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PATHWAY BAFF/APRIL NELLA SINDROME DI SJéGREN’E NEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO:
RELAZIONE CON INFIAMMAZIONE CRONICA E ATTIVITA DI MALATTIA

M. Vadacca, D. Margiotta, F. Buzzulini, A. Rigon, M. Lo Vullo, G. Sambataro, A. Afeltra

Universita Campus Bio Medico, Roma

Introduzione: Il B-cell activating factor (BAFF o BLyS) e il
proliferation-inducing ligand (APRIL) sono componenti della
superfamiglia del TNFalfa, implicate a vari livelli nella pro-
duzione, maturazione e funzione dei linfociti B. Numerosi stu-
di mostrano una implicazione di entrambe le molecole nella pa-
togenesi di malattie autoimmuni come il Lupus Eritematoso Si-
stemico (LES) e la Sindrome di Sjogren (SS). Non vi sono da-
ti esaurienti in letteratura sulla relazione tra il sistema
BAFF/APRIL e gli indici di attivita di malattia e di danno.
Materiali e Metodi: Sono stati arruolati 40 pazienti affetti da
LES, 20 affetti da SS e 20 controlli sani. Tutti i soggetti erano
di sesso femminile. In tutti i pazienti sono stati valutati gli in-
dici di flogosi (VES, PCR), il dosaggio delle immunoglobuli-
ne (IgG, IGA, IgM), gli anticorpi antinucleo (ANA) ed ENA
(SSA, SSB e Sm) e gli indici di attivita di malattia (SSDAI e
SLEDAI) e di danno (SSDDI e SLICC) per la SS e per il LES.
I PBMC:s sono stati valutati mediante citofluorimetria con un
pannello di monoclonali anti CD3, CD19 e CD20 (BD). BAFF
ed APRIL sono stati dosati mediante metodica ELISA (Ben-
der MedSystem).

Risultati: Sia i linfociti CD3-CD19+ che i CD20+ sono aumen-
tati in modo statisticamente significativo, in numero assoluto e
in percentuale, nelle pazienti con LES rispetto ai soggetti con SS.
Ilivelli di APRIL sono risultati aumentati nel LES rispetto ai con-

trolli (9.3 vs 7.5, p0.001) e nella SS rispetto ai controlli (9.7 vs
7.5, p0.003); non abbiamo riscontrato differenze statisticamente
significative tra LES e SS. I livelli di BAFF sono risultati signi-
ficativamente maggiori nel LES rispetto alla SS (14.6 vs 8.8,
p0.02). Inoltre, abbiamo riscontrato una differenza statisticamente
significativa tra LES e controlli (14.6 vs 5.7, p0.0003) e SS e con-
trolli (8.8 vs 5.7, p0.01). Nel LES i valori di APRIL correlavano
positivamente con SLEDAI (10.3, p0.04), SLICC (0.5, p0.001),
VES (10.3, p0.005) e PCR (10.04, p0.02). Nella SS i livelli di
APRIL e BAFF risultavano maggiori nei soggetti con positivita
ENA SSA (p0.01 e p0.001); inoltre, abbiamo riscontrato una cor-
relazione positiva tra APRIL e SSDAI (10.4, p0.02), SSDDI (10.4,
p0.01),IgG (0.5, p0.01), VES (10.6, p0.01) e PCR (0.6, p0.02)
e tra BAFF e SSDDI (10.4, p0.02).

Conclusioni: Il nostro studio ha evidenziato non solo aumen-
tati livelli di BAFF ed APRIL nelle pazienti con LES e SS ri-
spetto ai soggetti sani, ma anche una relazione con gli indici
di flogosi studiati (VES e PCR) in entrambe le patologie. Inol-
tre, rappresenta la prima evidenza della correlazione esistente
tra livelli di BAFF ed APRIL ed indici di attivita di malattia e
di danno non solo nel LES ma anche nella SS.

Keywords: Lupus eritematoso sistemico, Sindrome di Sjogren,
BAFF/APRIL.

ANALISI QUALITATIVA DELLE LESIONI IN RMN CEREBRALE NEL LES E FATTORI DI RISCHIO ASSOCIATI

P. Tomietto', V. Annese’, S. D’Agostini’, P. Venturini’, M. Regis’, S. De Vita®, G.F. Ferraccioli’
'Clinica Medica, Universita di Trieste; *Clinica Neurologica, Universita di Udine; Servizio di Neuroradiologia, Ospedale Santa Maria
della Misericordia, Udine; ‘Clinica Reumatologica, Universita di Udine; ’Clinica Reumatologica, Universita del Sacro Cuore, Roma

Obiettivi: Determinare i fattori di rischio associati alla pre-
senza di lesioni alla RMN cerebrale in pazienti (pz) con LES
e la loro relazione con i deficit cognitivi (DC).

Metodi: 52 pz lupici consecutivi sono stati sottoposti a RMN
cerebrale e a una batteria neuropsicologica di 3 h. Lo SLEDAI,
lo SLICC DI, i fattori di rischio cardiovascolare, la dose di ste-
roide/die, la positivita per il Raynaud, per gli antifosfolipidi
(aPL) e la presenza di iperomocisteinemia sono stati registra-
ti per tutti i pz. Un’analisi qualitativa delle lesioni in RMN ¢
stata eseguita da un neuroradiologo per i seguenti parametri:
atrofia corticale, dimensioni delle lesioni iperintense in T2 (mi-
crolesioni minori 6 mm, macrolesioni >6 mm), localizzazione
(corticale, sottocorticale e iuxtacorticale). I dati sono stati va-
lutati mediante regressione logistica multipla e correlazione
(Spearman’s correlation coefficient).

Risultati: 33 pz (63,5%) presentavano alterazioni alla RMN, in
particolare, 51,9% atrofia, 42,3% microlesioni, 25% macrole-
sioni, 15,4% a localizzazione corticale, 44,2% sottocorticale e
11,5% iuxtacorticali. 28,8% dei pz presentavano DC di grado
moderato/severo. Le alterazioni in RMN sono risultate correla-
te all’eta (r=0,29, p=0.037), allo SLICC (r=0,47, p<0.0001), al-
la positivita per gli aPL (r=0.39, p=0.004), all’ipertensione
(HTN)(r=0,44, p=0,001), all’iperomocisteinemia (r=0,37,
p=0,006) e alla severita dei DC (r=0,585, p<0.0001). Le re-
gressioni logistiche multiple hanno evidenziato come I'eta e la
positivita per gli aPL risultino associate in modo indipendente
allo sviluppo di atrofia (rispettivamente p=0,003, OR 9,3,

CI95%2,1-41,6, p=0,05, OR 3,9, CI95% 1-15,2), lo SLICC,
I’iperomocisteinemia e ’HTN allo sviluppo di microlesioni (ri-
spettivamente p=0.008, OR 6,8, CI195% 1,6-28,6, p=0,015, OR
5,9, C195% 1,4-24.5, p=0,05, OR 4,6, C1 95% 1-21,2) e di le-
sioni sottocorticali (rispettivamente p=0,004, OR 16,6, C195%
2,5-61,9, p=0,03, OR 5.9, CI95%, 1,2-29,5, p=0,004, OR 16,6,
CI95% 2,5-109). La presenza di macrolesioni ¢ risultata asso-
ciata in modo indipendente allo SLICC (p=0,014, OR 6,9, CI
1,5-32,7) e al’HTN (p=0,02, OR 5,6, C195% 1,3-25,1) e le le-
sioni corticali allo SLICC (p=0,002, OR 13,5, CI95% 1,5-
120,4); escludendo lo SLICC da questa analisi I iperomocistei-
nemia ¢ ’unico fattore di rischio associato alle lesioni cortica-
li (p=0,04, OR 6,6, C195% 1-40,2). Tutti i tipi di lesioni, eccetto
le corticali e le iuxtacorticali, sono risultate correlate alla pre-
senza di DC moderati/severi, in particolare 1’atrofia (r=0,46,
p=0,001) e le lesioni sottocorticali (r=0,481, p<0,0001).

Conclusioni: Nel LES, i fattori di rischio associati ad altera-
zioni della RMN cerebrale sono lo SLICC, la positivita per gli
aPL, I’iperomocisteinemia e 'HTN. Gli aPL risultano associati
all’atrofia mentre I’HTN e I’iperomocisteinemia allo sviluppo
di micro e macro lesioni sottocorticali. Tali alterazioni condi-
zionano I’insorgenza di DC di grado moderato/severo. Uno
stretto controllo dell’HTN e dell’iperomocisteinemia, oltre al-
la terapia antiaggregante, risultano pertanto necessari per pre-
venire la comparsa di lesioni in RMN e di DC nel LES.

Keywords LES, Deficit cogntivi, RMN cerebrale.
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QUALITA DI VITA NEL LES: RELAZIONE CON IL COINVOLGIMENTO NEUROPSICHIATRICO

E EXTRA-CEREBRALE

P. Tomietto', V. Annese’, P. Venturini’, M. Regis3, S. De Vita’, G.F. Ferraccioli'
'Clinica Medica, Universita di Trieste; Clinica Neurologica, Universita di Udine; *Clinica Reumatologica, Universita di Udine;

*Clinica Reumatologica, Universita del Sacro Cuore, Roma

Obiettivi: Determinare la possibile relazione della qualita di
vita (QoL) nei pazienti con LES con il coinvolgimento d’or-
gano di tipo neuropsichiatrico (NP) e non-neuropsichiatrico.
Metodi: 56 pazienti (pz) consecutivi con LES sono stati sot-
toposti al Medical Outcome Survey Short Form 36 (SF-36), per
valutare la qualita di vita legata alla salute (HRQoL), all’Ho-
spital Anxiety and Depression Scale e a una batteria neuropsi-
cologica di 3 ore per valutare la presenza di deficit cognitivi.
Il coinvolgimento d’organo neuropsichiatrico ed extra-cere-
brale, lo SLEDAI e lo SLICC DI, la presenza di Raynaud, an-
tifosfolipidi (aPL) e di iperomocisteinemia sono stati registra-
ti per tutti i pazienti. I dati sono stati valutati mediante una re-
gressione logistica multipla e analisi di correlazione (Spear-
man’s correlation coefficient).

Risultati: 52 pz (92,8%) presentavano un coinvolgimento neu-
ropsichiatrico (inclusi ansia, depressione, deficit cognitivi lie-
vi), 47 pz (83,9%) avevano un coinvolgimento cutaneo, 45
(80,3%) artrite, 46 (82,1%) coinvolgimento ematologico (in-
clusa linfopenia), 7 (12,5%) ulcere orali/nasali, 5 (8,9%) sie-
rositi, 21 (37,5%) il fenomeno di Raynaud, 37 (66,1%) positi-
vita per aPL e 22 (39,3%) iperomocisteinemia.

Lo SLICC-DI ¢ risultato correlato con la subscala attivita fisica
(PA) dell’SF-36 (r=-0,44; p=0,001), con la componente “fisica”
dell’SF-36 (physical component summary=PCS) (r=-0,267,
p=0,047) e con il numero di eventi NP (r=0,35, p=0,007). Lo
SLEDALI non ¢ risultato correlato con nessuna subscala dell’ SF-
36. Lo score totale dell’SF-36 (TSC), la componente fisica
(PSC) e mentale (MCS) sono risultati tutti inversamente cor-

relati al numero di eventi NP (r=-0,5, p<0,001) ed in partico-
lare alla presenza di ansia e depressione (per TSC r=-0,56,
p<0.001); nessuna relazione ¢ stata trovata con le manifesta-
zioni cerebrali non psichiatriche.

