi (VCAM-1). | basofili a loro volta esprimono le relative inte-
grine (26) che fungono da recettori di queste molecole. Attraverso le inte-
razioni tra recettore con il relativo ligando, i basofili arrivano nel tessuto
inflammato. Questi eventi possono giocare un importante ruolo in vivo nella
distribuzione, nella localizzazione, nella funzione e nella sopravvivenza dei
basofili nei tessuti. | fattori liberati in situ determinano un aumento di baso-
fili ed altre cellule inflammatorie con conseguente aumento di mediatori di
flogosi, che possano accelerare I’eliminazione della causa del danno tissutale
ma paradossalmente possano portare ad una risposta inflammatoria cronica.
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Le tecniche di laboratorio nello studio
dell’attivita biologica dei basofili

Isolamento dei basofili del sangue periferico

Materiale e reattivi
Destrano 70; destrosio; EDTA; tampone Pipes.

Procedimento

Mettere in una provetta da 50 ml 6,25 ml di destrano 70; 2,5 ml di EDTA
0,1 M; 375 mg di destrosio. Aggiungere 20-30 ml di sangue. Tappare la
provetta e capovolgere delicatamente 2 volte. Lasciare sedimentare il sangue
per 60-90 minuti a 22° C. Al termine della sedimentazione si osserva una
netta demarcazione tra le due fasi: quella inferiore contiene gli eritrociti e la
maggior parte delle piastrine; quella superiore contiene plasma e leucociti.
Aspirare delicatamente con una Pasteur la fase superiore e trasferire il
plasma contenente i basofili in un’altra provetta da 50 ml. Centrifugare per 8
minuti a 200 x g, a 4° C. Risospendere il pellet in un volume adeguato del
tampone utilizzato per I'incubazione delle cellule. Colorare e contare le
cellule con la metodica dell’ Alcian Blue (76) (tabella 11).

La sospensione cellulare ottenuta contiene circa I’1% di basofili ed &
sufficiente per lo studio della liberazione di mediatori chimici. | risultati
ottenuti con questa metodica sono sovrapponibili a quelli ottenuti con
basofili purificati.

Soluzione A: EDTA 0,01 M: 372 mg in 100 ml di soluzione fisiologica

Soluzione B:  Na CI 0,9 gr; cloruro di cetilpiridinio 76 mg; cloruro di lantanio
7H,0 700 mg; Tween 20 200 nd; alcian blue 143 mg.
Portare a 100 ml in acqua distillata.
Agitare riscaldando leggermente per 5-6 ore. Lasciare riposare una
notte, agitare e filtrare.

Soluzione C: HCI0,1 N.
Mettere 100 m di sospensione cellulare in 400 m di soluzione A,
aggiungere 450 m di soluzione B e 50 ml di soluzione C.

Tabella 11. Tecnica di colorazione di una sospensione di basofili con Alcian

Blue.
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R.E. Rossi, G. Monasterolo Basofili

Tecnica di Boer e Roos (45)

Materiali

Centrifuga refrigerata; pompa per elutriazione; rotore per elutriazione

Tabella 11. Tecnica di colorazione di una sospensione di basofili con
Alcian Blue.

Reagenti
Albumina; phosphate buffer saline (PBS); Percoll.

Procedimento
Allestimento delle soluzioni di Percoll

Miscelare 93 ml di Percoll con 7 ml di una soluzione di Na CI (1,54 M) e
NaH2PO, (0,1 M). Il peso specifico di questa miscela é di 1,245 g/cm?® a 22°C,
I’'osmolarita & pari a 290

m Osm ed un pH di 7,45. Preparare poi una soluzione isotonica di Percoll
contenente albumina umana (5mg/ml) e sodio citrato (13 mM). A tal uopo la
soluzione stock di Percoll & miscelata con PBS (NaCl 140 mM, Na;HPO, 9,2
mM, NaH;PO;4 1,3 mM, pH 7,4, 1,0056 g/cm? di peso specifico), albumina
umana (50 mg/ml, 1,0227 g/cm? di peso specifico) e sodio citrato (130 mM,
peso specifico 1,0219 g/cm?) secondo la seguente formula:

X (0’0056)PBS +0,1 (0,0227)albumina +0,1 (0’0219)sodio citrato

+ (0,8-x) (0,1245)stock Percoll = negg specifico desiderato - 1, in cui x corri-
sponde al volume in ml di PBS e (0,8-x) al volume della soluzione stock di
Percoll necessaria per ml della soluzione di Percoll desiderata. Ogni ml della
soluzione di Percoll contiene anche 0,1 ml di albumina umana (50 mg / ml) e
0,1 ml di sodio citrato (130 mM). | valori del pH di 7,4 e dell’'osmolarita di
290 m Osm e del peso specifico devono essere controllati a 22° C.

