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Riassunto

I metodi immunologici convenzionali per la ri-
cerca e la quantificazione di autoanticorpi nel siero
hanno costituito per 40 anni uno dei cardini della
diagnosi delle malattie autoimmuni e hanno rag-
giunto nell’ultima decade un grado di accuratez-
za diagnostica tale da consentire l’inserimento dei
test di laboratorio autoanticorpali tra i criteri in-
ternazionali di diagnosi e classificazione delle
principali patologie autoimmuni, sistemiche ed
organo-specifiche.
L’elevato grado purificazione raggiunto dagli au-
toantigeni impiegati in questi metodi ha permes-
so di coniugare un’alta sensibilità diagnostica ed
un’adeguata specificità analitica e diagnostica, in
particolare per alcuni nuovi autoanticorpi di rile-
vante significato clinico, quali gli anti-nucleoso-
mi, gli anti-transglutaminasi, gli anti-recettore del
TSH, gli anti-peptidi citrullinati.
Negli ultimi 5 anni l’avvento della tecnologia pro-
teomica, che permette la misurazione contempo-
ranea di più autoanticorpi (multiplexing), ha aper-
to nuovi orizzonti nella diagnostica delle malat-
tie autoimmuni.

Il multiplexing presenta un interesse rilevante per
il laboratorio clinico, per motivi organizzativi,
logistico-gestionali, fisiopatologici e di ricer-
ca.
Le tecnologie emergenti sono rappresentate da
sistemi basati su microarray planari e non planari
(in sospensione): tra questi ultimi vanno compre-
si i metodi che utilizzano microbiglie colorate o
microparticelle codificate. In particolare hanno
larga diffusione i sistemi che consentono la rile-
vazione di microbiglie colorate mediante laser-
fluorimetria in citometri a flusso: questa meto-
dologia presenta numerose applicazioni commer-
ciali, è in rapida espansione ed è ampiamente va-
lidata da numerosi studi clinici, condotti in tutto
il mondo.
I metodi multiplex consentiranno entro pochi anni
l’analisi di profili autoanticorpali, che potranno
probabilmente migliorare la comprensione della
fisiopatologia dell’autoimmunità, consentire la
diagnosi precoce (grazie al valore predittivo degli
autoanticorpi) e favorire l’introduzione della te-
rapia antigene-specifica nelle malattie autoimmu-
ni.

Summary

The evolution of technology and its impact on
autoimmune disease diagnosis.
For more than 40 years, conventional immunologic
methods for the study and quantification of serum au-
toantibodies have been considered the basis for the
diagnosis of  autoimmune diseases. In the last ten years
they have reached a level of diagnostic accuracy that
allowed the inclusion of autoantibody lab tests among
international criteria for the diagnosis and classification
of the main autoimmune, systemic and organ-specific
diseases.
The high level of purification reached by the autoanti-

genes used in the tests has made possible the combina-
tion of a high diagnostic sensibility with an adequate
analytic and diagnostic specificity, particularly with re-
gard to some new autoantibodies of considerable cli-
nical value, such as the anti-nucleosomes, the anti-tran-
sglutaminase, the anti-TSH receptor and the anti-citrul-
linated peptides.
Recently, the new proteomic technology with its ability
for the simultaneous detection of multiple antibodies,
has opened new horizons for the diagnosis of autoim-
mune diseases. Indeed, multiplexing analysis is of  con-
siderable interest to the clinical lab for reasons of or-
ganization, logistics, management, physiopathology, and
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I metodi immunologici convenzionali per il
dosaggio autoanticorpale: le ‘vecchie’
tecnologie.