Tra gli impegni d’organo extra-cerebrali, il TSC ¢ risultato cor-
relato con la presenza di sierosite (r=-0,32, p=0,018), la PCS e
le subscale attivita fisica (PA) e attivita sociali (SA) con la po-
sitivita per il fenomeno di Raynaud (rispettivamente r=-0,34
p=0,01, r=-0,38 p=0,003, r=-0,3 p=-0,0027 ), la subscala “sa-
lute generale” (GH) con I’iperomocisteinemia (r=-0,31,
p=0,024) e la subscala “salute mentale” con la presenza di aPL
(r=0,31, p=0,019).

Nella regressione logistica, la depressione & risultata il princi-
pale fattore in grado di influenzare in modo indipendente la
QoL (p=0,015, OR=0,18, CI95%: 0,045-0,72).

Conclusioni: Nel LES, la QoL, sia nelle componenti mentali
che fisiche, ¢ principalmente influenzata dalla presenza di an-
sia e depressione.

Anche la presenza di sierosite, del fenomeno di Raynaud, di
iperomocisteinemia e della positivita per gli aPL possono in-
fluenzare alcune componenti della QoL.

L’attivita di malattia non modifica la QOL mentre 1’indice di
cronicita riduce principalmente la componente fisica della QoL.
L’identificazione dei disturbi dell’'umore nei pazienti con LES
risulta utile al fine di migliorare, attraverso un supporto psico-
logico ed eventuali farmaci anti-depressivi, la QoL.

Keywords: LES, Qualita di vita, Depressione.

LONG TERM OUTCOME OF TREATMENT OF DIFFUSE PROLIFERATIVE GLOMERULONEPHRITIS
(DPGN) WITH PULSE STEROIDS AND SHORT COURSE PULSE CYCLOPHOSPHAMIDE

C. Tani', M. Mosca', A. D’Ascanio’, R. Neri', A. Tavoni’, L. Carli', S. Bombardieri'
'Reumatologia, Univerista degli Studi di Pisa; *Immunoallergologia Clinica, Universita degli Studi di Pisa

Introduction: Cyclophosphamide (CYC) is considered the

treatment of choice for DPGN. However, relapses can occur

after the end of treatment and, on the other hand, prolonged

CYC treatment has been associated with a high incidence of

serious side effects.

On this basis, long-term follow- up is necessary to evaluate the

risk- benefit ratio of various immunosuppressive strategies. In

2001, we reported the incidence of renal flares and the long-

term outcome in a group of SLE patients with DPGN treated

with pulse steroids and a short course of pulse CYC leading to

the conclusions that this treatment protocol might be effective

in controlling disease activity and preventing renal flares (RF),

especially in patients characterized by older age and low ac-

tivity index (AI) on renal histology.

Objectives: We extended the observational period of our ori-

ginal DPGN SLE cohort in order to evaluate:

- the very long- term outcome of DPGN (>10 years);

- cumulative incidence of RF;

- predictor variables of disease outcome at the end of the fol-
low-up.

Methods: Patients: female SLE patients fulfilling ACR crite-

ria with active DPGN treated with pulse steroids and pulse
CYC.

Outcome measures: RF: increase of at least two of the follow-
ing parameters after a remission was achieved: dysmorphic
erythrocytes, cellular casts, proteinuria, serum creatinine.
Poor renal outcome (at the end of follow-up): renal insuffi-
ciency (doubling in serum creatinine values for at least 6
months with a plasma creatinine value of at least 2 mg/dl) or
end-stage renal disease (ESRD).

Results: 30 female patients with DPGN were included (mean
follow-up 117.7 months, min 20 - max 187 since the end of
the treatment protocol).

From the original cohort, 20 (66.7%) patients are actually in
follow-up at our unit, 4 (13.3%) died and 6 (20%) were lost
during the follow-up.

14 (46.6%) patients presented at least one RF during the fol-
low up for a total of 21 flares. Interestingly, respect to our pre-
vious observation, this extended follow-up allowed us to reg-
ister four additional late RF.

At our last observation, 18 (60%) presented a good renal out-
come, 12 (40%) presented a poor outcome, 7 of which with
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ESRD. As previously reported, RF were correlated with
younger age at kidney biopsy (p=0.036); in addition patients
who relapsed tended to have higher Al

Poor long-term renal outcome significantly correlates with the
cumulative numbers of renal flares after remission (p=0.03),
and it shows a tendency to correlate with the cronicity index
on kidney histology at baseline (p=0.08).

Conclusions: These data suggest that a short course therapy
with CYC might be effective in controlling disease activity
and preventing a poor renal outcome in older patients with low
activity on renal biopsy and suggest the possibility of tailoring
immunosuppressive therapy on the basis of prognostic factor
at baseline.

Keywords: Lupus nephritis, Cyclophosphamide, Long term
outcome.

| DEFICIT DI MEMORIA NEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

S. Rinaldi', S. Mondini’, M. Zen', M. Tonon', S. Bettio', D. Piccoli’, A. Ghirardello', G. Arcara’, L. Punzi', A. Doria'
'Unita Operativa Complessa di Reumatologia, Padova; *Dipartimento di Psicologia Generale, Padova

Scopo dello Studio: I risultati degli studi sui deficit cognitivi
nel Lupus Eritematoso Sistemico (LES) sono contraddittori.
Obiettivo dello Studio: Verificare se nei pazienti con LES so-
no presenti deficit cognitivi, in particolare di memoria, e se ta-
li deficit sono correlati a variabili cliniche quali gravita, grado
di attivita e indice di danno della malattia o se dipendono dal-
la concomitante presenza di depressione e ansia. Obiettivo se-
condario era identificare fattori in grado di predire le condizioni
mnestiche dei pazienti affetti da LES.

Materiali e Metodi: Abbiamo studiato 126 pazienti ambula-
toriali affetti da LES (criteri ARA): 16 maschi e 110 femmi-
ne, eta media 38,9+11,9 anni. Abbiamo definito la gravita di
malattia sulla base degli organi ed apparati coinvolti (lieve: cu-
te, articolazioni, sangue e membrane sierose; grave: rene, Si-
stema nervoso, cuore, polmoni, anemia emolitica). L’attivita
della malattia ¢ stata valutata con European Consensus Lupus
Activity Measurement Index (ECLAM); I’indice di danno con
il Systemic Lupus International Collaborating Clinics Dama-
ge Index (SLICC-DI). Tra le variabili cliniche della malattia
abbiamo considerato: artrite, artralgia, rash cutaneo, fenome-
no di Raynaud, sierositi, coinvolgimento ematologico, renale
e neurologico, anti-dsDNA, anti-RNP, anti-Ro/SSA, anti-
La/SSB, anticardiolipina e lupus anticoagulant. Le abilita mne-
stiche sono state misurate con la Wechsler Memory Scale
(WMS), considerando sia il Quoziente di Memoria totale
(QM), sia i punteggi ai singoli subtest. I sintomi di depressio-
ne e ansia sono stati valutati con due interviste strutturate: Ha-
milton depression rating scale (HAM-D) e Hamilton rating

scale for anxiety (HAS). L’analisi statistica ¢ stata condotta con
il programma SPSS.

Risultati: Al momento della valutazione i pazienti avevano una
durata media di malattia di 9,9+6,3 anni (range 1-32), un pun-
teggio medio di ECLAM di 1,67+1,12 (range 0-6) e di
SLICC/ACR di 0,33+0,84 (range 0-5), 31 pazienti (24,6%)
avevano una forma grave e 95 (75,4%) una forma lieve di ma-
lattia. Le prestazioni alla WMS, compreso QM e i singoli sub-
test della batteria, non sembrano influenzate da gravita, attivita
e indice di danno del LES, né dalle altre variabili cliniche con-
siderate. I sintomi di depressione e ansia risultano inversa-
mente correlati al QM (rispettivamente rho=-0,27, p=0,002 e
rho=-0,28, p=0,001) e ad alcuni sub-test della WMS (i.e., me-
moria logica, ripetizione di cifre, riproduzione a rovescio, ri-
produzione visiva, associazione), ovvero tutte quelle prove che
richiedono il coinvolgimento della working memory nella sua
componente verbale e visuospaziale. Il metodo statistico Clas-
sification Trees ha evidenziato che I'unica variabile in grado
di predire il punteggio al QM ¢ il grado di depressione misu-
rato alla HAM-D: un punteggio >6,5 alla HAM-D predice un
QM medio di 89/100, mentre un punteggio <6,5, si predice un
QM medio di 96/100.

Conclusione: La memoria dei pazienti affetti da LES sembra
dipendere dai sintomi depressivi e non dalle caratteristiche del-
la malattia quali gravita, attivita o danno permanente.

Keywords: Lupus eritematoso sistemico, Deficit di memoria,
Ansia e depressione.
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INEFFICACIA DELLA TERAPIA CON IMMUNOGLOBULINE ENDOVENA NELLA PREVENZIONE
DELLA RECIDIVA DEL BLOCCO CARDIACO CONGENITO

A. Brucato', C.N. Pisoni’, A. Tincani’, A. Ruffatti', G. Espinosa’, V. Ramoni', S.F. Curri', M. Belmonte®, J. Sanchez-Roman’,
F.J. Garcia-Hernandez’, M.T. Bertero®, A. Doria*, G.R.V. Hughes’, M.A. Khamashta®
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Spain; *Clinical Immunology Unit, Ospedale Mauriziano Umberto I, Torino

11 blocco cardiaco congenito (CHB) si presume sia causato dal
passaggio transplacentare delle immunoglobuline materne di-
rette contro le ribonucleoproteine Ro/SSA e La/SSB.

11 rischio di recidiva di tale evento, in una gravidanza succes-
siva ad una precedentemente affetta, & stimata intorno al 19%.
Obiettivo: Prevenire lo sviluppo del CHB in gravidanze ad al-
to rischio mediante 1’uso di immunoglobuline endovena (IVIG).
Metodi: Sono state incluse nello studio 24 gravidanze insorte
in 22 donne, maggiorenni, gravide da meno di 12 settimane,
con nota positivita per anticorpi anti-Ro/SSA e con preceden-
te gravidanza complicate dall’insorgenza di CHB. Quindici
pazienti hanno ricevuto IVIG mentre 9 gravidanze in 7 pa-
zienti sono state utilizzate come controlli. La somministrazio-
ne di IVIG alla dose di 400 mg/kg ¢ avvenuta alla 12, 15%, 187,
21% e 24* settimana di gestazione. Controlli ecocardiografici so-
no stati eseguiti ogni 2-3 settimane tra la 15" e la 30° settima-
na di gravidanza. Un elettrocardiogramma ¢ stato effettuato al-
la nascita. L endpoint dello studio ¢ stato lo sviluppo di un bloc-

co cardiaco di 3° grado individuato mediante ecocardiografia
fetale.

Risultati: 3 neonati su 15 nel gruppo dei trattati (20%) e 1 neo-
nato su 9 nei controlli (11%) hanno sviluppato un CHB. Tale
blocco ¢ stato individuato alle settimane 18, 23 e 26 nel grup-
po dei trattati ed alla 19 a settimana nel gruppo dei controlli.
Tre gravidanze sono state interrotte, in 2 casi per la patologia
fetale ed in un caso per la patologia materna (severa iperten-
sione polmonare) e fetale.

Conclusioni: La terapia con IVIG a dose e frequenza utiliz-
zate in questo studio non ¢ risultata efficace nella prevenzione
del CHB in donne ad alto rischio.

Keywords: Gravidanza, Blocco cardiaco congenito, Immuno-
globuline.

