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Riassunto

Premesse. La presenza di anticorpi anti-neurone
specifici nel siero e nel liquido cefalorachidiano
viene utilizzata come criterio diagnostico e clas-
sificativo di Sindrome Neurologica Paraneopla-
stica (SNP). Sebbene I’associazione clinica e la
specificita di malattia di questi anticorpi sia an-
cora controversa, ¢ sempre necessario ricercare o
confermare le specificita anticorpali con metodo-
logie analitiche affidabili. Scopo del lavoro ¢ sta-
to quello di valutare ’accuratezza diagnostica dei
metodi per la ricerca di anticorpi anti-neurone pa-
raneoplastici.

Pazienti e metodi. Sono stati valutati 94 pazienti
con malattie neurologiche: 28 affetti da SNP dia-
gnosticata secondo i criteri clinici internazionali;
44 affetti da patologie neurologiche non paraneo-
plastiche; 22 affetti da sindrome neurologica in
corso di patologia autoimmune. Come gruppo
controllo sono stati valutati 20 soggetti sani e 18
soggetti affetti da neoplasia senza sindrome neu-
rologica. La ricerca di anticorpi anti-neurone pa-
raneoplastici é stata eseguita con tre metodi: im-
munofluorescenza indiretta (IFI) su cervelletto
di primate, Western-blot (WB) e line-blot (LB). I
sieri sono stati valutati anche per la ricerca di an-

Summary

Diagnostic accuracy of methods for the detec-
tion of antineuronal antibodies in paraneoplastic
neurological syndromes

Background. The presence in serum and cerebrospinal

ticorpi rivolti contro antigeni nucleari (ANA) con
metodo IFI su cellule HEp-2.

Risultati. 1 tre metodi valutati hanno dimostrato
differenti livelli di sensibilita e specificita: 17.8%
e 97.8%, 17.8% e 91.4%, 21.4% e 96.8%, rispetti-
vamente per IFI, WB, LB. Il fattore di diluizione
e la ricerca contemporanea di anticorpi anti-nu-
cleo ha migliorato la specificita diagnostica del
metodo IFI. Il metodo LB da solo ha mostrato,
rispetto agli altri una maggiore sensibilita. L’as-
sociazione di IFI e LB pu6 migliorare ulterior-
mente la sensibilita al 25% ma penalizza la speci-
ficita rispetto ai singoli metodi.

Conclusioni. I nostri dati hanno dimostrato che i
metodi per la ricerca degli anticorpi anti-neurone
paraneoplastici presentano buona specificita. Il
metodo IFI su cervelletto di primate da solo non
consente di identificare tutte le specificita anti-
corpali e presenta problemi legati alla interferen-
za di anticorpi non neurone specifici. I1 metodo
LB, da solo permette la caratterizzazione di alcu-
ni anticorpi anti-neurone paraneoplastici e pre-
senta migliore sensibilita diagnostica, caratteri-
stiche che lo propongono come il metodo com-
plessivamente pit accurato nella ricerca di anti-
corpi anti-neurone nelle SNP.

fluid (CSF) of antineuronal antibodies supports the
diagnosis of paraneoplastic neurological syndromes
(PNSs). We evaluated the diagnostic accuracy of three
different methods used in clinical laboratories.

Methods. 94 sera of patients with neurological diseases
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were studied; 28 from patients with PNS, 44 from
patients with other neurological disease, 22 from pa-
tients with systemic autoimmune diseases and neuro-
logical disorders. The control group consisted of 20
healthy subjects and 18 subjects with tumour without
neurological disorders. Antineuronal antibodies were
tested by indirect immunofluorescence (IIF) on cere-
bellum of primate, Western-blot (WB) and line-blot
(LB) methods. Antinuclear antibodies (ANA) were te-
sted by the IIF method on HEp-2 cells.

Results. Sensitivity and specificity of the IIF, WB and
LB methods were 17.8% and 97.8%, 17.8% and 91.4%,
21.4% and 96.8%, respectively. The diluition factor and
the detection of ANA increased the specificity of the
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IIF method. When IIF and LB were assayed together,
sensitivity was 25% and specificity 95.7%.

Conclusions. The data show that all methods for the de-
tection of antineuronal antibodies have good specifi-
city. The IIF test on cerebellum of primate does not
allow the identification of fine antibody specificities.
The LB test allows the identification of some antibo-
dies and shows higher sensitivity than the other metho-
ds. These diagnostic properties propose LB as the most
accurate method for the detection of antineuronal an-
tibodies.

Key words. Paraneoplastic Neurological Syndromes
(PNS), antineuronal antibodies, cerebellum of pri-
mate.

