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APOPTOSI E CHEMIOTERAPIA

S Avalle, C. Alpini, A. Papalia, V. Rizrro

Dipartimento di Biochimica, Sez. Analisi Chimico Cliniche, IRCCS Peliclinico 5. Matteo, 27100 Pavia

Scopo del favere Cisplatino, etoposide, ciclofosfamide, citosina arabinoside sono agenti antitumorali che
esplicano la lero citotossicitd mediante induzione di apoptosi (morte cellulare programmata). Scopo deilo sudio
¢ la valutazione dei livelli di apoptost in cellule mononucleate di sangue periferico di pazienti oncologici.
Muteriali ¢ Metodi Lo studio comprende 9 pazienti affetti da linfoma non-Hodpkin's trattati con ¢itosina
arabinoside {Ara-C) 3.0 mg/ m¥12h x 2 e & pazienti affetti da micloma multiple tratiati con desametazone
#tmpgidie x 4, ciclofosfamide 400 mgim*/die x 4, etoposide 40 mg/m¥idie x 4 e gisplatine 10 mg/m¥die x 4 (D-
CEPL I} gruppo 4 controlle {n=10, donateri sani) e tutli | pazienti nicevone Sugkpidie di granvlocyte-colony
stimulating factor {G-CSF) fino ad vma mobilizzazione di progenilori emopoietici, CD34+, vicina a 4x10%kg.
L'evoluzione del processo apoptotico & caratterizzato dalla presenza sulla superficie esterna della membrana
cellulare di fosfatidilserina, specificamente fagocitata dai macrofagi. La fosfatidilserina viene determinaia, in
presenza di fluoresceina, mediante conicgazione con Annessing ¥, fosfolipide Ca-dipendente. La successsiva
incubazione con ioduro di propidie, permette di diffevenziare la celluls in apoprosi dalls cellula in necrosi.
L'anatisi della fluorescenza visme sffetinata mediante microscopio a fluorescenzs (Ex=450-500 mn, Em=515-
565 nm, verde) RiseMoti La percentuale di cellule in apoptosi dopo mobilizzazione con D-CEP &
significativamente elevata (133+38.7%) sia rispetto alle cellule in apoptosi dopo mobilizzazione con Ara-C
{30.8+6.87%; p=0.041) sia rispetto alle cellule in apoptosi de! gruppe di contrello (19£87.9%,; p=0.032). [ livelli
di ccliule in apoptosi dopo mobihizzazione con Ara-C nen seno significativamente diversi dai livelli di cellule in
apoptosi osservati nel gruppo di controllo,

Discussione ¢ Conclusione | risultati ottenuti dimostrance che 'azione combinata di piti agenti antitumorali
costituenti 11 D~CEP consente maggior impatto nell’induzione ¢ mediazione del processo apoptotico rispetto al
singole agente Ara-C

Bibliografia Fadeel B, Hassan 7, Hellstrom-Lindberg E, et al. {19%92). Cleavage of Bel-2 is an early event in
chemotherapy-induced apoptosis of human myeleid leukemia cells. Lewkemio, 13, 719-728
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QUANTIFICAZIONE ASSOLUTA M CELLULE LEUCEMICHE CON L'IMPIEG( DELLA REAL
TIME PCR AD ELEVATA SENSIBILITA IN LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA F LEUCEMIA
PROMIELOCITICA ACUTA. L Rimind, .. Simola, € Maddaw, 7. Robaiow o Tolu*, A Piona, T
Mlannu®, [, Tarrin®, G.B Chercba,

Laboratorio di Analisi, Ospedale Civile S5.ma Annunsiaa, Sassarl, Nures Fioeesguneh, Sassari*

Alla hase di pumerose Feucomic vi ¢ g taslocardione cromosomica che daenning wa giusiapposidone di
duc geni. che possone dare origine ad i noovo gene di fusione, Questo gene vicoe sl in un mBRNA
chimerico che pud ssere individoato con sy della (eantiretive Real Tine FUR,

Neopxe def favore. Valulare Ta malattia iminima residua (VIRT) in pawicnti affeni da leucemia mieloide cronica
e levcemia promiclovitiva aeuta mediante nuove teeniche di Quantitaiive Real Time PCR - che mistrano wna
sensibilitd 2-3 ording di grandeom superiore alle mewodiche atiualmenie inuse e quanlificarione assoluta del
numero di cellale.

Adeericdi e merodd. La metodica Real Time PCR messa a punto wiilivzes delle sonde di ibridasione con doppia
marcatura flucrescente. Ta quantificadone assoluta & stata otenutn allestende una curva standard — cen
diluizieni seriali di celiule positive per la trastocadone BCRAADL. (line cellulare MECG 01) ¢ PML/RARA
flinea cellulare WB4). La sensihilitd defla metodica & stal incremontsla mediante on ciclo di pre-
ampliticazione che non inerferisee ¢on 1y sucoessiva quantificar-ione

isultati, Te metodiche di quuificadone con la Reat Time PCR comvenzionale hamio mostrage una
sensibilith pari a 1000-10000 collulesmil di sangue. Mediante I'utilizzo Jdi una metodotopia basata suun ciclo di
pre-amplilicazione & stala raggiunta ung sensibilith di 1-10 cellule/ml & sangue. [ range dinamice £ compreso
ra 10 e 1000 cellube/ml, 1a speciiicitd della metodica nisulia incramentara dall™utilizeo di wa copia di
primers citerni

Piscussione € canclusiond, Ta metodica Real Time PCR csepuita secondo i protocolli comvenzionali risulia
refativamente poco sensibile pot steercare cellule leucernivhe presemti nel sangue. La mutedics wiliemata
permette un incremaito delkz sensibilitd sino 4 1imiti di ma cellula 7 ol di sangue. La guanti fcardone & stata
cseguita in tenmini assoluil ed espressa in cellule leucemiche per mil di sangoe. Therion studi sono richiest
per valutare il significalo clinico ¢ prognostico delty  QOuanritative Real Time PCR ad elevina sensibilita
Pibliografia. 1. MV wan Dongen et al.. Leukernia  1999; 130 1901-3928 - 2. WT Toe ¢ al. Annals of
Cmeology 13; 781788, 2002,
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EFFETTO DEL POLIMORFISMO 4G/5G SUI LIVELLI DI PAI-L DOPO SOMMINISTRAZIONE DI
VITAMINA E IN SOGGETTI DIABETICI DI TIPG 2

B. Testa®, A.R. Bonfigli®, C. Sirolla®, M. Marra®, M. Boemi®, 5. Manfrini®, D. Macl®, 1. Testa®, E. Sacchi®, C.
Franceschi

INRCA. Ancona, "IRCCS Ospedale Maggiore, Universita di Milano “Istituto di Clinica Medica, Universita de
L' Aquila, "Ospedale 1. Saceo, Dip. di Immunocmatslogia « Trasfusionale, Milano.

Scopir del fvare. L inibitore dell"antivatore del plasminogene di tipo 1 (PAIL-1} & un fattare indipendente di rischio
cardiovascolare od ¢ aumenlate nei pazienti con diabete di tipo 2. 1 polimorfismo genetico del PAL-1 4G/5G &
stato riportake essere coinvolto nell'incidenza di malatia cardiovascolare aliraverso 1a regolazione dei livelli di
PALL ma questa relazions ¢ ancora in discussione, Scopo dello studio & stae quello di verificare 'effetto del
polimarhsmo  40G:3G  sull’abbassamente dei livelli del PAL-1 in sopgerd disbetici di dpo 2 durante
somministraziong di vitaming E.

Materiali ¢ Mesodi, Sone stati siudiati 93 pazienti con diabete mellito di tipo 2 {61 womini; 32 doane; eth
mediatD%:62 542 anni) selezionati secondo 1 scguenli criteriz stretlo range di etd. terapia dictetica, buon
compensa glicometabolico ¢ trattati con 5H Ul'die di vitamina E per 10 settimanc. 1 polimorfismo 40:55 ¢ il
PAL-L attivith sono stati determinati al baseline, dutante (5° ¢ 1U% setiimana) ¢ dopo (30 settimanad
supplemeazions con vitamnima E.

