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Generalita Una recente revisione/codifica della classificazione
della SSc distingue 2 sottogruppi di malattia (5), lo-

La sclerodermia (sclerosi sistemica progressivasalizzata e generalizzata (o sistemica), le cui caratte-

SSP, SSc) e una malattia infiammatoria del tessutistiche sono da intendersi come i poli estremi di

connettivo, caratterizzata da una vasculopatia deho spettro continuo; la forma generalizzata, sulla

microcircolo arterioso e da un’iperproduzione dellebase dell'interessamento cutaneo puo essere distinta

componenti della matrice connettivale, con consén limitata (IcSSc) o diffusa (dcSSc) (5,6): gli au-

guente fibrosi della cute e degli organi interni. toanticorpi anti-topoisomerasi I, pur non essendo

La diagnosi di SSc e essenzialmente clinica, dat@sclusivi, sono pil frequentemente associati alla for-

che i criteri classificativi proposti dal’American ma diffusa.

College of Rheumatology (ARC, precedentementg ruolo del laboratorio di autoimmunologia & diven-

American Rheumatism Association, ARA) risalgonotato quindi insostituibile nella diagnosi della sclero-

al 1980 (1) e non tengono conto del frequente ridermia e nella definizione dei sottogruppi della ma-

scontro di autoanticorpi, caratteristicamente presenfttia e nella prognosi (7).

in tutte le forme di malattia, la cui evidenziazione si

affermata largamente nei laboratori clinici a partire

dai primi anni '80. - Struttura molecolare dell'autoantigene

La disponibilita di un substrato costituito da cellule

HEp-2 nel metodo di immunofluorescenza indirettey ytoanticorpi diretti contro I'autoantigene Scl-70

(IF1) consente di identificare la presenza di anticorpiong stati inizialmente riconosciuti con metodo

anti-nucleo (ANA) nella totalita dei pazienti affetti |r| con un quadro fluoroscopico finemente granu-

da SSc: attualmente il rilievo dellassenza di ANAjzre e nucleolare e precipitati con metodo di im-

nel siero di pazienti con sintomi ascrivibili a SScyunodiffusione doppia (DID) da Douvas et al. nel
puo essere considerato un criterio di esclusione delj@m (8): il termine Scl-70 venne originariamente

malattia (2). | pattern riconoscibili sono rappresentazqniato ‘a causa della specificita dell'antigene per

ti dal quadro centromerico (25%), omogeneo (26%), ssc e del suo apparente peso molecolare (70
granulare (fine: 21%, grossolano: 7%), granularegyg PP P (

nuocleolare (14%), nucleolare (7%), citoplasmaticqe| 1986 'antigene Scl-70 & stato caratterizzato ed
(3%) (3). identificato nell’enzima topoisomerasi | (topo-I) da

Gli autoanticorpi piu frequentemente rilevabili nelgp o ot 51 (9): successivamente tale osservazione &
siero di pazienti affetti da SSc sono distinguibili in 3

T pasiiil alet . . ; stata ampiamente confermata da altri (9, 10).
classi principali, gli anti-topoisomerasi | (anti-topo |

: 9" < P~ 'La topoisomerasi | (topo-l) € un enzima (EC
o anti-Scl-70), gli anti-centromero (ACA) e gli anti- A
RNA polimerasi |,I1,11l: ciascuno & presente in Circa5.99.1.2) altamente conservato, presente cioé nelle

. 00 ; o - ellule eucariotiche e procariotiche (12) e apparte-
gszc?ugi(\)/?(g)el pazienti ed € in genere mutuamentﬁeme alla famiglia delle topoisomerasi (di cui sono

Gli autoanticorpi anti-topoisomerasi | vengono riIeva—nOtI almeno 3 sottotipi: 1, I, 1ll): questi enzimi pre-

ti esclusivamente nel siero di pazienti sclerodermici, SENano in generale la funzione di modificare la su-
perstruttura del DNA nativo, mediante una modifi-

. _ cazione del numero di giri della doppia elica e la
Corrispondenzadr. Renato Tozzoli conseguente conversione delle molecole in diverse

Laboratorio Analisi Chimico-cliniche e Microbiologia . .
Presidio Ospedaliero Via Sabbionera, 45 - Latisana (Ud) forme topologiche, senza alterazione della sequenza
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La topoisomerasi | € un polipeptide di 765 AA, pes@on SSc sono associati con alcuni alleli del sistema
molecolare di 90,650 kDa, codificato da un mMRNAHLA, in particolare con l'allele HLA-DRB 1*1101

di 4.1 kb (13); frammenti di pit basso peso moleconegli Stati Uniti, con I'allele DRB 1*1502 in
lare (tra 60 e 90 kDa) conservano l'attivita enzimatiGjappone, (32) e con l'allele HLA DRB 1*11 in
ca (9,13-16): in particolare il frammento carbossitergyopa (UK) (33).

minale di 67,7 kDa presenta il sito attivo (12), che @:,5sqciazione tra dcSSc, presenza di anti-topo | e

localizzato tra gli aminoacidi 344 e 483 (13, 15). DRB 1*11 rappresenta un fattore di rischio elevato
L’enzima e stato localizzato nel nucleoplasma, nel _ .. .
Jer 'impegno polmonare nella malattia (33).

