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Riassunto
Premesse. Il dosaggio della proteina oligomerica
della matrice cartilaginea (COMP) è stato propo-
sto come marcatore biologico utile nella valuta-
zione a breve e a lungo termine dei pazienti affet-
ti da artrite reumatoide (AR). Scopo del lavoro è
stato quello di valutare le performance analitiche
del dosaggio immunoenzimatico della COMP e
le variazioni delle concentrazioni sieriche in pa-
zienti affetti da AR in trattamento.
Pazienti e metodi. Per la valutazione analitica è
stato utilizzato lo standard NCCLS EP15-A2 che
prevede l’esecuzione di un esperimento di preci-
sione e un esperimento sull’accuratezza del me-
todo. Per la valutazione clinica sono stati studiati
28 pazienti affetti da AR, 23 femmine e 5 maschi,
età media 41.7 anni (range 18-68). Al tempo 0 e a 6
mesi dalla somministrazione del farmaco, sono
state eseguite valutazioni cliniche ed esami di la-
boratorio (VES, proteina C reattiva). Il dosaggio
della COMP è stato eseguito con metodica im-
munoenzimatica (AnaMar Medical AB, Lund,
Svezia) in completa automazione.
Risultati. Per valori di concentrazione media com-
presi tra 7.09 U/L e 14.69 U/L, i valori di CV%
within-run sono stati inferiori o uguali al 5.50%, i
valori di CV% within-laboratory inferiori o ugua-
li al 4.87%. Il test di accuratezza analitica ha mo-
strato una risposta lineare per concentrazioni com-
prese tra 4 e 32 U/L. Dopo 6 mesi di trattamento
con infliximab, i livelli sierici di COMP sono ri-
sultati significativamente ridotti nei pazienti che
hanno avuto una risposta secondo i criteri del-
l’American College of Rheumatology (ACR), ACR
responders, sono risultati stabili o aumentati nei
pazienti che non hanno avuto risposta, ACR non
responders. Le concentrazioni di COMP non han-
no mostrato una correlazione statisticamente si-
gnificativa con parametri clinici e di laboratorio.
Conclusioni. Il dosaggio della COMP ha mostra-
to buone performance analitiche, in automazio-
ne, e si propone come marcatore, non invasivo,
nella valutazione dell’efficacia farmacologica del
paziente in trattamento.

Summary
Serum cartilage oligomeric matrix protein (COMP)
following infliximab treatment in patients with rheu-
matoid arthritis: analitical performances and clinical
correlations.
Background. Cartilage oligomeric matrix protein
(COMP) is a biomarker for the cartilage turnover and
is described as a valuable parameter for the assessment
of therapy response in patients with rheumatoid ar-
thritis (RA). This study evaluated the analytical perfor-
mances and clinical correlations of an automated en-
zyme immunoassay for the detection of COMP
(COMPR ELISA; AnaMar Medical AB, Lund, Swe-
den).
Methods. Commercial controls and serum pool were
used to evaluation of method precision and accuracy
in accordance with the description in the NCCLS gui-
deline EP15-A2. Twenty-eight patients with established
RA were studied during a 6-month period from initia-
tion of  treatment with infliximab. COMP levels were
correlated with clinical evaluation and laboratory tests
(VES, C reactive protein) and compared before and
after treatment.
Results. The total imprecision (CV% within-laboratory)
was 3.27%-5.50% for concentrations ranging between
7.09 and 14.69 U/L. The test was linear for concen-
trations ranging between 4 and 32 U/L. COMP levels
decreased in ACR responders patients, remained un-
changed or increased in ACR non responders. There
was no significant correlation between COMP levels
and laboratory test evaluated.
Conclusions. The COMP assay we examined on a fully
automated system showed a good analytical perfor-
mances (precision and linearity) and can provide useful
data for evaluating tissue effects of novel treatment in
RA.
Keywords: cartilage oligomeric matrix protein (COMP);
rheumatoid arthritis; ELISA; C reactive protein; method
precision; method accuracy; performance; infliximab.
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Introduzione
L’artrite reumatoide (AR) è una poliartropatia infiam-

matoria cronica, caratterizzata da dolore, impotenza
funzionale e distruzione delle strutture articolari. Nelle
prime fasi di malattia, i sintomi e i segni, a carico delle
articolazioni, riflettono i processi di flogosi spesso pre-
dominanti, nelle fasi successive sono la conseguenza
dell’estensione del danno articolare1.

