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Abstract dei risultati ottenuti: 
L’obiettivo del progetto è stato quello di ottimizzare le procedure per la diagnosi dei difetti 
dell’immunità, e questo ha consentito di poter inserire nell’offerta assistenziale dell’Istituto nuovi 
test immunocitometrici.  
La prima fase del progetto ha previsto l’organizzazione dello stoccaggio dei campioni biologici 
umani per l’analisi di biomarcatori molecolari e/o circolanti. 
Tale attività si è svolta in collaborazione con il Laboratorio per le Tecnologie delle Terapie 
Avanzate (LTTA)- Dipartimento di Morfologia, Chirurgia e Medicina Sperimentale 
dell’Università degli Studi di Ferrara.  
Lo scopo di questa attività è stato quello di garantire la crioconservazione del campione e la 
protezione dei dati clinici/sperimentali.  
Le provette contenenti i campioni sono stati depositati nei freezer e/o contenitori ad azoto liquido 
della Biobanca dell’LTTA, ed a ciascuno è stato associato un codice a barre che oltre a garantire 
l’anonimizzazione del campione ha facilitato la reperibilità.  
I campioni biologici (siero, plasma, latte materno, sperma) sono stati conservati nel freezer a -80°C 
dopo averli trasferiti in opportune vials dotate di codici a barre, generando ove possibile delle 
aliquote multiple al fine di ridurre gli scongelamenti dello stesso campione per eventuali studi 
successivi.  
Contestualmente è stato allestito un database relativo ai singoli campioni criocoservati che, grazie 
al software della piattaforma (Biobanking Solution; Micronic) possono essere facilmente 
individuati e recuperati qualora risulti necessario o di interesse condurre nuove tipologie di 
analisi sperimentali.  
 
Il progetto si è articolato per sviluppare e caratterizzare diversi aspetti della ricerca e diagnostica 
delle immunodeficienze congenite. 
 
I PARTE). Diagnosi di immunodeficienze congenite. 
Definizione dei linfociti a recente derivazione timica, dei linfociti doppio-negativi alfa-beta, tipici 
della sindrome ALPS, delle forme di maturazione dei linfociti B memoria e di altri subset 
particolari di linfociti (T regolatori, T suppressor senescenti). Inoltre, sono stati sviluppati test per 
lo studio di espressione di proteine correlate a difetti immunitari e per lo studio funzionale della 
citotossicità cellulare. 

- Lo studio approfondito delle sottopopolazioni linfocitarie ha permesso di definire meglio 
una nuova causa di immunodeficienza con iper-IgM. 

Grazie all’integrazione tra le aree della gastroenterologia ed immunologia sono stati sviluppati 
diversi protocolli: 

- Per la diagnosi di condizioni associate al difetto di IgA. 
- Per la diagnosi di specifici difetti dell’immunità in soggetti con malattie infiammatorie 
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croniche dell’intestino: malattia di Crohn, rettocolite ulcerosa, morbo di Still, malattie 
infiammatorie complesse di difficile inquadramento. 

- Per la definizione delle reazioni linfoistiocitarie in corso di nutrizione clinica. 
 

Questa parte del progetto ha previsto l’isolamento di sottopopolazioni cellulari da tessuti umani e 
la loro successiva caratterizzazione fenotipica e funzionale: tale obiettivo si è potuto raggiungere 
grazie al supporto da parte dell’LTTA delle tecnologie di separazione cellulare consentite dalla 
piattaforma AutoMacs Pro-Separator (Myltenyi Biotec) e dal Citometro e Cell Sorter (BD 
FACSAria II). Tramite questa strumentazione si è reso possibile l’isolamento di sottopopolazioni 
cellulari da sangue periferico (progenitori circolanti) o tessuti rimossi chirurgicamente (cellule 
endoteliali venose). Grazie a protocolli sviluppati dall’LTTA si sono ottenuti modelli cellulari 
rappresentativi di situazioni normali e/o patologiche rilevanti per studi ex-vivo/in vitro. Tali 
modelli sono stati caratterizzati:  
 
- fenotipicamente: con approcci multi-parametrici grazie al BD FACSAria II che è dotato di 4 
sorgenti laser (488nm-blu; 633nm-rosso; 405nm-violetto; 375nm-near UV), che consente di leggere 
fino a 9 parametri di fluorescenza. 
- funzionalmente: analizzando il profilo di citochine/chemochine espresse o rilasciate. 
 