Introduzione

Le Sindromi Neurologiche Paraneoplastiche (SNP)
sono effetti a distanza di neoplasia, che per definizio-
ne, non sono causate da invasione neoplastica o da
metastasi, da processi infettivi o ischemici, da deficit
metabolici e nutrizionali e tantomeno da interventi chi-
rutgici o dal trattamento del tumore'.

L’ipotesi di un legame tra disturbi neurologici e neo-
plasia ¢ nota da oltre 50 anni* I'evidenza che alcune
SNP fossero associate alla presenza di anticorpi diretti
contro antigeni neuronali espressi dalle cellule tumorali
(anticorpi onconeuronali) risale agli anni ottanta. Dap-
prima Greenlee descrisse la presenza di un anticorpo
che reagiva in modo specifico contro antigeni localiz-
zati nel citoplasma delle cellule del Purkinje di pazienti
affetti da degenerazione cerebellare paraneoplastica e
tumorti ginecologici’; successivamente Graus descrisse
la presenza di un anticorpo nel siero di pazienti affetti
da encefalomieloneurite paraneoplastica e microcito-
ma polmonare, che reagiva con una proteina localizza-
ta nei nuclei delle cellule neuronali®.

1l numero di anticorpi descritti ¢ poi aumentato nel
tempo, tanto che nel 1995 sono state pubblicate le pri-
me linee guida per la ricerca e la classificazione degli
anticorpi anti-neurone nelle SNP°.

Anche il numero di sindromi neurologiche in cui sono
presenti anticorpi anti-neurone ¢ aumentato e si sono
resi necessati criteri per la loro definizione diagnostica®
e per il trattamento’.

Nonostante tali sindromi siano rare, comparendo in
meno dell’1% dei pazienti con neoplasia e nonostante
la mancanza di un modello sperimentale che procuri
I'evidenza di un ruolo patogenetico degli anticorpi on-
coneuronali, i neurologi ritengono che la specificita della
loro presenza rappresenti un inestimabile strumento
diagnostico®.

Nel momento in cui compaiono i sintomi neurolo-
gici, la maggior parte dei pazienti non ha ancora dia-

gnosi di neoplasia e la determinazione di anticorpi anti-
neurone puo essere utile non solo nel diagnosticare la
sindrome ma anche nell’indirizzare il clinico verso una
neoplasia non ancora documentata®'’. In pazienti con
diagnosi accertata di neoplasia, la presenza di una SNP
puo preannunciare la recrudescenza del tumore o la
comparsa di una seconda neoplasia®"".

Nella Tabella I vengono riportati gli anticorpi, le sin-
dromi neurologiche paraneoplastiche e i tumori ad essi
associati'.

LLa maggior parte degli anticorpi anti-neurone attual-
mente ritenuti associati alle SNP possono essere ricer-
cati con il metodo di immunofluorescenza indiretta (IFI)
su sezioni ctiostatiche di cervelletto di scimmia' L’TFI
¢ il metodo morfologico descrittivo, che si ¢ diffuso
nei laboratori di base, sostituendo di fatto il metodo
immunoistochimico, che pure ha permesso negli anni
'identificazione della sede intracellulare degli antigeni
target degli anticorpi anti-neurone. 1l pattern fluoro-
scopico tuttavia, puo risultare di difficile interpretazio-
ne, in particolare se vi ¢ una associazione tra anticorpi
neurone specifici e anticorpi sistemici e richedere ’au-
silio di altre metodiche, come il metodo di western
blot (WB) o i metodi che utilizzano proteine ricombi-
nanti"'" per la conferma e la caratterizzazione anticor-
pale.

Scopo del presente studio ¢ stato valutare ’accura-
tezza diagnostica dei metodi analitici per la ricerca di
anticorpi paraneoplastici.

Pazienti e metodi
Pazienti

Sono stati valutati 94 pazienti neurologici consecuti-
vi, reclutati in un periodo di 7 mesi (gennaio-luglio
2007), cosi suddivisi:

28 pazienti affetti da SNP, diagnosticata secondo i cri-
teri clinici internazionali®’, cosi suddivisi: 4 affetti da
encefalite limbica paraneoplastica (PLE), 10 da dege-
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Tabella I. Anticorpi paraneoplastici, sindromi cliniche neurologiche e neoplasie associate.

