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Riassunto

Premesse. Negli ultimi anni molti studi hanno dimo-
strato che la cromatina rappresenta il pricipale auto-
antigene del lupus eritematoso sistemico (LES) e che
gli anticorpi che interagiscono specificamente con
essa sono importanti marcatori di malattia.

Metodi. Al fine di verificare Paccuratezza diagnosti-
ca degli anticorpi anti cromatina (nucleosomi) (ANuA)
sono stati valutati tre diversi metodi ELISA, ognuno
allestito con una diversa preparazione antigenica (1.
Quanta-Lite Chromatin, Inova Diagnostics, San Die-
go, CA; 2. Medizym Anti-nucleo, Medipan Diagno-
stica, Selchow, Germania; 3. Nucleosome IgG Elisa,
D-tek, Wavre, Belgio) e i risultati sono stati parago-
nati con quelli ottenuti con due differenti metodi
ELISA per la determinazione degli anticorpi anti-
nDNA (Axis-Shield, Dundee, UK ed EliA dsDNA,
Pharmacia Diagnostics, Freiburg, Germania). Sono
stati testati i sieri di 321 pazienti: 101 LES, 48 affetti
da malattie infettive, 73 con altre malattie autoim-
muni (20 artriti reumatoidi, 30 sclerodermie, 23 sin-
drome di Sjégren) e 99 soggetti sani.

Risultati. Utilizzando il cut off proposto dai produt-
tori, la sensibilita dei tre diversi metodi € risultata
rispettivamente 69%, 78% e 74% e la specificita 100%,
94.6% e 95.0%. Usando il cut off corrispondente al
95% di specificita, le sensibilita dei metodi per il do-
saggio degli ANuA sono risultate 86%, 77% e 74% e
pertanto piu elevate rispetto a quelle ottenute con i
due metodi ELISA per il dosaggio degli anti-nDNA
(65% e 64%, rispettivamente).

Conclusioni. Questo studio dimostra che: 1) i metodi
commerciali impiegati nei laboratori clinici per il
dosaggio degli ANuA hanno una buona sensibilita e
specificita; 2) gli ANuA sono piu sensibili degli

anticorpi anti-nDNA nella diagnosi del LES; 3) le
differenti preparazioni antigeniche usate e le moda-
lita di definizione del valore soglia influiscono nelle
petformance cliniche dei test per la determinazione
degli ANuA.

Summary

Diagnostic accuracy of immunoassays for anti-
chromatin (nucleosome) detection: the relevance of
autoantigen source and of the cut off definition.
Backgronnd. In the last few years, several reports have shown
that chromatin (nucleosome) represents the main
autoantigen-immunogen in systemic lupus erythematosus
(SLE), and that specific antibodies are an important marker
of the disease.

Methods. To verify the clinical sensitivity and specificity of
anti-nucleosome autoantibodies (ANuA), three different
ELISA immunoassay methods using different autoanti-
gen preparations were evaluated (1. Quanta-Lite Chro-
matin, Inova Diagnostics, San Diego, CA; 2. Medizym Anti-
nucleo, Medipan Diagnostica, Selchow, Germany; 3. Nu-
cleosome IgG Elisa, D-tek, Wavre, Belgium), and the re-
sults were compared with those obtained with two ELI-
SA assays for anti-nDNA antibody determination (Axis-
Shield, Dundee, UK and ELiA dsDNA, Pharmacia Dia-
gnostics, Freiburg, Germany). Sera from 321 patients were
tested: 101 SLE, 48 infectious diseases, 73 autoimmune
rheumatic diseases (20 rheumatoid arthritis, 30 systemic
sclerosis and 23 Sjogren’s syndrome) and 99 healthy su-
bjects.

Results. Using the cut-off recommended by the manufac-
turers, the sensitivity for the three kits was 69%, 78% and
74%, and the specificity was 100%, 94.6% and 95.0%, re-
spectively. Using the cut-off corresponding to 95% speci-
ficity, the sensitivity of the methods for the ANuA assay
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was 86%, 77% and 74%, i.e. higher values than those obtai-
ned with the two ELISA methods for anti-nDNA (65%
and 64%).