Per 40 anni (1957-1997), i metodi immunologici con-
venzionali hanno rappresentato il presidio principale
per la diagnostica di laboratorio delle malattie autoim-
muni. Anche se i primi test per la rilevazione di autoan-
ticorpi, il test per il fattore reumatoide (FR)1 e il test
LE2, risalgono all’anno 1948, è il 1957 l’anno di riferi-
mento per la prima messa a punto di metodi di do-

saggio di autoanticorpi3-12. Da allora numerose tecno-
logie sono state proposte ed utilizzate nella pratica cli-
nica (Tab. I e II):
- i metodi immunochimici: immunofluorescenza indi-

retta (IIF)3,4, fissazione del complemento (CF)5-7, ag-
glutinazione passiva (PA)8,9, immunodiffusione (ID)10-

13, controimmunoelettroforesi (CIE)14,15, immunopre-
cipitazione (IPA)16-18, immunoblot (IB) e sue varian-
ti19,20, immunodot21,22;

- i metodi immunometrici: saggio radioimmunologi-

Tabella I. Metodi immunochimici per la rilevazione autoanticorpale (per le sigle, vedi testo).

Primi  Attuale Attuale Principale (primo)
Metodi Sorgente anticorpi  livello di utilizzo nei riferimento

immunochimici antigenica rilevati  automazione  laboratori clinici bibliografico

IFI Sezioni criostatiche tissutali, ANA + +++ Friou, 1957,
cellule umane o di protozoo Holborow, 1957
in coltura (HEp-2, Crithidia

luciliae)

FC Estratti cellulari purificati dsDNA, - - Robbins, 1957
TMA, Trotter, 1957
PCA Anderson, 1957

AP Estratti cellulari purificati dsDNA, - + Miescher, 1957
Tg, Witebsky, 1957

ID Estratti cellulari purificati dsDNA, - ++ Ceppellini, 1957
Tg, Seligmann, 1957
Sm Doniach, 1957

Tan, 1966

CIE Estratti cellulari purificati ENA - ++ Kurata, 1976
Walravens, 1996

RIP Estratti cellulari purificati, RNP - - Lerner,1979
antigeni ricombinanti GAD Hagopian, 1993

21-OH Colls, 1995

IB Estratti cellulari purificati, rP, - +++ Towbin, 1979
antigeni ricombinanti Ro 60/52 Ben-Chetrit, 1985

DB Estratti cellulari purificati, ENA - +++ Stott, 1989
 antigeni ricombinanti Hermens, 1997

research.
Emerging diagnostic technologies are representative of
systems based on planar and non-planar (in suspen-
sion) microarrays.
The latter includes methods using colored microsphe-
res or nanobarcoded particles. In particular, the systems
that allow the detection of colored microspheres by
employing flow cytometry and the laser-fluorimetry
technology, are widely employed. This method has nu-
merous commercial applications, is rapidly expanding
and has been validated world-wide in various clinical

studies.
In the near future, the multiplex methods will enable
the analysis of autoantibody profiles, possibly impro-
ving the understanding of the autoimmunity physio-
pathology, allowing for an early diagnosis (thanks to
the predictive value of the autoantibodies), and facili-
tating the introduction of antigen-specific therapy in
autoimmune diseases.
Key words: autoantibodies, diagnosis, technologies, con-
ventional immunoassays, multiplex immunoassays, mi-
croarrays.
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co (RIA) e sue varianti23-25, saggio immunoenzimati-
co (ELISA) e sue varianti26-28, saggio immunofluore-
scente (FIA) e sue varianti29,30, saggio immunochemi-
luminescente (CLIA) e sue varianti31.
I metodi immunochimici hanno consentito la ricerca

qualitativa, definendo la presenza o l’assenza degli au-
toanticorpi nel siero dei pazienti, mentre i metodi im-
munometrici hanno permesso la misurazione quanti-
tativa delle concentrazioni anticorpali.

Nel corso degli anni ’90 l’applicazione dei metodi
immunometrici a sistemi analitici sempre più evoluti in
termini di affidabilità analitica e di automazione ha de-
terminato la sempre maggiore diffusione dei test au-
toanticorpali, con incremento dei volumi di test ese-
guiti in ogni laboratorio di Immunologia Clinica e ri-
duzione dei tempi di risposta.