II PARTE) Ambito reumatologico. 
L’applicazione di procedure per la selezione di pazienti per studi di Next Generation Sequencing 
(NGS) ha permesso di migliorare l’identificazione e le cure di soggetti con malattie 
autoinfiammatorie. 
Questa parte del progetto si è resa possibile dall’accordo di collaborazione tra il Consorzio per il 
Centro di Biomedicina Molecolare Scrl (CBM) e l’Istituto Burlo Garofolo, nell’ambito del quale 
sono state eseguite nel laboratorio CBM indicato come “Integrated Microarrays Core Facility” 
delle analisi per lo studio di genotipi mediante microarrays utilizzando la piattaforma Illumina 
HiScanSQ.  
In questo contesto sono stati processati i campioni secondo il protocollo Illumina Human 
OmniExpress (OmniExpress) contenente SNPs ottimizzati dalle 3 fasi del progetto HapMap e 
selezionati per coprire gran parte delle varianti comuni. Inoltre, sono stati poi processati altri 
campioni secondo il protocollo Illumina Human Exome contenente SNPs localizzati in zone 
codificanti del genoma.  
Tale analisi hanno permesso la descrizione di specifiche caratteristiche di diverse 
immunodeficenze tra cui ad esempio, la forma di panarterite nodosa associata al difetto 
dell’enzima ADA2.  
Inoltre, sfruttando queste tecnologie è stato studiato il significato dell’aumento di specifiche classi 
di immunoglobuline nell’indirizzare il sospetto dei disturbi dell’immunità, laddove 
tradizionalmente questo sospetto si poneva solo per difetti anticorpali. 
 
III PARTE). Analisi di marcatori circolanti: citochine e chemochine. 
Al fine di identificare, grazie a saggi funzionali immunologici, dei validi ed efficaci marcatori 
circolanti, sono stati analizzati i campioni biologici raccolti e conservati presso LTTA con 
particolare interesse verso il TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL).  
 
I risultati ottenuti da questa ampia casistica hanno consentito di poter caratterizzare in senso 
trasversale anche dei marcatori significativi in ambito onco-ematologico. Infatti, si è reso possibile 
analizzare campioni di sangue provenienti da casistiche di pazienti affetti da leucemia linfatica 
cronica (e da donatori sani di controllo), e tali campioni si sono aggiunti alla collezione già 
esistente presso la Biobanca di LTTA che è stata messa nel suo complesso a disposizione del 
laboratorio di Genetica del Burlo, unitamente al data base associato. Tali campioni sono stati 
caratterizzati dal punto di vista molecolare in base a marcatori prognostici classici, oltre all’avvio 
di nuovi studi volti ad esplorare l’incidenza (o identificazione) di nuovi pannelli di marcatori di 
rilevanza clinica mediante l’analisi basate sulla tecnologia dell’Ion AmpliSeq e del NGS. Gli studi 



  

condotti presso il laboratorio di Genetica del Burlo hanno poi visto il coinvolgimento dell’LTTA 
anche a livello di una successiva validazione dei dati ottenuti mediante esperimenti in vitro in 
idonei modelli cellulari. 
 
IV PARTE). Modelli di studio preclinici. 
Il progetto ha consentito lo sviluppo e/o impiego di modelli murini di patologia (come ad 
esempio l’asma ed il diabete), in cui si è potuto valutare l’impatto di sistemi 
diagnostici/terapeutici basati sull’impiego di nanotecnologie (Nanoparticelle). 
In questo ambito a esempio, in un modello murino di asma allergica, è stato studiato tramite la 
tecnologia Luminex (disponibile presso LTTA) il ruolo di proteine circolanti 
(citochine/chemochine proinfiammatorie) nell’andamento della malattia a seguito del trattamento 
terapeutico con TRAIL ricombinante. Lo studio ha previsto anche il monitoraggio in diversi fluidi 
biologici (BAL e plasma) di specifiche sottopopolazioni cellulari indotte dalla 
patologia/trattamento terapeutico mediante protocolli citofluorimetrici multiparametrici (Servio 
di Citofluorimetria e Cell Sorting) che permettono di analizzare fino a 9 antigeni (parametri di 
fluorescenza) identificando simultaneamente diverse sottopopolazioni cellulari anche in campioni 
biologici i cui volumi sono molto limitati.  
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