Conclusions. This study demonstrates that: 1) the
commercial reagents employed in clinical laboratories for
ANuA detection show good sensitivity and high specificity;
2) ANuA are more sensitive than anti-nDNA antibodies
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in diagnosing SLE; 3) different antigen preparations on
solid phase and different methods used to define the cut-
off levels may affect the clinical performance of the test.
Keywords: anti-chromatin antibodies; anti-nucleosome
antibodies; autoantigen source; cut-off; anti-native DNA
antibodies; receiver operating characteristic curves; systemic
lupus erythematosus.

Introduzione

I pazienti affetti da lupus eritematoso sistemico (LES) pre-
sentano numerosi autoanticorpi sierici, alcuni dei quali,
come gli anti-DNA nativo (nDNA), gli anti-Sm e gli anti-
proteine P ribosomiali, sono altamente specifici . Negli
ultimi anni ¢’¢ stato un rinnovato interesse per gli anticorpi
anti-cromatina/nucleosoma (ANuA), dovuto non solo alla
messa a punto e alla commercializzazione di test
immunoenzimatici (ELISA) per il loro dosaggio, ma an-
che alla dimostrazione del loro ruolo patogenetico nel LES
#3¢,In realta tali autoanticorpi furono i primi autoanticorpi
descritti nel LES con la dimostrazione nel 1948 delle cellu-
le LE da parte di Hargraves 7, anche se allora non era
conosciuta la specificita anticorpale responsabile del feno-
meno. Studi successivi ® e in particolare la dimostrazione
che i nucleosomi, ma non il nDNA o gli istoni, erano in
grado diinibire il fenomeno LE, evidenziarono come que-
st’ultimo fosse cotrelato alla presenza di ANuA ’.

I nucleosomi sono gli elementi base della cromatina e sono
formati da circa 146 paia di basi di DNA che avvolgono
un ottamero istonico (H2A-H2B-H3-H4), . Il nucleosoma
contiene inoltre listone H1 localizzato esternamente al
“core” istonico nel punto di entrata e uscita della catena di
DNA dal nucleosoma. La sequenza nucleosomica, tenuta
unita dal tratto del DNA riuniente e addensata dagli istoni
H1, forma la cromatina, la quale pero nella sua forma
complessa oltre ad essere composta di nDNA (40%) e
istoni (40%) contiene anche proteine non istoniche, RNA e
altre macromolecole (20%) . Eventuali autoanticorpi ti-
volti verso quest’ultime strutture molecolari non sono con-
siderati anticorpi anti-cromatina, i quali per definizione
comprendono anticorpi rivolti verso epitopi istonici esposti
nella cromatina, verso il nDNA e verso epitopi
conformazionali creati dalla interazione tra nDNA e le dif-
ferenti molecole istoniche (anticorpi nucleosoma-specifi-
ci). Anticorpi anti-nucleosomi e anticorpi anti-cromatina,
quindi, ai fini pratici possono essere ritenuti sinonimi ' .
Nell’'ultima decade sono stati condotti numerosi studi atti
a valutare I'accuratezza diagnostica degli ANuA nella dia-
gnosi del LES, quasi sempre paragonata a quelle degli anti-
nDNA che a tutt’oggi sono ritenuti il “golden marker” del
LES. La sensibilita diagnostica varia ampiamente nei di-
versi studi (dal 31 al 100%), e in genere risulta superiore a
quella degli anti-nDNA (dal 21 al 82%) '**. La specificita
per LES ¢ elevata, ma alcuni studi riportano una alta per-
centuale di positivita in pazienti con sclerodermia (SSc) e
malattia mista del connettivo (MCTD) > Ta diversa
accuratezza diagnostica degli ANuA negli studi riportati
puo in parte essere spiegata dalle diverse caratteristiche delle
popolazioni selezionate, ma anche da differenze nei siste-
mi diagnostici usati e dalle diverse modalita con cui sono

stati ottenuti i valori di cut off.