E’ ormai vasta la gamma di strumenti analitici vali-
dati32-38, a diverso livello di complessità e produttività
(Tab. III).

L’impiego dei singoli test autoanticorpali
nella diagnosi e nella classificazione delle
malattie autoimmuni

Dato che la produzione di autoanticorpi specifici ad
alta affinità rappresenta un marcatore caratteristico della
malattie autoimmuni39, l’impiego dei metodi per la loro
rilevazione si è progressivamente imposto nella pratica
clinica come strumento per la diagnosi di queste pato-
logie, al punto che uno o più test di laboratorio ne
costituiscono criteri classificativo-diagnostici, ad es. anti-
nucleo (ANA), anti-dsDNA, anti-Sm, anti-fosfolipidi
(aPL) per il lupus eritematoso sistemico (LES)40,41, RF
per l’artrite reumatoide (AR)42, anti-Ro, anti-La per la
sindrome di Sjögren43, anti-cardiolipina (aCL) e anti-
β2-glicoproteina (β2-GPI) per la sindrome da antifo-
sfolipidi44,45, anti-LKM, anti-SMA, ANA per l’epatite
autoimmune46, anti-tireoperossidasi (TPO) per la tiroi-

dite di Hashimoto47. L’introduzione dei metodi quan-
titativi per la misura delle concentrazioni anticorpali ha
inoltre consentito il monitoraggio del decorso delle
malattie autoimmuni, soprattutto della loro attività e
della risposta alla terapia, come nel caso dei PR3-ANCA
nella granulomatosi di Wegener48, degli anti-dsDNA
nel LES49 e degli anti-recettore del TSH (anti-TSHR)
nel morbo di Graves50.

Nel corso degli anni ’90 la scoperta di nuovi autoan-
tigeni specifici e il progressivo affinamento delle tecni-
che di purificazione ha aumentato la sensibilità e la spe-
cificità dei test anticorpali, migliorando la diagnosi e la
classificazione di alcune importanti malattie autoimmuni.
Esempi di questa evoluzione tecnologica sono i meto-
di di dosaggio degli anticorpi anti-cromatina (nucleo-
somi) (ANuA) per la diagnosi del LES, degli anti-pep-
tidi citrullinati (anti-CCP) per la diagnosi di AR, degli
anti-transglutaminasi (anti-tTG) per la diagnosi di ma-
lattia celiaca, degli anti-TSHR per la diagnosi delle ti-
reopatie autoimmuni ed in particolare del morbo di
Graves (Tab. IV).

Per gli ANuA, la disponibilità di preparazioni anti-
geniche purificate, costituite da cromatina priva del-
l’istone H1, ha consentito di elevare significativamente
la sensibilità analitica e diagnostica fino a valori dell’85-
90%51,52, superiori a quelli ottenuti con le tecniche di
prima generazione, che utilizzavano il nucleosoma in-
tatto.

Anche per gli anti-CCP, l’introduzione dei metodi di
seconda generazione, che impiegano 10 peptidi citrul-
linati rispetto al singolo peptide, ha permesso di eleva-
re la sensibilità diagnostica nell’AR all’85%53.

La situazione è simile per i metodi di seconda gene-
razione per il dosaggio di anti-tTG e anti-TSHR: da
quando sono state rese disponibili preparazioni antige-
niche ricombinanti, questi test autoanticorpali presen-
tano sensibilità analitiche prossime al 100% nella dia-

Tabella II. Metodi immunometrici per il dosaggio autoanticorpale (per le sigle, vedi testo).