Il legame tra flogosi e distruzione articolare è stato
ed è tuttora oggetto di discussione2.

In fase precoce, il trattamento farmacologico consi-
ste nella somministrazione di “farmaci di fondo”,
DMARDs (disease modifying antirheumatic drugs) in
grado di alleviare soprattutto i sintomi relativi ai pro-
cessi flogistici. Tali farmaci, tuttavia, risultano meno
efficaci nel ritardare il progressivo danno articolare2.

La disponibilità di molecole biologiche, in grado di
bloccare l’azione di talune citochine pro-infiammato-
rie, come il TNF-α, che svolgono un ruolo centrale
nell’automantenimento della flogosi, ha modificato l’ap-
proccio terapeutico nei pazienti affetti da AR3. Mole-
cole chimeriche (parzialmente umanizzate), recettoriali
(etanercept) o anticorpali (infliximab), in grado di lega-
re e neutralizzare il TNF-α, si sono mostrate efficaci
nel ridurre i segni e i sintomi di artrite4-6.

Reperti radiografici di mani e piedi, utilizzati come
endpoint clinico, in pazienti in trattamento con questi
farmaci, spesso in associazione al methotrexato, sem-
brano evidenziare una riduzione del danno articolare7-9.
Gli stessi studi tuttavia dimostrano che sono necessari
controlli a lungo termine (circa 1 anno) perché si pos-
sano rilevare variazioni significative.

Marcatori biologici di danno articolare, potrebbero
proporsi come alternativa o in associazione alla radio-
grafia tradizionale per valutare gli effetti farmacologici
a breve e a lungo termine10,11. Tra questi marcatori vi è
la COMP (cartilage oligomeric matrix protein), pro-
teina pentamerica (PM 434kDa), originariamente iso-
lata nella cartilagine12.

Il primo test di laboratorio utilizzato per la sua de-
terminazione nel siero e nel liquido sinoviale è stato
descritto già nel 1992 e si basava sull’utilizzo di una
metodica immunoenzimatica ad inibizione che preve-
deva l’uso di un antisiero policlonale13. Nel nostro la-
voro abbiamo valutato le performance analitiche (pre-
cisione e accuratezza) di una metodica immunoenzi-
matica a sandwich, che utilizza due anticorpi mono-
clonali, e le abbiamo confrontate con quelle della ditta
fornitrice e con quelle riportate in letteratura. Abbia-
mo, quindi, valutato le concentrazioni sieriche di COMP
in pazienti affetti da AR, le abbiamo correlate ad alcuni
indici di attività clinica di malattia e di laboratorio e
comparate prima e dopo trattamento con infliximab.

Metodi
Dosaggio della COMP

E’ stato eseguito con metodica immunoenzimatica a

sandwich (AnaMar Medical AB, Lund, Svezia), nella
quale due anticorpi monoclonali adesi alla fase solida,
riconoscono due differenti determinanti antigenici della
molecola della COMP umana. Durante l’incubazione,
la COMP presente nel campione reagisce con anticor-
pi anti-COMP legati alla perossidasi (coniugato). Il
coniugato legato, non rimosso da una precedente fase
di lavaggio, viene rilevato tramite una reazione colori-
metrica tra la perossidasi e la 3,3’,5,5’-tetrametilbenzi-
dina (substrato), bloccata dall’aggiunta di acido solfo-
rico 0,5M. L’intensità della colorazione, letta con spet-
trofotometro a 450 nm, è funzione dell’enzima coniu-
gato al complesso ed è misurata in unità di assorbanza.
La concentrazione della proteina presente nel campio-
ne viene stimata dall’interpolazione di una curva co-
struita con 5 calibratori a differente concentrazione (4,
7, 12, 18 e 32 U/L).