Scopo del nostro studio ¢ stato quello di valutare le per-
formance di tre diversi metodi commerciali ELISA per la
determinazione degli ANuA utilizzanti tre diverse prepa-
razioni antigeniche, al fine di valutare se quest’ultime, asso-
ciate alla modalita di definizione del cut-off, possano in-
fluenzare in maniera significativa ’accuratezza diagnostica
del test.

Materiali e metodi

Pazienti

Abbiamo studiato 101 pazienti consecutivi affetti da LES,
classificati in base ai criteri del’American College of
Rheumathology (ACR) #*#. 11 rapporto M/F era di 1/9,
Peta media di 29.8 £ 9.0 anni e la durata media della ma-
lattia di 80.2 £ 69.6 mesi. Come controlli sono stati sele-
zionati 99 soggetti sani (HS), 73 pazienti con altre malattie
reumatiche (30 SSc; 23 sindromi di Sjégren (pSS); 20 artri-
ti reumatoidi (RA)), e 48 pazienti con malattie infettive (ID).
Tutti i sieti sono stati conservati a —80 °C e i dosaggi degli
ANuA e degli anticorpi anti-nDNA sono stati eseguiti in
un unico laboratotio.

Metodi per il dosaggio degli ANnA

Per il dosaggio quantitativo degli ANuA sono stati utiliz-

zatl tre diversi metodi commerciali ELISA:

a. QUANTA Lite Chromatin ELISA, Inova Diagnostics
Inc., San Diego, CA. Questo metodo usa come antigene
una cromatina estratta da cellule timiche, altamente pu-
rificata: gli istoni H1 e le proteine non istoniche sono
state rimosse dalla cromatina, come descritto da
Butlingame e Rubin .

b. Medizym Anti-nucleo, Medipan Diagnostika, Selchow;,
Germania. In questo metodo la preparazione dei
nucleosomi ¢ stata eseguita a partire da eritrociti di pol-
lo secondo il metodo di Bruns et al.?. L’assenza
dell’istone H1 ¢ stata verificata tramite controllo
elettroforetico, mentre nessuna informazione ¢ fornita
dal produttore circa la presenza nel preparato di even-
tuali proteine non istoniche.

c. Nucleosome IgG Elisa kit, D-tek, Wavre, Belgio.
L’autoantigene utilizzato ¢ ottenuto a partire da cromatina
di cellule timiche, previa rimozione delle proteine non
istoniche. Durante il processo di estrazione non ¢ stata
utilizzata la nucleasi, cosi che Iistone H1 non ¢ stato ri-
mosso e lo scheletro polinucleosomico della cromatina
non ¢ stato frammentato a singoli mononucleosomi.
Lelettroforesi in gel di agarosio rivela che I'antigene ¢
composto di frammenti di DNA di grandezza variabile
tra 1000 e 4180 paia di basi. L’analisi in SDS-PAGE ha
evidenziato solo bande proteiche corrispondenti a
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Tabella l. Sensibilita (SE) e specificita (SP) diagnostica dei metodi per la misurazione degli anticorpi anti-nucleosomi utilizzando
il cut off proposto dal produttore, e sensibilita diagnostica dei tre metodi con livelli di cut off corrispondenti rispettivamente a

specificita del 95%, 98% e 99%, ottenute con curve ROC.

Cut Off proposto Valore di Cut Off Valore di Cut Off Valore di Cut Off
Metodo dal produttore SE% SP% (SP=95%) SE% (SP=98%) SE% (SP=99%) SE%
Inova 20 69 100 9.5 86 12.0 81 13.5 77
Medipan 25 78 94.6 26.5 77 33.1 72 35.5 67
D-tek 25 74 95.0 24 1 74 29.5 67 32.5 64

subcomponenti del core istonico (H2A, H2B, H3, H4)
e all’istone H1.
Tutti i dosaggi sono stati eseguiti secondo le istruzioni dei
produttori.

