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Un metodo comparativo e integrato
p 8
per lo studio dei sistemi complessi

di Riccardo Ortolani, Paolo Bellavite, Salvatore Chirumbolo, Giuseppe Tridente, Antonio Vella

In questo intervento si presenta un metodo
di valutazione multiparametrico del sistema
immunitario, concepito per lo studio dei si-
stemi complessi e per 'integrazione con lo
studio degli altri sistemi (psichico, neurologi-
co ed endocrino).

I sistemi complessi

Lo sviluppo di tecnologie sofisticate nelle di-
verse branche della medicina, capaci di forni-
re una enorme quantita di dati, ¢ sicuramen-
te una condizione fondamentale per ottenere
informazioni e conoscenza della biologia dei
sistemi complessi; tuttavia, non ¢ assoluta-
mente sufficiente per conoscere lo stato dei
sistemi e la dinamica delle loro relazioni. Per
questo serve un approccio multidisciplinare
che superi le tecnologie analitiche integrando
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ed elaborando 1 dati in una visione d’insieme.
1 sistema immunitario ¢ un sistema comples-
so in quanto: a) strutturato in una rete di nu-
merosissime componenti cellulari che comu-
nicano tra loro sia direttamente sia attraverso
mediatori solubili; b) dinamico e cognitive, ri-
sponde agli stimoli, si adatta agli stessi ¢ ne
mantiene la memoria; ) integrato al sistema
nervoso ed endocrino con i quali comunica a
tutei i livelli.

[l nostro lavoro parte dalla determinazione di
una serie di valori, tipici di ciascun soggetto,
relativi alle numerose specie cellulari del san-
gue periferico, che possono essere identificate
e tipizzate con metodi prevalentemente cito-
Huorimetrici. In ambito immunologico le
sottopopolazioni linfocitarie rappresentano
uno strumento con grandi potenzialita per
studiare lo stato e, soprattutto, la dinamica
del sistema. Tuttavia, ci siamo presto resi con-
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to che per gli aspetti clinici non ¢ sufficiente
ottenere ¢ fmm:c una serie di dati di labora-
torio, ma tali dati vanno integrati con altre
informazioni ed elaborati secondo tre passag-
gi che sono qui sinteticamente enunciati.

e La raccolta e misurazione dei parametri
biologici (relativi ai diversi sistemi: im-
munitario, endocrino, nervoso) ha biso-
gno di essere integrata e correlata tempo-
ralmente con gli eventi esterni (ambiente
di vita, abitudini di vita: alimentazione,
attivita fisica, fumo, alcool, droghe; even-
ti eccezionali particolarmente stressanti:
morte di persone care, separazioni, perdi-
ta del lavoro; infezioni eccetera) e con gli
interventi esterni (farmaci di varia natura,
vaccini, interventi chirurgici eccetera).

Il secondo passaggio, fondamentale per la
conoscenza dello stato dei sistemi di quella
persona, ¢ quello di elaborare i dati attra-
verso un confronto: il metodo prevede di
comparare il valore di ogni singolo parame-
tro di una persona con 'insieme dei valori
dello stesso parametro di un gruppo di al-
tre persone (campione selezionato dalla po-
polazione generale oppure da un gruppo di
soggetti con una o piu caratteristiche in co-
mune). Dalla comparazione (calcolo del
rango percentile) otteniamo un valore (da
0a ]0 )) che indica la posizione in cul qud
soggetto si trova rispetto agli aleri per quel
determinato parametro (pu esempio: 75°
rango pcrccnrilc significa che il 75% dei
soggetti con i quali “abbiamo farto la com-
parazione hanno valori di quel parametro
inferiori a quelli del soggetto considerato).
[ va
re le caratteristiche di quel soggetto: per al-

ori dei ranghi percentili fanno emerge-
g g

cuni parametri egli potra essere posizionato
tra quelli che hanno valori alti (>80° rango
percentile), per altri potra essere posiziona-
to tra quelli che hanno valori bassi (<20°
pcrccnti]c). per altri parametri ancora potra
essere posizionato su valori attorno alla me-
20° percentile e =80° percentile).

