ESAMI DI LABORATORIO
IN NEUROLOGIA
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Esame del liquor
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Esame del liquor: indicazioni

e - Infezioni del SNC (meningiti, encefaliti)

e - malattie inflammatorie del SNC
(vasculiti, malattie demielinizzanti)

- malattie inflammatorie radicolari
- emorragie subaracnoidee
- tumori maligni delle meningi

- altre condizioni (malattie metaboliche del
SNC, malattie neurodegenerative,
encefalopatie spongiformi, etc)




Puntura lombare

e - controindicazioni: processi espansivi
Intracranici, con ipertensione endocranica
e rischio di erniazione

e - complicazioni:
— cefalea
— sanguinamento subaracnoideo
— algie lombari
— sindrome radicolare




Canale
spinale

column




e L. normale: limpido incolore
« Aumento cellule: torpido — rosso
« Aumento proteine: xantocromico




La composizione del liquor

analita sangue

rapporto /s

GR / ul | 5.000.000

GB / ul 5.000

Glucosio 90
mg/dl

2/ 3%

Proteine | 6500- 8400
mg/d|

1/ 200

*a digiuno




Pressione liquorale

* decubito laterale: 50-200 mm Hg

e pbassa pressione: precedente PL,
disidratazione, blocco spinale
subaracnoideo, fistole liquorali

e elevata pressione: edema cerebrale,
processi espansivi intracranici,
Ipertensione endocranica benigna -
pseudotumor cerebri




Cellule liquorali

* Provenienza ematica (BEE)
e Vn: < 5/mm3 (linfociti o mononucleate)

e - pleiocitosi se:
— processi inflammatori (SNC e radici)
— sanguinamento subaracnoideo
— vasculiti cerebrall
— demielinizzazione acuta
— tumori cerebrali
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Testsimplets ® (2)




Testsimplets ® (3)




Reperti “atipicl”

Sedimento risospeso In
fisiologica posto su
vetrino precolorato

Cellule con caratteri di atipia
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Forma caratteristica a doppia % -

membrana

Non assorbono 1'inchiostro di
china

Dimensioni variabili

Facilmente confondibili, a
fresco, con ertitrocit




Cellule liquorali

e “Inquinamento ematico”

e correzione valore GB
— emocromo normale: Gbtot-(1GB x 1000GR)

— emocromo anormale:

e GB= GB sangue X GR liquor x 100
» GR sangue




Contenuto ematico nel liquor

e - test delle 3 provette (+ conta cellulare):
sanguinamento subaracnoideo
uniformemente distribuito nelle 3 provette

e - Se emorragia primitiva

— Sanguinamento uniformemente presente
nelle 3 provette

— La centrifugazione lascia un
supernatante xantocromico (pigmenti)

e - ESA acuta: supernatante chiaro 2-4 ore




Pigmenti liquorali

e L. xantocromico o sospetto di ESA

e Ossiemoglobina (lisi GR): da 2 ore dopo
ESA, picco dopo 36, scompare 7-10 gg
 Bilirubina (cellule leptomeningee su Hb):

da 10 ore dopo ESA, picco 48 ore e
persistere fino a 2-4 settimane




Esame del pigmenti

Ossiemoglobina: Picco maggiore > 410nm; picchi Metaemoglobina: Picco primario < 410 nm; lievi Bilirubina: Assorbimento tra 400 e 530 nm con
secondari tra 530 e 590 nm. _assorbimenti tra 470 e 530 ed oltre 620nm. punta massima attorno a 470 nm

L

Scansione spettrofotometrica del campione tra 350 e
650 nm. Curve standard




Proteine totall

e Vn: 15-50 mg/dl

e - aumento:
— > permeabilita cellule endotelial
— se > 150 mg/dl: xantocromia

— correzione inquinamento ematico
* (-Imgx1000 gr)
— processi inflammatori, blocco spinale (ma
anche condizioni neoplastice, sanguinamenti)




Immunoglobuline

 Indice di risposta inflammatoria del SNC
e - malattie iImmunologiche (SM, vasculiti)

e - malattie infettive (batteri, virus,
spirochete e funghi)

— Indice di IgG (correzione per passaggio siero-
liquor)
— bande oligoclonal




Camera di Thoma-Zelss:

20mm 5mm

Reticolo camera di Thoma-Zeiss.




Esame del pigmenti:

Ossiemoglobinaé Mefaemdglobina:

Il picco max si sposta a 410 nm

’ _“”Sono evidenti sia i picchi secondari
| dell'HbO2 che quelli della MHb.

