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Genetica. — Assenza di nucleoside fosfondasi purinica e deficit 
selettivo grave dei linfociti T. Nota di Rosa Maria Corbo <*>, 
R enato S cacchi <**>, T iziana F errarini <*>, R icciotti Palma- 
rino <**> e E rminia Carapella- de L uca ('**>, presentata (****> dal 
Socio G. Montalenti.

Summary. -— We studied a 22 months-old girl with severe selective T-cell deficiency 
and no measurable purine nucleoside phosphorylase activity in the RBC and granulocytes. 
No inhibitor was found in the patient’s erythrocytes. Her parents are second cousins and 
their red cells exhibited about half the normal level of NP activity. The identification of hete­
rozygotes within a three generation pedigree confirms that PNP deficiency is inherited as a 
mendelian autosomal trait and that erythrocytes can be used for carrier detection.

L a nucleoside fosforilasi purinica (PNP) catalizza la conversione rever­
sibile dei nucleosidi purinici nelle corrispondenti basi libere. L a sintesi del­
l’enzim a dipende, nell’uomo, da un singolo locus strutturale localizzato sul 
cromosoma 14 [1], e la maggior parte degli individui è omozigote per l’allele 
N P 1 [2]. L ’analisi dei patterns elettroforetici delle varianti genetiche suggerisce 
che la molecola della PN P, il cui peso è circa 84.000, sia costituita da tre 
su b -u n ità  [2].

D urante gli ultim i tre anni sono state individuate 4 famiglie in cui uno 
dei m em bri presentava una enzim openia ereditaria di PN P associata con una 
alterazione grave della im m unità cellulare ed un blocco nel catabolismo delle 
purine [3, 4, 5, 6]. È stata  inoltre descritta, in due m em bri di una stessa fam i­
glia, una non grave disfunzione dei linfociti T  ed un blocco parziale della 
degradazione dei nucleosidi purinici associati ad una form a di nucleoside 
fosforijasi con alterate caratteristiche chimico-fisiche [7, 15]. .

Recentem ente abbiam o individuato un soggetto con enzim openia della 
PN P ed alterazioni gravi a carico dei linfociti T  e B; alcuni aspetti del caso 
sono stati già pubblicati [8, 9]. In  questa Nota riportiam o i risultati di indagini 
genetiche e biochimiche relative al paziente ed alcuni m em bri del nucleo 
familiare.

M a t e r ia l i  e m e t o d i

Il probando e io  m em bri della fam iglia sono stati esam inati per il pattern 
elettroforetico e l’attiv ità enzim atica della nucleoside fosforilasi purinica (PNP) 
e dell’adenosindeam inasi (ADA). La popolazione di controllo, individui appa-
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rentem ente sani, non im parentati, di età compresa tra  i 6 e i 40 anni, era 
costituita di 65 soggeti (3 0 ^  e 35 Ç) per la PN P e di 53 soggetti (26 e 27 Ç) 
per l’ADA.

Nucleoside fosforilasi eritrocitaria.

L ’attiv ità  enzim atica è stata  determ inata secondo il m etodo di Hop- 
kinson et al. [io] ed espressa come variazione di densità ottica a 37 °C, a 293 mp. 
per ora e per m g di emoglobina, variazione di densità ottica dovuta alla pro­
duzione di acido urico:

PNP . . xantin . xantininosina---------- > ìpoxantina-------xantma ---------------- —— ac. uricoossidasi ossidasi

Per esprim ere l’a ttiv ità  enzim atica come [/moli di acido urico form ate/m l/ 
m inuto/gr. H b, i valori di PN P riporta ti nelle figg. 1 e 2 vanno m oltiplicati 
per il fattore 4.12.
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Fig. i. -  Nucleo familiare del paziente. I valori riportati nella figura corrispondono 
all’attività della PNP eritrocitaria (AE293w[x/h/mgHb).

Per la determ inazione del fenotipo elettroforetico è stato usato il metodo 
di Edw ards et al. [2].

Adenosindeaminasi eritrocitaria.