diana (=

o Il terzo p.lss‘amriu ¢ quello di rappresenta-
re le pnwuum. relative a un certo numero
di parametri, nel loro insieme, ottenendo
cosi una specie di Zmpronta di quel deter-
minato soggetto, per quel determinato
numero di parametri in quel determinato
momento. La rappresentazione grafica a-
iuta molto nella letrura di ogni singolo
parametro e, pill ancora, nella lettura
d’insieme. La sequenza di posizioni di
quel determinato soggetto in quel deter-
minato momento difficilmente (se non
praticamente impossibile) sara uguale a
quella di aleri soggetti; in un certo senso,
sard assolutamente unica e irripetibile. La
sovrapposizione tra I'insieme delle posi-
zioni di quel soggetto in quel determina-
to momento e 'insieme delle posizioni
dello stesso soggetto in un tempo succes-
sivo (urumanc. mesi, anni) permette di
seguire i movimenti dei suoi parametri
nel tempo. In generale questo approccio
potrebbe essere un aiuto per leggere e stu-
diare la dinamica dei sistemi, nel singolo
individuo, in gruppi selezionati, in un
campione della popolazione generale (Fi-
gura 1).
[l lavoro che si sta facendo e, soprattutto, che
¢ previsto per il prosieguo ¢ di ricercare le as-
sociazioni tra le posizioni dei vari parametri,
tra le posizioni dei parametri e gli eventi e in-
terventi temporalmente associati, meglio an-
cora tra pattern di posizioni di parametri ed
eventi, interventi e sintomi clinici. Da rali as-
sociazioni ci si aspetta di comprendere me-
glio le dinamiche del sistema immunitario
nei singoli individui e
sperienze patofisiologiche.
Una modalita per ricercare questo potrebbe
essere la ricerca in un’ampia banca dati (s ve-
da il paragrafo ‘Banca dati’) dei soggetti che
hanno uno, due, o meglio, pilt parametri in
posizioni simili. Per esempio ci si potrebbe

> in relazione alle loro e-

chiedere cosa hanno in comune, nella clinica
o in altri eventi della loro storia patobiografi-
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Figura 1. Confronto tra due determinazioni dello stesso soggetto
in tempi diversi (ranghi percentili dei valori assoluti).

ca (inclusi genere, razza, abitudini di vita, eta,
lavoro, abitazione), due o piu soggetti i quali
mostrano alcuni parametri nelle stesse posi-
zioni. Se di uno o piu soggetti che hanno so-
miglianze ho informazioni cliniche e/o dia-
gnostiche, le similitudini presenti ci suggeri-
scono in quali direzioni diagnostiche indiriz-
zarsi. La possibilita di eseguire la ricerca
informatizzata di queste omologie potrebbe
essere di grande aiuto sia per le ipotesi dia-
gnostiche, qualora la diagnosi sia incerta, sia
per le risposte a terapie di varia natura.

Qualora si seguisse uno, o meglio, pili sog-
getti prima e dopo una terapia e alcuni di
questi avessero risposto bene alla terapia po-
tremmo ipotizzare che un soggetto con pat-
tern simile a quello di coloro che hanno ri-
sposto bene, potrebbe avere qualche possibi-
lita in pit di essere tra coloro che risponde-
ranno bene. Infatti, da che cosa dipende una
buona risposta alla terapia? Dipende sicura-
mente anche dallo stato di disequilibrio in
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cul i sistemi si trovano; se si riesce in qualche
modo a evidenziare le varie tipologie (sotto-
gruppi) di disequilibri sulla base di pattern di
posizioni di parametri, si possono ottenere
informazioni predittive di tipo prognostico
sia clinico sia terapeutico.

Creare una banca dati

Quanto detto sopra ¢ possibile attraverso la
creazione di una banca dati e di un software
realizzato ad hoc. Dal 2000 nel Servizio di
Immunologia Clinica si ¢ iniziato a raccoglie-
re ¢ registrare i dati degli esami diagnostici ef-
fettuati (studio delle popolazioni e sottopo-
polazioni linfocitarie), integrandoli, quando
disponibili, con altri dati immunologici, non
immunologici, clinici, farmacologici.

A oggi la banca dati ¢ costituita da circa 8000
registrazioni. Ognuna di queste raccoglie da
un minimo di 30 parametri a un massimo di
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200 parametri circa. La maggior parte sono
parametri di tipo imn‘mnnlngim (popolazio-
ni dei globuli bianchi, principali popolazioni
linfocitarie e, soprattutto, numerose sottopo-
polazioni linfocitarie, immunoglobuline, au-
toanticorpi).

Di una buona parte delle registrazioni (circa
1000) sono registrati anche dati sierologici
relativi alle comuni infezioni virali erpetiche
che pil significativamente modificano i para-
metri immunologici (EBV, CMV, HSV,
VZV). Oltre ai dati immunologici, di una
parte di soggetti sono presenti anche dati del-
la funzionalita tiroidea e, in alcuni casi, anche
surrenalica. Di una parte sono stati raccolti e
inseriti anche dati fisiologici (attivita lavorati-
va, fumo, alcol, alimentazione, gl'a\/idﬂnu‘.
attivita fisica), dati clinici (patologie pregres-
se, patologie in atto), dati sul trattamento far-
macologico (terapie pregresse e terapie attua-
li). Naturalmente, ¢ previsto per il prosieguo
di implementare e completare la banca dati
con il maggior numero di informazioni per
ciascun paziente.