Risweltadi. Nessuna differenca significativa di PATL-| & stata irovata tra 1 tre penotipl al tempo zero. Nell'intero
gruppo di soggetti sono state evidenziate diminuzioni significative di PAI-1 alla 5% ¢ alla 10° scttimana scguite da
un ripristing dei valori basah al wash-out {p<0.001) [ pazienti con genotipo 4G/M4G ¢ 40550 mostravang trend
significativamente diversi rispetio a quelli con genotipo 5G/5G (p=0.01). In particolare si & evidenziata una
diminuzione dei livelll del PAL-1 per 1 soggetu 4G/4G ¢ 4G:5G solo a parire datla 10° sellitiana, mentre per i
soggelli 5G50 1a diminezione del PAL-1 ¢ stata osservata i a pantire dalla 5% settimana (<001 ).

Discussione ¢ Comclusiont. La ritardata diminuzione wrovala nei pazienti can alimene un allele 4G risperto ai
soggell con penotipo 30:5G evidenzia che la risposta del PAI-1 alla vilaming F & genolipo dipendente. Questi dati
suggerscons che Paumentato rischio legato allallele 4G potrebbe cssere comelato alla diversa velocita di risposta
agli stitmali prit che all’cruita della variazione stessa.

INDIVIDUAZIONE GENOTIPI E MUTAZIONI PRECORE DI HRY CON METODO LiPA C-04

R.A. Leone, . Minchella, $. Nisticd, (5. L. Potente, D, Caruso, M. Camerino, A, Nicolazze, C. Cosenting

U0, di Microbioksgia e Virologia. Axienda Sanitaria N, 6, Via Perugini. 85048 Lamezia Terme (C7)

Scopo del lgvore. Valutare in un groppe df pacienti con Epatite B cronica, monitorati presso 1a nostra Unild
Operativa, lo distribuzione dei genotipi TBY od individuare cventuali molagioni nelle regioni peoomiche
prevore/promoler precore, che possong sclezionarsi duramte I'diminwdone virale immunomediala sponlanca o
indmta dalla lerapia. Senw stali finora definiti 7 genotipt HBVY, indicati con lewcra alfabetica da A a G, classificati in
base alla individuagione di una divergenza aucleotidica maggiors dell 8% sull'intero genoma: tali genolpl virali
hanne una prevalenza caratteristiva per arca geografica, L importanzs elinica della variahiliti genomdca di TIBY,
comungue peculiore per un vinus a DNAL non & invece ancora ben chiara,

Matertali e metodi, Abbiamo consideraii n, 40 pazicnli, 24 maschi ¢ 16 [eenmine. cth media 44 anni cirea. Sono
slati wiilizeats i seguenti metodi: A} markers sierologici: Muia (Axsym. Abbal; 1) HBY-DNA PCR guantitativa
{Cobas Amplicor HBV Manitor, Roche Chagnosticsk: ©) Genotipo HBY: itridaszione inversa, dopo amplificasione
duel gene S, su slrips di nitracetlulosa con specifiche sonde per la determinadione del penolipi A-G (INNO-LIiPA
HEY Genotyping, Innugenelivsl: TY Mulanii precorepromuler precore: ibridacione inversa, dupo amplificazione
della regione precore ¢ promoteriprecore, mediante sonde speciliche per identilicare polimerfismi nel codone 28
della regione precore ©onei nucleotidi 1762 ¢ 1764 delly regivne promoterfprecore (INNO-LIPA HEV PreCure,
Innupenctics).

Risufreti. Per guanto riguarda il genotipo, determinate sui 40 pagicali, 37 sono nisulia D, 1 A, 1 C od 1
Indetermingte, Le muiazioni nella regione procore sone slate  ricercate in 20 pagienti, dei quali 18 prescnlavang
EBuAb ¢ solo 2 HBeAp: in guesti 2 ultimi pazienti & stata rilevata prosenza del ceppo virale selvaggio, ma in uno &
slato anche rovalo un mutante nel codone 28, quindi uny popolazione virale mist.

Discussione ¢ Conclusioni, Dai risultati otienutl si eiluva una marcita presena del genatipo D, mentre 'unico
genotipo O ¢ stato trovale inoun pazienie di otigine aslatica, in aceorde 3 guanlo tipottato nepli sudi sulla
distribuzione per area peografica, da cui risulia che i genatipo D ¢ quello prevalente neil’arca mediterranea. Le
mwazioni precore, filevate Irequentemente nel penotipe D, sono risullate Wit associale o persisionga virale noi
pazienti HBeAb positivi, Un mewodo rapido ¢ semplice, come quello da i utilizeate pee la determinaxione del
senolipe ¢ dei mulanu precare. pul non solo permetlere uno studio deilepidemiologia. ma divenlare anche un
preciose mezso di approfondimento diagnostico.
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MUTAZIONT A12980 ¢ COTIT DI MTHFR MATERN{ ASSOCIATE A PATOLOGIE BPELLA
GRAVIDANZA FE INFLUENZA SUL PESO XNEONATALE NORMALIZFATO, RISULTATI
FRELIMINARI .

8. Rongioletii {1).G. Larciprete (23,5, Draghi, {2), N. Toni (2).G. Di Pierro (2),8. Di Gregorio (L}G.Barbati
(2} MG Frigo (2), PA. Angelucei {2), M, Baldassini ([), E. Forastiere ([}, E. Cirese {2), F. Ameaglia {1).

1}y 5C.Lab. Patclogia Clinica, Osp. 8. Giovanm Calibita ¢ 2) 5.C Ginecologia e Ostetricia, Osp. 5. Giovanni
Caliluta, FBE!AFAR, Isola Tiberina 9, Roma,

Seop ded favers. Analizzare |'associazione delle doe munazieni MTHER materme con aloome patolowie della
gravidanza e con il peso del neonata.

Materfefi ¢ Meteedi. Suno entrale nel protocotlo 44 pazienti gravide di cui 22 con differenti patalapie (5 con
emorragia. |1 con Pre-eclampsia, 1 con trombosi, 5 con HEELP e 22 pazienti normali). Da queste si sono avuri 3]
neonatt mormali, 11 TUGR e 3 mont mtrauterine. Su campioni di sanuue maremo sono state valutate e motazioni
MTHFR [(metibtetra-idrofolato redurtast) mediante amplificazione genica con metods commerciali {Nuclear Laser).
Il peso dei neonati €7 stato normahizzalo dividendo per i numere di seimane di gravidanza  L'analisi seatistica dei
risultati ¢ siata ottenuta mediante tabelle di contingenza o test noa parameteict sui livelll di peso nomalizzato
Rivwitari: 1 dat analizzati sulle mutazioni MTHFR relative alle 49 pazienti hanno mostrate una significativa
assOCIERIONE IRy pazienti con patologie della gravidanza e soueetli omorigmi per una delle due mutazion: MTHER
ip-0.01) 1n particolare, si e’ rilevate che anche be eterosiwosi doppie per le due murazieni sona significativamente
correlate alle patclogic analizzale. Al contrario, le singole mutazioni eterozignti si distribuiscono indifferentemente
tra parienti con patologie ¢ controlli. L aoaiisi della distnbuzione del peso normalizzato dei neanati in relasione alle
mMutazom {omeagnti singole, elerpxigot doppie, eterozigoti singole ¢ assentiy ha rilevato una ridenta mediana del
pesa nelle dopme eterozigosi, sta su lotle le paziemii {n~4d, p~00H4) che su quelle con neonati ponderalmente
normali rispetto alke selitimane di gravidanza (p-0.01),

£iscussionre: L patologie della pravidanza, analizzate nel Joro complesse sulfe 44 paziend, hanno mostratoe wna
asgociazione significativa con le mutaziont MTHFR confermando I" imporanza di rilevare tali mutazioni per
stabilirne la eventuale omazigosi o la doppia eterozigosi. Tnolire, probabilmente a causa della infuenza sul feto di
tali mutaziond, si ¢ polute rilevare che le pazienti con doppia eterozigosi presemavans un ridotio peso normalizzato
nei neenati 1 dati riscomrai dovranno essere confermati su wn maggior fumero di soggeiti ¢ corretti per possibiti
fauori nevoarali, dipendenti dall'assetto genetico paterno.