Separazione dei leucociti

500 ml di sangue vengono raccolti in una sacca di plastica contenente 75
ml di citrato disodico anidro 100 mM e glucosio 128 mM, pH 5.

Il sangue viene centrifugato, a 4000 x g, per 5 minuti a 22° C, dopodiché il
plasma viene asportato. Vengono aspirati delicatamente 50-100 ml delle
cellule sedimentate sopra i globuli rossi. La quota prelevata contiene circa il
70% dei leucociti presenti inizialmente nel sangue. Diluire il buffy coat fino a
un volume di 200 ml con PBS contenente 13 mM di sodio citrato. Aggiungere
in 8 provette da 30 ml contenenti 12 ml di Percoll con peso specifico di 1,077
g/cmé. Centrifugare a 1000 x g per 20 minuti a 22° C per eliminare gran
parte dei neutrofili, eosinofili ed eritrociti. Circa 170 ml di sopranatante
contenente plasma viene conservato. Vengono prelevati gli elementi cellulari
contenuti nell’interfaccia e portati a 200 ml con PBS contenente sodio citrato
(13 mM) e centrifugato a 400 x g per 7 minuti a 22° C, in 4 provette da 50 ml.
Il pellet viene risospeso in 100 ml del plasma diluito conservato in
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precedenza e centrifugato in 2 provette da 50 ml, a 400 x g, per 5 minuti a 22°
C. Si procede poi a risospendere il pellet in 50 ml di plasma diluito e
centrifugato a 400 x g, per 5 minuti a 22°C, in una provetta da 50 ml (per
rimuovere le piastrine). Infine il pellet viene risospeso in 10-20 ml di plasma
diluito e sottoposto a centrifugazione controflusso (elutriazione).

Elutriazione mediante centrifugazione controflusso

Viene utilizzato PBS contenente sodio citrato (13 mM) ed albumina
umana (5 mg/ml) come tampone per I’elutriazione.

Il flusso del tampone nella camera di elutriazione viene mantenuto
costante a 20 ml / min, mentre la velocita del rotore viene ridotta da 4000
giri al minuto a 0.

L’elutriazione viene eseguita mantenendo la temperatura della camera di
elutriazione a 15° C e il tampone a 10° C. Quando tutte le cellule sono entrate
nella camera di elutriazione la velocita del rotore viene ridotta da 4000 a
3700 rpm e si inizia la raccolta del tampone contenente le cellule. La prima
frazione di circa 120 ml di tampone contiene la maggior parte delle piastrine.
Si riduce allora la velocita del rotore a 2600 rpm e si raccolgono 200 ml di
tampone. Questa seconda frazione contiene la maggior parte degli eritrociti
e dei linfociti. La terza frazione (100 ml), raccolta a 2500 rpm, contiene
prevalentemente i monociti. La quarta frazione di 100 ml a 0 rpm € costituita
da circa I’80% dei granulociti basofili.

Purificazione su gradiente discontinuo di Percoll

La frazione viene centrifugata a 400 x g, 5 min a 22° C ed il pellet é
sospeso in 4 ml di Percoll (1,067 g/cm? di densita) preparato secondo lo
schema descritto in precedenza. La sospensione cellulare viene
delicatamente stratificata su 2 ml di Percoll (densita 1,075 g / cm?). Il
gradiente viene completato da uno strato superiore di 0,2 ml di PBS
contenente sodio citrato (13 mM) ed albumina umana (5mg/ml).
Centrifugare a 1000 x g per 10 minuti a 22° C.

Si formano due interfacce; la parte superiore contiene prevalentemente
monociti, mentre quella inferiore contiene basofili (40-80%) vitali (oltre il 95%).

Generalmente si ottengono circa 4-20 x 10° basofili per unita di sangue. Le
cellule contaminanti sono rappresentate dal 20% di linfociti, 10% di
monociti, 5% di neutrofili ed altre cellule (122).