IGG ANTI-PTX3 NEL LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
N. Bassi, A. Ghirardello, S. Zampieri, M. Canova, M. Tonon, M. Zen, M.E. Rampudda, S. Arienti, L. Punzi, A. Doria

Cattedra e U.O.C. di Reumatologia, Universita di Padova

Introduzione: La pentrassina 3 (PTX3) ¢ una proteina dell’im-
munita innata e gli anti-PTX3 fanno parte del gruppo di au-
toanticorpi diretti contro molecole “protettive”, potenzialmen-
te coinvolti nella patogenesi delle malattie autoimmuni.
Scopo dello Studio: Valutare prevalenza e correlazioni clini-
che degli anti-PTX3 nel lupus eritematoso sistemico (LES).
Pazienti e Metodi: Sono stati testati i sieri di 130 pazienti con
LES (criteri ACR), 130 soggetti sani e 130 controlli patolo-
gici (artrite reumatoide, polidermatomiosite, sdr di Sjogren,
sclerodermia, artrite psoriasica), con una tecnica ELISA ho-
me-made, usando come substrato la PTX3 intera e 2 peptidi
(PTX3_1 ottenuto dalla porzione N-terminale e PTX3_2 dal-
la porzione centrale) identificati come possibili siti antigeni-
ci con il software Lasergene DNA (DNA Star). I valori di cut-
off sono stati calcolati con la curva ROC. Abbiamo inoltre va-
lutato le relazioni tra titoli o positivita anticorpale e le varia-
bili cliniche e sierologiche della malattia.

L’analisi univariata e multivariata sono state condotte con il
software SPSS 16.0.

Risultati: La prevalenza degli anti-PTX3, anti-PTX3_1 e an-
ti-PTX3_2 ¢ risultata piu elevata nei pazienti con LES rispet-
to ai soggetti sani (46,2% vs 6,2%; 36,9% vs 8,2%; 60,8% vs
5,2%, rispettivamente, p<0,001 per tutti), e ai controlli pato-
logici (p<0,001 per tutti). Anche i titoli di questi anticorpi era-
no significativamente pil elevati nei pazienti con LES rispet-
to ai soggetti sani (0,268+0,19 vs 0,134+0,07; 0,321+0,19 vs
0,171+0,11; 0,407+0,24 vs 0,154+0,08, rispettivamente,
p<0,001 per tutti), e ai controlli patologici (p<0,001 per tutti).
Nessuna differenza significativa & stata osservata nelle fre-

quenze e nei titoli tra controlli sani e patologici. Nei pazienti
con LES sono state osservate correlazioni tra titoli di anti-
PTX3 e anti-PTX3_1 (R?=0,148, p<0,001) o anti-PTX3_2
(R2=0,378, p<0,001). Sono stati inoltre riscontrati frequenze
anticorpali e titoli significativamente pit bassi nei pazienti con
glomerulonefrite (GLN) rispetto a quelli senza (GLN) (tito-
1i:0,176+0,12 vs 0,349+0,21; 0,247+0,12 vs 0,387+0,22;
0,325+0,16 vs 0,480+0,28, rispettivamente, p<0,001 per tutti;
frequenze: 24,6% vs 65,2%; 19,7% vs 52,2%; 35,4% vs 73,9%,
rispettivamente, p<0,001 per tutti). Livelli e frequenze signifi-
cativamente pill elevate di anti-PTX3 e anti-PTX3_2 sono sta-
ti osservati nei pazienti affetti da LES positivi per gli anticor-
pi antifosfolipi rispetto a quelli negativi (0,315+0,23 vs
0,241+0,14, p=0,041; 0,467+0,345, p=0,014; 64,8 % vs 43.2%,
p=0,030; 66,2% vs 33,8%, p=0,026, rispettivamente). La rela-
zione inversa tra anti-PTX3 e GLN e quella diretta con gli an-
ticorpi antifosfolipidi sono state confermate all’analisi multi-
variata.

Conclusioni: Gli anticorpi anti-PTX3 sono significativamen-
te prevalenti nei pazienti affetti da LES rispetto ai controlli sa-
ni e patologici. Nel LES gli anti-PTX3 sembrano essere asso-
ciati all’assenza di GLN e alla positivita degli anticorpi an-
tifosfolipidi. Le proprieta antigeniche dei 2 peptidi (PTX3_1 e
PTX3_2) sembrano essere simili a quelle dell’intera proteina,
suggerendo un loro possibile impiego in ulteriori studi su que-
sti anticorpi.

Keywords: Lupus eritematoso sistemico, Pentrassine, Glome-
rulonefrite.
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GLUCOCORTICOID INDUCED TNFR-RELATED PROTEIN (GITR) AS MARKER OF HUMAN REGULATORY
T CELLS: EXPANSION OF THE GITR+CD25- CELL SUBSET IN PATIENTS WITH SYSTEMIC LUPUS

ERYTHEMATOSUS
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Background: Regulatory T cells (T-REGs) represent a T-cell
subset able to modulate immune response and their impair-
ment could be involved in the pathogenesis of autoimmune
diseases. Historically, the high surface expression of CD25, in
association with the intracellular expression of the transcrip-
tion factor Foxp3, has been considered one of the main phe-
notypic features of T-REGs. Recent data showed an unex-
pected expansion of Foxp3+ CD4+ T cells lacking of surface
CD25 in the peripheral blood of patients with systemic lupus
erithematosus (SLE). Thus, other surface molecules are need-
ed to further characterize T-REGs. GITR is a well established
marker of murine T-REGs, but little is known about its role in
humans (1-3).

Object: Phenotypic and functional characterization of T-REG
cells in healthy donors (HD) and SLE patients. We aimed to
assess the possible role of GITR as a marker of human pe-
ripheral blood T-REGs

Methods: The study included 31 SLE patients and 30 sex- and
age-matched HD. CD4+ T cells were negatively selected by
magnetic cell sorting (CD4+ T Cell Isolation KIT II, Miltenyi).
Positive selection strategies were also performed in order to iso-
late CD25high and GITRhigh subsets. T-REGs phenotype was
investigated by both flow cytometry and qRT-PCR. Primary
and secondary antibodies, provided by BD-Pharmingen and
Biolegend, as well as TagMan probes (Applied Biosystems)
were used. Proliferation assays were performed on CFSE-la-
beled anti-CD3-triggered cells.

Results: Results obtained by flow cytometry in HD, CD4+ T
cells showed a percentage of CD25highGITR- and CD25high-
GITRhigh subsets of 15+3.7% and 0.7+£0.2%, respectively. A
small CD25-GITRhigh cell population (0.7+0.3% of CD4+

cells) was also detected. Phenotypic analysis at mRNA level
and proliferation assays demonstrated that the 3 cell subsets
were suppressive T cells. The analysis of CD4+ cells in SLE
revealed a statistically significant decrease in both CD25high-
GITR- (6.1+3.3%, p<0.01) and CD25highGITRhigh
(0.4+0.2%, p<0.05) circulating cells with respect to HD. Inte-
restingly, an expansion of CD25-GITRhigh subset was also
found in SLE patients compared to HD (3.1£2.3 vs 0.7+0.3%,
p<0.01). SLE CD25-GITRhigh and CD25highGITRhigh
showed a suppressor phenotype similar to that observed in the
equivalent HD cell subsets. On the contrary, SLE CD25high-
GITR- cells displayed a phenotype resembling that of activat-
ed effector T cells.
Conclusions: Our study demonstrates that:
a) a CD4+CD25-GITRhigh T cell subset with suppressor phe-
notype, is present in both HD and SLE patients;
b) CD4+CD25high cells are decreased whereas CD4+CD25- GI-
TRhigh cells are increased in SLE patients compared to HD;
c) the expression of high level of GITR, but not of CD25, seems
to be sufficient to identify cells with suppressor function in
SLE. Experiments are ongoing to better understand the func-
tional meaning of CD4+CD25-GITRhigh cell expansion.
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La sopravvivenza dei pazienti affetti da lupus eri-
tematoso sistemico (LES) ¢ notevolmente aumen-
tata in questi ultimi decenni (1). Una delle princi-
pali ragioni del miglioramento ¢ il progressivo svi-
luppo dei test di laboratorio per la determinazione
degli anticorpi antinucleo, che ha reso pit sempli-
ce la diagnosi di LES ed ha consentito il ricono-
scimento precoce della malattia in un elevato nu-
mero di casi.

Un tempo la diagnosi di LES si basava sul ricono-
scimento delle manifestazioni cliniche della ma-
lattia. Solo le manifestazioni cutanee sono, pero,
specifiche di LES (2); le altre manifestazioni come
artrite, sierositi, glomerulonefrite, le manifestazio-
ni neuropsichiatriche e le alterazioni ematologiche
sono indistinguibili da quelle dovute ad altre cau-
se. In assenza di manifestazioni cutanee, la dia-
gnosi era piuttosto difficile e si basava sull’asso-
ciazione in uno stesso paziente di pitt manifesta-
zioni tra loro (3), che potevano comparire in un ar-
co di tempo pilt 0 meno lungo rendendo la dia-
gnosi quasi sempre tardiva.

La situazione ¢ decisamente migliorata con la sco-
perta del fenomeno LE nel 1948 e soprattutto do-
po I'introduzione degli anticorpi antinucleo (ANA)
nel 1954. Gli ANA e gli ANA specifici (4-9) si so-
no dimostrati markers sensibili e specifici di LES
ed hanno migliorato le nostre capacita di diagnosi,
consentendo in molti casi la diagnosi precoce.

La positivita degli ANA a titolo medio-alto e/o de-
gli ANA specifici, come anti-DNA nativo (nDNA)
(5) e anti-Sm (6), permette, infatti, di escludere una
buona parte delle malattie sistemiche con cui il
LES entra in diagnosi differenziale, come infezio-
ni, malattie linfoproliferative, nefropatie primitive,
artriti sieronegative, reumatismo articolare acuto e
vasculiti sistemiche.

Risulta invece piu difficile, specie nelle fasi inizia-
li, la diagnosi differenziale con I’artrite reumatoi-
de che pure puo presentare positivita di ANA, sem-
pre peraltro a basso titolo e senza specificita, e con
le altre connettiviti, in particolare la connettivite in-

differenziata (10), la connettivite mista (11), la sin-
drome di Sjogren, e la dermatopolimiosite (12).
Nonostante il miglioramento della prognosi, la so-
pravvivenza a lungo termine (15-20 anni) dei pa-
zienti affetti da LES continua ad essere inferiore ri-
spetto a quella di una popolazione simile per ses-
so ed eta (1). Questa differenza che emerge con
I’allungarsi della durata di malattia ¢ dovuta alla
comparsa di complicanze che possono essere do-
vute al LES e/o alla sua terapia (13-20).

Nella valutazione della prognosi dei pazienti affet-
ti da LES, oltre alla sopravvivenza, dobbiamo con-
siderare anche la qualita di vita che nei pazienti af-
fetti da LES risulta compromessa (21-23).

Per cercare di migliorare la prognosi a lungo ter-
mine e la qualita di vita dei pazienti affetti da LES
oltre a nuove strategie terapeutiche dobbiamo cer-
care di identificare nuovi biomarkers che siano in
grado di migliorare ulteriormente le nostre capacita
diagnostiche consentendoci di riconoscere in fase
precoce:

a) la malattia,

b) le fasi di riacutizzazione della stessa,

¢) I'impegno d’organo.