C-06

POLIMORFISMO DEL PROMOTER DEL GENE. P52 E MALATTIA DI ALZHEIMER

IN UNA POPOLAZIONE ITALIANA,

R.G. Maletta®, M. Di Natale”, M. Perri’, T. Kawarai®, . Tomaing®, L, Bernardi®, B. Nacmias®, §. Sorbi’, P.5t
G.—Hyalaps, E. Rogaeva”, A.C.Bruni'.

a. Centro Regionale di Neuropenctica AS 6, Lamezia Terme (C2}, ltalia.

b. Centre for Research in Meuwrodegenerative Diseases, Tanz Newroscience Building, Universita di Toronlo,
Taronto, Onmtario, Canada e Depanmeat of Medicine {Neurology), Universitz Health Network, Toronte Western
Hospital, Toronte, Ontario, Canada.

c. Dipartimento di Meurologia, Universita di Firenze, Italia,

Scopo def favoro. Recenti studi suggeriscono che un potimorfismo nella regione 5'-promoter del gene P2
{delczione di adenosing al sito 24914) rappresenta un fattore di rischio per I'insorgenza di Matattia di Alzheimer
(4A) nella popolaziene Russa, Scopo del nostro lavore ¢ analizzare quesio pelimorfismo in un campione di
sogetti itakiani & trovare un® eventuale associazione con MA ad esordie precoce o tardivo.

Materiali € Meiodi, B stato effettuate uno studio caso-controlle utilizzanda 200 soggetti affetti da MA sporadica
{104 ad csordio precoce, eta’ <63 anni e 100 ad esordio tardivo, ela” =65 anni) e 160 soggett normali, comparati
per et se550 ¢ provenienza geografica.

La repions 3'-promoter del pene P52 e'stata amplificats in walii i campioni, e i predotti di PCR digenti con
protocolls di RELP utilizzanda 'enzima Ddel. E* stato analizzato, inaltre, il genotipo delle ApoE {kil ApoE
Diatech). La frequenza allelica € genotipica fra malati ¢ controbli o stata statisticamente valutata mediante test chi
quadrato,

Rissltari. La frequenea genolipica per PS2 e risultata in equilibrie di Hardy-Weinberg in entrambi i gruppi {malati
¢ conteolli). { nosiri risultati npon hanno evidenziato alcuna associariones allehica {p=0.38) o genotipica (p=0.5}. La
stratificazione dei dati in gruppi positivi o nepativi per APOE 4 non ha mostraie alcuna evidente associazione
{p>0.1). E* stata individuata, invece, una sovraespressione detl’allele #4 nei soggetti malati (p< ¢.005) a conferma
dei dal della leteratura intemarionale,

Discussione ¢ Conclusioni. Lo studio corrente non supporta I*ipotesi c¢he il politnorfismo nel gene PS2 costituisca
un fattore di fschio per la forma sporadica (precoce o tardiva) della MA, mentre sembra che altd fattori di rischio
possano essere chiamati in causa nelle sviluppe defta MA nella popolazione italiana.
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PRIMA EVIDENZA DI ASSOCIAZIONE FRA 1SOFORME A BASSO PESO MOLECOLARE by | C-07
AFOLIFOPROTEINE(a) E DEMENZA FRONTOTEMPORALE
R _Maletta”, E. Emanuele’, E. Peros®, A. D'Angelo®, L. Montagna®, M. Carabela®, MN Piccinni®, C. Tomaine”, L.
Bemardi®, A C.Bruni” and D. Geroldi®

a Dipamtimento di Medicina Interna e Terapia medica Universita’ di Pavia, Ialia

b Centrir Regionale di Meurogenetica, ASS, Lamezia Terme (CZ), ltalia.

Scopo del lavaro: Precedenti studi sul rucle delle apolipoproteine E {ApoE) nella demenza frontotemporale {DFT)
hanno prodotio tisultati discordanti, mentre non €' mai stato preso in considerarione il wela dalle apolipoproteine a
[Lpta}] come fattore di rischio per 'insorgenza ¢ la progressione di questa patologia. Le Lp{a) infati presentano
caratteristiche simili ale ApoE e 1l loro ruelo nel SNC non e” ancora chiaro.

Nel nostre lavors abbiama studiato le possibili differenze nella distribuzione delle isoforme di Lpda) in pazienti con
DFT comparati con sogeetti di controllo,

Materioli ¢ Metodi: sono stati reclurati 39 pazienti affetti da DFT (20 casi sporadici e 19 Tamiliar], {eta’ media
71.89 £ 822 anmi) diagnosticati seconde 1 eriter di Lond Manchester e 40 controlii (eta’ media 72.11 £ §.93 anni).
In tutti 1 soegetth o’ statz determinata la concentrazicne delie Lp{a) con metodo sandwich-ELISA wtilizzando il kit
MacraLp{a) (SIM. USA). Per determunare le isoforme apo(a} &' stato utilizzato un immunoblotting a doppic
anlicorpo. A causa dell’alta grade ¢ polimorfismo delle apoda) abbiamo diviso le isoforme in due sottogruppi, in
accordo con un cut-off, precedemements idemificato, basato sul numero di ripetizioni Kringle-l¥ {K-1V3. Per
I'anatist statistica i livelli nel plasma di Lpa sono stati confrontati con test Mann-Withney U e le frequenze delle
isaforme Apoa con test chi quadrata.

Risuftati; Unilizzanda il cut-off precedentemente idemificato, per dividere le isoforme apofa) 2 basso peso da quelle
ad alto peso molecotare, abbiama trovalo una prevalenza (56.4%) di isoforme apo(a) a basso peso molecolare nei
pazienti con DFT. Al contrario fra i controlli sono risultate prevalenti (68.3%4) le isoforme apo{a) ad alto peso
malecolare La differenza fra i due gruppi ¢ statisticamente significative (p=0.0146).

Discussione ¢ Conclusioni: [ livelli di Lp(a) possono variare con traitamenti medici, malattie quali epatopatia,
disturbi renali, Tuttaviz le isoforme apo(a) non sono influenzate da farton ambientali. 1. associazione
statisticamente significativa di apo(a) a basso peso molecolare con 1la DFT ¢ interessante, suggerendo che questo
pararmetra possa essere considerato un fattore di rischio. Siudi ulteriori su pin® ampie casistiche sono tuttavia
mdispensabili,

C-08

IL POLIMORFISMO 40/5(C: INFLUENZA LA RELAZIONE TRA ETA® E LIVELLI PLASMATICI DI
PAl-l

A.R. Bonfigli®, C. Sirella®, 8. Cenerelli*, M. Marra®, M. Boemi®, I}, Fumelli®, D. Mari®, 1. Testa®, E. Saechi?,
L Maccaroni®, R, Testa®

“INRCA, Ancona; "TRCCS Ospedale Maggiore, Universitd di Milane; “Istinute di Clinica Medica, Universita de
1’ Aquila; “Ospedale L. Sacco, Dip. di Immunoematologia ¢ Trasfusionale, Milano: “Fatalagia Clinica, Orspedale di
Recanau.