Anticorpi

Sindromi cliniche

Tumori associati

Anticorpi paraneoplastici ben caratterizzati

Anti-Hu (ANNA-1)

degenerazione cerebellare subacuta, neuropatia autonomica

Anti-Yo (PCA-1)
Anti-CV2 (CRMP5)

Encefalomielite, encefalite limbica, neuronopatia sensoriale,

Degenerazione cerebellare subacuta

Encefalomielite, corea, encefalite limbica, neuronopatia

Microcitoma,
neuroblastoma, prostata

Ovaio, mammella

Microcitoma, timoma

sensoriale, neurnopatia sensori-motoria, neurite ottica,

degenerazione cerebellare subacuta, neuropatia autonomica

Anti-Ri (ANNA-2)

Opsoclono mioclono, encefalite cerebrale

Mammella, microcitoma

Anti-Ma2 (Ta) Encefalite limbica, diencefalica, cerebrale, degenerazione cerebellare subacuta Testicolo, polmane
Anti-amfifisina Sindrome di Stiff-person, encefalomielite, neuronopatia sensoriale subacuta Mammella, microcitoma
Anti-recoverina Retinopatia cancro associata Microcitoma
Anticorpi paraneoplastici parzialmente caratterizzati
Anti-Tr Degenerazione cerebellare subacuta Hodgkin
ANNA-3 Encefalomielite, neuronopatia sensoriale subacuta Microcitoma
PCA-2 Encefalomielite, degenerazione cerebellare subacuta Microcitoma
Anti-Zic4 Degenerazione cerebellare subacuta Microcitoma
Anti-mGluR1 Degenerazione cerebellare subacuta Hodgkin
Anticorpi presenti con o senza neoplasia
Anti-VGCC Sindrome miastenica di Lambert-Eaton, degenerazione cerebellare subacuta Microcitoma
Anti-AchrR Miastenia gravis Timoma
Anti-nAchR Neuropatia subacuta autonomica Microcitoma
Anti-VGKC Encefalite limbica, neuronomiotonia Timoma, microcitoma

nerazione cerebellare (DC), 14 da sindrome sensoriale
neurologica (SSN). Di 2 pazienti ¢ stato possibile valu-
tare anche il liquido cefalorachidiano.

44 pazienti affetti da patologie nenrologiche non paraneopla-
stiche cost suddivisi: 20 sclerosi multipla, 4 neutite ottica
retrobulbare (NOR), 3 morbo di Parkinson, 4 emicra-
nia primaria, 2 morbo di Alzheimer, 3 encefaliti post-
infettive, 3 malattie dismetaboliche (ipertensione, dia-
bete mellito), 1 mielite, 1 sindrome di Guillan Barre, 1
depressione, 1 fibromialgia, 1 spasmofilia. Di 25 pa-
zienti ¢ stato possibile valutare anche il liquido cefalo-
rachidiano.

22 pazienti affetti da sindrome nenrologica in corso di patolo-
gia antoimmune. 7 lupus eritematoso sistemico (LES), 2
vasculiti sistemiche, 10 connettiviti indifferenziate, 1 ar-
trite reumatoide, 1 dermatopolimiosite,1 sclerodermia.

Come gruppo controllo sono stati valutati 20 sog-
getti sani e 18 soggetti affetti da neoplasia senza sin-
drome neurologica (3 carcinoma testis, 4 linfomi, 2
carcinoma mammario, 3 carcinoma polmonare, 5 car-
cinoma ovarico, 1 tumore cerebrale).

Metodi

Su tutti i campioni di siero e di liquido cefalorachi-

diano ¢ stata eseguita la ricerca di anticorpi anti-neuro-
ne-specifici paraneoplastici con tre metodi: immuno-
fluorescenza indiretta (IFI), Western-blot (WB), line-
blot (LB) (Euroimmun Italia, Padova). I sieri sono sta-
ti valutati anche per la ricerca di anticorpi rivolti contro
antigeni nucleari (ANA) con metodo IFI su cellule HEp-
2 (Euroimmun Italia, Padova).

Immunofluorescenza indiretta (IF1)

IVIFI ¢ stata eseguita su sezioni di cervelletto di scim-
mia. Il substrato ¢ stato incubato con tutti i sieri alle
diluizioni di 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 e con i liquor indi-
luiti. Successivamente al lavaggio ¢ stato aggiunto un
coniugato costituito da immunoglobuline anti-IgG
umane legate alla fluoresceina. Su questi preparati ¢ stato
possibile evidenziare i seguenti pattern di fluorescenza
e le possibili specificita anticorpali:

1. fluorescenza granulare dei nuclei dei neuroni, anti-
corpi anti nuclei dei neuroni (ANNA):

- Anti-Hu (ANNA-1): anticorpi diretti contro pro-
teine basiche legate al’RNA dei nuclei dei neuroni
del sistema nervoso centrale e periferico.