Vi sono numerosi biomarkers in fase di valutazione
nel LES quali: i livelli sierici di alcune citochine
(IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, INF-a, INF-y, e
il TNF-a), o dei recettori solubili delle citochine
(IL-2R, TNFR e IL-1Ra), molecole di superficie
solubili (BLyS, CD27, CD154), markers di attiva-
zione endoteliale (SICAM, sVCAM, trombomo-
dulina e cellule endoteliali circolanti), autoanti-
corpi (antinucleosomi, anti-C1q, anti-proteine P ri-
bosomiali, anti-NMDA, anti-NR2).

Tra questi nuovi biomarkers rivestono una partico-
lare importanza gli autoanticorpi. E stato, infatti,
dimostrato come la comparsa di autoanticorpi pre-
ceda I’esordio delle manifestazioni cliniche non
solo nel LES, ma anche in altre malattie autoim-
muni, non-organo e organo specifiche. Questo si-
gnifica che gli autoanticorpi sono biomarkers pre-
coci nelle malattie autoimmuni ed il loro rilievo
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potrebbe consentire la diagnosi di malattia prima
della comparsa delle manifestazioni cliniche. Una
tale evenienza avrebbe un’importante ricaduta nel-
la pratica clinica in quanto aprirebbe la strada
all’impiego di strategie terapeutiche nel tentativo di
prevenire la malattia (24-26).

In questa breve rassegna prendero in considerazio-
ne solo alcuni markers anticorpali come gli anti-
corpi antinucleosomi, gli anti-Clq e gli anticorpi
anti-proteine P ribosomiali.

Anticorpi antinuclesomi

I nucleosomi sono I’unita fondamentale della cro-
matina e derivano dall’associazione del DNA con
gli istoni. Al microscopio elettronico appaiono co-
me particelle discoidali di 11 nm di diametro.
Ognuna di esse ¢ composta da 8§ molecole di isto-
ni che formano un nucleo proteico centrale (core
istonico ottamerico) attorno al quale si avvolge per
due volte un doppio filamento di DNA; ciascun nu-
cleosoma ¢ unito all’altro da un filamento di DNA
linker e dall’istone H1 (27). E stato ipotizzato che
siano proprio i nucleosomi endogeni, che si libe-
rano nel corso dell’apoptosi, a guidare la risposta
anticorpale contro il complesso cromatinico. Si for-
merebbero prima gli anticorpi antinucleosomi
(DNA/istoni) e successivamente gli anticorpi anti-
nDNA, diretti verso epitopi dello scheletro desos-
siribosio-fosfato del DNA, e gli anti-istoni (27).
Non ¢ ancora chiaro il meccanismo con cui gli an-
ticorpi diretti verso la cromatina possano contri-
buire al danno renale. Secondo una delle teorie piu
accreditate gli anticorpi anticromatina si leghereb-
bero ad antigeni solubili presenti sulla membrana
basale glomerulare (MBG) per interazione tra an-
tigeni con carica elettrica positiva e molecole con
carica elettrica negativa come 1’eparan solfato co-
stituente della MBG. Il modello proposto per i nu-
cleosomi ¢ particolarmente interessante. Nei nu-
cleosomi la carica elettrica positiva degli istoni ¢
mascherata dalla carica elettrica negativa del DNA
e quindi i nucleosomi liberi non si attaccano alla
MBG. Se il nucleosoma ¢ complessato con 1’anti-
corpo anti-nucleosoma o anti-nDNA, la carica elet-
trica negativa del DNA viene mascherata facilitan-
do I’adesione degli istoni (carica elettrica positiva)
all’eparan solfato (carica elettrica negativa).
Sebbene il nucleosoma sia considerato come il
principale immunogeno nel LES e rivesta un ruo-
lo chiave nella patogenesi di questa malattia au-
toimmune, il dosaggio degli anticorpi antinucleo-
somi ha una scarsa applicazione nella pratica cli-
nica.

Vi sono alcuni studi che suggeriscono come que-
sta popolazione eterogenea di anticorpi potrebbe
avere un valore clinico rilevante essendo presente
nel 70-80% dei pazienti con LES (27).

Abbiamo dosato gli anticorpi antinucleosomi in
101 pazienti affetti da LES ed in 221 controlli (100
soggetti sani, 30 pazienti con sclerodermia, 23 con
sindrome di Sjogren primitiva, 20 con artrite reu-
matoide e 48 con malattie infettive), ed abbiamo ot-
tenuto una sensibilita del 86% ed una specificita del
95% (28). In questo studio non abbiamo osservato
associazioni significative tra questi anticorpi e la
glomerulonefrite, né correlazioni con I’attivita di
malattia. Sono quindi necessari ulteriori studi per
chiarire il significato del dosaggio di questi anti-
corpi nella pratica clinica.

Anticorpi anti-proteine P ribosomiali

Le proteine P ribosomiali sono tre fosfoproteine
ubiquitarie altamente conservate, PO, P1 e P2, dal
peso molecolare di, rispettivamente, 38 kilodaltons
[kd], 19 kd e 17 kd (29). Le tre P proteine conten-
gono lo stesso determinante antigenico, formato
dai 22 aminoacidi carbossi-terminali.

Le P proteine risiedono nella subunita maggiore
60S del ribosoma della cellula eucariote, sito che
risulta immunologicamente accessibile, ed ¢ stato
dimostrato che gli anticorpi diretti contro di esse
sono in grado di penetrare le cellule e indurre 1’ini-
bizione della sintesi proteica (29).

Il riconoscimento degli anticorpi anti-proteine P
ribosomiali IgG, risale al 1985 e da allora sono sta-
ti rilevati quasi esclusivamente nel siero di pazien-
ti affetti da LES, anche se con prevalenza molto va-
riabile, dal 6 al 46% dei casi. Questa grande varia-
bilita ¢ in parte dovuta a differenze genetiche. In
pazienti di origine asiatica, infatti, gli anticorpi an-
ti-proteina P ribosomiale sono stati osservati con
frequenza pari al 36-38% mentre nei pazienti cau-
casici sono risultati pili rari, con prevalenza del 6-
20%.

Inoltre la loro prevalenza ¢ risultata maggiore nei
casi ad esordio giovanile ed ¢ associata all’attivita
di malattia e alla terapia.

Il meccanismo che scatena la risposta anti-protei-
na P non & ancora stato chiarito, ma alcuni studi in-
dicano che potrebbe esserci una relazione tra lo
sviluppo della risposta autoimmune e modifica-
zioni della proteina indotte durante il processo di
apoptosi (30).

La prima descrizione degli anticorpi anti-proteina
P ribosomiale in corso di lupus neuropsichiatrico
risale al 1986, quando Bonfa et al. per primi de-
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scrissero la presenza di anticorpi IgG anti-protei-
na P ribosomiale nel siero di 18 su 20 pazienti af-
fetti da LES con manifestazioni neuropsichiatri-
che. In due casi, inoltre, i livelli anticorpali corre-
lavano con I’attivita della malattia psichiatrica.
Studi successivi non hanno, pero, confermato
uniformemente questi dati: I’associazione tra que-
sti autoanticorpi e manifestazioni esclusivamente
neurologiche ¢ stata dimostrata solo in alcuni casi,
mentre ¢ stata pill spesso rilevata la relazione con
sindromi psichiatriche (31-33).

La variabilita dei risultati ¢ imputabile a molti fat-
tori, tra cui le differenti metodologie di studio (34),
i diversi criteri di definizione del coinvolgimento
neuropsichiatrico, I’eterogeneita nei criteri di sele-
zioni dei pazienti.

Anticorpi anti-Clq

Il Clq ¢ una delle tre subunita che forma il primo
componente del complemento (C1). E una glico-
proteina di 460,000 kd costituita da 6 catene di-
sposte in modo da formare una struttura ad “om-
brello” con un dominio C-terminale detto testa glo-
bulare e un dominio N-terminale (collagen-like do-
main); la testa globulare lega la regione Fc delle im-
munoglobuline IgG e IgM, le cellule apoptotiche,
le cellule danneggiate, alcuni patogeni e la PCR; il
dominio collagen-like lega le altre due subunita del
C1 (Clre Cls), la PTX3, la SAP e alcuni recetto-
ri di superficie dei macrofagi. Questa glicoprotei-
na viene prodotta a livello extraepatico per esem-
pio da monociti, macrofagi, fibroblasti, cellule den-
dritiche e cellule epiteliali (35).

Il Clq svolge quindi funzioni diverse in relazione
alla sua capacita di legare molecole e recettori dif-
ferenti. Ha un ruolo fondamentale nell’attivazione
della cascata complementare attraverso la via clas-
sica: il legame alla regione Fc delle immunoglo-
buline causa attivazione di Clr e Cls che svolgo-
no un’azione enzimatica, clivando il C4 (35). 1l
Clq interagisce “a ponte” con i detriti derivanti
dall’apoptosi cellulare (corpi apoptotici) e i ma-
crofagi: la testa globulare riconosce i segnali “eat-
me”, come per esempio la fosfatidilserina, nor-
malmente presente sulla superficie interna della
membrana cellulare e che durante I’apoptosi viene
ad essere distribuita anche sulla superficie extra-
cellulare; il dominio collagen-like lega i fagociti tra
cui i macrofagi, facilitando quindi la fagocitosi e
la rimozione dei detriti derivanti dalla morte cellu-
lare programmata.

Il Clq presenta alcune caratteristiche in comune
con la famiglia delle collectine; le collectine sono

un gruppo di proteine, tra le quali troviamo la
MBL, che sono prodotte dal fegato: si legano alla
struttura oligosaccaridica dei microrganismi e atti-
vano il complemento, attivano i fagociti e inibi-
scono la crescita microbica. E stato dimostrato che
il Clqlegail lipide A della membrana batterica, co-
me le collectine, entrando quindi in gioco nei mec-
canismi dell’immunita innata (35).

Il Clq riveste un ruolo importante anche nell’im-
munita acquisita. Il sistema del complemento ed in
particolare la via classica hanno un ruolo chiave nel
prevenire la precipitazione degli immunocomples-
si (IC). Ed ¢ stato dimostrato che nei pazienti af-
fetti da LES c¢’¢ un difetto della clearance degli IC.
Analizzando la funzione che il Clq svolge, ¢ pos-
sibile anche interpretare i risultati di alcuni studi.
Botto et al. (36) hanno descritto come topi knock-
out per il Clq sviluppano glomerulonefrite asso-
ciata a un difetto di rimozione dei corpi apoptoti-
ci, sottolineando in questo modo I’importanza del
Clq nei meccanismi di rimozione dei detriti deri-
vanti dall’apoptosi cellulare e suggerendo come
I’esposizione di autoantigeni durante questo pro-
cesso possa giocare un ruolo importante nello svi-
luppo dell’ autoimmunita (37, 38).

Rari sono 1 casi di carenza congenita di C1q men-
tre molto pill frequente ¢ il riscontro di anticorpi an-
ti-C1q. Questi anticorpi sono stati riportati in nu-
merose malattie: connettiviti, vasculite reumatoide,
sindrome di Sjogren e poliarterite nodosa (39).
Marto et al. (40) hanno ricercato gli anticorpi an-
ti-C1q nel siero di un gruppo di pazienti affetti da
LES. Dallo studio & emersa I’associazione tra an-
ti-Clq e interessamento renale, suggerendo come
il riscontro di questi anticorpi permetta di identifi-
care un sottogruppo di pazienti a rischio di svilup-
pare la glomerulonefrite.

Alle stesse conclusioni ¢ giunto un altro studio pub-
blicato nel 2006, dove Bijl et al. (41) mostravano
come la riduzione della rimozione dei corpi apop-
totici nei pazienti affetti da LES non fosse legata
ad un difetto intrinseco dei macrofagi, ma dipen-
desse da un deficit del complemento (Clq, C3 e
C4).