Anticorpi anti-nDNA

Gli anticorpi anti-nDNA di classe IgG sono stati valutati
con il metodo dell'immunofluorescenza indiretta (IFI) su
Crithidia /fuctliae (cut off = 1:20) (Euroimmun, Libeck,
Germania) e con due metodi ELISA (Axis-Shield, Dundee,
UK, ed EliA dsDNA, Pharmacia Diagnostics, Freiburg,
Germania). Per entrambi i metodi ELISA il valore di cut
off ¢ stato determinato tramite le curve ROC, corrispon-
dente ad una specificita del 95% ed ¢ risultato essere ri-
spettivamente di 30 IU/mL e di 15 TU/mL.

Analisi statistica

Per tutti e tre i metodi relativi al dosaggio degli ANuA i
valori di sensibilita e specificita sono stati dapprima calco-
lati utilizzando il cut off proposto dal produttore. Succes-
sivamente sono state eseguite le curve ROC e, per ciascun
metodo, i valori di sensibilita sono stati ricalcolati fissando
arbitrariamente i livelli di specificita rispettivamente al 95%,
98% e 99%.

La comparazione tra dati non parametrici non appaiati ¢
stata calcolata con il test U di Mann-Whitney. Valori di P
inferiori a .05 sono stati considerati statisticamente signifi-
cativi,

Risultati

Utilizzando il valore di cut off proposto da ciascun pro-
duttore, la sensibilita ¢ risultata rispettivamente del 69%,
78%, 74% e la specificita del 100%, 94.6%, 95% per i
metodi Inova, Medipan e D-tek (Tabella I). Nessun pa-
ziente della popolazione di controllo ha presentato un va-
lore di ANuA supetiore al valore di cut-off (20 U/mL)
con il metodo Inova (Figura 1a), mentre 1'8.6% dei pa-
zienti con pSS, il 23.3% dei pazienti con SSc e il 6.2% dei
pazienti con ID hanno presentato valori superiori al valore
di cut off (25 U/mL) con il metodo Medipan (Figura 1b)
e 8.6% dei pazienti con pSS, 20% dei pazienti con SSc e
4.1% dei pazienti con ID hanno presentato valori superio-
ti al cut off (25 U/mL) con il metodo D-tek (Figura 1c).
In ogni caso le positivita nella popolazione di controllo
sono sempre risultate di poco superiori al valore soglia.
Come appare evidente dalle rappresentazioni grafiche, inol-
tre, fra la popolazione di controllo il gruppo che presenta
il maggior numero di positivita ¢ quello dei pazienti con
SSc. Anche se con il metodo Inova nessuno dei pazienti
con SSc risulta positivo, il valore medio degli ANuA ¢

comunque significativamente piu elevato (8.1 = 2.7; P
<.001) rispetto a quello degli altri gruppi di controllo (RA,
41+ 1.7;pSS,44 £ 09; ID, 4.4 £ 2.2; HS, 5.1 + 1.0).
Al fine di meglio paragonare 'accuratezza diagnostica, uti-
lizzando 1 dati ottenuti dalle curve ROC, per ciascun me-
todo sono stati fissati livelli di cut off corrispondenti al
95%, 98% e 99% di specificita. I nuovi valori espressi in
U/mL e le relative sensibilita diagnostiche sono riportate
in Tabella 1. Il metodo Inova, che utilizzando il valore so-
glia proposto dal produttore era risultato il meno sensibi-
le, ad un cut off corrispondente alla specificita del 95%
risulta piu sensibile (86%) rispetto agli altri due metodi e
mantiene la sensibilita pit elevata anche per valori di speci-
ficita del 98% e 99%. In ogni caso, fissando la specificita al
95%, tutti e tre i metodi per il dosaggio degli ANuA han-
no evidenziato sensibilita superiori a quelle ottenute con i
due metodi ELISA per il dosaggio degli anti-nDNA (ri-
spettivamente 65% e 64% per il metodo Axis-Shield ed
EliA, a specificita del 95%) (Figura 2) e ancor maggiori se
paragonati ai dati ottenuti con il metodo IFI su Crithidia
luciliae (55%0). Va notato infine che, relativamente ai metodi
ELISA per il dosaggio degli anti-dsDNA, il cut off pro-
posto da Axis Shield (30 IU/mL) ¢ perfettamente
sovrapponibile a quello da noi scelto al 95% di specificita,
mentre quello proposto da Pharmacia Diagnostics per il
metodo ELA ¢ di 10 IU/mL (sensibilita 73% e specificita
91.7%).