- Anti-Ri (ANNA-2): anticorpi diretti contro i nuclei
dei neuroni del sistema nervoso centrale.
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Figura 1. a) cervelletto di scimmia: pattern di fluorescenza positivo per anticorpi anti-Hu; b) reazione di positivita con il metodo
WB; ¢) reazione di positivita con il metodo LB in un paziente con SNP e carcinoma polmonare.

2. fluorescenza citoplasmatica delle cellule del Purkinje,
anticorpi anti citoplasma delle cellule del Purkinje
(PCA):

- anti-Yo (PCA-1): anticorpi diretti contro antigeni
localizzati nel citoplasma (reticolo endoplasmatico
rugoso, apparato del Golgi, membrana citopla-
smatica) delle cellule cerebellari del Purkinje.

3. fluorescenza dei nucleoli delle cellule neuronali
- anti-Ma (Ma 1, Ma2/Ta): anticorpi dirett contro

proteine localizzate nei nucleoli dei nuclei delle cel-
lule neuronali.

4. fluorescenza del citoplasma degli oligo-dendrociti
nella lamina alba del cervelletto
- anti-CV2/CRMP5: anticorpi diretti contro una pro-

teina di 66 kDa localizzata nel citoplasma degli oli-
go-dendrociti.

5.fluorescenza delle terminazioni nervose presinapti-
che
- anti-amfifisina: anticorpi diretti contro una protei-

na sinaptica di 128 kDa.

6.fluorescenza fine del citoplasma delle cellule del
Purkinje
- anti-Tr: anticorpi diretti contro una proteina del

citoplasma delle cellule cerebellari del Purkinje.

Western-blot (WB)

Il metodo permette la determinazione di autoanti-
corpi diretti contro gli antigeni neuronali Hu, Yo e Ri.
Le strip di reazione comprendono sia i tre antigeni in
forma nativa (estratti dal cervelletto di primate e sepa-
rati tramite elettroforesi), sia in forma ricombinante.
Le strip vengono incubate con il siero del paziente di-
luito (diluizione 1:51 con buffer plus universale) o con

il liquor. Per rilevare gli anticorpi legati si procede ad
una seconda incubazione con un enzima-marcato anti-
IgG umane capace di promuovere una reazione colo-
rimetrica. Un risultato positivo per Panticorpo anti-Hu
¢ dato da una reazione della banda corrispondente ad
una proteina di 38 kDa e della banda corrispondente
all’antigene Hu ricombinante. Un risultato positivo per
P'anticorpo Yo ¢ dato da una reazione della banda cor-
rispondente ad un antigene di 62 kDa e della banda
corrispondente all’Yo ricombinante. In alcuni casi puo
essere visualizzata una seconda banda di 34 kDa. Un
risultato positivo per 'anticorpo Ri ¢ dato da una
reazione a livello delle bande corrispondenti agli anti-
geni di 80 kDa e 55 kDa: ¢ necessario avere la positivi-
ta di entrambe le bande. In aggiunta, deve essere rile-
vata una banda corrispondente all’antigene Ri ricom-
binante.

Line-blot (LLB)

Il metodo permette di evidenziare anticorpi di clas-
se IeG diretti contro sei differenti antigeni neuronali:
amfifisina, CV2/CRMP5, PNMA2 (Ma2/Ta), Ri, Yo,
Hu. Sulle strip sono coattati in linee parallele antigeni
altamente purificati; i cDNA umani corrispondenti a
tutte le proteine ricombinanti sono stati espressi in E.
coli. I campioni diluiti (1:101 con buffer plus universa-
le) sono incubati con le strip. Per rilevare gli anticorpi
legati si utilizza nella seconda incubazione un enzima-
marcato anti-IgG umane capace di promuovere una
reazione colorimetrica.

Nel caso di campioni positivi, gli anticorpi specifici
si legano all’antigene corrispondente. Le specifiche rea-
zioni anticorpali sono identificate da bande riconosci-
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Tabella II. Caratteristiche cliniche dei pazienti affetti da sindrome neurologica paraneoplastica (SNP) risultati positivi alla ricerca di
autoanticorpi anti-neurone. Quattro pazienti hanno mostrato concordanza fra metodi del 100%. (DC, degenerazione cerebellare;
SSN, sindrome sensoriale neurologica; PLE, encefalite limbica paraneoplastica).

pazienti SNP  sesso eta diagnosi neoplasia IFI (1:100)  pattern Western blot Line-blot