Altri studi hanno confermato che gli anticorpi an-
ti-C1q sono presenti in una alta percentuale di pa-
zienti affetti da LES e che la concentrazione nel sie-
ro correla con D’attivita di malattia e con la riacu-
tizzazione della glomerulonefrite.

Considerazioni conclusive
La possibilita di diagnosticare precocemente il
LES, le sue riacutizzazioni o I’'impegno d’organo,
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in particolare la glomerulonefrite e le manifesta-
zioni neuropsichiatriche, attraverso il dosaggio di
semplici biomarkers, potrebbe essere molto utile
nei pazienti affetti da LES e potrebbe consentire un
intervento terapeutico tempestivo migliorando la
prognosi a lungo termine e la qualita di vita.
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INTRODUZIONE

In ogni patologia acuta I’ obiettivo clinico-terapeu-
tico ¢ quello di spegnere la malattia al punto da non
consentire danno d’organo o tessuto, ed evitare la
comparsa di relapses che porterebbero inevitabil-
mente a danno d’organo o tessuto.

E il concetto della risposta completa (CR) che in
Emato-Oncologia ¢ stato definito sempre pili nel
corso degli anni. Nei casi in cui non veniva rag-
giunta la CR, si poneva un obiettivo secondario
prioritario: I’introduzione del concetto di malattia
minima residua (minimal residual disease-MRD)
che richiamava 1’attenzione sul fatto che la persi-
stenza di una MRD, seppure con malattia non con-
clamata, determinava una piu elevata frequenza di
relapse della malattia neoplastica ed una sopravvi-
venza peggiore (1).

Piu complesso ¢ il problema nelle malattie croni-
che, nelle quali dimostrare un outcome peggiore,
sia in termini di danno persistente che di futuro
danno aggravato diventa pill complesso per la ne-
cessita di lunghi follow-up e di stretti criteri di de-
finizione del relapse.

Negli anni pil recenti perd anche in alcune delle
malattie linfoproliferative croniche ¢ emersa chia-
ra la necessita di puntare alla eradicazione com-
pleta della malattia, o come obiettivo alternativo ad
uno stato di MRD (2).

MALATTIA MINIMA RESIDUA
IN REUMATOLOGIA

Anche in Reumatologia si ¢ affermato nel corso de-
gli ultimi anni il concetto della minimal disease
activity nell’ambito dell’ artrite reumatoide (RA). In
particolare i partecipanti ad Omeract 6, nel 2002,
aderivano all’idea di lanciare il concetto di mini-
ma attivita di malattia (MDA: minimal disease ac-
tivity) nell’ AR come “quello stato di attivita di ma-
lattia giudicato un target utile di trattamento sia dal

paziente che dal medico, date le possibilita ed i li-
miti terapeutici attuali”. Per definire lo stato di
MDA, venivano selezionati due possibili defini-
zioni sulla base della opinione degli esperti, riuni-
ti ad Omeract 7 nel 2004, e sulla base di una di-
scussione di casi clinici, una basata sul DAS 28
(DAS28 <2.85) ed una basata sul soddisfacimento
di 5 su 7 items selezionati: Dolore <2 (scala 0-10);
SJC (Swollen joint count) <1 (su 28 articolazioni
esaminate); TJC (tender joint count) <1 (su 28 ar-
ticolazioni); HAQ (health assessment questionnai-
re: scala 0-3) <0.5; PGA (physician global asses-
sment-scala 0-10) <2; PaGA(patient global asses-
sment-scala 0-10) <2; ESR (velocita di sedimenta-
zione - 0-100 mm/1? ora) <20 (3).

Definito il concetto e definito lo score si trattava di
documentare qual’era il risultato dell’intervento te-
rapeutico nella popolazione AR e chiarire se que-
sto outcome della MDA, fosse un goal possibile ed
in che percentuale, come si posizionasse in rap-
porto agli score di remissione, e da ultimo quale
fosse il potere predittivo di aggravamento e pro-
gressione di chi raggiungeva uma MDA e di chi no
la raggiungeva. Da ultimo bisognava rispondere al
quesito se questo score MDA rappresenti o rap-
presentasse il vero importante outcome del pa-
ziente.

Due studi importanti su coorti rilevanti hanno da-
to risposta alla percentuale di pazienti portati ad
MDA. II primo studio riguarda una coorte di 200
pazienti con early arthritis (ERA), con una media-
na di durata di malattia di 5.2 mesi, con un DAS28
basale di 5.48, un HAQ basale di 1.2, trattati con
Methotrexate (MTX) (od altri DMARDS) in mo-
noterapia nella maggioranza di casi, con MTX in
combinazione nel 28% dei casi, con una triplice
combinazione nel 5% dei casi, e la valutazione cli-
nica sulla remissione o la MDA raggiunta posta al
6°, 12° (e 24° mese) di follow-up. Al 12° mese 142
pazienti erano valutabili e su questi la percentuale
di remissione DAS risultava del 24%, mentre la
MDA secondo DAS-MDA (<2.85) risultava del
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27%, quella CDAI-MDA (clinical disease activity
index =10) del 32% e quella Omeract 5/7 del 2%.
Dunque la percentuale di pazienti in remissione
DAS, in MDA-DAS ed MDA-Omeract nella ERA
oggetto di studio, e strettamente legata al mondo
reale, risultava molto simile ed attorno al 30%.
Confrontando la progressione dello score erosivo
secondo Sharp, ed il valore HAQ al 12° mese, il ri-
sultato clinicamente di grande rilievo era che il va-
lore HAQ era statisticamente nettamente peggio-
rativo in chi non raggiungeva MDA rispetto al chi
raggiungeva MDA, e che lo Sharp score era stati-
sticamente molto peggiorato in chi non raggiunge-
va la MDA-DAS (<2.85) rispetto a chi raggiunge-
va la MDA-DAS (7.63 vs 4.25, p=0.05), CDAI-
MDA si comportava nello stesso modo della MDA -
DAS(4).

La conclusione di questo studio su pazienti ERA
nel mondo reale & che raggiungere la MDA con te-
rapie convenzionali ¢ un goal raggiungibile in ol-
tre un terzo dei pazienti e che raggiungere la MDA
significa migliorare sensibilmente la capacita fun-
zionale e rallentare in modo rilevante la progres-
sione del danno strutturale.

Il secondo studio invece riguarda una coorte mol-
to ampia di pazienti, refrattari a terapia con
DMARD:s e posti in terapia anti-TNFa con Adali-
mumab in quanto clinicamente attivi. Si tratta del-
lo studio ReACT che ha raccolto dati longitudina-
li su 6610 pazienti, con AR di lunga durata (11 an-
ni), con DAS 28 basale elevato (media 6), con al-
to HAQ (media 1.64), seguiti per un periodo os-
servazionale di 12 settimane dopo associazione di
Adalimumab a MTX. Alla 12° settimana di follow-
up la percentuale di pazienti portati alla remissio-
ne ¢ stata del 38% con DAS28, e la percentuale di
pazienti portati alla MDA ¢ stata rispettivamente
del 45% per DAS-MDA e del 43% con MDA-co-
re set Omeract. In questo studio era possibile stu-
diare anche i possibili predittori di risposta DAS re-
missione € MDA, che risultavano essere basso va-
lore basale di DAS e di HAQ, sesso maschile e gio-
vane eta (5).

MALATTIA MINIMA RESIDUA E DANNO
EROSIVO

Per avere seppure indirettamente un confronto con
le terapie immuno-biologiche, nello studio Aspire
nel quale venivano confrontati due regimi terapeu-
tici MTX+placebo versus MTX+Infliximab in
pazienti con ERA (durata malattia 0.9 anni; HAQ

basale 1.5), si osservava una remissione DAS con
MTX+placebo del 15% e del 21.2% con MTX +
Infliximab 3 mg/kg) con una progressione dello
score Sharp-Van der Heijde di 3.7 con MTX+place-
bo versus 0.4 con MTX + Infliximab 3 mg/kg (6).
Nello studio COMET in pazienti ERA (durata
malattia 9 mesi, HAQ basale 1.6, DAS 28 basale
6.5) dopo 12 mesi di terapia (MTX+ placebo vs
MTX+ Etanercept), la remissione veniva raggiun-
ta nel 28% dei pazienti trattati con MTX+placebo
vs 50% dei pazienti trattati con MTX+Etanercept,
ma estremamente importante risultava il dato che
si osservava una non-progressione del danno radi-
ologico nel 59% dei pazienti trattati con MTX, ma
nell’80% dei pazienti in terapia biologica. Di in-
teresse il fatto che la low disease activity (LDA-
DAS <3.2) veniva ottenuta nel 41% dei pazienti in
MTX+placebo verso 64% dei pazienti in MTX+
Etanercept (7).
Questo a sostegno indirettamente del fatto che es-
iste una possibilita di rallentare la progressione del-
la malattia che quando si usino terapie conven-
zionali impone il raggiungimento della remissione
DAS o della MDA, ma che puo anche essere di
LDA nel caso in cui si faccia uso di terapie im-
muno-biologiche.
Noi abbiamo affrontato il tema della attivita mini-
ma residua da due punti di vista:
1) verifica dei criteri di minima necessari per
definire la MDA
2) verifica della effettiva remissione clinica e stru-
mentale quando si raggiunga MDA.
Nel primo studio abbiamo esaminato oltre 400
pazienti divisi in tre coorti, una coorte di 214 pazi-
enti, con AR di lunga durata esploratoria e 2 coor-
ti successive, una di AR early di 95 pazienti ed una
di 112 pazienti AR longstanding, confermatorie.
Un’analisi fattoriale, 1’utilizzo di curve ROC, poi
I’uso di una analisi kappa pesata lineare secondo
Cohen, ci hanno consentito di raggiungere una
definizione molto semplificata di MDA, da noi
ridefinita RMDA ( residual minimal disease activ-
ity), che si puo definire tale quando siano soddis-
fatti 3 dei seguenti 4 criteri: ESR <20 mm/hour, Pa-
GA =<1.5[0-10], SJC =2 [out of 28 joints] and HAQ
<0.5 [range 0-3]. La concordanza con DAS-MDA
e CDAI-MDA risulta buona (AR long standing) o
moderata (ERA) (8).
11 dato significativo dal punto di vista clinico ¢ suf-
fragato ulteriormente dalla osservazione che tra-
sferendo la remissione clinica alla remissione strut-
turale si ¢ osservata una concordanza molto signi-
ficativa tra RMDA e remissione eco-doppler. Dun-
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que ¢ possibile molto semplicemente individuare i
pazienti che non hanno attivita di malattia residua,
che non progrediscono dal punto di vista struttura-
le e che saranno in remissione US-Doppler. Que-
sto fornisce delle linee guida molto semplici per
Iattivita clinica quotidiana del reumatologo.

L’ analisi delle coorti ha altresi consentito di docu-
mentare che il 66.7% dei pazienti ERA in remis-
sione ACR vs il 26.1% (p=0.0001) dei pazienti AR
long standing sempre in remissione ACR, erano
anche in remissione eco-doppler, a dimostrazione
che neppure lo stringente criterio ACR consente di
individuare i pazienti in persistente remissione
Eco-Doppler ma che la remissione ACR nel’ERA
identifica i1 2/3 dei pazienti in remissione US. Un
altro dato di grande interesse ¢ che nella coorte
ERA, gli elevati livelli basali di anti-CCP2 sono ri-
sultati insieme con 1’eta dei pazienti gli unici pre-
dittori di futura remissione.

Questo ¢ un dato biologico che ¢ stato di recente
analizzato e confermato su tre coorti di differente
background (giapponese, scandinava ed americana)

9).