Altre tecniche di purificazione dei basofili

E’ possibile ottenere una resa finale del 80-95% di basofili, da quantita
relativamente piccole di sangue impiegando anticorpi monoclonali (CD2,
CD14, CD16, CD19) per eliminare altri elementi cellulari (135) o ricorrendo a
cell sorting (95). La purificazione dei basofili puo essere ottenuta inoltre, per
selezione negativa mediante utilizzo di sfere immunomagnetiche

complessate con anticorpi (19).
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Liberazione di istamina dai basofili

La liberazione di istamina dai basofili & considerata un modello attendibi-
le in vitro della corrispondente reazione in vivo scatenata dall’allergene a cui
il paziente é sensibile.

Questa metodica e stata poco utilizzata su larga scala a causa della sua
indaginosita, anche se di recente con una apposita strumentazione é pos-
sibile effettuare una lettura automatizzata.

Per I’esecuzione di questa metodica (146) tutti i reagenti devono avere un
grado elevato di purezza e tutte le soluzioni devono essere preparate con
acqua distillata.

Reagenti

Tampone PIPES (soluzione stock 10x di piperazina - N, N’- bis (acido 2 -
etanosolfonico, a pH 7,48; albumina umana al 25%, soluzione EDTA 0,1 M;
soluzioni di acido perclorico al 6% e al 12%; soluzione stock 0,1 M di Ca?* e
Mg?*; soluzione destrosio - destrano (600 mg di destrosio in 20 ml di destra-
no sterile al 6%), per ogni 10 ml di sangue occorrono 2,5 ml di questa solu-
zione stock; tampone PIPES A (10 ml di PIPES stock, 4 ml di EDTA 0,1 M e
0,125 ml di albumina al 25% ogni 100 ml); PIPES A - EDTA: 10 ml di PIPES
stock, 4 ml di EDTA 0,1 M e 0,125 ml di albumina al 25% vengono portati a
100 ml; PIPES - ACM (1 ml da Ca?* 1mM, 0,5 di Mg?* 0,1 M in 100 ml di
soluzione PIPES/A); nel tampone cosi preparato, vengono solubilizzati gli
allergeni, dializzati e conservati in piccole aliquote a - 20° C.

Altri reagenti: NaOH 5N, NaOH 1N, HCL 0,1N, acido fosforico 0,73 M,
tampone borato 0,5 M, pH= 12,3; Soluzione di 0-ftalaldeide, ricristallizzata
prima dell’'uso con ligroina (50 mg di O-ftaldeide in 2 ml di metanolo, portati
a 100 ml con tampone borato 0,5 M, pH= 12,3); 1-butanolo; n-etpano;
soluzione stock di istamina (1 mg/ml in HCI 0,1N), conservata a -20°C.

Gli standard, contenenti 1000, 200, 100, 50 e 5 ng di istamina per ml,
vengono preparati utilizzando acido perclorico al 2%.

Test di liberazione di istamina

La tecnica puo essere manuale o automatizzata. Nel primo caso bisogna
utilizzare leucociti lavati, nel secondo caso si puo impiegare sangue intero.
Se viene usata la tecnica manuale sono necessari almeno 1 ml di sangue per
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provetta, mentre per la tecnica automatizzata 1 ml di sangue é sufficiente per
circa 3-4 provette. Il sangue viene trasferito in provette di polipropilene
contenenti 1 ml di EDTA 0,1 M e 2,5 ml di una soluzione di destrano destro-
sio per 10 ml di sangue. Il sangue viene agitato nelle provette e lasciato
sedimentare a temperatura ambiente per 60-90 minuti. La quota di plasma,
leucociti e piastrine sovrastante gli eritrociti sedimentati viene aspirato e
trasferito in altre provette e centrifugato a 300 x g per 8 minuti a 4° C.

Le cellule vengono poi sospese in 2-3 ml di PIPES A-EDTA freddo. Dopo
essere state risospese le cellule vengono addizionate con 40 ml delle stesso
tampone e le provette sono centrifugate nuovamente a 250 x g per 8 minuti a
4° C. Dopo un ulteriore lavaggio nello stesso tampone, le cellule vengono
disperse nel volume desiderato di PIPES ACM. Per la liberazione di istamina
si impiegano provette di plastica (12x75).