Primi Attuale Attuale Principale (primo)
Metodi Sorgente anticorpi  livello di utilizzo nei riferimento

immunochimici antigenica rilevati  automazione  laboratori clinici bibliografico

RIA Antigeni purificati dsDNA, + ++ Wold, 1968
o ricombinanti TG, TPO Peake, 1974

TSHR Rees Smith, 1974

EIA Antigeni purificati dsDNA, +++ +++ Engvall, 1976
o ricombinanti Tg, Voller, 1980

TMA/TPO Endo, 1980

FIA Antigeni purificati dsDNA +++ +++ Jones, 1981
o ricombinanti van der Sluijs

Veer, 1996

LIA Antigeni purificati AGA +++ +++ Merridew, 1995
o ricombinanti
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gnosi della malattia celiaca54 e del morbo di Graves55,56.
E’ importante sottolineare che questi risultati sono stati
raggiunti senza diminuire la specificità diagnostica di
questi test autoanticorpali, con grandi vantaggi nella
pratica clinica.

Le tecnologie a determinazione multipla
per lo studio dei profili autoanticorpali.

Convenzionalmente lo studio della risposta autoim-
mune è sempre stato condotto analizzando la presen-
za o la concentrazione dei singoli autoanticorpi nei li-
quidi biologici. L’obiettivo è stato di identificare pochi
autoanticorpi (spesso uno solo) quali marcatori speci-
fici di ciascuna malattia autoimmune e di attribuire ad
essi un ruolo centrale nella fisiopatologia di ciascun
quadro clinico.

La possibilità di misurare simultaneamente più anali-
ti tra loro correlati (multiplexing) consente oggi di su-
perare alcune limitazioni dei metodi convenzionali e
appare di rilevante interesse per motivi analitici (volu-
mi di campioni, reagenti e costi contenuti), logistico-
gestionali (associazione di marker attualmente misurati
con metodologie differenti), fisiopatologici (combina-
zione di marker in profili (profiling) patologia-orienta-
ti od organo-orientati) e a scopo di ricerca. L’obietti-

vo, in questo caso, è poter studiare l’intero processo
autoimmune, anziché le sue singole componenti.

I limiti della genomica hanno reso necessario lo stu-
dio dei prodotti genici, cioè RNA e proteine. In parti-
colare la proteomica, intesa come scienza che studia su
larga scala l’espressione, la funzione e l’interazione di
proteine, sembra rappresentare la chiave di volta per
indagare compiutamente alcune patologie umane ac-
quisite, in campo oncologico, infettivologico, immu-
nologico, etc. Analogamente alla genomica e alla ribo-
nomica, la proteomica consente l’analisi parallela di
centinaia di differenti antigeni/anticorpi in quantità
minime di fluidi biologici, con l’obiettivo di identifica-
re nuove molecole trascritte dall’RNA, che sono sovra
o sotto-regolate in relazione ad una particolare malat-
tia o fenotipo57.

Negli ultimi anni, tra i numerosi sistemi ideati58, alcu-
ni microarray stanno trovando applicazione per lo stu-
dio dei profili autoanticorpali delle malattie autoim-
muni; si tratta degli array autoantigenici planari e non-
planari (in sospensione).

Tra gli array planari vanno ricordati i sistemi costitu-
iti da microspot su vetrino, su micropiastre di polisti-
rene o membrane di nitrocellulosa e i sistemi di immu-
noblot lineare su membrane di nitrocellulosa (Tab. V).

Tabella III. Sistemi analitici commerciali per il dosaggio autoanticorpale.

Sistemi Strumenti commerciali Principale (primo)
riferimento bibliografico

Convenzionali (a test singolo) ad automazione
discreta (a moduli) DSX, Triturus, Alisei, Evolis, etc. Tampoia, 2005

Convenzionali (a test singolo) ad automazione Cobas Core, Immulite, Elecsys, Bayer, 1999
completa EliA, etc. Bohuslavizki, 2000

Sapin, 2003
Villalta, 2002
Villalta, 2004
Gonzalez, 2005

Tabella IV. Metodi immunometrici convenzionali di 1a e 2a generazione per il dosaggio di autoanticorpi.