CONCLUSIONI

In conclusione la RMDA sembra essere il target
oggettivamente piu utile per definire un controllo
clinico adeguato, un livello di malattia residua che
non fa progredire il danno strutturale, 1’obiettivo
reale della terapia che puo essere tarata nel mondo
reale, e che consente un elevatissimo livello di re-
missione funzionale.
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INTRODUZIONE

La Sclerosi Sistemica (SSc) ¢ una malattia au-
toimmune sistemica reumatica caratterizzata da 3
ordini di processi morfologici:

- vasculopatia obliterativa dei vasi del microcirco-
lo ed ostruttiva delle piccole arterie;

- accumulo nell’interstizio di collageno e di altri
costituenti della matrice;

- infiltrazione linfocitaria perivascolare, evidente
nelle prime fasi della malattia e caratterizzata da
un’espansione oligoclonale T linfocitaria, espres-
sione di una risposta autoimmune promossa da
uno o piu autoantigeni tissutali ancora non iden-
tificati (1).

La definizione delle manifestazioni cliniche

espressione di attivita di malattia e la separazione

di esse da quelle indicative di danno costituisco-

no un esercizio difficile nella SSc rispetto ad altre

malattie autoimmuni sistemiche reumatiche quali

I’artrite reumatoide ed il lupus eritematoso siste-

mico (2). Cio dipende in parte dal decorso lenta-

mente evolutivo proprio della maggior parte dei
pazienti di SSc a sclerosi cutanea limitata (IcS-

SC), in parte dalle caratteristiche morfologiche ti-

piche della malattia (i.e. la fibrosi interstiziale e la

vasculopatia), che sono la conseguenza dell’atti-
vazione linfomonocitaria, fibroblastica, endotelia-
le e piastrinica e, quindi, portato dell’ attivita nel-
la fase di realizzazione delle lesioni, ma, una vol-
ta stabilizzate, sono la causa dell’atrofia dei pa-
renchimi e del sistema vascolare fisso che sotten-

dono il danno (2).

Queste realta rendono conto delle difficolta in-

contrate nella definizione e nella validazione di

criteri di attivita di malattia (3) e nella mancanza,

a tutt’oggi, di criteri di danno, essendo solo di-

sponibili score non pesati di severita (4) i.e. di

parametri prognostici che riflettono la sommato-

ria dell’attivita (quota parte reversibile del pro-
cesso morboso) e del danno (quota parte irrever-
sibile) e, pertanto, nel singolo paziente potrebbe-

ro essere in teoria espressione o solo dell’una o
solo dell’altro.

Al di 1a delle difficolta sopra elencate, sul piano
concettuale, ¢ possibile identificare processi fisio-
patologici che riflettono precipuamente 1’uno o
I’altro aspetto (Tab. I).

Cionondimeno, la coesistenza, nello stesso pa-
ziente, cosi come appare evidente nel decorso
dell’interstiziopatia polmonare di fibrosi e di al-
veolite, chiarisce le motivazioni alla base della in-
dividuazione di criteri di severita e non di danno
nella SSc. Infatti, cio che appare facilmente com-
prensibile per la interstiziopatia polmonare, si rea-
lizza per tutti 1 processi morfologici espressione
della malattia fatta eccezione per gli infiltrati mo-
nonucleari che riflettono la sola attivita e che sono
confinati alle fasi iniziali.

La necessita di identificare la quota parte di ma-
lattia residua da ascrivere ad attivita da quella di-
pendente da danno, ancorché fondamentale sul pia-
no delle scelte terapeutiche, si scontra con difficolta
notevoli nel paziente di IcSSc, il cui decorso, cosi
come gia accennato, ¢ lentamente evolutivo, ma
presenta alcuni ostacoli anche nel paziente di SSc
a sclerosi cutanea diffusa (dcSSc), che nei primi 3
anni, per effetto di farmaci, presenti un migliora-
mento di una o entrambe le misure di outcome va-
lidate per la SSc nel suo complesso i.e. il modified
Rodnan skin score(mRss) e I’'Health Assessment
Questionnaire-Disability Index (HAQ-DI) (5). So-
no, infatti, disponibili, per questi pazienti, criteri di

Tabella I - Processi fisiopatologici espressione dli attivita e rispettivamente
di danno nella SSc.

Attivita Danno

Difetto vascolare fisso
Aree avascolari

Vasocostrizione reversibile
Deposizione di fibrina

Neosintesi di collageno Atrofia
Alveolite Fibrosi interstiziale
Artrite Contratture articolari

Versamenti sierositici Fibrosi delle sierose
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Tabella I - Modifiche clinicamente significative nella SSc*.

Tabella 111 - Criteri di remissione nella SSc.

Parametro Variazione

- mRss >30% del valore basale

- Capacita vitale forzata >15% del valore basale

- Capacita di diffusione del CO >15% del valore basale

- Frazione di eiezione del > 10% del valore basale
ventricolo sinistro

- Creatininemia

- Pressione arteriosa

>70% del valore basale
>20 mm Hg sistolica;
>10 mmHg diastolica
in 2 momenti separati

*da Furst et et al. (6).

risposta alla terapia, ma il soddisfacimento di essi
(Tab. II), cosi come avviene per i criteri ACR 20-
50-70 dell’artrite reumatoide, non comporta I’ab-
battimento dell’attivita di malattia.

La distinzione fra danno ed attivita appare concet-
tualmente possible, cosi come avviene nelle altre
malattie autoimmuni sistemiche reumatiche, in pa-
zienti che siano in remissione i.e. in una condizio-
ne in cui i processi di immunoflogosi, di deposi-
zione di costituenti della matrice e di rimodella-
mento della parete vasale sono bloccati e le mani-
festazioni cliniche sono il solo frutto di cio che ¢
avvenuto precedentemente.

Non esistono al momento criteri validati di remis-
sione della SSc. Alcuni anni or sono fu fatto un ten-
tativo in tal senso (7), finora presentato solo in se-
de congressuale.

In accordo a tale proposta, i criteri elencati in Ta-
bella III dovrebbero essere tutti soddisfatti conse-
cutivo in pazienti di SSc qualsivoglia sia il subset
e la terapia in atto, per almeno un anno, periodo co-
si lungo rispetto a quello prospettato per altre ma-
lattie, per il piu volte citato lento decorso della
maggior parte dei casi.

L’analisi preliminare della coorte seguita presso
I’Unita Operativa della Seconda Universita di Na-
poli, per ora, limitata ai pazienti con dcSSc in fa-
se precoce (durata di malattia <3 anni) ha messo in
luce che in tutti i pazienti responsivi al trattamen-
to, compresi quelli che soddisfano i criteri elenca-
ti nella Tabella III, permane una quota di deficit
funzionale da danno.

Queste evidenze inducono ad indirizzare la ricer-
ca non solo sulla terapia dei casi “ensitive to chan-
ge” quali sono i pazienti di deSSc in fase precoce,
ma anche su pazienti con decorso tipicamente in-
dolente, tenendo presente che in tali casi la dimo-
strazione dell’efficacia di qualsivoglia strategia te-

Tentativo

- Assenza di riduzione significativa (i.e. >5%) del peso
corporeo

- Assenza di ispessimento della cute (puo essere presente

aderenza della cute atrofica ai piani sottostanti)

Assenza di ulcere ischemiche ( possono essere presenti

cicatrici)

- Assenza di nuove contratture articolari

Non deterioramentol(i.e. >10% decrease) o miglioramento

di FVC-DLCO

Non aumento della pressione arteriosa polmonare

e stabilita della funzione ventricolare dx

Non diminuzione (i.e. >5%) della frazione di eiezione del

ventricolo sinistro

- Non variazioni dei parametric di funzione diastolica dx e sx

Non riduzione della clearance della creatinina

Non incremento (i.e. >0.14 Units) dell’lHAQ-DI

Assenza di nuovi segni o sintomo di impegno

esofago-gastrointestinale, polmonare, cardiaco, renale,

articolare, muscolare da malattia

Normalita degli indici di flogosi e dei parametric

di attivazione linfocitaria, endoteliale, piastrinica

e fibroblastica

rapeutica non puo che fondarsi su misure di out-
come, quali la morte e/o lo sviluppo di disabilita,
la cui realizzazione richiede lunghi periodi di os-
servazione, che sono raggiungibili solo con registri
multicentrici.

BIBLIOGRAFIA

1. Seibold J. Scleroderma. In: Harris ED, et al., eds. Kel-
ley’s Textbook of Rheumatology. 8th edition. Philadel-
phia. Elsevier-Saunders 2008: 1311-44.

2. Valentini G. The assessment of the patient with sys-
temic sclerosis. Autoimmun Rev. 2003; 2: 370-6.

3. Valentini G, Silman AJ, Veale D. Assessment of dis-
ease activity. Clin Exp Rheumatol 2003; 21 (Suppl 29):
839-s41.

4. Medsger TA Jr, Bombardieri S, Czirjak LO, et al. As-
sessment of disease severity and prognosis. Clin Exp
Rheumatol 2003; 21 (Suppl 29): s42-s46.

5. Valentini G, Matucci Cerinic M. Disease-specific qual-
ity indicators, guidelines and outcome measures. Clin
Exp Rheumatol 2007; 25 (Suppl 47): s159-s162.

6. Furst DE, Clements PJ, Seibold JR. Treatment of sys-
temic sclerosis by potentially disease modifying drugs.
In: In: Clements PJ, Furst DE, eds. Systemic sclerosis.
Second Edition. Lippincott William and Wilkins,
Philadelphia, 2004: 351-61

7. Valentini G, Matucci Cerinic M, Furst D. Criteria for
remission in Systemic Sclerosis: a proposal. Non pub-
blicato.



POLYMYOSITIS
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INTRODUCTION

Polymyositis (PM) is a chronic inflammatory mus-
cle disease characterized by proximal symmetrical
muscle weakness, raised serum muscle enzymes,
myopathic changes on electromyography (EMG),
and lymphocyte endomysial infiltration leading to
muscle damage. The mechanisms causing muscle
weakness in PM are only incompletely understood,
but both inflammation per se and inflammation-in-
duced muscle damage are thought to play arole (1).
Muscle damage in myositis has been defined as
changes that persist for at least six months despite
therapy (2). Discriminating muscle weakness due
to active inflammation from that due to chronic
muscle damage is a crucial part of the assessment
of PM, since active inflammation requires aggres-
sive treatment, whereas chronic muscle damage is
best managed by physiotherapy. However, distin-
guishing active disease from chronic damage is of-
ten challenging, since persistent muscle weakness
may be due to chronic damage, but also to grum-
bling inflammation only partially controlled by
drug therapy, to glucocorticoid-induced myopathy,
to deconditioning, or to a combination of the above.
Herein, we reviewed the current approaches to
evaluate muscle disease activity and chronic dam-
age in patients with PM. We also discuss how to
best tease out disease activity from established
damage using the tools available at the present.

OUTCOME MEASURES IN MYOSITIS

Measurement of serum muscle enzymes

Muscle enzymes are released in active PM by dam-
aged muscles into the circulation. Measurement of
these enzymes, particularly of creatine kinase
(CK), which is considered the most specific en-
zyme for muscle disease, is an established part of
the assessment of PM (3). CK is often raised in ac-
tive PM, but CK levels do not to correlate too well

with other parameters of disease activity including
muscle strength and histology. CK levels may even
be normal in patients with long-standing active PM
characterized by widespread muscle hypotrophy,
since serum CK is physiologically related to mus-
cle mass. On the other hand, CK levels may remain
persistently (usually slightly to moderately) ele-
vated in some patients with inactive PM, perhaps
reflecting chronic muscle damage (4-6).