Discussione

Negli ultimi anni sono stati condotti numerosi studi atti a
valutare I'efficacia diagnostica degli ANuA nel LES, utiliz-
zando tecniche ELISA fra loro diverse nella preparazione
antigenica. Pit comunemente, come sorgente antigenica,
sono stati utilizzati nucleosomi ricostituiti, ottenuti dalla
aggiunta di nDNA al core istonico o a dimeri istonici,
oppure cromatina purificata, ottenuta in genere dalla dige-
stione con nucleasi micrococcica e successiva rimozione
dellistone H1 e di altre proteine tramite estrazione con
NaCl 0.5 M a pH neutro. L’analisi dei principali lavori ap-
parsi recentemente in letteratura evidenzia sensibilita
diagnostiche tra il 70% e il 100% '>'>'**>* anche se alcuni
autorti riportano sensibilita infetiori al 50% '*'* la specifici-
ta nella maggior parte dei casi ¢ risultata superiore al 90%
1222851 mentre Wallace et al."” riportano una specificita del
45%, Schlumberger et al. *del 71% e Amoura et al. ©* del
90%. Le diversita, in termini di accuratezza diagnostica,
possono trovare spiegazione sia nei diversi substrati
antigenici utilizzati, e in particolare nel loro grado di
purificazione rispetto a proteine non istoniche, quali i fat-
tori di trascrizione o altre proteine regolatorie legate al



RIMeL / IJLaM 2005; 1

DNA, sia nelle modalita con le quali sono stati selezionati i
cut-off per distinguere i positivi dai negativi. In particolare
nei tre studi sopra riportati in cui la specificita ¢ risultata tra
il 45% e il 90%, le positivita per ANuA in pazienti non
affetti da LES sono state riscontrate prevalentemente nel
gruppo dei pazienti affetti da sclerodermia. Come gia rile-
vato da altri autori ®'", cio potrebbe trovare diverse spie-
gazioni. Nello studio di Wallace et al.”’ come antigene ¢
stato utilizzato DNA associato a istoni H2A and H2B
denaturati e cio potrebbe permettere il legame di
autoanticorpi sierici presenti nella sclerodermia rivolti ver-
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Figura 1. Distribuzione dei livelli anticorpali degli anticorpi
antinucleosomi (ANuUA) espressi in U/mL, ottenti con i metodi
Inova (a), Medipan (b) and D-tek (c), in 101 pazienti con LES
e 220 controlli (RA: artrite reumatoide; SS: sindrone di Sjogren;
SSc: sclerosi sistemica; HS: soggetti sani; ID: malattie infettive),
usando i livelli di cut off proposti dai produttori.

| valori mostrati indicano la percentuale di campioni positivi
di ciascun gruppo.
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so epitopi istonici in genere non esposti nella cromatina
nativa. Nello studio di Schlumberger et al.** ¢ stata usata
una preparazione antigenica scarsamente purificata conte-
nente residui di Scl70, come dimostrato successivamente
dagli stessi autori *'. Essi infatti, utilizzando una nuova pre-
parazione antigenica trattata con una soluzione salina ad
alta concentrazione e successiva centrifugazione in gradiente
di densita al fine di eliminare proteine non istoniche capaci
dilegarsi fortemente alla cromatina, hanno dimostrato che
nessuno dei pazienti con SSc risultd positivo. Infine nello
studio di Amoura et al. '*, i quali usarono una preparazio-
ne antigenica non commerciale di mononucleosomi privi
di istone H1, sembra che la definizione del cut off (+ 2
DS rispetto al valore medio ottenuto in 406 controlli sani)
sia il principale fattore legato alle positivita a basso titolo
riscontrate nei pazienti con sclerodermia.