Malattia autoimmune ‘Vecchio’ antigene   ‘Nuovo’ antigene Autoanticorpi Principale (primo)
  Metodo di prima Metodo di seconda      riferimento
    generazione      generazione      bibliografico

Lupus eritematoso Nucleosoma intatto Nucleosoma privo ANuA Ghirardello, 2004
sistemico di istone H1 Villalta, 2005

Artrite reumatoide CCP1 (1 peptide) CCP2 (10 peptidi) CCP-IgG Van Gaalen, 2005

Malattia celiaca tTG guinea pig tTG umana tTG-IgA Collin, 2005
ricombinante tTG-IgG

Morbo di Greaves TSHR porcino TSHR umano TSHR-IgG Costagliola, 1999
ricombinante Villalta, 2004
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Tabella V. Array autoantigenici planari per la rilevazione di autoanticorpi (L, Luminometria; F, Fluorimetria; C, Colorimetria;
ND, non dichiarato).

Supporto Formato Sistema di Autoanticorpi Produttività    Prodotto Riferimento
rilevazione      rilevati    stimata commerciale bibliografico

    (numero  (test/ora)
     e tipo)

Vetrini Microspot   L 18 ~8.000 - Joos, 2000

Vetrini Microspot   L 115 ~10.000 - Haab, 2001

Vetrini Microspot   F 196 ~10.000 - Robinson, 2002

Vetrini Microspot   F 650 ~10.000 - Hueber, 2003

Vetrini Microspot   F 225 ~10.000 - Hueber, 2005

Micropiastre Microspot   C 15 ND - Feng, 2004

Membrane di Microspot
nitrocelulosa   C 30 ND - Hentschel, 2004

Membrane di Blot lineare
nitrocelulosa   C 15 (ENA) ~50 Inno-LIA Pottel, 2004

Membrane di Blot lineare
nitrocelulosa   C 13 (ENA) ~50 RecomLine Eissfeller, 2005

Membrane di Blot lineare
nitrocelulosa   C 11 (ENA) ~50 ANA-LIA Damoiseaux, 2005

I primi si fondano sulla tecnica originariamente pro-
posta da Ekins59 e presentano prospetticamente una
rilevante importanza per la loro semplicità e flessibilità,
una volta che siano risolte alcune problematiche tecni-
che; per essi non sono ancora disponibili applicazioni
commerciali, ma sono note numerose esperienze di
validazione della loro affidabilità60-66.

I secondi si basano sulla tecnica di westernblot linea-
re (line-immunoblot), con migrazione elettroforetica
su membrane di nitrocellulosa; il metodo ha trovato
numerose applicazioni commerciali e sono ormai di-
sponibili esperienze di validazione clinica dei sistemi
condotte su vaste casistiche, anche provenienti da studi
multicentrici67-73. In generale il line immunoassay presen-
ta accuratezza diagnostica e clinica paragonabile, se non
superiore ai metodi immunometrici convenzionali.

Tra gli array nonplanari (Tab. VI), hanno diffusione i
sistemi in sospensione che utilizzano microparticelle che
vengono riconosciute mediante nefelometria laser74 o
fluorimetria laser in citometri a flusso75; quest’ultima
tecnologia presenta numerose applicazioni commer-
ciali, è in rapida espansione ed è stata ampiamente va-
lidata da numerosi studi clinici, condotti in tutto il
mondo.

I principali sistemi commerciali, che si fondano sulla
tecnologia delle microparticelle fluorescenti, sono rap-
presentati da:
- il sistema FIDIS, BioMedical Diagnostics, Marne la

Vallee, Francia;
- il sistema AtheNA Multi-Lite, Zeus Diagnostics, Ra-

ritan, NJ, USA;

- il sistema QuantaPlex, Inova Diagnostics, S. Diego,
CA, USA;

- il sistema BioPlex 2200, Bio-Rad Laboratories, Her-
cules, CA, USA.
Il sistema FIDIS, attualmente il più diffuso nei labo-

ratori clinici, consente la determinazione di 5 diversi
profili autoanticorpali, per le malattie reumatiche, la
malattia celiaca, le tireopatie autoimmuni, le vasculiti,
l’artrite reumatoide e sono ormai numerosi gli studi
clinici di validazione pubblicati76-81.

