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Riassunto
Premesse. La sclerodermia è patologia autoimmune
caratterizzata dalla presenza di autoanticorpi spe-
cifici, anti-topoisomerasi I (anti-topo I) e anticen-
tromero (ACA); tuttavia il 50% dei pazienti scle-
rodermici non presenta questi autoanticorpi, ma
solo anticorpi nucleolari (anti-RNA-polimerasi,
anti-PM/Scl, anti-Th/To, anti-fibrillarina) rileva-
bili con metodi non commerciali e a fini di ricer-
ca. Gli scopi del presente lavoro sono stati: a) va-
lutare la sensibilità di un nuovo test ELISA per la
ricerca degli anticorpi anti-RNA polimerasi
(RNAP) III in pazienti sclerodermici; b) valutare
la sensibilità diagnostica degli anti-RNAP in sog-
getti sclerodermici siero-negativi per autoanticorpi
maggiori; c) confrontare i risultati con quelli for-
niti dal metodo di riferimento (radio-immunopre-
cipitazione, RIPA) e d) correlare la loro presenza
con i quadri clinici e di fluorescenza anti-nuclea-
re, specifici della malattia.
Metodi. Sono stati studiati complessivamente 395
pazienti, di cui 207 affetti da sclerodermia e 188
pazienti di controllo. E’ stato impiegato un me-
todo immunoenzimatico in fase solida, che uti-
lizza come antigene RNA polimerasi ricombinan-
te. Come metodo di confronto è stato impiegato
il metodo RIPA home-made con 35S-metionina.
Risultati. Mediante l’analisi delle curve ROC,

sono stati definiti due valori soglia di positività:
uno a 12 U/mL a cui corrisponde la miglior sensi-
bilità diagnostica (sensibilità: 27.2%, specificità:
95%) e uno a 35 U/mL con migliore specificità
diagnostica (sensibilità: 21.7%, specificità: 99%).
Nessuno dei pazienti sclerodermici positivi per
anticorpi maggiori è risultato positivo al test anti-
RNA polimerasi; la presenza di questi autoanti-
corpi si conferma perciò mutuamente esclusiva
rispetto agli autoanticorpi anti-topo I e ACA.
Il confronto con il metodo di riferimento effet-
tuato su 91 pazienti ha prodotto una concordanza
del 100%. La presenza di anti-RNA-polimerasi era
associata prevalentemente con quadri fluorosco-
pici antinucleari di tipo granulare e nucleolare, e
con la forma diffusa della malattia.
Conclusioni. Il test per anti-RNAP con metodo
immunoenzimatico presenta un’elevata accuratez-
za analitica, paragonabile a quella del metodo di
riferimento, e una specificità diagnostica adegua-
ta. Con il nuovo metodo la ricerca di questa clas-
se autoanticorpale diventa routinariamente pos-
sibile nel laboratorio clinico e consente di diagno-
sticare circa il 25% dei soggetti con sclerodermia
sierologicamente negativi. Il valore soglia di po-
sitività emerso da questo studio è stato di 35 U/
ml; valori compresi tra 12 e 34 U/mL vanno con-
siderati dubbi ed i pazienti monitorati nel tempo.
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Summary
Validation of  a new ELISA method for the detec-
tion of RNAP III antibodies in systemic sclerosis
Background. Systemic sclerosis (SSc) is an autoimmune
disease, characterized by the presence of specific auto-
antibodies, such as anti-topoisomerase I (anti-topo I)
and anticentromere antibodies (ACA). However, about
50% of SSc patients have only anti-nucleolar antibo-
dies (such anti-RNA-polymerase (anti-RNAP), anti-
PM/Scl, anti-Th/To, antifibrillarin) which can be iden-
tified only by means of  in-house methods. The aims
of the present study were: a) evaluate the diagnostic
accuracy of a new ELISA method for the detection
of anti-RNAP in a group of SSc patients; b) evaluate
the diagnostic sensitivity of anti-RNAP in patients who
are negative for anti-topo I and ACA; c) estimate the
concordance with the reference method (radio-immu-
noprecipitation assay, RIPA); and d) assess the analyti-
cal association with antinuclear fluorescence patterns
and with the clinical subsets of the disease.
Methods. Sera from 207 patients with SSc and from
188 controls were assayed using a new ELISA method
with a recombinant fragment containing the immuno-
dominant epitope of RNA polymerase III. The