Seapo del lavere. Aumeniali livelli di FAIL-1 sono rponiati essere un importante fattore di rischio aterosclerotico.
Tadi fivell sonc stati corrclati sopratmno a fattori legati all'insuling resistenza ¢ al suo polimorfismo 4G/AG.
Turtavia l'influenza dell’etd sui livelli di PAT- 1 non ¢ ancora del woe chiara, Scopo del nostro studio & quello di
verificare se, indipendenicenente da aliri fanori, esigle una relazione tra FAL-L ed etd nei tre penotipl 4G/50G.
Materiolf ¢ metod], Sono stati studiati 238 sogpeiti con un ampio range di e {da 20 a 33 anni, %4 maschi ¢ 154
temmine). In tali pazienti sono stati determinati i livetli di PAT-1 antigene, l'insulino sensibilith tamite Nindice K
del] tesl di tolleranza all'insulina (K, ¢ il genotipo 4G75G,

Rissftersd. Dividendo | soggeti per classi di eté, i livelli medi di PAT- | aumentano all'aumentare dell’er (p L0263,
Diitferenze sratisticaments significative sono stale cvidenziale tra ke classi di etd anche per ghicemia {p=<0.001),
trutpsaming (g —0h002). Hbale (<0001, Ky (p=0.001%, colesteralo tp=t0dH ) e IR (200037, Dall*esaime
del polimorfisme 4G:3G & nsultate che 37 somwettd (23.9%) presentavang il genotipo 4G:4G, 113 (47.5%) i)
400750 ¢ R (28.6%0) il 5G/5G. Nessuna differenza significativa di PAT- 1 e degli altri parametri metabalici valutati
© slata trovata tra i tre genctipn. L'analisi muitivariata ha dimostrato che i livelli di PALL mostrano una
comrelazione statisticamente significativa con etd sia nell'inters gruppo di soggelli (R™%=17.1, partial =0 164,
partial p=0.02%) che in quelli 434G (R™—66.5, partial »=0.406, partial p=0.023) ¢ 4¢G50 (R™%=27.3, partial
r={. 330, partial p=0.0{3), mentre nessuna relazione & presente nel gruppo 3G:5G dopo corresione per sesso, BMI,
diabete mellito, ipertensione, wigliceridi, K. colestetalo, HBL ¢ glicemia

Discnssione ¢ conclusioni. 11 PAL-1T aumenla con I'etd in maniera significativa nel soggettl con geactipo 40406 ¢
4G 5G, Tal risuliat suggeriscono ipotesi che con Mawmentare defl’eth aumenti il rischio cardiovascolare legato
all’allele 4G,
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METODO RAFIDG PER LA RICERCA 1N MUTAZION] NEL GENE HEV FOLIMERASI C-09

ASSOCIATE A RESISTENZA ALLA LAMIVUDRINA
P. Minchella, R.A. Leone, 8. Nisticd, G. L. Potente, T Caruso, M. Camerino, A. Nicolazzo, C. Cosenting
UG di Microbiologia ¢ Virologia, Acienda Sanitaria N, 6, Via Perugini. 88046 Lamezta Terme {CZ)

Scopo del lavore. Valuare Untibizzazione di ur metado rapide per la ricerca, nel gene che codifics la polimerasi
HBY, Jdi muotazioni associale a resistensa alla werapia con lamivudiog, | mutanti JIBY nella regione polimerasi
possono sclezionars doranie 1 tratlamenio a lungo termine con analoghi nucleosidici come la lamivuding ¢ sfuggire
le strategic antivirali, con conscguenic persistenza di viremia e cronicizzazione dell infezion.

Materiali e metodi. Abhizmuo considerair n. 20 parienti con Epatite B cronica monitorati presso 1 sostra Unitd
Operaliva. 10 maschi ¢ M} femming, ¢13 media circa 42 anni. 16 dei quali in trattamento con lamivuding da pii di sci
mesi, il con carica vitale persislentemente clevata, Sono stati utilizzat] 1 seguenti metodi: A) HBV-DNA: POR
guanlitaliva {Cobas Amplicor HBY Monitar, Rache Diagnostics); B) Mutanti polimerasi: ibridasione inversa su
strips di nifrocellulosa {LiPA), dopo amplificazione del domain B ¢ C della regione HBY polimcrasi, con sonde
speaifiche che rivelano muiazioni di resistenza genatipica nei codani 528, 552 ¢ 555 (INNO-LiPA HBV DR,
Innugenclics).

Rivultati. Sono slale individuate mulazoni solianio in 2 dei 16 pazienti in werapia con lamivuding, in particolare sono
slate rilevale popolazion miske di coppi selvaggio ¢ mutanti: a) in un pacienie mutanni M352¥/M3521 ¢ by nellaltro
mudunti LSZEMMSAZL Entrambi 1 pazieni prescntavano alta carica di HBV-DNA, circa 8 milioni i copierml.
nonoslante i lungo trallament: farmacelogica,

Diseussione ¢ Coaclusioni. Un melodo rapide come il LiPA, che si & dimostrate di semplice utilizzo per la
delerminazione di mutanti nella regione HBY polimerasi, pud essere molte wtile nel maniloraggio dei pazienll in
wrupia {srmacologica con analoghi nucleesidict: lale metodo b inolue i1 vanlaggio di metiere in evidenza la
presenza i popolaziont virall miste, dando anche unindicazione semiguantitativa, La precace determinagione &
mulazion asseciate o tesisienza farmacolopica & di grande inkeresse clinice, soprattutle con introduzione nel
prossimo fuwra di nuovi farmaci allernalivi alla Jamivoding. I'uso di un metodo rapido por fa rivelaelone di queste
mutazioni anche in laboratorl che sncora non dispongono di strumento per analisi di scgquenza, potra dare utili o
sopratullo empestive indicazioni sul regime terapeutico ouimale, in funziene dello stato viralogico del pazicole.

C-10

IMPIEGO DELLA PFGE NELLA SORVEGLIANZA D L CAUSATE DA P acruginosa MULTIRESISTERNTL
Labonia M. Li Bergoli B Caspartini G.

Dip. di Patologia Clintca - Sort_Microbistegico - IRCCS ~Casa Sollicvo della Sofferenza”™ S.Giovanni Rotondo (FG)
Seapo del lavorn

I soli metodi fenotipci song, oramai, insuflicienti a2 condumre indagini cpidemiologiche, La sorveglianes ¢ g
diffusione di orgamismi muhiresisienti richicdeno Uimpicgo di weniche molecolan in gradoe di distingueene
microrganismi a hvelle gencticd Le tecmiche che consentono la tipizzasione genica song: 13 ka PEGE (pulscd ficld
gel elewrophoresis) consistente in ung digestione del DNA con enzimi di restrivions scgnita da cletiraforesi in campo
pulsate ¢ consente di comparare @ diversi patiern: 2) la RAPD (randomt amplificd polvimgrphic DRNAYL 30 La
ribatipicsaricne 4 la ARDRA {amplified obosomal DNA restriction analyvsisy, 5) 1a REP-PCR. Attnalmentc. 12
PFGE & considerata il metodo di Tiferimento per le indaging epidemiologiche molegalan, pero & molig indaginosa,
richiede alcuni gigod di lavoroe (4 -3) ¢ apparecchiature che normmlmente non sono presenll nei lahomoo
aspedalicri.Mel nosiro ospedale € stata iniZiala un’indagine per differcreqdare i coppi di PA (Pscudomoenas acruginosi)
muheresisienls, i penem comprese. medianic PFGE.

Materiali ¢ metodi

I ceppi finora nipizzad sono 20, isolati nel mese di mareo ¢ apole. da materiali respiraton di pazienti dooveratd nel
repano di Bianimazione La sensibilid dogli isolati & stata csepuila con sistcima automatice (VITEK2) e confermata
con E-test. | ceppi sono staii solloposti & tipieasione penica mediante PEGE. utilizzando 1'enzima di restrizione Spe
L lMinterpretazione dei risultati € $lata csegnita secondo i crien di Teoover (1993) che permattone un’analisi correnta
delle dimensiond ¢ del namiero delle bande ottenute e la suddivisione a scopo epidemiologico deghi isolati.