Paziente 1 * F 63 DC assente § POS Anti-Ri Anti-Ri (55)(80) Anti-Ri
Paziente 2 F 63 DC cr mammario NEG - NEG Anti-Yo
Paziente 3 F 65 SSN cr mammario NEG - Anti-Hu NEG
Paziente 4 M 70 SSN assente § POS Anti-Hu Anti-Hu Anti-Hu
Paziente 5 M 80 PLE cr prostatalinfoma NEG - NEG Ma2
Paziente 6 F 72 SSN cr polmonare POS Anti-Hu Anti-Hu Anti-Hu/CV2
Paziente 7 F 66 DC assente § POS Anti-Hu NEG NEG
Paziente 8 * F 69 DC cr ovarico emammario  POS Anti-Yo Anti-Yo Anti-Yo

* positivita presente anche nel liquor.
§ diagnosi di neoplasia associata eseguita nel follow-up.

bili sulle strip di blot e confrontabili con le bande
identificate su una strip marker.

Risultati
Sensibilita analitica dei metodi

Otto pazienti (28.5%) dei 28 affetti da SNP clinica-
mente definita, sono risultati positivi con almeno uno
dei tre metodi utilizzati per la ricerca degli anticorpi
anti-neurone.

In quattro casi i campioni sono risultati positivi con
tutti tre i metodi: due per anticorpi anti-Hu in pazienti
con SSN, uno affetto da microcitoma polmonare e
I’altro senza diagnosi di neoplasia al momento del pre-
lievo (Fig. 1); uno per anticorpi anti-Ri, in un paziente
affetto da DC ma assenza di neoplasia diagnosticata,
uno per anticorpi anti-Yo, in una paziente con DC e
carcinoma ovarico ¢ mammario (Tab. II).

Gli altri quattro pazienti sono risultati positivi con
uno solo dei tre metodi: uno con il metodo IFI per
anticorpi anti-Hu a titolo: in un paziente con DC e
assenza di neoplasia; uno con il metodo WB per una
proteina anti-Hu di 38 kDa in una paziente affetta da
SSN e carcinoma mammario; due con il metodo LB:
uno per anticorpi anti-Yo in una donna affetta da DC
e carcinoma mammario e uno per anticorpi anti-Ma2
in un uomo affetto da PLE e carcinoma prostatico e
linfoma (Tab. II).

Un paziente affetto da SSN e carcinoma polmonare
ha mostrato doppia positivita per anticorpi anti-Hu e
anti-CV2, evidenziata con il metodo LB.

Nel follow-up a sei mesi, in tre pazienti affetti da
SNP ¢ stata fatta diagnosi di neoplasia associata: due
erano positivi agli anticorpi anti-Hu e uno per anti-Ri.

Specificita analitica dei metodi

Nessuno dei pazienti affetti da altre patologie neu-
rologiche ¢ risultato positivo alla ricerca di anticorpi
anti-neurone con tutti e tre i metodi di determi-

nazione.

Una sola paziente (sclerosi multipla) dei 44 affetti da
patologia neurologica non paraneoplastica ¢ risultata
positiva con due metodi di ricerca. La paziente mo-
strava positivita al metodo IFI su cervelletto di prima-
te, con pattern fluoroscopico ANNA “atipico” a tito-
lo uguale o superiore a 1:500 e positivita al metodo
LB per autoanticorpi anti-Ma2. Altri otto (18%) pa-
zienti, affetti da patologia neurologica non paraneo-
plastica, sono risultati positivi con uno solo dei meto-
di: uno al metodo IFI, con quadro fluoroscopico
ANNA “atipico” e titolo uguale o superiore 1:500,
uno al metodo LB, con positivita anti-Yo e sei al solo
metodo WB, 3 positivita anti-Hu (38 kDa) ¢ 3 anti-Yo
(62 kDa).

Nel follow-up a sei mesi nessuno dei pazienti risulta-
ti positivi alla ricerca degli anticorpi ha ricevuto dia-
gnosi di neoplasia.

Due pazienti su 22 (9.1%), affette da patologia neu-
rologica in corso di malattia autoimmune, sono tisul-
tate positive con due metodi di ricerca. Entrambe
mostravano positivita al metodo IFI, con pattern fluo-
roscopico ANNA “atipico”, titolo uguale o superiore
a 1:500 e positivita al metodo WB per anticorpi anti-
Hu (38 kDa). Una era affetta da disturbi neurologici in
corso di connettivite mista, I’altra era affetta da psicosi
lupica ed entrambe mostravano positivita alla ricerca
di anticorpi anti-nucleo su HEp-2 a titolo supetiore a
1:640. Altri undici (50%) pazienti, affetti da neuropatia
in corso di patologie autoimmune, sono risultati posi-
tivi al solo metodo IFI con pattern fluoroscopico
ANNA “atipico” e/o PCA “atipico” e titolo uguale o
superiore a 1:500. 11 91% di questi pazienti era positivo
al test ANA a titolo superiore a 1:320.