results were compared with those obtained by a home-
made RIPA.
Results. Using the ROC curve analysis, two cut-off  va-
lues were defined: 12 U/mL provided the best dia-
gnostic sensitivity (sensitivity: 27.2%, specificity: 95%)
and 35 U/mL the best nosographic specificity (sensiti-
vity: 27.2%, specificity: 99%). None of SSc patients
who were positive to anti-topo I or to ACA were also
positive for anti-RNAP. The analytical concordance with
the reference method was calculated in a group of 91
patients, and was 100%. High levels of anti-RNAP were
associated with anti-nuclear speckled or nucleolar fluo-
rescence patterns and with the diffuse cutaneous form
of the disease.
Conclusions. The new anti-RNAP III ELISA method is
analytically accurate and clinically specific. Testing for
this type of autoantibody is now routinely available,
and may help diagnosing about 25% of SSc patients
who are negative to other SSc-related autoantibodies,
using a positivity threshold of 35 U/mL.
Key words: RNA polymerase autoantibodies, Systemic
sclerosis, Topoisomerase I autoantibodies, Centrome-
re autoantibodies, ELISA, Radio-immunoprecipitation
assay.

Introduzione
La sclerodermia (sclerosi sistemica, SSc) è una seve-

ra patologia autoimmune caratterizzata da fibrosi cu-
tanea e microvasculopatia diffusa. Segno distintivo della
malattia, che contraddistingue il 90-95% dei pazienti
affetti, è la presenza di autoanticorpi specifici, i princi-
pali dei quali sono costituiti dagli anticorpi anti-topoi-
somerasi I (anti-topo I) e anti-proteine centromeriche
(ACA)1,2. Questi autoanticorpi maggiori, pur non pre-
sentando un accertato significato patogenetico3, sono
utili per la diagnosi e la classificazione della malattia e
vengono ampiamente utilizzati nella pratica clinica. Tut-
tavia la metà dei pazienti sclerodermici è sieronegativo
a questi anticorpi, risultando positivo solo alla ricerca
di anticorpi anti-nucleolo, tra i quali i più noti sono gli
anti-Pm-Scl, gli anti-Th/To, gli anti-U3RNP/anti-fibril-
larina e gli anti-RNA polimerasi (RNAP) I, II e III1,2,4

(Tab. I).
Gli anticorpi anti-RNAP sono stati messi in eviden-

za nel siero dei pazienti sclerodermici per la prima volta
nel 1983 da Stetler5 e successivamente caratterizzati come
immunoglobuline rivolte contro le tre classi di RNA-
polimerasi presenti nelle cellule eucariotiche e umane6,7.

Le RNA polimerasi eucariotiche sono enzimi pre-
posti alla sintesi di RNA e sono costituite da complessi
macromolecolari rappresentati da numerose subunità
(14 per RNAP I, 12 per RNAP II e 17 per RNAP III),
due delle quali ad alto peso molecolare8; alcune di que-
ste subunità sono specifiche per ciascuna RNAP, altre
sono comuni e condivise tra RNAP I e III e tra RNAP

I, II e III. Gli anti-RNAP presenti nel siero di pazienti
con sclerodermia sono eterogenei in termini di reatti-
vità verso le tre RNAP, ma presentano la comune ca-
ratteristica di riconoscere più subunità e di dimostrare
cross-reattività tra le varie RNAP4,9. Il pattern di reatti-
vità più comune è quello diretto verso le RNAP I e III
(anti-RNAP I/III).

Questi autoanticorpi sono considerati altamente spe-
cifici per la SSc5,6, sono i più frequenti nei pazienti scle-
rodermici di razza bianca e sono associati con la for-
ma diffusa della malattia, con le crisi renali scleroder-
miche e talora, con una prognosi infausta1,10.

A causa di limitazioni intrinseche connesse con i
metodi immunologici più diffusi, rappresentati dall’im-
munofluorescenza indiretta (IFI), dall’immunodiffusio-
ne e dall’immunoblot, gli anticorpi anti-RNAP III sono
dosabili solo con il metodo di radioimmunoprecipita-
zione (RIPA), tecnica complessa e indaginosa e non
disponibile per indagini di routine. Per questo motivo
questa classe autoanticorpale non viene abitualmente
ricercata nei laboratori clinici a scopo diagnostico4.