Risultati € Conclusioni

Dall csame preliminane nsula che le inferdiori di PA sono spesso assoctale a contemporanca colonizrasons con
genoupi mulieli {potrebde essere un $ingole coppo ¢he subisce varaionir Gl stude seno in corse ¢ il nostro
chiettive & cercare di capire s¢ un singolo genotipo banerice da hiogo ad uni colonizzazione crontca oppure s¢ un
singole pazicie & colenisaio da genetipt multiph, Mon si pud, indatid. escludere una colonizzazione crociala fra pr o
una colonizaaone ambicolale nelle siesso px che pud portare alla presenra di pid vananti clenali della stessa specie
batrerica La PFGE conscnle di stabilire la presenza. in un repario. di un ceppo endemico o cpidemion od inveshgare
solle vie di (rasmiggions. Penmetle di programmedre in manicra mirata un sistema atiive di soneglianga ¢ di
inervetito. [nolire la eventuale persisicnsn ncd tempo di 1ali ceppi consceote di valulare 1'cfficacia delle misure di
controlla messe in atta per limitme la diffusione.
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MOTMFECAZIONT CELLULARI E MOLECOLARI NEL. TRATTAMENTO CON CISPLATING EA)
RADIAZIONI IN LINEE CELLULARI MURINE

Ungari 5.; Armolfe E.; Conting A°; Creok T.**; Fruttero A.%; Gasco M.*; Lo Nigre C.; Russi E.G.°*;Taricco
E.; Merdanag .5

Laborgiorio di Biologia Molecolare, ASO S Croce e Carle, Cunes; ® 5.0 Anatomia Patologica, ASD S.Croce e
Carle, Cuneo, * 5.C Oncologia, ASO 8 Croce e Catle, Cunea ®™ 3.C. Radioterapia, ASD 5.Croce e Carle Cunea

** [Ludwig Inslitute for Cancer Research, London, LK.

Scope del krvore. Analizzare te basi molecalani ed | meecanismi ¢altulan di interazione tra radio e chemicterapia nei
tumor in seguito al trattamento con cisplatine efo radiazioni.

Adateriafi € Meiodi. Gl effetti del trattamento sono stati analizzati medianile test di sopravvivenza cellulare, test
clonogenici, analisi del ciclo cellulare e dell” apoptosi. Abbiamo utilizzato due differenti linge celiulari munne, la
linea FZ di teratocarcinoma € 1a linea MG1351 & adenccarcinoma mammare. Le cellule sono state coltivate in
mezzo di coltura dopo essere state seminate ella densita’ di 1X10% e tranate con cisplating 1 microg./fml per 1 ora a
37°C efo radiazioni alla dose di 2Gy/die per 5 glorni. Le valutazion sono state effettuate a 24 4B8.72,96,120 ore
dopo il wrattamento. La sopravvivenza cellulare & stata analizzata mediante o dye exclusion assay, menire la
formazione di colonie @ stata valutata mediante il clonogenic assay. La distribuzigne delle cellule nelle fasi del ciclo
€ stata detenmminata attraverso analisi citofluotimelrica biparametrica basata sull”incorporazione di BrdUnd e 1l
contenuio di DNA con PI, Papoptosi ¢ stata analizzata in citofluorimetna con anticorpl anti-gnnessing VeFifc €
mediante la visualizzazione dei ladders nucleosomici in gel elsttroforesi. Abbiamo anche iniziato uma analisi
motecolare per definire 1 livell di p33 e le sue forme fosfonlale indotte da cisplating &fo radiazioni

Kisufionr & Discusvione, Sia 1] cisplatino che e radiaziont inducono motie cellulare. La sopravvivenza ¢ pii basse
quando le cetlule sone esposte al trattzmento combinata (FSC 4084 versus 60%5). L namera di colgnie & ridatta dopo
entrambi i tratlamenti: 1'associzzione induce una inibizione dipendente dalle modalild di somuunistrazione dei due
agentl, Le radiazioni da sole inducono accumulo in fase GIM; effeuo analogoe ma pia evidente si osserva con
cisplating eon qualehe diffferenza tra le due linse cellulart. L effeno pia evidente dell’associazione & un calo della
frazione S incorporante. | ladders auclecsomici aumentzno ai diversi intervallt di tempo. Le cellule irradiate
mostrang un modesto incremente dei livelli di p53, mentre il cisplatinoo induce un incremento maggiore della
proteina pS3. L'analisi tramite array del gens p32 ha  identificalo alcuni geni target indotti dabl’apoptosi
sovraespressi nelle cellule FO

[DENTIFICAZTONE DEI PARTNERS MOLECOLARI DI SGK C-12
M. Menniti, B, luliano, R. Boito, ¥. Corea, [. Le Pera, R. Amato, N. Perrotti

Dipartimento di Medicina Sperimentale ¢ Clinica ~G, Salvatore”, Universita Magna Graecia di Catanzarn
Seope del fuvers. Sgk (Serum Glucocorticoid Kinase) & coimvolta nella regotazione del traspotto tubulare del
sodio indotte da mineralcorticoidi, insulina e vasopressina. Essa regola gli effitti antiapoptotici degli steridi
ed ¢ necessaria per i processi della memorizzazione spaziale. Questi diversi effetti sono presumibilmente
realizzati attraverso I'interazione con partners molecolari tessuto specifici. [ nostro progetto di ricerca prevede
I"identificazione e caratterizzazione di nuave: interazioni melecolari mediante lu tecnica del doppio ihrido in
ligwito,

Marerialf ¢ metodi. [ gene che codifica per Sgk “wild type™ é stato clonato in un vettore (pBRIDGE)
cottenente sequenzs codificanti per un dominio che si lega al DNA, in corrispondenza di elementi rezolatort
di oppertuni geni “reporters”, 11 costratte i esprime in S cerevisiae ¢d il lievito, cosi trasformato, & stato usato
per esperimenti di “mating * con leviti (rasformati da vettori contencnti sequenze di DNA codificanti per i
dominic di auivazione (pACT?Y, opportunamente fuse con cDNA trawo da ura "library” di rene umano.
L interazione fra “preda” ed “esca”, ¢ stala individuata grazie all'espresstone di geni reporters e successiva
selezione ed identificazione di quet lieviti nei quali Sgk ha interagito con proteine espresse dalla “library™.
Risultari. |n precedenza, dal nostre gruppe & stalta dimostrata 1'itteraxigne specifica fra Spk e
fosfomannomutasi di tipo 2 (pmm2). 50 rratta di up enzima che catalizza la rearione di isomerizzazione del
mannosic-|-fostato a mannosio-6-fosfate. tappa limitante nella mannosiiazione delle plicoproteine. Sufla base
di questi rizubtati, cellule renale COS7 sono state cotrastertate con Sgh-Mye fagged e pMM2-Ha tagged.
Mediante microscopia confecale. wtilizzando anticorpd diretti contre I'epitopo Myc di Sgk ¢ contro 'epitopo
Ha di pMM2. abbiame dimostrate la co-localizzazione di entrambi gli enzimi nella membrana plasmatica,
Disenssione, Un deficit di pMM2 & responsabile deila sindrome di Jueken, malattia autosomica recessiva
caraltertzzala da un difetto nella glicosilazione delle profeine, encelalopatiy, ritardo psicomotorio, ncuropatia
periferica ed ipoplasia cerebellare, La glicusilazione delle proteine & una 1appa necessaria per 1'esprassione
delle proteine di membrana ed ha un ruolo centrale nel processi di riconoscimento cellulare, adesione e
memorizzaztone. | nostri risulian suggeriscone un ruolo di Sgk e degli ormoni ¢che ne medulano  attivita,
nella regolaziane di questi process).




Riv Med Lab - JLM, Vol. 4, S.1, 2003 137

SINDROMT MIELODISPLASTICHE:CARATTERIZZAZIONE, CON TECNICHE D C-13
CITOGENETICA MOLECOLARE E CITOFLUORIMETRIA

0. Privitera", %. Stiowi *, R. Chiunese®, B. Roda", D. Noto", F. Malvestiti, M. Lotzniker"
* Laboratori Analisi A.O. Legnano (M) — Sczione di Citogenctica

" Centro [rmmuno Urasfusionale A0 Legnana (MI)

Seopa el bovero,Le stndromi mielodisplastiche (MDS} sona disordini clenali della cellula staminale emopoietica
carallerizrate da cmopoicsi inefficace ¢ citopenia periferica a carico di una o pid linge cellular. Scopo del lavoro &
approfondire con metodiche di citorenctica molecolare ed immunofenotipizearcione 50 casi di MDS per aggiongere
infoarmazioni impottanti a scope proghosticn ¢ erapeatice.