L ’attiv ità  enzim atica è stata  determ inata secondo il m etodo di Battistuzzi 
et al. [11] ed espressa come [imoli di adenosina deam inata per ora, per gram m o 
di em oglobina a 37 °C.

Per la determ inazione del fenotipo elettroforetico è stato usato il metodo 
di Spencer et al. [12].
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Emoglobina.

L'em oglobina è stata determ inata secondo il metodo della cianmetemo- 
globina [13].
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Fig. 2. -  Attività della PNP in 65 controlli ed in io membri del nucleo familiare
del paziente.

Separazione dei globuli rossi in base all'età.

L a separazione dei globuli rossi in giovani e vecchi veniva effettuata 
secondo il metodo di M urphy [14].

R is u l t a t i

L a fig. i m ostra parte del nucleo fam iliare del paziente ora deceduto, 
una bam bina di 22 mesi con grave deficienza dei linfociti T, perdita progres­
siva della funzione dei linfociti B ed assenza di nucleoside fosforilasi purinica. 
D al pedigree si può vedere come i genitori della bam bina siano im parentati 
essendo le due bisnonne figlie della stessa m adre. Accando ad ogni soggetto 
esam inato abbiam o riportato  i valori della a ttiv ità  della PN P eritrocitaria 
espressa come variazione di densità ottica a 293 mp,.

Per quanto riguarda la popolazione di controllo, Fattiv ità della PN P, 
che è risu ltata indipendente sia dal sesso che dall’età, è ripo rta ta  in fig. 2.
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C onfrontando le a ttiv ità  osservate nei componenti il nucleo fam iliare con la 
distribuzione dei valori della popolazione di controllo si distinguono due 
gruppi: il prim o con livelli di a ttiv ità  compresi nell’intervallo x  d= 2 DS della 
distribuzione nei valori norm ali ed il secondo che si colloca al di fuori di questo 
intervallo e precisam ente al di sotto di x — 2 DS. In  questo secondo gruppo 
sono compresi i due genitori del paziente i cui livelli di a ttiv ità  si dispongono 
rispettivam ente a 3 e 3.1 DSs al di sotto della media della popolazione di 
controllo (p  <  0.01). Se si am m ette che questi ultim i siano eterozigoti, altri 
quattro  m em bri del nucleo fam iliare risultano portatori. Pertanto  il pattern  
di trasm issione da noi osservato per tre generazioni conferm a quanto visto 
in tre [3, 4, 15] dei quattro  casi finora descritti in cui è stato preso in consi­
derazione il problem a (5) e cioè che il deficit di PN P si trasm ette come un 
carattere m endeliano autosomico.

Fig. 3. -  Tracciati elettroforetici della PNP eritrocitaria di un soggetto normale (1), della 
madre (2 e 3), del paziente ((4) e del padre (5).

L ’esame m ediante elettroforesi su gel d ’am ido della PN P eritrocitaria 
non ha rilevato alcuna differenza tra  i patterns dei genitori ed un controllo 
normale; il paziente non m ostrava traccia di a ttiv ità  enzim atica (fig. 3).

D ata l’assenza di a ttiv ità  nei granulociti e nella frazione giovane dei 
globuli rossi del paziente, è stata esclusa per questo caso l’ipotesi che l’enzi- 
m openia fosse da attribuirsi ad una forma instabile di enzima. D a notare che 
nei controlli l’a ttiv ità  della frazione dei globuli rossi « giovani » risultava di 
circa il 20 % superiore a quella dei globuli rossi « vecchi ».
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Il dosaggio della PN P  in una miscela al 50 % degli emolisati del paziente 
e di un  controllo norm ale ha permesso di escludere l’ipotesi della presenza 
di un inibitore specifico negli eritrociti del paziente stesso. Come risulta dalla 
fig. 4 i livelli di a ttiv ità  della miscela in esame erano pressoché uguali a 
quelli attesi per una soluzione al 50%  del Usato dello stesso controllo.

Fig. 4. -  Attività della PNP nei globuli rossi del paziente, di un controllo normale e 
in una miscela al 50% dei loro Usati.