Recentemente è stato identificato un epitopo immu-
nodominante principale sulla subunità Hs-RPC155 della
RNAP IIII, mediante tecniche di biologia molecola-
re11 ed è stato messo a punto un metodo immunoen-
zimatico (ELISA) per la ricerca di anticorpi diretti con-
tro questo epitopo12. Scopo del presente lavoro è sta-
to di valutare l’accuratezza diagnostica e clinica di un
test ELISA commerciale per la ricerca degli anti-RNAP
III in pazienti sclerodermici siero-negativi per autoan-
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ticorpi maggiori, di confrontare i risultati con quelli
forniti dal metodo RIPA e di correlare la loro presen-
za con quadri fluoroscopici e clinici specifici della ma-
lattia.

Materiali e metodi
Lo studio è stato condotto sotto l’egida del FIRMA

(Forum Interdisciplinare per la Ricerca nelle Malattie
Autoimmuni) e ha interessato pazienti provenienti da
otto centri italiani (Cliniche di Reumatologia delle Uni-
versità di Pavia, Siena, Padova, Brescia e La Sapienza
di Roma, Dipartimento di Medicina Interna dell’Uni-
versità di Firenze, Istituto Dermopatico dell’Immaco-
lata di Roma, Laboratori del Gruppo di Studio in
Autoimmunologia della SIMeL).

Sono stati studiati complessivamente 395 pazienti, di
cui 207 affetti da sclerodermia e 188 pazienti di con-
trollo (Tab. II). I 207 pazienti affetti da sclerodermia
(169 negativi e 38 positivi per anti-topo I e ACA) era-
no di razza bianca, provenivano da regioni del Nord e
del Centro d’Italia (34 dal Triveneto, 98 dalla Lombar-
dia, 33 dalla Toscana, 42 dal Lazio) ed erano stati dia-
gnosticati secondo i criteri dell’American College of
Rheumatology13. Tra i pazienti di controllo, 100 erano
affetti da malattie autoimmuni (31 lupus eritematoso
sistemico, 32 artrite reumatoide, 9 sindrome di Sjö-
gren e 28 miscellanea), 17 da malattie infettive e 71
erano clinicamente sani. I pazienti affetti dalle principa-
li malattie reumatiche erano stati classificati secondo i
criteri internazionali14-16.

E’ stato impiegato un metodo immunoenzimatico
in fase solida (Anti-RNA Polymerase III ELISA kit,
MBL, Nagoya, Giappone), che utilizza come antigene

un frammento ricombinante della subunità Hs-RPC155
della RNAP III. Nella procedura del saggio, 100 µL di
campione di siero diluito vengono dispensati nei mi-
cropozzetti di una piastra di polistirene, sensibilizzati
con polipeptidi ricombinanti che contengono l’epito-
po immunodominante principale localizzato nella su-
bunità RPC15511. Dopo una prima incubazione di 60
minuti e un primo lavaggio, vengono aggiunti 100 µL
di anticorpo coniugato con perossidasi di rafano e la-
sciati reagire per ulteriori 60 minuti; al termine della
seconda incubazione viene effettuato un secondo la-
vaggio e quindi vengono addizionati 100 µL di sub-
strato (TMB) e incubato per ulteriori 30 minuti. Dopo
l’aggiunta della soluzione bloccante (acido solforico),
viene effettuata una lettura spettrofotometrica a 450nm.

I risultati ottenuti sono espressi in unità arbitrarie (U/
mL), utilizzando in parallelo alcuni calibratori costituiti
da siero umano positivo per anticorpi anti-RNAP III.

Come metodo di confronto è stato impiegato un
metodo RIPA home-made con estratto antigenico di
cellule HeLa marcato con 35S-metionina, come descrit-
to in precedenza17. Con questo secondo metodo sono
stati valutati 91 pazienti affetti da sclerodermia sul to-
tale dei 207 considerati.

Su tutti i sieri dei pazienti sclerodermici è stata effet-
tuata la ricerca degli anticorpi anti-nucleo (ANA) con
metodo di immunofluorescenza indiretta (IFI), median-
te l’impiego di diversi kit commerciali.

Risultati
Mediante l’analisi delle curve ROC (Fig. 1), sono sta-

ti definiti due valori soglia di specificità: uno corrispon-
dente al 95% (12 U/mL) e uno al 99% (35 U/mL). Al

Tabella I. Autoanticorpi specifici nella sclerodermia (ACA: anti-centromero; Anti-topo I: anti-topoisomerasi I; Anti-RNAP: anti-
RNA polimerasi; AFA: anti-fibrillarina).