Materiali ¢ metodi Sono stahli analizzati 50 campieni di midello osseo con indicazione di MDS o sospetta MDS, In
tulti i casi & slata eseguito il cariolipo standard. Con tecniche di citogenelica melecolare {FISIT) & stara eseguita Ia
ricerca della delezione del gene EGRI (3q31-fattore prognostice favorevale) su Wit 1 campioni. della
monosomia‘delesione del eromosoma 7 {7g31-faltore prognostico sfaverevole) su 11 pazienti candidati al trapianto ¢
della trisomia del cromosoma § (lattore prosnestice intermedio) sugli § campioni analizzali con tecnica
clofluorimetrica con quadro compatibile con MDS ¢ nagativi per la delevione di EGRIL.

Risufteti Nel 34% dei casi analizzati con la cllogenetica classica sono stale riscontrale anomalic cromosomiche
caratteristiche delle MDS. La FiSH ha permesso di idewificare un caso con la delezione del eromosoma 5 ed un caso
in cui & stato caratterizzato un clone monosomico per il cromosoma 3 non evidenziati con la citopenetica classica. La
monosomia del cromosoma 7 non & stata osservaty in nessuno dei cast indagali per questa anamalia. Gli § casi con
carallerizzazions immunotfenotipica compelibile con MOS sono risultsu negativi all’ indzsine FISH per la rrisomia del
cromosema # Tra gquesti un caso ¢ risultato particolarmente inlercssante per la presenya dioun guaden
immunofenotipico assimilabile ad una LAM-M1 con espressione di CD7. Questo dare, contrastante con il risnltato
della citopenetica classica (del{5)q311 ¢ invece in accordo col dato ricavaro dall’approfondimencto FFISH che ha
evidenziato la presenza di wn clone manesamica per il cramosoma 5 {prognosi sfavarevole).

fiscuseione e Conclusions, | risudtati ottenuli suggeriscona di eseguire approfondimenta molecolare esclusivamente
sui casi ¢he pervengone all'analisi con indicazione cena di MDS ¢he non devrebbe prescinders dalla
caralterizzazione immunofenotipica perché questa pud puidare la scelta della sonda da impiegare nella FISH. 1 us0
sincrono delle metodiche permenie di definire un prolile prognostico pid accurato sebbene i1 metodo citedluarimetrico
pet e MLDS non sia ancora standardizeato.

MODULAZIONE E'FA*-SPECIFICA DEI FATTORI GENETICT DI RISCHIO C-14
5. Garasto®™”, M. Berardelli*®, V. Mari", E. Feraco®, G. De Benedictis”
WRCA, Cosenea: "THp. Biologia Cellulare, Universita della Calabria, Rende {C5)
Seopw del fevero, Lanalisi della variazione etd-correlara del posl genatipico relativa al polimarfisme 3°VNTR-
APDB {allell § [<35 repeats]. M [35-37 repeats]. L [=37 repeats]t ha mostrato che la frequenya del genohipo
amoigote S5 declina, con una traiclioria i tipe convesso, nel scgmente di popolagone ubra-otrantenoc,
suggerendo che gl wlleli 8 agiscano con effeui plawtropici etdi-specifici {1} Scopo del presente lavera @ stato
quello di analizzare efictto medio degli alleli 5. ML L (o ongs oy} sul principali parametrs lipiderict, al fing di
formire una intepretarione fumaonale del fenomeno esservata.

Wfarerieti o Meradi, La concentrarions sicnica i colesterodo totale (T, HDOL-colesterolo (HIH.-Ch Triglicerids
(TG, colesterolo LDL (L.TH -C), caleolute mediante (2), era nvisurata in un campiooe di 489 sopgeth caslituile da
9 somectti {169 maschi ¢ 230 femmine) privi &i patologie clinicamente manifeste, ¢ 80 soggeti maschi con
patologia cardiovaseolare (40 con alto LDU-C, pavicats CDL: 40 con hasso HDU-C, pazienn CDID. Llintero
cumpione ¢ stato quindi tipizzo per il polimerfismoe 3VNTR-APOR (1} Lelfeito allelice medio o s
parantetel lipidermen era caleolato mediante (3).

Kivalrati, Gl alleli § abbassanc il valore medio di LDL-C {oty, = -4.42 mpddL, [-9.23: -0.10] mgidl. ic. al 95%)
nonehe di TC. mentre gli alleli M od L non hanne significativi effeiti sul fenotipo lipidemico, In accordo con
questo risultato. gli alleti S sone risultati protettivi ne confronti della patologia COL { R - 0.55, [0026: 0.95]
1.0, al 9523 ma neutruli nella patologia COH QR =074, [0.30: 1.44] Lo al 95%)

fhsewswione ¢ Conplustoni. Lefteng medio oy sul Tivello sicrico di LDL-C spicga il nwlo proteitivo escreilalo
dagli alleli § nei confront della pardogia CDL ¢ rende aliresi conto della funzione non lineare che descrive la
vuriasione eti-correlata del pool genstipice nella popolarione sana, dove iF genotipo 55 raggivnge un massimo nel
sepments adnlto ed un minimeo nel sepmento altea-ottantenne (1) [0 questa categona, 1] decrementa det Tivelli
sicrici i TC ed LDL-C esercitate dagli alleli § andrelbe a sommarsi alla diminuzione fisiologica eta-correlala di
1213 parametri, Facendone scendere i valori al di sotto della soglia ottimale, Questo risultaw conferma il congetto di
modulazione cti-specifica dei fattord genetici di rischio.

Friddigerafin, (13 De Benedictis G et ak, 1998, b, Ham. Crenee 622 115, §2) Friedewald W.T. ¢ral, 1972 (i
Cher. 15 399 (31 Christiansen F B, & Feldman MW 1986, Popwlarion Geneties, Blackwell Sc, Publ, pp.130-
13d
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EMOCROMATOSL: IDENTIFICAZIONE DELLE MUTAZIONI H63D E C282Y IN UN
CAMPIONE IM PAZIENTI AFFERENTT ALL*AMBULATORIO DI EPATQOLOGI A,

E. Siciliani, R, Argento, B. Russo, C. Cristofarn, A, Santelli, P. Malatesta, N. Perrotti

Dipartimento di Medicina Sperimentale e Clinica. Universita degli Studi *Magna Graccia” Catanzaro
Svopa del fwvers. Llemnocromatosi ereditaria (HIFE), la pio comune causa di accumula o ferro
intracellulare neila popolazione caucasica. in Walia ha una prevalenza di 194000, S manifesta
principalmente nei maschi con vari segni clinici {splenomegalia. cireosi, ¢a. epatico e aritmie) ed :':]l::vat!'
livelli di Transferrina ¢ di Ferritina. I gene I1FE presenta diverse mulazioni: le pill importanti e frequent
sono la 845CAA (C282Y) e la 1870/G {HG3DY, In questo studio of siamo proposti di valwtare 1a frequenza
delle mutazioni del zene HFE in suggeiti provenienti dal nostro territorio con presunta diagnosi clinica di
HFE.

Matericdi ¢ metodi, Llindagme € stata cscenita su un gruppe di 33 pazienti {23 maschi ¢ 10 femmine) di
eta compresa tra 30 e 70 anni, selezionati in basc alla presenza di epatopatia ed alierazioni dei parametri
gmatochimici {AST, ALT, Ferriting, Transterrina), afferenti all” Ambulatorio di Epatelogia dell’ A0, di
Paoia (C5}. L'analisi di prodottt di amplificaziane {PCRY di frummenti di DNA corrispondenti agli esoni
2-3-4 del pene 1IFE. & stata condotta mediante S5CP e sequenziamennto aulomatico con ABI PRISM 3100
Risultati ¢ discussione. 133 parienti esaminali. wti con savracearico di Ferro, sono stati cosi classificati;
2 risultavano doppi eteroziczoti (HE3DVU2E2Y ) @ presentavano eterozignsi solo per [a mutazione H63D e 2
solo per C282Y: 20 risultavano negativi per le mutazioni studiate. La frequenza deilallele 163D era det
22.7 % e quella dell’allele C282Y era del 6 %4, non molto diverse da guelle riportate dalla 1ettermura..in
base a questi primi risultati ¢i proponiamo di ricercare ner sogeetti elerozigoti la presenza di_djﬁ'erenn €
nuove multazioni in altri esom del gene HEE o in alri geni candidati per 'emacromatosi, nelire ¢
propeniamo di valutare come condizioni ambicntali, quali infezioni vicali, malattie intercorrenti, abitudini
di vita, possano costituive fattori di rischio per la comparsa della malattia.

