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1.0 Razionale


La patogenesi delle vasculiti, complessa e sicuramente multifattoriale è ancora in gran parte sconosciuta. Tradizionalmente classificate come malattie da immunocomplessi circolanti, questo gruppo eterogeneo di entità cliniche è stato riconsiderato dal punto di vista patogenetico alla luce dei dati emersi con le più recenti tecniche di biologia molecolare. La maggior parte degli studi sulla natura dell’infiltrato infiammatorio presente a livello vasale in corso di vasculite è stata condotta su campioni bioptici provenienti da pazienti affetti da Arterite giganto-cellulare e da Granulomatosi di Wegener. Il reperto di una predominanza della popolazione T cellulare CD4+ nell’ambito dell’infiltrato infiammatorio vasale in corso di vasculite fa ipotizzare un coinvolgimento dell’immunità cellulo-mediata nella patogenesi di queste malattie (1-3).Le citochine maggiormente rappresentate a questo livello sono caratteristiche di una risposta di tipo Th1-like (4).


Nessun dato è presente in letteratura sullo stato di attivazione e profilo funzionale dei linfociti T circolanti in corso di vasculite sistemica.





2.0 Scopo dello studio


Lo scopo del nostro studio sarà quindi quello di esaminare, tramite citometria a flusso, l’espressione dei markers di attivazione CD25 e HLA-DR e il contenuto intracitoplasmatico delle citochine più rappresentative dei profili funzionali Th1 e Th2 (rispettivamente IFN-( e IL-4) a livello dei linfociti T circolanti (CD4+ e CD8+) di soggetti affetti da vasculite sistemica in  rapporto a soggetti di controllo (soggetti sani, non fumatori, con anamnesi personale e familiare negativa per atopia).


2.1End points:


.End point primario:


Esaminare lo stato di attivazione e il profilo funzionale dei linfociti T circolanti (CD4+ e CD8+) di soggetti affetti da vasculite sistemica in rapporto a soggetti sani di controllo. 


End point secondario: 


Esaminare, nei pazienti affetti da vasculite sistemica, l’eventuale correlazione fra questi parametri e lo stato di attività della malattia.





3.0 Durata dello studio: Per il momento non è previsto un periodo di osservazione dei pazienti arruolati nello studio.





4.0 Selezione dei pazienti


Parteciperanno allo studio soggetti affetti da una delle seguenti vasculiti sistemiche: granulomatosi di Wegener, sindrome di Churg Strauss, porpora di Schönlein Henoch, arterite gigantocellulare, malattia di Behcet, arterite di Takayasu, poliarterite nodosa classica, crioglobulinemia mista, poliangite microscopica, overlapping syndrome. 


Età, sesso e gravità della patologia sistemica non costituiranno criteri di selezione. 


I pazienti verranno arruolati in modo consecutivo.


4.1 Criteri di inclusione 


-    Diagnosi certa di vasculite sistemica; 


-    Pazienti in corso di episodio iniziale di vasculite sistemica;


Pazienti non precedentemente trattati per vasculite sistemica.


4.2  Criteri di esclusione  


Presenza di altra patologia concomitante o pregressa in grado di influenzare il quadro clinico-funzionale e lo stato di attivazione morfo-funzionale T-linfocitaria;  


terapia corticosteroidea o immunosoppressiva pregressa o in atto.





5.0 Valutazione dei pazienti 


Ciascun soggetto verrà sottoposto a prelievo di sangue venoso periferico (allegato 1) di cui: 


a) una quota verrà analizzata con metodiche di citometria a flusso senza previa stimolazione per valutare l’espressione dei markers di attivazione CD25 e HLA-DR a livello delle singole sottoclassi CD4+ e CD8+;


b) una parte verrà stimolata e permeabilizzata per l’analisi (sempre con metodiche di citometria a flusso) delle citochine intracitoplasmatiche IL-4  e IFN-(;


c) una quota verrà sottoposta a separazione della componente mononucleata su Ficoll-Hypaque  per ulteriori indagini di biologia molecolare (RT-PCR, allo scopo di esaminare la presenza di  RNAm per le citochine studiate).


Utilizzeremo i seguenti anticorpi monoclonali : anti-CD3 FITC PerCP, anti-CD19 PE, anti-CD4 FITC e PE, anti-CD8 FITC e PE, anti-CD25 PE, anti-HLA-DR PE, anti-IL-4 PE e anti-IFN-( PE . 





6.0 Archivio dati 


I dati clinici e di laboratorio dei pazienti arruolati nello studio saranno riportati su schede compilabili su Access 97 o su materiale cartaceo.


Le schede da utilizzare sono reperibili nell’allegato 0 del protocollo  SEPRIVA 01 PR 


In particolare, i valori dei markers di attivazione dei linfociti ed il contenuto citoplasmatico delle citochine saranno riportati nella scheda specialistica Pneumologica (N°:25), mentre i dati anagrafici e quelli clinico-laboratoristici saranno riportati nelle schede generali o di comune interesse (N°:1,2,3,4,5,9,10,11,12,13,14,15,16).





7.0 Considerazioni statistiche 


Il periodo previsto per il reclutamento della casistica è di 2 anni (dal 1/5/1998 al1/5/2000).


Differenza ritenuta clinicamente rilevante nei valori di Th1 e Th2 nel sangue periferico: normali Vs vasculitici 20%.


I risultati verranno espressi come media ( ES o mediana + range a seconda dei casi. I dati provenienti dai pazienti studiati verranno confrontati con quelli risultanti dall’esame dei soggetti di controllo usando il test U di Mann-Whitney. La presenza di possibili correlazioni verrà esaminata utilizzando un test non parametrico (Spearman Rank test). Sarà accettato come significativo un valore di p <0.05. 
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9.0 Allegato 1


Per la valutazione dei markers di attivazione dei linfociti ed il contenuto citoplasmatico delle citochine sarà necessario avviare alla Dott. Maria Majori  della Clinica delle  Malattie dell’Apparato Respiratorio tre prelievi contemporaneamente:


3 ml di sangue in siringa eparinata (eparinare solo le pareti della siringa)


10 ml di sangue distribuito in quattro provette da emocromo (agitare bene i campioni)


7 ml di sangue in provetta senza anticoagulante (prelievo asciutto)    