Il dosaggio è stato eseguito su strumentazione ETI-
Max (DiaSorin, Saluggia, Italia), analizzatore per mi-
cropiastre completamente automatico, che esegue il
trattamento dei campioni (pre-diluizione e dispensa-
zione), la dispensazione dei reagenti, l’incubazione, il
lavaggio, la lettura fotometrica e l’interpolazione dei
risultati. Lo strumento è controllato tramite un sof-
tware che consente di eseguire il test secondo le speci-
fiche del kit. L’esecuzione semplice e veloce permette
di ottenere risultati dopo circa 3 ore.

Protocollo di validazione
Per la validazione metodologica è stato utilizzato lo

standard NCCLS, EP15-A214 .
Per lo studio della precisione abbiamo utilizzato due

pool di sieri , ottenuti da soggetti sani e da pazienti, a
differente concentrazione di COMP (pool A e pool
B). La procedura specifica ha previsto l’esecuzione di
tre determinazioni dei due pool di sieri per cinque giorni
consecutivi.

Per lo studio dell’accuratezza abbiamo utilizzato i
cinque calibratori, inclusi nel kit diagnostico, a differen-
te livello di concentrazione. La procedura specifica ha
previsto l’esecuzione di due determinazioni per ciascu-
no calibratore per cinque giorni consecutivi.

Dosaggio della proteina C reattiva
La proteina C reattiva (PCR) è stata dosata con tec-

nica immunologica turbidimetrica (Dade Behring, Lie-
derbach, Germania) con amplificazioni di particelle di
latex (PETIA) che, sensibilizzate con un anticorpo di-
retto contro la PCR (AbPR), si aggregano in presenza
della PCR del campione. L’aumento della torbidità,
che accompagna l’aggregazione, è proporzionale alla
concentrazione della PCR.

Pazienti
Sono stati valutati 28 pazienti, affetti da artrite reu-

matoide, classificati secondo i criteri dell’American
College of  Rheumatology (ACR)15, 23 femmine e 5
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maschi con età media di 41.7 anni (range 18-68 anni) e
con mediana di malattia di 8.0 anni (range 1-33). Tutti
i pazienti sono stati sottoposti a trattamento con in-
fliximab (Remicade, Schering-Plough, Segrate), anticor-
po monoclonale chimerico umano-murino anti-TNF-
α, con posologia di 3 mg/kg in infusione e.v. alle set-
timane 0, 2, 6, e poi ogni 8 settimane. Tutti i pazienti
assumevano in associazione methotrexato (Methotrexa-
teR, Wyeth Lederle, St. David’s, PA, USA) alla dose di
7.5-10 mg/settimana. Sono stati esclusi pazienti sotto-
posti a terapia corticosteroidea infiltrativa o a dosi di
cortisone > 10 mg/die.

Il trattamento con anti-TNF-α è stato sospeso in sei
casi: in una paziente per la comparsa di cefalea e tre-
mori durante l’infusione alla 6a settimana, in una pa-
ziente per la comparsa di nausea, diarrea e dolori ad-
dominali, in una terza paziente per la comparsa di una
capillarite iatrogenica e in tre pazienti per l’insorgenza
di infezioni (congiuntivite virale, infezione delle vie uri-
narie, herpes zooster nucale).

La risposta alla terapia è stata valutata come risposta
ACR (ACR 20, 50, 70): sono stati considerati “respon-

ders” i pazienti che, dopo 6 mesi di trattamento, ave-
vano ottenuto una risposta ACR 50 o ACR 70, e “non
responders” i pazienti che avevano raggiunto una ri-
sposta uguale o inferiore ad ACR 20.

Al tempo 0 e a 6 mesi dalla somministrazione del
farmaco sono state eseguite valutazioni cliniche: conta
delle articolazioni dolenti (TJC) e tumefatte (SJC), sca-
la visuale-analogica del dolore (VAS), calcolo dell’indi-
ce di attività di malattia (DAS28), indice articolare di
Ritchie ed esami ematochimici: VES, PCR e COMP.

I sieri dei pazienti sono stati raccolti, aliquotati e con-
gelati a – 20°C e sono stati processati nella stessa sedu-
ta analitica per ridurre al minimo le variazioni inter-

Figura 2. Esperimento di accuratezza eseguito secondo lo
standard NCCLS EP15-A2 utilizzando 5 calibratori forniti
dalla ditta.