Solo un paziente affetto da neoplasia ¢ risultato po-
sitivo al test LB per anti-Ma2.

Immunofluorescenza indiretta: il fattore di diluizione
La ricerca degli anticorpi anti-neurone con metodo
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Tabella III. Dati di accuratezza diagnostica dei metodi per la ricerca degli autoanticorpi anti-neurone, utilizzati singolarmente o in

associazione.
IFI 1:500 WB LB IFIelLB IFIoLB IFIeWB IFIoWB

Sensibilita (%o) 17.8 17.8  21.4 14.2 25 14.2 21.4
Specificita (%o) 97.8 91.4 96.8 98.9 95.7 96.8 90.4
Valore predittivo positivo (%o) 71.4 38.4 66.6 80.0 63.6 57.1 40.0
Valore predittivo negativo (%o) 80.0 78.8 80.5 794 81.0 79.1 79.4
Efficienza (%) 79.5 74.5 79.5 795 79.5 77.8 74.5
Probabilita pre-test (prevalenza) (%) 229 229 229 229 22.9 229 22.9
Probabilita post-test (%0) 71.4 38.5 66.7 80.0 63.6 57.1 40.0

IFT su cervelletto ¢ stata eseguita utilizzando differenti rologica.

diluizioni (range da 1:10 a 1:500). Hanno confermato
positivita al test fino alla massima diluizione (1:500) 5
dei 5 (100%) pazienti affetti da SNP, 2 degli 8 (25%)
pazienti affetti da patologia neurologica, 13 dei 17
(76.5%) pazienti affetti da patologia neurologica in
corso di malattia autoimmune, nessuno dei pazienti
affetti da neoplasia isolata. La diluizione del campione
1:500 ha mostrato le migliori performance analitiche,
in quanto pur mantenendo invariato il valore di sensi-
bilita diagnostica (17.8%) ha registrato il piu alto valore
di specificita (86.1%).

Positivita ANA su HEp-2

La ricerca degli ANA ha dimostrato positivita in 5
(11.3%) pazienti affetti da patologia neurologica non
paraneoplastica e 16 (72.7%) pazienti affetti da patolo-
gia neurologica in corso di malattia autoimmune con
titolo superiore a 1:160. In 11 pazienti, con positivita
ANA a titolo superiore a 1:320, ¢ stato possibile iden-
tificare anticorpi specifici: 6 positivita per anticorpi anti-
P-ribosoma, 2 positivita per anti-dsDNA, 3 positivita
per anti-ENA. La presenza di tali anticorpi ¢ stata rite-
nuta responsabile dei pattern di fluorescenza nucleare
e citoplasmatico “atipico” identificato con il metodo
IFT sul cervelletto di primate ed ha determinato un
incremento del valore di specificita del metodo (97.8%).

Anche 6 (21.4%) pazienti affetti da SNP presentava-
no positivita al test ANA. Nessuno di questi presenta-
va un titolo superiore a 1:320 e tre sono risultati posi-
tivi agli anticorpi anti-neurone specifici ricercati con gli
altri metodi.

I valori di sensibilita e specificita, valore predittivo
ed efficacia dei metodi usati per la diagnosi di SNP
sono illustrate nella Tabella I11.

Discussione

A causa delle difficolta nella definizione diagnostica
delle SNP, un gruppo internazionale di neurologi ha
stabilito i criteri per classificare i pazienti in sindrome
“definita” e “probabile”"". Questi ctiteti sono basati sulla
presenza o assenza di neoplasia, sulla presenza di anti-
corpi paraneoplastici e sul tipo di sindrome clinica neu-

1 pazienti con SNP definita sono quelli con:

a) sindrome neurologica classica, encefalomielite, en-
cefalite limbica, degenerazione cerebellare subacu-
ta, opsoclono-mioclono, neuronopatia sensoriale
subacuta e neoplasia, che si verifichi entro 5 anni
dalla diagnosi di disordine neurologico, indipen-
dentemente dalla presenza di anticorpi paraneo-
plastici;

b) sindrome neurologica non classica, che migliora o
si risolve dopo trattamento della neoplasia;

¢ sindrome neurologica non classica in presenza di
anticorpi paraneoplastici (ben caratterizzati e non)
e neoplasia entro 5 anni dalla diagnosi del disordi-
ne neurologico;

d) sindrome neurologica, classica e non, in presenza
di anticorpi paraneoplastici ben caratterizzati (anti-
Hu, anti-Yo, anti-Ri, anti-amfifisina, anti-CV2, anti-
Ma?2).