Il volume del supernatante necessario per I'analisi dell’istamina e di 1 ml
nel caso di estrazione manuale, e di 0,5 ml per il metodo automatizzato. Le
cellule devono essere riscaldate per 6 minuti a 37° C dopodiché vengono
aggiunti 0,25 ml contenenti solo tampone o allergene, oppure acido perclo-
rico. Quest’ultimo alla concentrazione finale del 3% consente la valutazione
del contenuto totale in istamina dei basofili. Dopo 45-60 minuti di incubazio-
ne ed alcune agitazioni manuali le provette vengono centrifugate a 700 x g
per 15 minuti a 4°C. Il surnatante puo essere impiegato sia per la lettura ma-
nuale, sia per quella automatizzata.

Nella tecnica automatizzata occorrono circa 20 ml di sangue eparinato
(0,1 ml di eparina) portati ad una diluizione del 25% con PIPES ACM. Il
sangue cosi diluito viene poi distribuito in provette di plastica (12x75) nella
quantita di 0,5 ml a cui vengono aggiunti 0,5 ml di PIPES ACM, allergene o
acido perclorico al 12%. Dopo incubazione di 60 minuti a 37°C la reazione
viene bloccata mettendo le provette a 4°C. Dopo aver centrifugato a 1200 xg
per 30 minuti a 4° C, il supernatante viene esaminato all’auto-analyser.

Nella lettura manuale generalmente sono estratti 48 campioni simulta-
neamente in circa 3-4 ore. Dopo la liberazione di istamina dalle cellule, 1 ml
di supernatante viene trasferito in provette di vetro da 15 ml che vengono
chiuse con tappo dopo I'aggiunta di 125 ml di n-butanolo. Successivamente
vengono velocemente aggiunti e mescolati 0,10 ml di NaOH 3 N (ogni 4-5
provette per volta). Quando tutte le provette sono pronte si deve agitare
I'intero set di provette per 1 minuto. Dopodiché le provette vengono
centrifugate a 600 x g per 5 minuti a 4° C ed un ml dello strato superiore di
butanolo viene trasferito in una nuova provetta da 15 ml contenente 0,6 ml
di HCI 0,12 N e 1,9 ml di n-eptano.
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Dopo chiusura le provette vengono agitate a mano per 1 minuto. Lasciate
le provette per 5 minuti in verticale per permettere la separazione delle due
fasi, si trasferiscono 0,5 ml dello strato superiore (HCI 0,12 N) in cuvette di
vetro (10x75 mm). Nel frattempo si preparano anche altre provette con gli
standard di istamina (25 - 100 ng/ml) o HCI 0,12 N. A ciascuna provetta si
aggiungono 0,1 ml di NaOH 1 N e, dopo agitazione su Vortex, 0,025 ml di
soluzione di O-ftalaldeide, allo 0,2%.

Dopo nuova agitazione su Vortex la reazione viene fatta proseguire per
40 minuti in bagno ghiacciato. Si aggiunge infine 0,5 ml di HzPO4 2 M, si
agita su Vortex e si rilasciano le provette per 15 minuti a temperatura
ambiente. Si procede infine alla lettura in uno spettrofotometro o in un
fluorimetro con una lunghezza d’onda di attivazione di 350 nm e una lun-
ghezza d’onda di fluorescenza di 450 mm. | risultati saranno espressi
secondo la seguente formula:

E-B
liberazione di istamina (%) = ﬁ x 100

dove E rappresenta la lettura fluormetrica del campione in esame, B
guella dei campioni contenenti i basofili, ed il tampone C della sospensione
cellulare trattata con acido perclorico.

La quota di istamina liberata dalle cellule dopo challenge allergenico

dipende da alcuni fattori come quantita di IgE specifiche e di anticorpi
bloccanti, nonché dall’attitudine dei basofili di liberare mediatori.
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CAST ELISA

Recentemente é stato introdotto per la diagnosi allergologica in vitro, il
CAST-ELISA (52). L’acronimo CAST sta per Cellular Allergen Stimulation
Test. Nel test viene valutata la capacita di cellule mononucleate del sangue
periferico, e in particolare i basofili, preattivate con IL-3 ricombinante, di
produrre SLTs in risposta all’allergene responsabile della sintomatologia.
Nel CAST viene sfruttata la capacita di un anticorpo monoclonale di legarsi
non solo a LTC4 ma anche a LTD4 e LTE,4 (145, 53, 147). |l fatto che SLTs
siano mediatori neoformati, prodotti quindi da cellule vitali, esclude la
possibilita che essi provengano da cellule danneggiate o0 comunque esposte a
fattori citotossici durante I’esecuzione del test.