I risultati del nostro studio confermano I'importanza della
definizione del valore di cut off nel determinare 'accura-
tezza diagnostica dei diversi metodi per il rilevamento de-
gli ANuA. Infatti, usando il cut off proposto dal produt-
tore, il metodo Inova, pur dimostrando una specificita
assoluta, ¢ risultato il meno sensibile, mentre gli altri due
metodi, a fronte di una maggiore sensibilita, hanno evi-
denziato una minore specificita. Al fine di poter compara-
re in maniera piu oggettiva accuratezza diagnostica dei
tre metodi, sono state eseguite le curve ROC e, fissando i
livelli di specificita per ciascun metodo al 95%, 98% e 99%,
sono stati valutati i relativi valori di sensibilita. Come ¢
emerso chiaramente dall’analisi dei risultati ottenuti, il me-
todo che globalmente ha presentato la migliore efficienza
diagnostica ¢ risultato il metodo Inova, che presenta anche
la maggiore purezza antigenica (rimozione dell'istone H1
e delle proteine non-istoniche).

Gli altri 2 metodi, infatti, usano substrati antigenici diversi
a piu basso livello di purificazione: il substrato Medipan ¢
privo di istoni H1, ma nessuna verifica ¢ stata condotta
circa la eventuale presenza di proteine non-istoniche; il su-
bstrato D-tek ¢ privo di proteine non-istoniche, ma pos-
siede I'istone H1. Va rimarcato, comunque, che le positivi-
ta ANuA in pazienti non affetti da LES sono sempre risul-
tate a basso titolo e che quindi con tutti e tre i metodi
valori medi o elevati di ANuA sono risultati altamente spe-
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Figura 2. Sensibilita diagnostica dei tre metodi utilizzati per
la determinazione degli ANUA (Inova (a); Medipan (b); D-tek
(c)), comparati ai due metodi ELISA per la determinazione
degli anticorpi anti-nDNA (Axis-Shield (a); EliA (b)) e alla
immunofluorescenza indiretta (IFl) su Chritidia /uciliae. Per
tutti i metodi ELISA il cut off € stato fissato al 95% di specificita.
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cifici per LES, come gia precedentemente descritto *. Inol-
tre, merita di essere segnalato il fatto che anche con il me-
todo Inova, che usa una preparazione cromatinica alta-
mente purificata, il valore medio degli ANuA nei pazienti
affetti da SSc ¢ risultato significativamente piu elevato ri-
spetto agli altri gruppi di controllo, seppur al di sotto del
valore soglia. Se in questo caso, quindi, possono essere esclu-
se con alta probabilita reattivita autoanticorpali verso pro-
teine non istoniche quali Scl70 e proteine centromeriche,
questa evidenza puo deporre per la possibile presenza di
ANuA a basso titolo nei pazienti con SSc, come gia de-
scritto in precedenza da alcuni autoti % Va ricordato co-
munque che la proteina CENP-A, una delle tre forme
immunologicamente correlate agli antigeni centromerici, ¢
stata di recente definita essere una variante dell’istone H3
¥, B’ possibile quindi che sieti di pazienti con SSc possano
presentare cross-reattivita con i nucleosomi mediate da
omologie tra alcune regioni dell’ istone H3 e del CENP-
A.

Infine dal nostro studio emerge chiaramente che, fissando
per tutti i metodi ELISA il livello di specificita al 95%, la
sensibilita diagnostica di tutti i metodi per la determinazio-
ne degli ANuA ¢ superiore a quella dei metodi per la de-
terminazione degli anti-nDNA, dimostrando Iesistenza di
un gruppo di pazienti con LES (10-15%), che presentano
alla diagnosi ANuA, ma non anti-nDNA.

In conclusione quindi gli ANuA sembrano dotati di una
maggiore efficienza diagnostica rispetto agli anti-nDNA.
Fra i metodi per il dosaggio degli ANuA le differenze in
termini di accuratezza diagnostica sembrano essere dovu-
te sia alle modalita di definizione del valore di cut off da
parte del produttore, sia al grado di purezza della prepa-
razione antigenica utilizzata. Rimangono al momento an-
cora da definire con certezza le ragioni della presenza di
bassi valori di ANuA nei pazienti con SSc.
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