1 pazienti con SINP possibile sono quelli con:

a) sindrome classica in assenza di anticorpi paraneo-
plastici e in assenza di neoplasia, con elevato ri-
schio di sviluppare un tumore (abitudine al fumo);

b) sindrome neurologica, classica e non, in assenza di
neoplasia, con anticorpi paraneoplastici parzialmen-
te caratterizzati;

¢) sindrome neurologica non classica e neoplasia en-
tro due anni dalla diagnosi di disordine neurologi-
co in assenza di anticorpi paraneoplastici.

Gli anticorpi anti—neurone paraneoplastici pertanto
sono considerati criterio classificativo di SNP ma ¢
necessaria una loro caratterizzazione antigenica attra-
verso l'uso di metodologie accurate.

In letteratura sono pochi i dati relativi alle perfor-
mance analitiche dei metodi utilizzati per la ricerca di
anticorpi anti-neurone: manca un consenso sulla stan-
dardizzazione delle procedure relative all’esecuzione
delle singole metodologie e mancano proposte di al-
goritmi diagnostici, definiti in base alle caratteristiche
di sensibilita, specificita ed efficacia clinica dei singoli
metodi.

I nostro studio ha valutato le performance analiti-
che di tre metodi utilizzati per la ricerca degli anticorpi
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paraneoplastici, evidenziando che la loro prevalenza in
una casistica selezionata & del 28.5%, se la ricerca viene
eseguita con tre metodi di indagine. Presi singolarmente
o a due a due associati i metodi mostrano performan-
ce analitiche differenti che potrebbero suggerire una
loro differente associazione e/o successione nell’ese-
cuzione della diagnostica delle sindromi paraneoplasti-
che.

1l metodo IFI da solo non presenta elevata sensibili-
ta, paragonabile cio¢ a quella che raggiunge nella ricer-
ca di altri autoanticorpi. La scarsa sensibilita del meto-
do puo essere legata a differenti fattori: bassa preva-
lenza di anticorpi e bassa sensibilita analitica. Entrambi
questi limiti andrebbero meglio analizzati attraverso l'uti-
lizzo di substrati tessuto specifici alternativi o in asso-
ciazione al cervelletto.

Il metodo presenta anche limiti di specificita analitica
in parte superabili attraverso il fattore di diluizione del
campione e la ricerca contemporanea di anticorpi non
neurone specifici. I’esecuzione di differenti diluizioni
ha permesso di dimostrare che il migliore compro-
messo tra sensibilita e specificita si verifica alla diluizio-
ne di 1:500. Questa diluizione, infatti, oltre ad assicura-
re una discreta sensibilita (quando presenti, gli autoan-
ticorpi paraneoplastici sono ad elevato titolo), offre il
vantaggio di annullare il background di fluorescenza
prodotto sui preparati dalla possibile presenza di au-
toanticorpi non neurone-specifici. Nonostante I'eleva-
ta diluizione del campione, il metodo non sempre con-
sente di discriminare agevolmente pattern di fluore-
scenza “tipici” e “atipici”'. Tale difficolta interpretati-
va ¢ attribuibile in alcuni casi, alla coesistenza di anti-
corpi neurone-specifici e altri anticorpi, anche in pa-
zienti affetti da SNP; in altri casi, alla presenza di anti-
corpi non neurone specifici, in soggetti affetti da pato-
logie autoimmuni che presentano disturbi neurologici,
che possono mimare, per manifestazioni cliniche, le SNP.
L’esecuzione del test ANA su HEp-2 ha permesso di
identificare positivita anticorpali ad alto titolo, poi at-
tribuiti ad anticorpi sistemici specifici, che sono stati
ritenuti responsabili dei pattern atipici sul cervelletto di
primate e che hanno portato ad un incremento della
specificita diagnostica del metodo IFI.

Alla luce di questi dati, il metodo IFI potrebbe pre-
sentare maggiori potenzialita diagnostiche nel ricono-
scere nuovi pattern neurone-specifici e /o la coesisten-
za di altri autoanticorpi, contribuendo a definire ulte-
riori profili anticorpali in questo gruppo di patologie.
Infatti Pefficacia analitica addizionale che il metodo IFI
possiede rispetto ad altri metodi ¢ data dalla possibilita
di individuare la contestuale presenza di anticorpi an-
che diversi da quelli attualmente noti.