CAST-ELISA

Il test deve essere effettuato entro 3 ore dal prelievo

| pazienti non devono avere assunto farmaci come corti-costeroidi,
disodiocromoglicato, antistaminici, indometacina o antibiotici (cefalosporine
e macrolidi), 48 ore prima della prova. Il sangue intero é raccolto con una
provetta Vacutainer con EDTA e 2 ml sono pipettati in altra provetta di
polipropilene con 0. 5 ml di una soluzione al 6% di destrano. Dopo sedi-
mentazione per 90 minuti a temperatura ambiente, la fase superiore viene
trasferita in altra provetta e centrifugata per 15 minuti a 130 x g sempre a
temperatura ambiente. Le cellule vengono successivamente risospese in 2 ml
di tampone stimolante precedentemente preparato (30 pl di IL-3 in 2,2 ml di
tampo-ne). Aliquote da 200 ul di sospensione cellulare vengono poi pipettate
in piccole provette di polipropilene.

50 ul di tampone [20 mM di Hepes, 125 mM di NaCl, 5 mM di KCI, 0. 5
mM di glucosio e 0. 025% di albumina umana (HA). Il tampone HA é
supplementato con 1 mM di Ca Cl; e 1ImM di Mg CI, (tampone HACM)]
sono pipettati nel primo paio di pro-vette; 50 ul di soluzione di controllo
stimolante (anticorpo monoclonale liofilizzato anti-IgE Le 27, ricostituito con
acqua deionizzata alla concentrazione di 1 mg/ml) vengono pipettati nel
secondo paio di provette; 50 pl di soluzione di ogni allergene (alla
concentrazione di 100 ng/ml) vengono aggiunti alle successive coppie di
provette. Gli allergeni, alla concentrazione standard di 10 ng di azoto
proteico/ml, sono forniti dalla Bihlmann Laboratories AG.

Dopo incubazione per 40 minuti a 37° C, le provette sono centrifugate per
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3 minuti a 1000 x g e 150 pl del supernatante di ciascuna provetta conservato
a -20° C per I'analisi ELISA. Nel giorno stabilito per I'esame, 100 pl di tampo-
ne, degli standards e dei supernatanti delle cellule sono pipettati in du-
plicato in piastre da microtitolazione coniugate con anticorpo monoclonale
antileucotrieni; 50 ul di coniugato con fosfatasi alcalina viene aggiunto a
ciascun pozzetto e la piastra coperta viene incubata per 24 ore a 4° C.

Dopo aver aggiunto 100 pl di substrato preparato al momento a tutti i
pozzetti, le piastre vengono incubate in agitazione per 60 minuti a
temperatura ambiente e quindi la reazione bloccata con 100 pl di idrossido
di sodio (Na OH) 1M. Infine le piastre vengono lette a 405 nm con un lettore
di micropiastre. | livelli di sLT in pg/ml vengono valutati come: 1) controllo
negativo, dato dal rilascio di SLTs in assenza di stimolo in presenza di solo
tampone HACM (background - bck) 2) controllo positivo, ottenuto utiliz-
zando l'anticorpo monoclonale Le 27 anti-IgE (Le27). 3) valori ottenuti dopo
stimolo specifico con i singoli allergeni. | risultati ottenuti sono espressi oltre
che in pg/ml anche in ratio, valutata come rapporto tra i valori di SLTs
indotti rispettivamente da Le 27 e dai vari allergeni da una parte, e i valori di
SLTs liberati spontaneamente dalle cellule dall'altra.

Nel CAST-ELISA non possiamo escludere che gli eosinofili possano in
parte contribuire ai livelli di SLTs, anche se queste cellule, dopo attivazione,
producano 100-200 volte meno LTC, rispetto ai basofili. Tuttavia, in caso di
ipereosinofilia, il contributo di LTC4 prodotto dagli eosinofili pud essere
rilevante (164). D’altra parte, una presenza abnorme di eosinofili e/0o basofili
comporterebbe un aumento del rilascio spontaneo di SLTs (alti valori di bck)
e conseguentemente un abbassamento del rapporto allergenene / bck, o Le /
bck. In altri termini la ratio puo correggere gli effetti dell’ipercellularita nel
campione in esame.
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Liberazione di triptasi dai basofili do-
po challenge allergenico

Recentemente & stato messo a punto dal nostro gruppo (136) un metodo
per valutare la liberazione di triptasi dei basofili dopo stimolazione con
allergene. Dato che triptasi e istamina sono tutti mediatori preformati ed
hanno una cinetica da rilascio simile, I'utilizzo di questo test puo essere
complementare alle altre metodiche da tempo in uso.