Figura 1. Esperimento di precisione eseguito secondo lo
standard NCCLS EP15-A2 su due differenti livelli di
concentrazione di COMP, pool A a concentrazione media 7.09
U/L (a), pool B a concentrazione media 14.69 U/L.

a.

b.
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assay.
Come gruppo controllo abbiamo considerato 20

soggetti sani, 15 femmine e 5 maschi, età media 41.1
anni (range 20-50).

Analisi Statistica
L’analisi statistica è stata condotta utilizzando il test

Anova per calcolare il CV% within-run e il CV%
within-laboratory. Il linear fit test è stato utilizzato per
verificare l’accuratezza del metodo. Il t test di Student
e il test di Wilcoxon sono stati utilizzati per le compa-
razioni. Il test di Pearson è stato utilizzato per le corre-
lazioni. L’utilizzo di un test parametrico o non para-
metrico è dipeso dalla distribuzione dei dati. E’ stato
considerato significativo un valore di p < .05.

Risultati
Studi di precisione e accuratezza

Le concentrazioni medie e la deviazione standard (DS)
ottenute sui due pool (pool A e pool B) durante l’espe-
rimento di precisione sono riportate nella Figura 1.

L’analisi dei risultati ha fornito valori di CV% within-
run del 3.27% e di CV% within-laboratory (total CV%)
del 3.34% per una concentrazione media di 7.09 U/L
(pool A) e di CV% within-run del 5.50% e di CV%
within-laboratory del 4.87% per una concentrazione
media di 14.69 U/L (pool B) .

I risultati sull’accuratezza analitica del test hanno
mostrato una risposta lineare per concentrazioni com-
prese tra 4 U/L e 32 U/L [y=0.9997x + 0.0073] (Fig.
2).

I dati relativi all’esperimento di precisione, espressi
in termini di deviazione standard (DS), hanno dimo-
strato che, per gli stessi livelli di concentrazione della
COMP, i valori da noi ottenuti, pur superiori a quelli
dichiarati dalla ditta, sono stati compresi entro il valore
di verifica calcolato secondo le specifiche dello stan-
dard NCCLS (Tab. I).

I dati della letteratura riguardo la valutazione della
precisione analitica del dosaggio della COMP con
metodo ELISA a sandwich, espressi in termini di CV%
intra-assay e CV% inter-assay, riportano valori com-
presi tra 1.9 e 8% e 2.7 e 10 % rispettivamente, ma
spesso sono carenti di informazioni relative al materia-
le (controlli, pool) e ai livelli di concentrazione di COMP
utilizzati, nonchè al protocollo seguito nei saggi 16-21.

Valutazioni cliniche
Alcune delle caratteristiche dei pazienti al tempo 0

sono riportate nella Tabella II.
La concentrazione media di COMP, nei pazienti af-

fetti da AR, è stata di 9.2±4.0 U/L (range 3.0-21.9), e
di 6.0±1.2 U/L (range 3.0-7.9 U/L) nel gruppo con-
trollo, con differenza statisticamente significativa tra i
due gruppi (p<.0001) (Fig. 3).

Le caratteristiche cliniche e di laboratorio dei pazien-
ti ACR responders e ACR non responders non erano
differenti al tempo 0 (Tab. III).

I livelli sierici di COMP, valutati prima del trattamento
con infliximab, hanno mostrato solo una bassa corre-
lazione con indice di Ritchie, TJC e PCR e nessuna

Concentrazione Valore Valore
media U/L di verifica di verifica

ottenute dichiarate ottenute dichiarate

7.09 0.22 0.21 0.30 0.24 0.24 0.30
14.69 0.33 0.25 0.36 0.29 0.46 0.56

Deviazioni Standard
within-run

Deviazioni Standard
within-laboratory

Tabella I. Confronto tra i valori di deviazione standard (DS) ottenuti in laboratorio e quelli dichiarati dalla ditta, per gli stessi livelli
di concentrazione della COMP, in rapporto ad un valore di verifica, calcolato secondo le specifiche dello standard.

Tabella  II. Caratteristiche cliniche e di laboratorio dei 28
pazienti affetti da AR al tempo 0.