Measurement of CK levels before and after treat-
ment onset is useful to gauge response to therapy.
Data from clinical trials suggest that a drop in CK
levels of at least 30% (7), especially if associated
with an improvement in other parameters of disease
activity, may considered clinically meaningful. An
improvement of at least this order of magnitude
following therapy would thus be in keeping with
active myositis responding to treatment.

Electromyography

Needle EMG is useful in diagnosing muscle dis-
ease because of its high sensitivity. In active myosi-
tis, EMG usually shows increased spontaneous ac-
tivity with fibrillations, complex repetitive dis-
charges, positive sharp waves, and small polypha-
sic motor unit potentials. Theoretically, the pres-
ence of spontaneous activity might help to distin-
guish active from inactive disease. However, ac-
cording to published data as well as in our experi-
ence these signs may be subtle or absent (5, 8).
Furthermore, EMG may cause significant discom-
fort to patients. Therefore, EMG is not ordinarily
used to assess disease activity in clinical practice,
and is not a standard outcome measure in clinical
trials.

Muscle biopsy

Histology is the gold standard for the diagnosis of
PM because of its very high specificity and good
sensitivity. However, muscle biopsy is not an ide-
al method to assess disease activity because of its
invasive nature. In addition, because in PM the in-
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flammatory infiltrate is focal, false negative results
may occur.

Manual muscle testing

Assessment of muscle strength by manual muscle
test (MMT) is the main outcome measure in the
vast majority of clinical trials on myositis. MMT
is mostly scored using the extended scale of the
Medical Research Council (MRC) ranging from 0
(complete absence of muscle activity) to 5 (normal
muscle strength) (9) or the (roughly equivalent)
Kendall 10-point scale (10). Changes in muscle
strength as detected by MMT are considered clin-
ically significant if they are in the order of at least
15% (7) MMT has an excellent inter-observer re-
liability with an intraclass correlation coefficient of
~0.80 (N.P., unpublished data). MMT has also a
good discriminant validity, with data from clinical
trials showing a mean 6%-25% improvement in
MMT proximal muscle scores with active treat-
ment, but not with placebo (7)

Per se, MMT is not able to discriminate between
active and inactive disease. However, sequential
changes over time can be used to monitor disease
activity (11). A minimum 15% improvement is re-
garded as clinically meaningful (7). An improve-
ment of at least this order of magnitude following
therapy would thus be in keeping with active
myositis responding to treatment. Similarly, a de-
creased score of the same magnitude may be con-
strued as a disease flare.

Imaging procedures

MRI, usually focused on the proximal lower limb
muscles, is probably the best imaging procedure to
assess myositis activity and to discriminate be-
tween disease activity and established damage. In
active PM, T2-weighted and fat-suppressed (short
tau inversion recovery, STIR) images can show
muscle edema, which is thought to reflect active in-
flammation. Gadolinium enhancement provides no
additional information (11). Fat-suppressed se-
quences are preferable to T2-weighted images be-
cause hyperintensity on T2 MR images can repre-
sent not only edema, but also fat tissue. However,
even on fat-suppressed sequences a high MRI sig-
nal is not specific for inflammation, since it can al-
so be seen in non-inflammatory conditions such as
rhabdomyolysis and subacute denervation (12).
Conversely, patients with active disease by clinical
and histological parameters may have a normal MR
muscle signal.

In chronic PM, T1-weighted images are useful to

document the presence and the extent of muscle at-
rophy and fatty infiltration (13), which are quite
specific for chronic muscle damage. Both muscle
atrophy and fatty infiltration may coexist with signs
of active inflammation. There is insufficient data on
muscle MR appearance in steroid myopathy.

In conclusion, MRI is theoretically indicated to
document disease activity, to differentiate disease
activity from chronic damage, and to monitor re-
sponse to therapy, although its use remains to be
properly validated in adequately powered prospec-
tive studies (8, 14, 15). Discrepancies between MRI
assessment of disease activity and assessment by
other tools including muscle enzymes and histo-
logical findings have been reported (16).
Ultrasonography (US) has been proposed as an ad-
ditional tool to investigate muscle disease. US is
easily available, relatively cheap, and safe. How-
ever, compared to MRI, US is more operator-de-
pendent and is unable to visualize deep muscle lay-
ers. Grey-scale US may show increased echo in-
tensity in affected muscles from myositis patients,
reflecting muscle damage and replacement by fat
and fibrous tissue. On the other hand, contrast-en-
hanced US may reveal increased blood perfusion
(a surrogate measure for inflammation-related hy-
peremia) in actively involved muscles (17). In a pi-
lot study from our group, contrast-enhanced US
signal of the quadriceps muscles from myositis pa-
tients decreased after treatment onset, but showed
no significant correlation to MRI edema in the
same muscles (18). So far, US has not gained ac-
ceptance as a tool for the assessment of myositis,
probably owing to its insufficient standardization.

Measures of physical function

The Childhood Health Assessment Questionnaire
(HAQ) has been validated for juvenile dermato-
myositis (18). Correlation with proximal muscle
strength and sensitivity to change make the child-
hood HAQ a useful adjunctive assessment tool of
disease activity. In contrast, in adult myositis pa-
tients the evidence of validity of the HAQ is more
limited. The HAQ may be able to measure cumu-
lative functional abnormalities and be sensitive to
change following treatment, but a formal validation
is still lacking (2). Other functional assessment
tools have been proposed, but not yet gone beyond
the stage of experimental use.

Core set measures for disease assessment
There is only a limited correlation between differ-
ent methods to assess myositis, probably because
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each tool captures different facets of the same dis-
ease. This hampers the capacity of the physicians
to correctly gauge the clinical course of myositis
and to reliably discriminate between established
muscle damage and ongoing disease activity. In an
attempt to obviate these shortcomings, a consensus
conference of the International Myositis Assess-
ment and Clinical Studies Group (IMACS) has pro-
posed a core set of disease activity measures con-
sisting of five domains: physician and patient glob-
al assessments of disease activity; muscle strength;
physical function; serum muscle enzymes; and an
assessment tool to capture extraskeletal muscle dis-
ease activity (2). The committee of the consensus
conference has also proposed as possible candi-
dates for a core set of measures to assess damage
in myositis (defined as changes that persist for at
least six months despite prior therapy) the follow-
ing tools: physician global damage assessment, the
use of the HAQ, an assessment of the severity of
damage of different organ systems using visual
analog scales, and a modification of the Systemic
Lupus International Collaborative Clinics - Amer-
ican College of Rheumatology damage index. Fi-
nally, the IMACS has published consensus guide-
lines for defining disease improvement and wors-
ening (19). In particular, improvement has been
defined as an at least 20% improvement in three of
any six core set measures (physician’ global activ-
ity assessment, patient’s global activity assessment,
muscle strength, physical function, muscle-associ-
ated enzymes, and extramuscular activity assess-
ment), with no more than two worsening by 25%
or more (measures that worsen cannot include man-
ual muscle strength) (7) Criteria for disease wors-
ening include a 20% or more worsening of the pa-
tient’s global condition as assessed by a physician,
a 20% or more worsening of global extramuscular
organ disease activity, and worsening of 30% or
more of any three of six IMACS core set activity
measure. The IMACS has recommended that these
criteria be used in future trials of adult and juve-
nile dermatomyositis and PM.

CONCLUSIONS AND SUGGESTIONS
FOR THE CLINICAL PRACTICE

Different parameters may be used to assess out-
come in myositis, with assessment of muscle
strength being the key tool. As shown herein, these
parameters appear to only partially correlate with
each other, which means that to best monitor dis-

ease activity a combination of various parameters
should preferentially be used. Even so, sometimes
it is difficult to determine whether persistent weak-
ness is due to chronic damage or to active inflam-
mation. Improvement in MMT scores in proximal
muscles, especially if associated with improvement
in serum CK levels and decreased edema on mus-
cle MRI, would point to active disease responding
to treatment. Persistent proximal muscle weakness
despite therapy, on the other hand, may suggest
chronic muscle damage, but also insufficient re-
sponse to treatment, glucocorticoid-induced my-
opathy, deconditioning, or a combination of the
above. MRI signs of chronic muscle damage (mus-
cle atrophy and fat-replacement) are quite specif-
ic, therefore if persistent muscle weakness is found
in association with these signs, the most likely di-
agnosis would be chronic damage of the affected
muscles. It should be borne in mind, though, that
active disease and chronic damage may coexist.
There is insufficient data on muscle MR appear-
ance in steroid myopathy.

Assessment of myositis remains challenging, but
using and interpreting correctly the available tools
often allows to zero in on the actual cause of mus-
cle weakness in the individual patient and to tailor
treatment accordingly.
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Le malattie autoinfiammatorie sistemiche (MAIS)
sono un gruppo di malattie di recente inquadra-
mento caratterizzate da episodi inflammatori reci-
divanti, apparentemente primitivi, a carico di vari
organi od apparati, in particolare articolazioni e cu-
te (1). La definizione di autoinfiammatorie fa ri-
ferimento allo sviluppo apparentemente sponta-
neo di infiammazione associata ad uno sregola-
mento del sistema dell’immunita innata, senza
coinvolgimento dei linfociti T-specifici o di (au-
to)anticorpi specifici. Alcune di queste malattie
erano gia note come “sindromi delle febbri perio-
diche ereditarie” che includono le note febbre me-
diterranea familiare (FMF) e sindrome da IperlgD
(HIDS) detta piu appropriatamente mevalonate ki-
nase deficientcy (MKD), ma anche la Muckle-
Wells syndrome (MWS), I’orticaria da freddo fa-
miliare (FCAS) e la tumor necrosis factor recep-
tor-1-associated periodic syndrome (TRAPS). Al-
cuni autori hanno proposto di includere in questa
categoria anche le meno caratterizzate sindromi
febbrili quali la periodic fever aphthous stomatitis
and adenitis (FPAPA) e la chronic infantile neu-
rological cutaneous and articular syndrome (CIN-
CA), nota anche come neonatal onset multisystem
inflammatory disease (NOMID). Nell’ambito del-
le MAIS sono state inserite alcune affezioni gra-
nulomatose quali la s.di Blau, molto vicina per
certi aspetti genetici e fisiopatologici alla m.di
Crohn, che ¢ diventata una sicura candidata a rien-
trare in questo gruppo, ed alla sarcoidosi giovani-
le o “early-onset sarcoidosis”.

Il primo autore a proporre il termine di malattie au-
toinfiammatorie fu Mc Dermott, il quale, esatta-
mente 10 anni fa, identifico la mutazione del gene
per il recettore p55 del TNF nei pazienti con TRA-
PS (2). Questa scoperta seguiva di poco quella del
gene responsabile della FMF, un’altra malattia au-
tosomica caratterizzata da febbri ricorrenti (3). Sia
la FMF che la TRAPS sono caratterizzate da ri-
correnti episodi apparentemente spontanei di feb-
bre, sierositi, artrite ed interessamento cutaneo, ma

senza riscontro di alcuni elementi tipici delle ma-
lattie autoimmuni, quali autoanticorpi ad alto tito-
lo o cellule T antigene specifiche. Per cui, il ter-
mine autoinfiammatorio fu introdotto per sottoli-
neare la distinzione fra questa categoria di malat-
tie e quelle classicamente note come autoimmuni,
quali ad es. il lupus eritematoso sistemico e I’ artrite
reumatoide, che pur talvolta simili nella presenta-
zione clinica, si differenziano per un marcato coin-
volgimento dell’immunita acquisita.