Il metodo IF], in ogni caso, non ¢ in grado di carat-
terizzare tutte le specificita anticorpali descritte nei cri-
teri classificativi e questo aspetto sembra piuttosto rile-
vante dal momento che i dati di letteratura indicano
Pesistenza di una correlazione tra la specificita anticor-
pale, tipo di tumore associato e sindrome paraneopla-
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stica, con importanti riflessi non solo diagnostici ma
anche prognostici.

Il metodo di WB, proposto come metodo piu spe-
cifico, ha confermato le positivita riscontrate in IFI nei
pazienti affetti da SNP e ha riportato positivita anche
nel liquor cefalorachidiano. Tuttavia, in 2 casi non ha
rilevato autoanticorpi evidenziati dal solo metodo LB
¢ presenti in percentuale statisticamente significativa nelle
SNP associate ai carcinomi diagnosticati. La minor sen-
sibilita del metodo di WB rispetto al LB puo essere
imputata al fatto che alcuni epitopi vengono alterati o
perduti per denaturazione degli antigeni durante le fasi
di allestimento dei blot.

E pure possibile che pazienti affetti da neuropatia in
corso di connettivite mista e tisultino positivi al meto-
do di WB e non al metodo LB che impiega antigeni
ricombinanti. Infatti, autoanticorpi presenti in pazienti
affetti da malattie autoimmuni sistemiche possono ri-
conoscere Pantigene Hu su estratti neuronali di WB,
perché questo antigene presenta peso molecolare e
conformazione simile ad alcuni antigeni specifici di
patologia autoimmune®.

1l metodo di WB, pertanto, pur essendo utile nella
caratterizzazione delle positivita autoanticorpali verso
antigeni onconeuronali, presenta tuttavia scarsa specifi-
cita analitica oltre che problemi di standardizzazione
metodologica.

L’utilizzo di antigeni ricombinanti, solo recentemen-
te disponibili, ha determinato una svolta nella diagno-
stica di laboratorio nelle sindromi neurologiche para-
neoplastiche. I risultati da noi ottenuti mostrano che il
metodo LB da solo presenta buone performance dia-
gnostiche rispetto al metodo IFI e WB. Seppure ogni
glorno vengano descritti nuovi anticorpi associati alle
SNP, solo alcuni di questi vengono considerati para-
neoplastici “ben caratterizzati” e/o “patzialmente ca-
ratterizzati”, quindi clinicamente utili all'inquadramen-
to diagnostico'’. Il profilo antigenico proposto dal
metodo LB ne contempla alcuni ma non tutti e ne pet-
mette la caratterizzazione. In futuro ¢ prevedibile un
ulteriore ampliamento del profilo antigenico.

La nostra esperienza ha dimostrato che il metodo
LB da solo ¢ in grado di offrire una buona accuratezza
diagnostica nella ricerca degli anticorpi paraneoplastici.
Iassociazione con il metodo IFI, pur migliorando la
sensibilita diagnostica dei due metodi presi singolar-
mente, ne penalizza la specificita e non sembrerebbe
vantaggiosa se non per la possibilita di evidenziare al-
tre specificita neurone specifici e non specifici, che co-
munque necessiterebbero di ulteriori verifiche.

La diagnostica autoanticorpale delle SNP ha subito
negli ultimi decenni un importante impulso, ma la sua
collocazione nei laboratori di routine appare ancora
piuttosto problematica a causa della bassa frequenza
di sindromi paraneoplastiche (<1 caso per 200.000 al-
'anno)®, della bassa prevalenza di autoanticorpi iden-
tificabili nel siero di pazienti'®, della difficile selezione
clinica dei pazienti da sottoporre alle indagini anticor-
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pali e, non ultimo, delle differenti caratteristiche analiti-
che dei metodi per la determinazione degli anticorpi'”.
Alcuni autori sostengono che i laboratori specialistici
con piu elevato turnover diagnostico siano meglio de-
putati alla diagnostica delle sindromi paraneoplastiche'.
Tuttavia se questo poteva trovare giustificazione quan-
do la ricerca degli anticorpi veniva eseguita con meto-
dologie indaginose come 'immunoistochimica, oggi
l'avvento di metodi di immunoblotting e I'utilizzo di
antigeni ricombinanti ne rende piu facile la esecuzione,
interpretazione e standardizzazione.

11 laboratorio dispone oggi di pit metodi per la ri-
cerca degli anticorpi e sempre nuovi anticorpi vengo-
no descritti nella diagnosi delle SNP ma anche un’ac-
curata preselezione del paziente con le informazioni
cliniche fornite puo contribuire ad incrementarne Uef-
ficacia diagnostica.
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