Reagenti

Il tampone di incubazione viene preparato nel seguente modo:
piperazina 1,4 - bis [2 - acido etansulfonico], 3,02 g/I; sodio acetato triidrato
(Na CH3; COO 3H,0), 19,05 g/I; potassio acetato (KCH3; COOQ), 0,49 g/I;
albumina umana 0,30 g/I; glucosio 1,00 g/I; cloruro di calcio diidrato (CaCl;
2H,0), 0,147 g/1. Le sostanze vengono disciolte in 900 ml in acqua distillata;
il pH della soluzione aggiustato a 7,4 con 1 M/I di tampone tris ed il volume
portato a 1000 ml (la soluzione ¢ stabile per 1 settimana a 2° - 8 °C).

Come fonte di allergene vengono impiegati estratti allergenici titolati in
ng/ml di allergene maggiore (Neo-Abello-Madrid). Ad esempio per la
codolina, contenente 1,6 ng/ml di phl PV, vengono utilizzate concentrazioni
finali di 0,016 ng, 0,0008 ng e 0,0004 nyg.

Procedimento

Vengono prelevati 7 ml di sangue in provette Vacutainer contenenti
EDTA, che ¢ successivamente trasferito in provette da 10 ml di polipropilene
contenente 1,75 ml di una soluzione di destrano al 6%. Dopo incubazione
per 90 minuti a temperatura ambiente, la fase superiore viene centrifugata a
500 rpm per 15 minuti a temperatura ambiente. Le cellule vengono sospese
in 2 ml di tampone. Duecento microlitri di ogni sospensione cellulare viene
pipettata in sei piccole provette di polipropilene.

A questo punto, 10 i della sospensione cellulare viene mescolata con 90
m di O-toluidina, (Tabella 12) e dopo incubazione per 20 ore a 4° C si
procede alla conta su vetrino. 50 nl di tampone vengono pipettati nel primo
paio di provette nelle quali si valutera il rilascio spontaneo di triptasi; 50 ml
di tampone contenente anticorpo monoclonale anti IgE Le 27 alla con-
centrazione di 1 nl /ml vengono pipettati nel secondo paio di provette, come
controllo positivo; 50 nml di soluzione con I'allergene vengono aggiunti al
terzo paio di provette. Dopo incubazione per 40 minuti al terzo paio di
provette. Dopi incubazione per 40 minuti a 37 °C, le provette sono centri-
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75 mg di blu di toluidina
25 ml di alcool etilico 95%
75 ml di acqua distillata

Portare a pH 3,4 con acido acetico glaciale

Lasciare maturare 3-4 giorni a temperatura ambiente, filtrare con carta da filtro e
conservare a 40° C

Colorazione cellule: 10 m di sospensione cellulare + 90 m di blu di toluidina

Tabella 12. Tecnica di colorazione di una sospensione di basofili con il blu
di toluidina (18).

fugate per 3 minuti a 3500 rpm, e 150 M del sopranatante di ogni provetta
viene congelato per circa 1 mese a -20° C per le procedure RIA.

I livelli di triptasi nei sopranatanti sara determinato mediante radioim-
munoassay come precedentemente descritto impiegando anticorpi mono-
clonali anti triptasi G4 e G5 (193).

In questo test il calcolo di sensibilita specificita, prevalenza ed efficienza
(curve ROC, analisi di Galen e Gambino) ha dato nel precedente lavoro (136)
rispettivamente le seguenti percentuali 71,8%; 57,33%, 66,52% e 66,96% (do-
po stimolo con allergene; 71,81%, 35,88%, 63,68%, e 58,76% (dopo stimolo
con Le 27); 56,38%, 54,71%, 63,68% e 55,77% (rilascio spontaneo di triptase).

E’ attualmente in corso di valutazione nel nostro laboratorio il comporta-
mento del nuovo anticorpo anti-triptasi B12 (68).
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