Picchi della HbO?2 e
“assorbimento della bilirubina -
che in parte si sovrappone a

quello del picco massimo della

fMetaémoglobiha e Bilirubina:

‘Picchi della MHD ed
:assorbimento della bilirubina
‘che in parte si sovrappone a
gquello del picco massimo della




Nefelometria

AN

Dosaggio Albumina e Ig
Liquor e siero




Nefelometria

Reazione tra antigene (campione) ed anticorpo monoclonale (reattivo)
che porta alla formazione di iImmunocomplessi

Raggio di luce

Gli immunocomplessi interagiscono con un raggio di luce
riuscendo arifletterla o deviarla. Il sistema ottico del Nefelometro
rileva la quantita di luce riflessa entro un determinato angolo.
Essa e direttamente proporzionale alla quantita di
iImmunocomplessi formati durante la reazione tra antigene ed
anticorpo




Indice di Link. VN <0.69

Alb sintetizzata nel fegato
(se TL - danno BEE)

Nefelometiia - Interpretazione

Calcolo del Q. Alb. ((Alb/Albg)*1000)
Calcolo del Q. Ig ((lgX/1gX,)*1000)
Calcolo del Q. limite = (a/b v/ (Q.Alb.2+ b?) —c) §

§&.ba ¢ song delle costand che dipendono dalle caratieristiche fislco- chimiche della proteina in esame.
I Q. Lim. rappresenta il che quella proteina puo
avere in quelle determinate
contestualmente alla sua

E’ a questo quoziente che viene confrontato il Q. Ig calcolato in
precedenza e se Q. Ig > Q. Lim. Ipotremmn ipotizzare la
presenza di una sintesi intrateca

L'elaborazione dei dati nefelometrici eseguita da Protis®
fornisce una interpretazione QUANTITATIVA della sintesi
intratecale la cui presenza deve essere confermata con la
ricerca delle Bande Oligoclonali di Ig su liquor, eseguita
tramite Isoelettrofocusing (metodo QUALI ATIVD}




Nefelometria.

| 1gG_;gG_, +1000

25 30
Alb ., /Alb e +1000

A= Reperto nei limiti della norma.

B= Lieve danno barriera
ematoliquorale.

C= Danno barriera di tipo
proporzionale.

D= Lieve danno con possibile
risposta immune intratecale.

E= Danno barriera. Risposta immune
non puo essere esclusa

F= Danno con probabile risposta
immune intratecale

G= Lieve danno e concomitante
risposta immune intratecale.

H= Danno e concomitante risposta
immune intratecale.

I= Risposta immune intratecale con
integrita della barriera.

H= Netto danno della barriera.
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Protis ® & un software
sviluppato da Dade-Behring in
applicazione degli studi dei
modelli matematici di
produzione, diffusione,
distribuzione e riassorbimento

di proteine attraverso ed
all’interno della barriera
ematoliquorale condotti da H.
Raiber. In particolare i modelli
che il programma applica, sono
quelli riportati nel lavoro
“Cerebrospinal fluid analysis:
disease-related data patterns

-
; and
—

evaluation programs”




Isoelettrofocusing.

* Principio del metodo:

— Le proteine ematiche e liquorali, seminate su gel di
agarosio con pH variabile tra 3 e 10, sottoposte ad
una d.d.p. migrano all’interno del gel fino a quando
raggiungono il valore di pH al quale la loro carica

netta viene annullata.
— In quella posizione “focalizzano” e si concentrano.

— Vengono “blottate” su membrana di nitrocellulosa ed
IN seguito colorate con anticorpo specifico anti
Immunoglobuline (Ig) coniugato a perossidasi.

— |l pattern di Ig liquorali deve essere SEMPRE
confrontato con quello delle Ig sieriche del paziente.




IEF — Reperto normale




IEF — Sintesi Ig




Isoelettrofocusing.

Sie (Csf

Gammopatia

monoclonale.




|[EF — Sintesi & mirror




Esempi applicativi




MENINGITI

Malattie inflammatorie delle membrane
che avvolgono |'encefalo e spazi interposti
(specie leptomeninge e spazio
subaracnoideo)

:

CAUSE: agenti infettivi (batteri, virus, miceti protozoi o elminti
agenti fisici
agenti chimici




CLASSIFICAZIONE DELLE MENINGITI
IN BASE AL QUADRO LIQUORALE

M. virale M. batterica

Aspetto e colore limpido torbido

Pressione aumentata nettamente aumentata
Cellularita 50-500 cel/mm? 5000-10000 cell/mm3
Tipo di cellule mononucleati PMN

Proteinorrachia 0,8-1 g/l 5-10 g/l

‘ Esame microscopico

Ricerca agente eziologico mediante diagnostica indiretta, PCR.
Liquorcoltura




Sclerosi Multipla

Sie Csf

Malattia inflammatoria cronica del
SNC

Caratterizzata da placche sclerotiche
nella s.b. encefalo e midollo

Clinicamente eterogenea

Analisi liguorale

Moderata iperproteinorrachia (0.5-0.7g\l)
Aumentati livelli IgG

No danno BEE

Moderata pleiocitosi (10-20 c\ml)

Sintesi intratecale I|g —» bande
oligoclonali (95% p.)