VALUTAZIONE DELL'ANSIA E DELLA SODDISFAZIONE DELLE GESTANTI C-16
SOTTOPFOSTE A TRITEST

M.P.Mantesi, L. Fanelli, C.Persico, C.Firorellj

.. Laboratorio Analisi, Azienda Sanitaria 6, Lamezia Terme

Seape del lavoro 1l Laboratario Analisi esegue da circa 10 anni I'esame del Tritest, Screening della Sindrome di
Down, della Trisomia 18 ¢ dei Drfetti del Tubo Neurale, nel sccondo trimestre di gravidanza, ! Tritest ha un aspetio
particolare, rispetto ai comuni esami di laboratorio: il risultato & espresso it termini probabilistici. ' stafo notate,
nel corso degli anni, che spesso le gesranti sone all"oscuro del significato del test e, SOpTattutta, hanno seri problerni
nells aceettazions € nebla pestione del dsultato, specialmente se indicative poer Mamnigcentesi. Per tale mative il
laboratorie ha claborato, per Panno 2042, un progetto di miglioramento qualkita, volto a Mmirc una consulenza
genctica alle pestanti contestualmente 2l prelieve {ed eventualmente anche in scguito, se richicsta).

Muteriali e metodi. | prelicvi del reitest sono stabi ragpruppatll in o Unico giomo 3 settimanz. Al momento del
prelieve & slate consegnato ad ogni gestante un depliant informativa, appositamenie ideato. Uno specialista i
genetica medica ha quindi fomito alle pesianti le necessaric spiegazioni ¢ ha raccoho 1 dati necessari per
I'elaborazione del test. Le gestanti hanno cspresso il loro consenso informato. 1, esecnzione delle analisi & avvenula
nci due giot successivi al prelicvo ¢ le pestanii seno state avvisate telefonicamente per il Tinra del referto.

Allo scope di valutare la soddistarione delle gestanti @ sopratwtte 1'ansia leala agli aspenti particolar] del test, &
staly elaborato un apposito questionario, somministrato telefonicamente alle pazienti almeno duc mesi dopo
comunicazione del risuitato’, Le risposte fornite sono stare valutate statisticamente con appasiti softwares,
Dixenssione ¢ conclusiond, 1 dati raccolti dimostrane come Je gestanti abbiano gradito il colloguio con il genetisia,
che ¢ servito a chiarire il significato del test, anche quando gia informate da altre figure professionali. Non sembra
turtavia che il collequio abbia ridotte 'ansia neli‘attesa del risultato ¢ per tale motivo titenjaimo di dover appattare
specifiche aziont correttive alla fase della consulenza.

La maggioranza delle gestanti ritengono che il test sia wiile, nonostante I'incertezza legata a un risuliate
probabilistico. I requisiti pill richiesti sono il miglioramento della detection rate (“sicurezza del risultato™) e la
velacttd nella consegna, Per tale motivo ¢i apprestiamo a fortire alle gestanti il duo-test, .

Il progettd ha dimostrate come il laboratorio possa migliorare il servizio offerto agli wtenti, curando anche I'aspeto
informative o [a qualifd percepita dall ‘utente.

Biblivgrafia. 1) Salonen R, Kurki L, Lappalainen M. Expcriences of Muothers Participating in Maternal Serum
Screening for Down's Syndrome, Eur ] Hurn genet 1996; 4:113-119
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ESPERIENZA NELLO SCREENING DELLA SINDROME DI DGWN CON 1L TEST COMBINATO

139

M. Cana®, P. Catapanc”, A. Fortumato”, M. Marchesini®, R. Sposetti®, G. Soffiati"

* Laboraterio di Chimica clinica of Ematologia. Ospedale *5. Bortole™, Yicenza

® Unita Operativa di Ostetricia e Ginecologia, Qspedale S, Bortole™, Vigenza

Introduzions; Recentemente & stato proposte 1 impiego del wst combinato nello sereening della sindrome di Down. Tale wsl ha
dirmostrato in piil casistiche una buona accuratesss disgnostica (39%) e un ridatto numere di falsi positivi (3% Nell'otighre
del 2001 abbiane allera decizo di sostinire nell Capedale di Vieenza, if triple test con il test combinato.

Mareriali ¢ metods: T st combinato i basa sulla misuracione della trunslucees nuesle esegpita csclusivamente da ecogrutisi
accreditati presso la Fetal Medicine Foundation di Londra {FMF) & sulla determinazione nel siero materno di lree B-hiCG ¢
PAPP-A (Tmuimulite 2000 Euro'DIC, Los Angeles, CA). 17 indagine viene cscpnita su pazicuti comprese tra l2 1134 e la 13 14
settjnang di pestavione. T dati ottenuti vengono inseritl in uty apposile programma fornito dalla FME,

Risulrar Sona sinte sotloposte A screening, F266 parienti di cld medin 31,5 annd. | dati del foilow wp 8 temming sono dispontbili
PeT are U circa 800 pazienti. Moo vi sono stale segnalariond di Falsi negativi del test. Sone nsullale positive allo screening {out
of [ 1:3007% 48 pastienti (3,79%6) (etd media—34). I queste 48 paricnti 34 {70.8 %6) hivno ¢seguite un accertamento di disgnosi
prenatale invasive (villocentesi ¢ smmiocentes:}, mentre 14 pazienti hanno scello di proseguire la gravidanza. 17 le 34 pazienti
che 31 sone settoposie ad esami di approfondimento invasivi, 23 hanne dato risuliati normali, menirce 8 patologici (23,5%) (vedi
abclla Ly, per 3 puzienti I csnne ¢ atwaora in carse. Tra le pacienti che non si sone sotteposte ad ammiocentesi, 8 hanne parlorile
bambini normali {5 lemumine ¢ 3 maschi), 5 non henno ancera portate & lermine la gravidanza,

Discussicone1 dati riportali sono preliminan, ma al mamento non abbiame dpenato fals negativi ¢l persentaale J8f falsi
posilivi {2,1%0) & al disolto di quella ripertaty i lettetatara. Inelire i test & stato in prade di identilcare anche patologie diverss
dalla sindrome di Down. I contmbuto del laboratons ¢ state delerminante in 3 pazienti,
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ARG 75 GLN UNA RARA MUTAZIONE NEL GENE CHE CODIFICA PER LA CONNESSINA 26| C-18

IN UNA FORMA DI SORDITA CONGENITA AUTOSOMICA DOMINANTE NON SINDROMICA.
R. Arpento, P. Siciliani, C. Cristafare, E. Colao, P. Malatests, [V, Gallo, E. Cassandro, E. GGulleta,
N. Perrotti

Hpantimenie di Medicina Sperimentale & Chinica, Universitd degli Studi “Magna Graecia™ Catanzaro
Secope del fuvora, |a sordita congenita @ una lrma comune di difetto dell’udite che si verifica con una frequenza di
L1000 natt vive. Sono state deseritte molle mulaziont nel gene che codifica per la connessina 26 (GIR2). La
famiglia dei zeni dells connessing codiftca per le subunita proteiche dei canali delle gap juncrions che mediang il
trasporto di ioni ¢ metabolit fra ] ciloplasma di eellule sdiacenti. Alowne mwaziont della connessing 26 {30 del(i o
35delGl. sono state trovate con frequenza relativamente aumentata in pazienti con sorditd congenita autosomica
recessiva non sindromica (NARDY. Mutazieni della connessina 26 sonoe siate rovate pure in forme awtosomiche
domimanti, sindromiche e non sindromiche. {1 siamo propesti di idemificare queste murazioni muediame i
sequenzigmenty del gene GIBI.