Pazienti media range

Età (anni) 41.7 (18-68)
Durata di malattia (anni)* 11.5 (1-33)
Livelli sierici di COMP (U/L) 9.2 (3.0-21.9)
Proteina C reattiva (mg/L) 39 (4-179)
Velocità di eritrosedimentazione 38 (8-75)
Scala visuale-analogica (VAS) 55.9 (17-90)
Conteggio articolazioni tumefatte (SJC) 18.4 (3-36)
Conteggio articolazioni dolenti (TJC) 23.3 (2-47)
Indice articolare di Ritchie 15.9 (4-48)
Indice di attività di malattia (DAS28) 4.9 (2.7-7.3)

(* mediana della durata di malattia 8.0 anni)

Figura 3. Concentrazioni di COMP nei pazienti affetti da AR
e nei controlli sani. La concentrazione media è statisticamente
diversa tra i due gruppi (t test, p<.0001).
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correlazione con gli altri parametri clinici (durata di
malattia, VAS, SJC, DAS28) e di laboratorio (Tab. IV
a). Nessuna correlazione è stata inoltre dimostrata tra
livelli sierici di COMP e i parametri clinici e di labora-
torio, dopo 6 mesi di trattamento, sia nei pazienti ACR
responders sia negli ACR non responders (Tab. IV b).

Dopo 6 mesi di trattamento con infliximab, i livelli
di COMP sono risultati significativamente ridotti nei
13 pazienti ACR responders (p=.008), stabili o aumen-
tati nei 9 pazienti ACR non responders (p=0.14) (Fig.
4, a e b).

Nei pazienti ACR responders che al tempo 0 pre-
sentavano livelli di COMP, superiori alla media, il de-
cremento dei livelli di COMP era già significativo a 6
settimane di trattamento (p=.010), rispetto ai pazienti
ACR responders con livelli inferiori alla media (p=.067)
(Fig. 5, a e b) ed è rimasto significativamente ridotto
fino ai 6 mesi di trattamento.

Discussione
Recenti studi hanno dimostrato l’utilità clinica di

marcatori di turnover cartilagineo nell’inquadramento
diagnostico e nel monitoraggio dell’AR22. La COMP,
marcatore biochimico di distruzione articolare, è rite-
nuta un valido indicatore di progressione di malattia22.

E’ stato, infatti, dimostrato che elevati livelli di COMP
riflettono l’entità e l’evoluzione del danno cartilagineo
in pazienti affetti da AR senza documentati segni ra-
diografici22.

Premessa necessaria a dimostrare l’applicabilità clini-
ca di un test è quella di valutare le performance analiti-
che del metodo utilizzato. L’analisi dei principali lavori,
riguardo l’utilizzo clinico della COMP, evidenzia, in

generale, una insufficiente valutazione delle caratteristi-
che analitiche (precisione e accuratezza) prima del suo
impiego. Infatti le procedure di validazione metodo-
logica descritte risultano poco standardizzate per man-
canza di informazioni riguardo la frequenza dei repli-
cati (numerosità campionaria), la concentrazione del-
l’analita utilizzato, la struttura del saggio e i criteri di
accettabilità dei risultati ottenuti.

Il nostro studio è stato condotto seguendo il proto-
collo EP15-A2 del NCCLS14. Tale protocollo, è risul-
tato semplice e facilmente applicabile, ma anche rigo-
roso nel fornire informazioni statisticamente valide e
confrontabili. Infatti le performance analitiche (preci-
sione ed accuratezza), ottenute in “attività di routine”
hanno confermato le specifiche prodotte in fase speri-
mentale e hanno supportato l’idoneità dell’utilizzo cli-
nico del test su strumentazione di routine completa-
mente automatizzata.

Pertanto, il dosaggio della COMP può rappresenta-
re un valido supporto agli altri parametri clinici e stru-
mentali, utilizzati nella diagnosi e nel monitoraggio del-
l’AR, che sebbene standardizzati, risultano difficilmen-
te quantificabili23-26.

La valutazione clinica da noi eseguita ha mostrato
che i livelli sierici di COMP non correlano o correlano
poco con indici di flogosi aspecifica (VES, PCR), sia al
tempo 0 che dopo trattamento farmacologico. Que-
sta osservazione, già documentata in letteratura, sup-
porta l’ipotesi che il processo infiammatorio e la di-
struzione cartilaginea non siano direttamente legati27,28.