Malattie infiammatorie e autoimmuni del
sistema nervoso periferico
Ganglioniti
Processli inflammatori delle radici dorsali o dei

gangli del tronco encefalico
Poliradicoliti

Processi inflammatori delle radici nervose

Polinevtiti

Processli infiammatori del nervi periferici

Miositi
Processi infiammatori del muscolo




Mal. Inflammatorie autoimmuni SNP

Esempi:
Guillan Barré sindrome
CIDP

Analisi liquorale
iperproteinorrachia (0.5-0.7g\l)
Danno di BEE

No pleiocitosi

Dissociazione albumino citologica




MALATTIA DI ALZHEIMER- NEUROPATOLOGIA

Brain Cross-Sections
! >
Sulcus \ \ Sulcus
Gyrus | - e - L " Gyrus

’ \\.r‘entricle/
Rarefazione neuronale a livello delle &
aree corticali fronto-temporali

Ampliamento degli spazi liquorali

| N

: 8
(riduzione di circa il 40%)
4l

Normal Alzheimer's

Rarefazione neuronale a livello di strutture profonde dell'encefalo,
quali amigdala e nuclei a proiezione corticale diffusa (nucleo di
Meynert, locus coeruleus, nucleo dorsale del rafe)




EZIOPATOGENESI

Malattia di Alzheimer

jea 50| |

esordio precoce esordio tardivo
(early-onse?) (late-onset)

<6baa >6Haa

7% delle forme early-onset mostrano un'erediatarieta
di tipo autosomico dominante (FORME FAMILIARI)

Nella stragrande maggioranza FORME SPORADICHE




NEUROPATOLOGIA: alterazioni microscopiche

formazioni extracellulari di
fibrille insolubili della proteina
amiloide (Ap42-43)

grovigli
neurofibrillari

ammassi di filamenti
intfraneuronali della proteina t
iperfosforilata




»Incremento statisticamente significativo di t-Tau nel
liguor dei pazienti con MA (circa 300% pil alta in MA

rispetto a controlli)

»Incremento dei livelli di T-tau & eta-correlato:
V.N. 21-50aa <300 pg/ml

51-70aa <450 pg/ml

70-93aa <500 pg/ml

>Specificita 65-85%
Sensibilita 40-86%




La fosforilazione della proteina tau & condizione
indispensabile per la sua successiva deposizione nei
grovigli neurofibrillari, a loro volta causa della
degenerazione neuronale

Meurnfibrillary tangles

indice piu attendibile e
specifico del processo

el

degenerativo che &
all'origine della
malattia di Alzheimer




»un marcato incremento dei p-Tau & stato
riscontrato nei pz con MA;

»non riscontrato un aumento della p-Tau in CID o
altre demenze come VaD, FTD e DLB e in disordini
neurologici cronici come PD, SLA

migliore specificita

Aumento dei valori di p-Taul81 in pz MCI che hanno
successivamente sviluppato MA(Andersen et al.,

2003) : possibile riconoscimento della potenzialita
evolutiva del MCI?




"Encefalopatie spongiformi trasmissibili”,
che hanno un comune meccanismo
patogenetico, basato sull'alterazione di una
proteina, chiamata prione, che assume
particolari caratteristiche chimico-fisiche,
causando una degenerazione neuronale

v Malattia di Creutzfeld-Jacob
v'Variante della m. di Creutzfeld-Jacob

(contaminazione con tessuto di encefalop. spongiforme bovina, BSE)

v Insonnia fatale familiare
v'Malattia di Gerstmann-Straussler-Scheinker

v Kuru




»85% CJD sporadica
»10-15% CJID familiare

(mutaz. prion protein gene, PRNP)
»CDJ iatrogena

World Health  Organisation crikeria for the  dagnesis of  sporadic
Creutefeldi-Jakob disease

Fapidly progressive dementia

Mlyvoclonus

Yisual and or cerchellar sions
Fyramidal or extrapyramidal featores
Ak inctic mutism

EEC show periodic was

Positive [4-3-3 4i [
Possible sCID [ and 2ol [T with a maxumal doratson of 2 years
Probable =0 011 I and Zof and 1 A amdior B
I R T A Mevropathologically confirmed case of sCI0




Apl1-42 +14.3.3

aumento specificita

All 14-3-3 bands 52 183
Only strong bands 49 191
e uF lysis 50 102

52 194

45 193

Tou and Af, ., A5 104

B I e % I S

n=250 CJD possibile: 47 CID, 198 altri(AD,
non-AD, Dsec)

J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry 20032




Nei casi di sospetta rinoliguorrea (od otorrea) e possibile
ricercare, nel campione raccolto, la presenza di
Asialotransferrina e di Beta trace protein.

Asialotrasferrina

Campicne POSITIVO

Controllo POSITIVO (Liquor)

Campione NEGATIVO

La presenza o I'asssenza della Banda di Asialotransferrina fornisce
indicazioni sulla natura del campione. La asialotransferrina &
normalmente presente nel liquor (che & usato come contollo positivo) ma
non nel muco nasale. Essendo l'isoforma della transferrina con minor
numero di gruppi sialici (nessuno), essa si separa facilmente con
metodica IEF. La asialotranferrina, assieme alla disialotransferrina sono
presenti anche nel siero in ragione di circa il 2% della transferrina totale
per cui il campione migliore da sottoporre ad IEF & quello privo di
inquinamento ematico.