Muoteriadi ¢ metocdi L'indagine € stala eseguita swe uma famiglia calabrese caraierizzata du sordita congenita non
sindromica. awlgsomica dominante. 1a raceolta dei pazientt ¢ la loro caratterizzazione tenotipica ¢ stata effetiuara
presso |z cattedra di Audiologia della Facelta di Medicina di Catanzare. L'analisi & stata effettuata sia mediante
58CF sin sequenziando 1 frammenti di DMNA amplificalo. cornispondenti allintera sequenea codificante la
connessing 26,

Risndturf ¢ discussione, Wei soggetti alfeld appantenenti alla famiglia studiata abbiamo identificaro la sostitusione
della arginina T3 con una glutamiming {Arg750In). Arg? 5 occupa un paste importante nebla sequenza della proteina,
evssendo oltime aminoacido extracellulare prima del secondo domimio transmembranario. Ung  sostituzions
arginma-triptofane (Arg731rp). m questo stesso sito, ¢ stata descritta nel 1998 in una famiglia cyirisna
caratterizrata da sordili congenita aulosemica domimanle. sindromica perché associata a cheratosi palmoplantare.
el ottobre dello scorso anne (Clin. Genet.. 2002} |2 stessa mukazione che noi abhiamo identificate (Arg750In) &
stata descritta in wna famiglis tweca, o questo case la sordild congeniia, ereditala con modalitéd avtosomica
deminante era sindromica perché associata a cheratosi palmo-plantare. Mel cuso da noi idemificato, al contraria,
fon era presente la cheratosi palmo plantare. Siwratta della prima deserizione di sorditd consenita non sindromica,
awosotnica dominate dovuta a sostituzione di Atp 75 con Gln. La descrivione di questo caso riveste un cemto
interesse in quanto supperisce diverse modalita ereditarie per la sordidd congenita ¢ la cheratosi palmo-plantare.
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EQUILIBRIO REDOX E FUNZIONE IMMUNITARIA NFILLE FAMMGCLIE DET DIABETICI TITO 1
“L. Rossi, . E. Matteucei, *G. Malvaldi, F. Fagnand, 1L Evangelista, 0. Giampictro, “B. Innocenti
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Introduzione - Poich esistono anomalic dellequilibria redox nelle famiglie con diabete tipo | (TLDM) ed i greppi
ticlici intracellulani modulane le fonzioai immunitarie, abbiamo studiato b relazione fra siress ossidativo ¢ sistema
immune nelle famiglie di TIT,
Materiale ¢ metodi - Lo studie bicchimico prevede: plucosio, insulina, FlbAle, colesterolo totale ed HDL,
rrigliceridi. creatinina, albwmina wrinaria, vitamina B9 ¢ G122, omocistema (oltre alla tusurazione della pressione
artericsak indicatori i dasne ossidative (gluatione critrocitario, RBC OSH, malondialdede plasmatica od
eritrecitaria. P e RBC MDA, emolisi. livelll plasmaticl di advaoced oxidation protem products, AQPP ¢ tioli, P 511},
citochine proinfianumatorie (IL-1 b, IL-6, IFMN-garmma, TNF-all) ¢ recettort citechimien solubili (sIL-2R alfa e s[L-
6R ). Sone stati igpizzati L infociti penfecicd mediante combinazione di CD4, CD8, CR23 (low affinity LaL recepilon)
e CD25 (IL-2 receptor). Sono stah reclutati 39 TIDM con durate di malatta da 4 mesi a 41 annd (media 13211 a),
6 loro pavendi di primo grado, noo diabetie, @ basso rischio immuoitario (negativi per GADA ¢ 1CA), ¢ 95 soppetn
ganu senen faonliartd diabetica.
Risultati - [ livelli di ACQPP crano clevati ¢ quelli di P SH ridott nei pazienti con T1DM ¢ nei lero pareati che pure
presentavang basso rischio immunologice, RBC GEH era ridoito solo ned pazienti con TIDM. che presentavang
anche un aumenta della fragilith eriicocitaria. | recettori s1L-2R e sIL-6R erano aumentati nei TLDM. Percentuale &
namerd asseluto di monociti circolant erane minor ner T1DM e oel pareoti rispetto ai controlli, La tipizzazione
lifocitaria evidenziava nei T1DM un ridotto nameco di cellule con doppia positivitd: CO4+CDE+ ¢ CD23-CDE5 T,
MNei parenti di TIDM erane nidotte le cellule D25+ ¢ guelle TD23-CDE5+, Mei TLOM, 1 livelll di GADA erane
associati (K 06, p-0.01) positvamente con s1L-6K, negalivamente con la durata del diabete ¢ CD23+C0D23+ La
crsatininctria correlava positvamente (omuliple B 0.6, p=0001} con sIL-2R ¢ TXF-a. Era osservabile una
correlazione {R 0.5, p<didtl) delle cellule CD23+CD25+ con il numero di monoctti, COI+CH+, CD25+, emolis, e
Tivelli plasmatice del gruppm S,
Conclusioni - Lo studio dimostra per la prima volta una celasione fra lo stress ossidative, asservato nelle famiglie
con TIDM, od aleune caratleristiche immuonologiche supgestive dif nweecanisml immwooregolator diffecentt dai
condrolli. Rimane da chiarire Pordine cronologice depgli eventi che culminane ocll'instaurars della patologia
metabalica nelle famiglie con TIDR,
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DOSAGGH) DI PROTEINA C REATTIVA AD ALTA SENSIBILITA (hs-CRP) COME INDICE DI
RISCHIO CARDIOVASCOLARE NELLE DONNE OBESE IPERINSULINEMICHE
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Scoper def fmeore Mell ullimo decennio [ prevalensa dell’obesita nei pacsi occideniali ba raggiunilo proporsioni
cprderniche, Lobesitd sio ass0tia 4 resisterza msulinica. ipennsulineinia ¢ costiluisce un imponante [anhore di
nischio indipendente per la patologia cardiovascolare. La detenminacione della hs-CRP & siata associata ad un
aumauato riselug cardicvascolare ¢ valoed significativamente pid elevan somo stati mscontrdl nei soggetti obesi
nspelto a1 conrolll mormopese. Scopo del nosiro sudio & slato quelle di detcominare 1z hs-CRP ad alla

Aerteriali ¢ wetodi Sond stali valulati 157 sopgetti obesi oot BMI=30 (93F.62M) non diabetici. suddivisi in
lce#ilt i relazione ai livelli di insulina o digiunc: i piod 2 terzili sono confrondabili. come et (F 45 vs 43, M 41
v 44 annd), peso (F 8% vs 9 M 102 w5 110 kg), BMI(F 35 5 360 M 33 v 34 kghm2), circonfercnza vita (F 104
vs 07 M 11 vs 115 cm, livelli di AST §F 23 vs 2 M 25 vs 28), ALT (F 25 ws 260 M 34 vs 34 ¢ gamnaGT
(F 20 v 23 M 33 s 41y La hs-CRF ¢ atata deerminala con metedica  mrbidimetrica in infrarosso
(Beckman Coullery ¢ nefelometrica (Dade Behning).

Fizufeeres [ valorl di hs-CRP sono risultati soveapponibili pee 1e doc metodiche: in panticolare i livelli di hs-CRP
song  significativamente  (p=0.05) pig clevali nelle  obess  iperinsulincmiche in confronte alle obese
normainsulinemiche ((béd vs 042 me/L): nel primo groppo si sono rfscontrati valord significativamente pia
clevatl di tnglicendi (p<0.005), pil bassi di HDL-col ¢(p<0.001}, menre i valeri di pressione ancriosa ¢ di
frequenza cardiaca crano pin elevati ma non raggiungevane la sigoificativitd, 1 livelli di ooleslerole totale,
colesicrolo-LDL ed acido urico fsullano soviapponibili nei due gruppi.

Discrviene ¢ Concfusiond Nelle fommung, ma non ned maschi. hs-CRF comelit positivamente con i livelli di
insulina. welle femmine inolire, & panty di grade di ebesiti ¢ distribuzione del prasso corporco. il rischio
cardiovascolare espresso da hs-CRP ¢ i relaxione alla presewza & elevati livelli di insulina.
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