Autoanticorpo Frequenza (%) Quadro clinico associato

ACA 20-30 CREST, lcSSc
Anti-topo I 20-43 dcSSc
Anti-PM-Scl 3-8 Overlap miosite/SSc
Anti-Th/To 2-5 lcSSc
Anti-RNAP 4-25 dcSSc
AFA 2-4 dcSSc

Tabella II. Positività per anticorpi anti-RNAP III nei diversi gruppi di pazienti e nei controlli.

Pazienti Numero Anti-RNAP III positivi

Sclerosi sistemica
   Sclerosi sistemica anti-topo I/ACA negativi 169 46
   Sclerosi sistemica anti-topo I/ACA positivi 38 0

Controlli
   Altre malattie reumatiche (LES, AR, SS, UCTD) 100 0
   Malattie infettive 17 0
    Soggetti sani 71 0
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primo livello sono risultati positivi per anticorpi anti-
RNAP IIII 46 pazienti su 169 (sensibilità diagnostica:
27.2%) e al secondo, 37 su 169 (sensibilità diagnostica:
21.9%) (Fig. 2).

Il confronto con il metodo di riferimento su 91 pa-
zienti sclerodermici ha prodotto una concordanza del
100%, utilizzando la soglia a massima specificità (35
U/mL). Tutti i pazienti con valori superiori a tale so-
glia (20/91) sono risultati positivi anche al test RIPA; i
pazienti con valori compresi tra 12 e 35 U/mL (6/91)
sono risultati negativi al test RIPA.

Tutti i 38 pazienti sclerodermici positivi alla ricerca
degli anticorpi maggiori (anti-topo I, ACA), risultava-
no negativi alla ricerca di anti-RNAP III, utilizzando il
valore soglia di 35 U/mL (Fig. 2).

41 pazienti positivi al test anti-RNAP III (ELISA)
sono risultati positivi al test ANA-IFI, con quadro fluo-
roscopico granulare, nucleolare, omogeneo, misto (gra-
nulare-nucleolare, granulare-omogeneo). La concentra-
zione media di anti-RNAP è risultata significativamen-
te diversa nei quattro gruppi, più elevata per il pattern
granulare, più bassa per il pattern omogeneo (Tab. III).

La presenza di anti-RNAP III era correlata preva-
lentemente con la forma diffusa della malattia (65.9%),
con il fenomeno di Raynaud (95%), con l’impegno
polmonare (65.9%) ed esofageo (43.9%) (Tab. IV).

Discussione
I risultati del presente studio confermano sensibilità

e specificità del metodo ELISA per il dosaggio degli
anti-RNAP III nella sclerodermia già evidenziate con
metodi home-made11,12,18. Utilizzando il livello soglia
di positività a 35 U/L la sua accuratezza diagnostica è
paragonabile a quella del metodo RIPA di riferimento,
del quale può essere considerato un valido sostituto.
Diversamente dal metodo RIPA, complesso e indagi-
noso, il nuovo metodo ELISA può essere facilmente

introdotto nella pratica di laboratorio ad affiancare i
metodi consolidati per la determinazione del profilo
autoanticorpale nei pazienti con sospetta SSc.

Con il nuovo metodo la ricerca di questa classe au-
toanticorpale consente di diagnosticare circa il 25% dei
soggetti con sclerodermia sierologicamente negativi agli
anticorpi maggiori; considerando che questi pazienti
costituiscono circa la metà dei pazienti sclerodermici, è
verosimile che la frequenza di positività di questa classe
anticorpale possa essere stimata attorno all’11-13% nei
pazienti italiani. Tale dato risulta sovrapponibile al va-
lore (8% circa) osservato in precedenza nel Regno
Unito19 in Giappone20 e in Italia17 con metodo RIPA e
in una posizione intermedia rispetto a quelli riscontrati
negli Stati Uniti (25%)2, in Svezia (22%)20, in Canada
(20%)21 e in Francia (4%)2.