Il sistema AtheNA è di diffusione piu’ recente, con-
sente il profiling autoanticorpale per le malattie reuma-
tiche, le tireopatie autoimmuni e le vasculiti e presenta
buona affidabilità analitica82-84.

Il sistema QuantaPlex è ancora di diffusione limitata,
permette la determinazione di diversi profili autoanti-
corpali per le malattie reumatiche, la malattia celiaca, le
vasculiti e le epatopatie autoimmuni e dimostra un’ele-
vata affidabilità analitica85,86.

Il sistema BioPlex 2200 è un sistema di introduzione
molto recente, a totale automazione e ad elevata pro-
duttività analitica, e consente di eseguire un profilo au-
toanticorpale per le malattie reumatiche; esperienze
di validazione clinica sono disponibili su vaste casisti-
che87,88.

Del tutto recentemente è stato introdotto in com-
mercio un nuovo sistema a determinazione multipla
(UltraPlex, SmartBead Technologies, Cambridge, UK),
che utilizza un diverso tipo di microarray nonplanare,
le particelle codificate; di esso sono note alcune espe-
rienze preliminari89,90.
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Il ruolo dei profili anticorpali nella
predizione di malattia e nella teranostica.

Sebbene un diretto ruolo patogenetico dei linfociti
B autoreattivi sia stato dimostrato solamente per alcu-
ne malattie autoimmuni organo-specifiche (morbo di
Graves, miastenia grave, etc), gli autoanticorpi compa-
iono molto precocemente nella storia naturale delle
malattie autoimmuni, patologie caratterizzate da un lun-
go periodo preclinico, durante il quale i sintomi sono
pressoché assenti o particolarmente lievi e sfumati91.

Inoltre gli autoanticorpi accompagnano l’evoluzione
clinica delle malattie autoimmuni, spesso per tutta la
loro durata: in genere la risposta autoanticorpale inizia
contro uno od un ristretto numero di autoantigeni, per
poi estendersi a numerosi altri autoantigeni o loro epi-
topi. Il LES, con la sua molteplicità autoanticorpale, è
l’esempio più evidente di questo fenomeno92,93.

Al riscontro di autoanticorpi nel siero viene attribui-
to un ruolo predittivo nelle malattie autoimmuni, dato
che essi riflettono la presenza, la natura e l’intensità del-
la risposta autoimmune. A partire dal primo lavoro
pionieristico sul valore predittivo degli anticorpi anti-
microsomi tiroidei nella disfunzione tiroidea post-par-
tum94, da più di 20 anni specifici autoanticorpi vengo-
no associati strettamente alla fase preclinica delle pato-
logie autoimmuni e numerosi sono ormai i lavori sul

loro ruolo come fattori di rischio, condotti in tutto il
mondo su diverse popolazioni di soggetti95-101.

Il valore predittivo degli autoanticorpi può essere
utile sia nella diagnosi precoce di malattia in soggetti
clinicamente sani o in gravidanza, sia nella definizione
dell’attività o della severità della malattia102. A questo
proposito, i sistemi di determinazione multipla auto-
anticorpale possono in prospettiva essere utilizzati a
scopo preventivo nello screening di popolazioni aper-
te o di gruppi a rischio, con rilevanti ricadute pratiche
(anticipazione di diagnosi e di terapia) in un corretto
rapporto costi-benefici.

Lo studio dei profili anticorpali consentirà forse di
giungere a nuove correlazioni cliniche, utili per un ap-
proccio terapeutico più individualizzato (teranostica);
anche in questo campo i sistemi a determinazione
multipla potranno giocare un ruolo fondamentale, con-
sentendo di identificare nei singoli pazienti le peculiari-
tà autoanticorpali, in grado di indirizzare la terapia an-
tigene-specifica delle malattie autoimmuni103, con risul-
tati simili a quelli ottenuti in infettivologia104.
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