Riguardo alla clinica, grazie alla numerosita
del campione a oggi ¢ possibile costituire cir-
ca trenta gruppi. I pill rappresentati sono:
HIV (1350 soggetti circa: costituiscono una
banca dati separata), autoimmunita, artrite
reumatoide, immunodeficit, infezioni ricor-
renti, autismo, sindrome di down, HCV, al-
lergie, astenia cronica, donatori. Meta circa
delle registrazioni appartengono a soggetti di-
versi, I'altra meta a soggetti di cui si hanno pit
di una determinazione, anche fino a 15, di-
stribuite negli anni. Questo permette di avere
osservazioni dello stesso soggetto nel tempo,
monitorandone in tal modo la dinamica.
Lelevata numerosita ed eterogeneita clinica
di soggetti mostra la variabilita e la ricchezza
di risposte immunologiche che I'intera popo-
lazione & in grado di esprimere. Tutte le sot-
topopolazioni linfocitarie, sia nei valori per-
centuali sia nei valori assoluti, variano sensi-
bilmente con I'eta, in particolare nelle prime
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due decadi di vita e nelle eta avanzate, con il
sesso e con la razza.

Ritenendo il parametro etd la variabile che ha
il ‘peso’ maggiore si ¢ deciso, in questa prima
fase, di impostare la selezione dei soggetti in
base a questo parametro. Il metodo proposto
prevede pertanto il confronto del singolo
soggetto con gli altri a lui piti vicini per eta:
precisamente, i 100 soggerti della banca dati
che immediatamente lo precedono come eta
e i 100 soggetti che immediatamente lo se-
guono come eta.

Al confronto con la banca dati in generale ab-
biamo aggiunto la possibilita di un confronto
con il gruppo di appartenenza (qualora noto:
per esempio, artrite reumatoide, autismo ec-
cetera) sempre secondo il parametro eta. In
questo caso abbiamo ridotto i soggetti per il
confronto ai 25 immediatamente di eta infe-
riore e ai 25 immediatamente di etd superiore,
essendo i soggetti appartenenti al gruppo un
numero sensibilmente ridotto rispetto alla po-
polazione generale presente in banca dati.

La banca dati ideale dovrebbe avvicinarsi il
pit possibile alla popolazione generale. In
pratica, dovrebbero essere presenti tutte le
condizioni di salute possibili, associate a tut-
ti i vari equilibri omeodinamici che i diversi
soggetti adattandosi sono stati in gmdo di co-
stituire e che sono compatibili con la vita.
Cio richiederebbe un adeguato campiona-
mento statistico che fosse rappresentativo
dell'intera popolazione. Ovviamente, cid non
¢ possibile nel nostro servizio. Né, tuttavia,
sarebbe, in tal senso, rappresentativa la sola
popolazione di soggetti presunti ‘sani’. Luni-
ca condizione di cui si deve tenere conto &
quella di un equilibrio: evitare cio¢ che nelle
popolazioni usate come confronto ci siano
gruppi o patologie ‘troppo’ rappresentate.
Nel caso della nostra banca dati, il problema
si ¢ posto (per ora) solo con i soggerti HIV+
i quali, proprio perché il nostro servizio ¢ un
importante centro di riferimento diagnosti-
co, rappresentano una popolazione molto
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numerosa ¢ con valori dei parametri immu-
nologici molto lontani dai valori piti rappre-
sentati. Pertanto,
sclusi dalla banca dadi della popolazione ge-
nerale e costituiscono un sottogruppo studia-
to a parte per gli scopi del

tali soggetti sono stati e-

Caso.

Soggetti ‘sani’
e letteratura

I riferimenti convenzionalmente utilizzati per
valutare i parametri biologici sono 1 range de-
rivati da soggetti ritenuti ‘sani’ (corrispondo-
no comunemente ai criteri per abilitare alla
donazione di sangue, quindi sono normal-
mente i donatori di sangue). Non rappresen-
tando questa popolazione tutte le fasce di eta,
per avere i riferimenti relativi ai bambini e ai
ragazzi si fa riferimento alla letteratura.