A conferma di un dato ampiamente noto in lettera-
tura 2,7,22-24, anche nel nostro studio gli anticorpi anti-
RNAP III risultano mutuamente esclusivi rispetto agli
altri anticorpi maggiori SSc-specifici: 38 pazienti scle-
rodermici ACA o anti-topoisomerasi I positivi sono
risultati negativi al test ELISA, utilizzando la soglia a
massima specificità (35 U/mL). Uno solo tra questi
presentava una concentrazione anticorpale compresa
tra 12 e 35 U/mL. Occasionali presenze di doppia
positività a basse concentrazioni sono infatti state di-
mostrate anche in altri studi2.

Nell’iter diagnostico della sclerodermia il test va ef-
fettuato dopo la ricerca degli ANA. Al riguardo va
precisato che il quadro fluoroscopico ANA-IFI nei
pazienti con anticorpi anti-RNAP non è caratteristico4.
Nella nostra esperienza infatti solo 1/3 circa dei pa-
zienti anti-RNAP positivi presenta una quadro ANA
granulare, mentre i rimanenti pazienti evidenziano un
quadro nucleolare o misto (per lo più granulare/nu-
cleolare) (Tab. III).

Se il quadro nucleare (granulare e/o omogeneo) è

Figura 2. Distribuzione dei valori di anticorpi anti-RNAP III
nei pazienti studiati (SSc, sclerodermie; HS, soggetti sani; ARD,
malattie reumatiche autoimmuni; ID, malattie infettive).

Figura 1. Curva ROC per anticorpi anti-RNAP III.
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atteso, data la localizzazione nucleare della RNA poli-
merasi III4, più complesse risultano le motivazioni del-
la presenza del quadro nucleolare presente da solo o
associato al quadro granulare. Per quanto riguarda il
pattern nucleolare da solo, i nostri dati confermano
esperienze precedenti6,7,10,18,20, in cui esso viene eviden-
ziato in media nel 37% dei casi (range:17%-57%). Tale
fenomeno è spiegato dalla presenza di autoanticorpi
diretti verso subunità delle RNAP condivise da RNAP
I e III, la prima delle quali presenta localizzazione nu-
cleolare25. Il pattern misto è invece determinato dalla
presenza di anticorpi anti-RNAP I/III e dalla frequen-
te coesistenza di anticorpi anti-RNAP II, enzima che
presenta, analogamente a RNAP I, localizzazione nu-
cleare26.

Si conferma nel nostro studio l’associazione preva-
lente della positività degli anti-RNAP III con la forma
diffusa della SSc1,7,10,22,26,27, con il fenomeno di Raynaud,
con il coinvolgimento polmonare ed esofageo. Con-
trariamente ad altri1,7, non abbiamo dimostrato un par-
ticolare coinvolgimento renale nei pazienti anti-RNAP
III positivi: nessuno dei pazienti indagati presentava
infatti gravi forme ipertensive o crisi renali scleroder-
miche.

Conclusioni
Per la sua elevata specificità nosografica e la sempli-

cità di esecuzione, il dosaggio degli anti-RNAP III con
metodo ELISA rappresenta un nuovo test diagnosti-
co per la diagnosi di sclerodermia. La presenza di que-
sta classe autoanticorpale si conferma mutuamente
esclusiva rispetto agli autoanticorpi maggiori, e la loro
ricerca può essere inserita in un profilo autoanticorpale
specifico per i pazienti sclerodermici a scopo diagno-
stico, che prevede la determinazione di anti-topo I, anti-

CENP-B, anti-RNAP III.
Il test va eseguito dopo la ricerca degli ANA in IFI,

indipendentemente dal quadro fluoroscopico eviden-
ziato (spesso eterogeneo).

Per quanto riguarda il valore soglia di positività, van-
no utilizzati due livelli decisionali a 12 U/mL (massima
sensibilità) e 35 U/mL (massima specificità); l’interval-
lo compreso tra 12 e 35 U/mL va considerato come
‘zona grigia’. I pazienti con valori in zona grigia vanno
monitorati nel tempo, perché possono sviluppare in
seguito la malattia (valore predittivo autoanticorpale).

La positività del test è associata alla forma cutanea
diffusa di SSc, al coinvolgimento polmonare ed esofa-
geo. Vista l’elevata associazione con il fenomeno di
Raynaud, il test va impiegato inoltre nel caso di pazien-
ti con fenomeno di Raynaud isolato e assenza di anti-
corpi SSc-specifici con significato predittivo, per iden-
tificare i soggetti a maggior rischio di evoluzione in
SSc.
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