Avendo tali caratteristiche, la COMP potrebbe rap-
presentare una variabile aggiuntiva da utilizzare non solo
nella valutazione dello stato di malattia ma anche della

Tabella III. Caratteristiche cliniche e di laboratorio dei pazienti ACR responders e ACR non responders al tempo 0. Il valore della
p dimostra che non ci sono significative differenze tra i due gruppi.

Pazienti ACR responders (n.13) ACR non responders(n.9) Differenzavalore p

Età (anni) 43.8(29-62) 34.5(18-68) 0.18
Durata di malattia (anni) 11.7(1-33) 12(2-21) 0.95
Livelli sierici di COMP (U/L) 10.9(6.1-21.9) 7.9(3.0-12.6) 0.12
Proteina C reattiva (mg/L) 49(6-179) 35(4-95) 0.45
Velocità di eritrosedimentazione    38.6(8-75) 40.3(20-75) 0.82
Indice articolare di Ritchie 17.5(8-33)  14.5(4-48) 0.55
Indice di attività di malattia (DAS28) 5.1(3.6-7.3) 4.6(2.7-6.7) 0.39

Tabella IV. Coefficiente di correlazione (test di Pearson) tra livelli sierici di COMP e indici clinici, al tempo 0 (a) e dopo 6 mesi di
trattamento, nei pazienti ACR responders e ACR non responders (b) * p<.05.

COMP VES PCR durata VAS SJC TJC indice DAS28
di malattia di Ritchie

a.
Pazienti
al tempo 0 (n.28) coefficiente -0.08 0.44* 0.02 0.30 0.25 0.47* 0.35* 0.34

b.
ACR responders(n.13) coefficiente -0.14 0.22 -0.12 0.14 -0.06 -0.09 -0.08 -0.03

ACR non responders (n.9) coefficiente -0.23 -0.33 0.14 0.26 -0.59 -0.07 -0.08 -0.35
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valutazione dell’efficacia del trattamento farmacologi-
co nel bloccare la degradazione cartilaginea o nel mi-
gliorare i sintomi e i segni di infiammazione29.

Nella nostra casistica, la riduzione dei livelli di COMP
si è verificata solo nei pazienti ACR responders al trat-
tamento con infliximab ed è risultata già significativa,
dopo 6 settimane di terapia, in quei pazienti che pre-
sentavano al tempo 0 livelli di concentrazione superio-
re alla media. Tale riduzione, che è persistita nel tempo,
è stata attribuibita al farmaco che ha ritardato la pro-
gressione della distruzione articolare e non all’esauri-
mento del tessuto cartilagineo conseguente al progre-
dire della malattia. Dall’altra parte, nei pazienti ACR
non responders i livelli di concentrazione di COMP
sono risultati stabili o aumentati per lo stesso periodo
di osservazione.

Un bias al nostro studio può essere l’assenza di re-
perti radiografici per le correlazioni e le comparazioni
dei dati ottenuti nei pazienti esaminati. Tuttavia i nostri

risultati sono in accordo con quelli ottenuti da trial cli-
nici che includevano il dato radiografico9.

Rispetto alle metodologie per immagine, il dosag-
gio della COMP potrebbe fornire una valutazione più
immediata dell’efficacia terapeutica di un farmaco, senza
richiedere lunghi periodi di follow-up25.

In conclusione, il dosaggio della COMP ha mostra-
to buone performance analitiche anche in regime di
routine. In fase diagnostica può rappresentare un vali-
do supporto agli altri parametri clinici e di laboratorio
nel valutare lo stato di malattia non solo in un gruppo
di pazienti, ma anche nel singolo paziente. In fase di
monitoraggio può avere il vantaggio, rispetto alle me-
todologie per immagine, di fornire una documenta-
zione più rapida dell’effetto farmacologico.
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(a) significativo nei pazienti con livelli di COMP al tempo 0 superiori alla concentrazione media (test di Wilcoxon, p=.010), (b) non
significativo in quelli con livelli di COMP al tempo 0 inferiori alla concentrazione media (test di Wilcoxon, p=.067).
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