Per integrare il confronto anche con i range
di riferimento convenzionalmente utilizzati,
si sono raccoldi i valori della letteratura rela-
tivi ai soggetti sani (fino a ora soprattutto re-
lativa alle prime due decadi di vita), si ¢ poi
fatta una media pesata, cosi da arrivare a un
unico valore di riferimento che possa essere
inserito nella rappresentazione grafica. In
questo modo, ¢ possibile osservare la posizio-
ne del soggetto sia rispetto alla popolazione
selezionata dalla banca dati sia rispetto alla
media pesata delle mediane della letteratura
corrispondente all’eta del soggetto (s7 veda Fi-
gura 2). A una osservazione generale, la di-
stribuzione delle medie pesate delle mediane
della letteratura corrisponde approssimativa-
mente alla distribuzione della maggior parte
della popolazione della banca dati (s7 veda Fi-
gura 3). Il fatto che i valori della letteratura
relativi ai soggetti sani si posizionino dove &
posizionata la maggior parte dei soggetti del-

la banca dati & molto confortante per la vali-
dazione della banca dati stessa. 1l fatto si spie-
ga, probabilmente, sia per la numerosita dei
casi (‘legge dei grandi numeri’) sia per la par-

ziale (con il tempo sempre maggiore) etero-
geneita dei soggetti presenti. Alcuni articoli
in letteratura confermerebbero tali ipotesi.

[approccio qui proposto fa sorgere alcune
domande cui si potra rispondere solo me-
diante lo sviluppo della banca dati e I'espe-
rienza clinica: & sufficiente confrontare il sog-
getto con una P(_)P()ld/l(![](. ritenuta di niux—
mento? E sufficiente per llllLl‘pl'leIL’ bene il
dato e dargli un significato nell'insieme e nel-
la complessita confrontarlo con una popola-
zione selezionata come riferimento ideale,
oppure il confronto solo con i ‘sani’ fa perde-
re informativita? E ‘sano’ op-
pure esiste un ‘continuum’ di soggetti che si

ancora: esiste il

adartano agli ‘stress’ in modo diverso?
Proprio nell’affronto di un sistema complesso
come quello immunitario, si tende corretta-
mente a pensare che esiste una gradualita di
salute dove essere ‘pill sano’ significa non tan-
to avere i parametri ‘normali’, quanto avere
in qucl momento una maggiore capacita a-
dattativa.

Conclusioni

[l riscontro di associazioni tra fattori di varia
natura (genetici, costituzionali, infettivi e
ambientali, abitudini alimentari, fenomeni di
dipendenza quali fumo, alcol, droghe in ge-
nere, stress ¢ dolore psicologico, farmaci, vac-
cini, interventi chirurgici eccetera) e il qua-
dro immunologico ha indubbie ricadute per
la comprensione e la prevenzione di molte
patologie che coinvolgono il sistema immu-
nitario. Il confronto all'interno di una banca
dati, pur rappresentando dei limiti (la banca
ideale richiedera tempo), presenta sin d’ora
molti vantaggi per la conoscenza della singo-
la persona ¢ della fisiologia e h.slupamlugm
dei sistemi.

Solo se si considera una banca dati rappresen-
tativa di una popolazione generale & p(mibi-
le dire che il parametro di qud soggerto & in




LA PNEI UN NUOVO MODELLO SCIENTIFICO E CULTURALE

—— 20° e 80° rango percentile del gruppo selezionato dalla banca dati
— mediana del gruppo selezionato dalla banca dati
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Figura 2. Esempio di immunogramma di un soggetto
con malattia linfoproliferativa dei linfociti Ty/5.

3500

e -
t‘- + donatori (Verona)
3000 pi ' soggetti banca dati (HIV negativi)
— media pesata delle mediane della letteratura
I8
25001
£
£ 2000
g
a
o
E 1500

500

- e Sl S,
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
eta (anni)
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una posizione elevata anche risperto ai sog-
getti che presentano patologie, altrimenti si
potra solamente dire che & in posizione eleva-
ta rispetto al ‘sani’.
Solo se si considerano i gr uppl con precise ca-
ratteristiche cliniche si pud confrontare un
soggetto con clinica simile ed evidenziarne le
posizioni rispetto al gruppo di appartenenza,
creando cosi dei sottogruppi utili per una fu-
tura predittivita clinica e, soprattutto, di ri-
sposta alle terapie. Per esempio, un valore di
500 linfociti CD8+ per un soggetto con una
infezione in atto da CMV potrebbe essere so-
vrapponibile a quello dei soggetti ‘sani’ della
stessa etd; tuttavia, al confronto con quelli dei
soggetti con la stessa infezione in atto, risulte-
rebbe significativamente basso, suggerendo
un deficit di risposta.
Solo se si conosce il pattern di posizioni pil
frequente in una pam]ogia, in presenza di un
soggetto con pattern simile posso ragionevol-
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