nucleolo, in stretta correlazione con la RNA-polime
rasi | (10) e nei cromosomi durante la mitosi (17). o
Nella molecola sono stati identificati almeno 6 epiMétodi diricerca
topi immunodominanti, 2 dei quali principali (18), _ o _ o
riconosciuti dalla maggior parte degli autoanticorpGli autoanticorpi anti-Scl-70 sono evidenziabili con
presenti nel siero dei pazienti; anche in questo casbmetodo di immunofluorescenza indiretta su cellule
come in molti altri, la risposta autoimmune € oliogo-HEp-2: il quadro fluoroscopico, caratteristico, & co-
clonale; tale evidenziazione rappresenta un elemengtituito da una positivita multipla finemente granula-
di criticita nella messa a punto di metodi di laborare (diffuse o discrete granular pattern) del nucleopla-
torio specifici e sensibili. o sma e dei nucleoli, sedi prevalenti di localizzazione
L'epitopo principale e localizzato in vicinanza delge|Iautoantigene DNA topoisomerasi | (10).

sito attivo (19, 20), compreso tra gli AA 209-276) 5 hositivita del test IFI richiede I'identificazione
(21) ed e considerato universale in quanto capace lla specificita anticorpale.

legare autoanticorpi presenti nel siero di pazienti . . . S — .
sclerodermici e non (22-24): tale vicinanza probabiltl metodi per Il dosaggio degli anticorpi antl-topoiso

mente spiega l'inibizione in vitro del test funzionaleMeras! | sono stati per lungo tempo la doppia immu-

DNA topoisomerasi |, da parte di autoanticorpi antinodiffusione (DID) e la contro-immunoelettroforesi

topo | (19, 20). ((;IE), che utilizzavano estratti nucleari da timo di
La topoisomerasi | standard impiegata inizialmentitello.

per la rilevazione degli specifici autoanticorpi eraLa labilita dell'antigene topoisomerasi, soggetto a
derivata da un estratto non purificato di timo di vi-parziale proteolisi (da 100 kDa a 60-70 kDa) duran-
tello (25); la separazione cromatografica dell’enzite il processo di estrazione (34), comporta la neces-
ma su colonne di idrossiapatite e Biorex 70 consentsita di particolari accorgimenti nella sua manipola-
di ottenere un estratto purificato, che permette mizione e nell’esecuzione di queste metodiche, spe-
gliori performance (15): entrambe le modalita son@jalmente in condizioni non standardizzate (35): ne
impiegate negli attuali metodi di dosaggio degli aupyp conseguire una ridotta sensibilita nella rileva-

toanticorpi anti-Scl-70. ione dei corrispondenti autoanticorpi.

La proteina pud essere inoltre ottenuta mediante 3 tecniche immunoenzimatiche (ELISA) (36), le

tecnologia del DNA ricombinante: una proteina ri- . o -

combinante € stata prodotta mediante I’introduzionEe‘:r."Che di |m_mun_oblot (37.) © d! |mmgn_odot (15)

del cDNA della DNA topoisomerasi isolato da Mmpiegano antigeni estrattivi (da timo di vitello o da

d’Arpa et al. in cellule procarioticheE( coli) (13 cellule HeLa) o ricombinanti, da cellule procarioti-

26) 0 in cellule eucariotiche( frugiperd (27, 28).  che €. coli) (13, 26) o eucariotiches( frugiperda-
baculovirug (27, 28, 38).

Le tecniche ELISA con antigene estrattivo purifi-

Gli autoanticorpi cato con cromatografia di affinita sono piu sensi-
o S bili della DID (con antigene estrattivo da timo di
Frequenza, significato, associazioni cliniche vitello) e specifiche quanto 'immunoblot (con an-

_ _ o _ _ __tigene estrattivo da cellule HeLa) nella rilevazione
da IgG di tutte le sottoclassi (29), da IgA, meno fretecniche ELISA con antigene ricombinant®. (

quentemente da IgM (30) e sono presenti in circa fy, inerda-haculovirul presentano una superiore

o : A .
20-40% dei pazient affetti da SSc, con frequenzgensib”ita rispetto alle tecniche ELISA con antige-
molto maggiore nella forma diffusa, rispetto a quella

limitata: 'ampia oscillazione nelle frequenze di po-ne estrattivo (25). . . .

sitivita, presente nelle casistiche in letteratura (3YN récente studio multicentrico condotto dal
75%) (31), & dipendente da fattori genetici e razzial>ruppo di Studio in Autoimmunologia della SIMeL
da diverse modalita di classificazione dei pazienti(40) ha evidenziato una sensibilita superiore dei me-
ma soprattutto dai diversi metodi di laboratorio im1odi ELISA e IB rispetto al metodo CIE, con una
piegati nel tempo per la loro rilevazione. specificita praticamente sovrapponibile nella rileva-
Gli autoanticorpi anti-topoisomerasi | nei pazientizione di questa classe di autoanticorpi.
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