----------  controllo
----- paziente
— atteso per una soluzione al 50% del Usato del controllo
. . . . . . .  livelli di attività della miscela al 50% dei Usati del controllo e del paziente.

I globuli rossi del paziente e di alcuni suoi fam iliari sono ätati esam inati 
anche per l’adenosindeam inasi purinica (ADA), l’enzima che catalizza la rea­
zione im m ediatam ente precedente a quella della PN P, e la cui deficienza 
causa una grave form a di disfunzione im m unitaria (CID) [ 16]. T u tti i com­
ponenti il nucleo familiare, incluso il probando, presentavano fenotipo elettro- 
foretico ADA 1-1; poiché, come è noto [11] l’attiv ità enzim atica m edia associata 
al fenotipo 1-1 è significativam ente più elevata di quella che si osserva negli 
eterozigoti 2-1, questi ultim i sono stati esclusi dalla popolazione di controllo. 
Non sono risultate differenze tra  le distribuzioni dei valori di a ttiv ità  dell’ADA 
nella popolazione di controllo (x =  98 ±  2.7) e nei fam iliari del paziente 
(x =  96. ±  5.2); quest’ultim o presentava una attiv ità  enzim atica nettam ente 
superiore (213.5 , z  =  5 .8 ,7) <  0.0001).
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D is c u s sio n e

Fino ad oggi sono stati descritti 5 casi di enzim openia per la PN P con 
alterazioni gravi del sistema im m unitario oltre ad un caso di associazione 
tra  una variante labile di questo enzim a ed una forma lieve di disfunzione 
im m unitaria. Si tra tta  di una sindrom e clinica per la quale la conoscenza del 
difetto biochimico che ne è alla base rende possibile la ricerca dei portatori 
m ediante la determ inazione dell’a ttiv ità  enzimatica. Nel nucleo fam iliare da 
noi esaminato, dei nove componenti che nell’am bito di due generazioni pote­
vano essere eterozigoti, sei presentavano un livello di PN P che si collocava 
al di sotto del limite inferiore dell’intervallo di confidenza al 95 % dell’a tti­
vità m edia della popolazione di controllo. Questi dati indicano che m ediante 
l’esame dell’attiv ità  enzim atica dei lisati dei componenti il nucleo familiare 
di un  soggetto con alterazioni gravi del sistema im m unitario ed enzimopenia 
di PN P è possibile l’individuazione degli eterozigoti con un m argine di errore 
del 2.S %.

L ’esame dei tracciati elettroforetici dei portatori obbligati nell’am bito 
delle 4 famiglie in cui è stato possibile tale confronto e delle caratteristiche 
biochimiche e cliniche dei pazienti dim ostra l’esistenza di almeno tre diversi 
alleli m utati n e l locus N P  e quindi la notevole eterogeneità genetica di questa 
enzim openia [9].

L ’elevata attiv ità  dell’ADA osservata nel paziente potrebbe essere un 
dato rilevante per la stretta relazione che lega l’ADA e la PN P nel metabolismo 
purinico. R isulta però di difficile interpretazione non essendo questa una 
situazione comune a tu tti i casi di enzim openia di PN P descritti [4].

I nucleotidi purinici sono degradati ad acido urico m ediante una serie 
di reazioni regolate in m aniera complessa. Errori congeniti in questa fase del 
m etabolism o quali l’enzim openia dell’ADA e della PN P sono stati trovati 
in associaziohe con specifiche sindrom i di immunodeficienza. Questa relazione 
suggerisce che gli interm edi del catabolismo delle purine possano avere un 
ruolo regolativo della funzione im m unitaria. Si accetta pertanto che tra  il 
difetto im m unitario e queste enzimopenie vi sia una relazione di tipo causale 
ma non è ancora chiaro come tali disordini metabolici possano determ inare 
la immunodeficienza.

Per la determ inazione dell’attiv ità della PN P nei granulociti si ringrazia 
il Dott. D. Roos, Lab. Centrale del servizio trasfusionale della C.D.O. e Lab. 
di Im m unologia Clinica e Sperim entale dell’U niversità di A m sterdam .
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