Lo sviluppo piu concreto ed interessante delle co-
noscenze nell’ambito delle MAIS ¢ venuto dalla
FME, che ¢ nettamente la pill rappresentativa ed ¢
caratterizzata clinicamente da episodi ricorrenti di
febbre ed inflammazione articolare, addominale e
cutanea. Nel 1997, da un gruppo di francesi, ¢ sta-
to individuato il gene responsabile della FMF, chia-
mato MEFV (MEditerranecan FeVer) (3). Questo
gene codifica una proteina di 781 aminoacidi chia-
mata pyrin (o marenostrin) che ¢ espressa soprat-
tutto nei polimorfonucleati e nei monociti attivati
da citochine. La Pyrin contiene 4 domini funzio-
nali, fra i quali quello N-terminale, costituito da 92
aminoacidi, ¢ chiamato pyrin domain (PyD). Que-
sto dominio ¢ ritrovabile in numerose proteine
coinvolte nell’apoptosi e nell’inflammazione ed ¢
membro della superfamiglia “death-domain” che
include i domini death-domain (DD), death effec-
tor domains (DED) e caspase recruitment domains
(CARD) (4). La particolarita di queste proteine &
quella di interagire fra di loro in un rapporto pro-
teina:proteina. Cosi, DD interagisce con altre DD,
DED con altri DED, CARD con CARD e PyD con
PyD, formando complessi macromolecolari. Si ¢
poi osservato che la PyD interagisce specifica-
mente con un altro dominio contenente una PyD,
chiamato apoptosis-associated speck-like protein
with a CARD (ASC).

L’ASC possiede un dominio Pyrin N-terminale ed
un dominio CARD C-terminale che si lega speci-
ficamente, a sua volta, con la CARD della proca-
spasi-1, anche nota come interleukin (IL)-1f3 con-
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verting enzyme, portando alla sua aggregazione ed
autoattivazione. Il risultato & che la derivante ca-
spasi-1 trasforma la pro-IL-1f in IL-1f, che viene
secreta ed interagisce con il recettore dell’IL-1 per
mediare I’infiammazione. L’ASC ¢ una proteina
che nelle cellule apoptotiche forma grandi aggre-
gazioni citoplasmatiche chiamate “specks”, che fra
le altre funzioni hanno il significato di annunciare
I’apoptosi. In effetti, il 100% delle cellule che for-
mano questi specks vanno incontro ad apoptosi
completa (5).

E stato suggerito come la pyrin sia in grado di sti-
molare 1’apoptosi in presenza di ASC, proponen-
dosi come una proteina pro-apoptotica ed antin-
fiammatoria. Quindi, nel caso della FMF e di altre
malattie ad essa correlate o simili, la pryrin ha un
ruolo centrale nell’infiammazione, essendo coin-
volta nell’attivazione citochinica e nell’apoptosi.
Inoltre, mutazioni della pyrin possono predisporre
alcuni soggetti ad altre malattie inflammatorie re-
cidivanti quali le malattie infiammatorie intestina-
li e la m.di Behget.

A dimostrazione di una possibile appartenenza di
quest’ultima alle MAIS ¢ la buona risposta all’ini-
bitore dell’IL-1 anakinra di alcune forme refratta-
rie ad altre terapie (6).

Similmente alla pyrin, anche la cryopyrin, recen-
temente individuata come prodotto proteico del ge-
ne responsabile (CIAS1) della MWS e della FCAS
(7) sembra coinvolta in un gruppo di sindromi au-
toinfiammatorie chiamate Cryopyrin Associated
Periodic Syndromes (CAPS). Queste, nella loro
espressione pill mite, si manifestano con febbre,
rash orticarioide ed artralgie spesso scatenate dal
freddo. Nelle forme piu gravi, si pud avere anche
sordita, amiloidosi, complicazioni importanti a ca-
rico del sistema nervoso centrale, fra cui ritardo
mentale ed alterazioni della vista, e gravi defor-
mita osteoarticolari.

La cryopyrin (detta anche NALP3, PYPAF1, CA-
TERPILLER 1.1) ¢ codificata dal gene CIAS1 che
si trova sul cromosoma 1g44 ed ¢ membro di una
grande famiglia di proteine chiamate NODs (chia-
mate anche proteine CATERPILLER) implicate
nella regulazione della risposta immune e
nell’apoptosi sia degli animali che delle piante.
Studi recenti indicano che la cryopyrin ha un ruo-
lo centrale nell’elaborazione dell’IL-1 da parte dei
macrofagi in risposta all’RNA batterico, ad alcuni
batteri Gram-positivi ed ai cristalli di urato mono-
sodico e di pirofosfato di calcio diidrato, alle tos-
sine cellulari e ad alcuni agonisti dei Toll-like re-
ceptor (8). Questa risposta ¢ mediata da un com-

plesso sistema chiamato “inflammasoma”, che &
responsabile della produzione di IL-1 attraverso
I’oligomerizzazione e I’attivazione della caspasi 1
(9). Fra i diversi tipi di inflammasoma esistenti, il
pit noto e studiato ¢ quello coinvolto nell’attiva-
zione da cristalli, I’inflammasoma NALP3 (10).
Fra le sindromi delle febbri periodiche ereditarie,
la TRAPS ¢ forse quella che ha ricevuto piu noto-
rieta negli ultimi tempi, grazie alla constatazione di
un importante effetto terapeutico dei nuovi farma-
ci biologici anti-TNF. La TRAPS ¢ una malattia
ereditaria a trasmissione autosomica dominante do-
vuta ad alcune mutazioni della super famiglia 1A
del recettore solubile del TNF (TNFRF1A) (11).1
pazienti con TRAPS hanno attacchi ricorrenti di
febbre e dolori a carico di articolazioni, addome,
muscoli, cute ed occhio. Nei periodi fra gli attac-
chi i livelli del TNFRSF1 sono estremamente bas-
si (<1 ng/ml).

Questi possono talvolta aumentare fino alla nor-
malita durante le crisi, in accordo con I’aumento
dei livelli del TNF. In questo soggetti ¢ stata ritro-
vata una mutazione del gene TNFRFIA sul cro-
mosoma 12p13. Questa mutazione colpisce il do-
minio extra-cellulare del TNFRSF1A, impedendo
la sua solubilizzazione e quindi predisponendo la
cellula a subire maggiori effetti di trasmissione in-
tra-cellulare del segnale da parte del TNF. La TRA-
PS ¢ la prima malattia in cui sia stata ritrovata una
mutazione naturale del recettore del TNF. Tuttavia,
alcuni pazienti con un quadro clinico molto simile
e suggestivo di TRAPS che non presentano questa
mutazione, definiti “TRAPS-negativi”’, sono pro-
babilmente dovuti ad altre mutazioni simili o ag-
giuntive.

Al contrario, possono aversi soggetti con mutazio-
ne del gene del TNFRSF1A che presentano mini-
mi sintomi o addirittura nessun disturbo (11).
Un’ulteriore possibilita ¢ che esistano soggetti con
livelli costituzionalmente bassi di TNFRF1A, ma
senza mutazioni del gene del TRAPS, e quindi pro-
babilmente influenzati da altre vie genetiche. Que-
sti soggetti, dietro stimolazioni ambientali, posso-
no sviluppare delle sindromi simil-TRAPS. L’ipo-
tesi patogenetica riguardante il ruolo del difetto del
recettore TNFRSF1A ¢ confermato dall’efficacia
terapeutica degli anti-TNF. L’etanercept, una pro-
teina di fusione contenente due copie del recettore
p75 del TNF legati ad un frammento costante del-
le IgG umane ¢ stato impiegato per il trattamento
della TRAPS con ottimi risultati (12), non riu-
scendo per0 a prevenire gli attacchi (13).
Un’altra interessante malattia facente parte del
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gruppo della MAIS ¢ la s.di Blau (BS), una rara
malattia ereditaria con trasmissione autosomica do-
minante caratterizzata da artrite, rash cutaneo ed
uveite, ma che puo coinvolgere altri organi od ap-
parati (14). Nei due membri dell’unica famiglia
italiana conosciuta, da noi seguita da quasi venti an-
ni, ’esordio ¢ stato molto precoce, in eta infantile,
ma I’evoluzione ¢ stata mite, se si eccettua una gra-
ve uveite (15). Il gene di suscettibilita della SB ¢
stato recentemente identificato come CARD 15
(gia noto come NOD?2), lo stesso gene che si asso-
cia allo sviluppo del m.di Crohn (16). La CARD
15 codifica una proteina di 1040 aminoacidi che
contiene strutturalmente due CARD N-terminali
legati ad un (NBS) e (LRR) nella porzione C-ter-
minale. La CARD 15 ¢ espressa prevalentemente
nei monociti e pud interagire con i lipopolisacca-
ridi (LPS) attraverso i domini LRR che attivano la
via del segnale NF-kB. E interessante la constata-
zione che le mutazioni che coinvolgono i LRR pre-
dispongono al M. di Crohn, mentre quelle che coin-
volgono la NBS sono specifici per la SB. Nella no-
stra famiglia ¢ stata recentemente ritrovata una nuo-
va mutazione del sito NBS, E383K, differente dal-
le altre tre individuate finora, R334Q, R334W,
L469F (17).
Mentre tutte queste malattie hanno una colloca-
zione stabile e caratterizzante nel gruppo della
MALIS, il concetto di autoinfiammatorio & andato
allargandosi e modificandosi con il tempo, soprat-
tutto a partire della scoperta dell’inflammasoma,
portando a candidarsi in questa categoria molte ma-
lattie inflammatorie frequenti e dall’incerta collo-
cazione patogenetica. Recentemente, Masters et al.
(18) hanno proposto una nuova classificazione del-
le MAIS abbastanza provocatoria, che pero ha il
merito di indicare come il concetto di autoinfiam-
matorio si sia arricchito di contributi tali da modi-
ficare radicalmente la sua iniziale unicita classifi-
cativi. Secondo questi autori, le MAIS possono
suddividersi in:

- Tipo 1) IL-1 activation disorders (inflammaso-
mopathies): al) intrinseche (FCAS, MWS, NO-
MID/CINCA); a2) Estrinseche (FMF, PAPA, ch-
ronic recurrent multifocal osteomyelitis (CR-
MO)/SAPHO, HIDS, Majeed syndrome, mole
idatiforme ricorrente; a3) complesse/acquisite
(Gotta, pseudogotta, affezioni fibrotizzanti: sili-
cosi, asbestosi, diabete mellito tipo 2, s. di Sch-
nitzler);

- Tipo 2) NF- B activation disorders (M. di Crohn,
s. di Blau, FCAS2 (Guadaloupe periodic fever);

- Tipo 3) Protein folding disorders of the innate

immune system (TRAPS, spondyloarthopathies);

- Tipo 4) Complement disorders (atypical he-
molytic uremic sindrome (HUS), age-related
macular degeneration (AMD);

- Tipo 5) Cytokine signaling disorders (cherubi-
SMoO);

- Tipo 6) Macrophage activation (Familial he-
mophagocytic Lymphohistiocytosis (HLH), Che-
diak-Higashi sindrome, s. di Griscelli, X-linked
lymphoproliferative syndromes, Hermansky-Pud-
lak sindrome, HLH secondaria, Aterosclerosi).

Come si pu0 notare, pur completa e quasi eccessi-

va, questa lista non comprende alcune malattie,

quali la m. di Behcet ed il m. di Still, che la mag-
gior parte degli esperti collocano nell’ambito del-
le MAIS a tutto titolo.

In conclusione, quello della fisiopatologia dell’ au-

toinfiammazione & un settore in espansione cosi

ricca e rapida da rendere i tentativi di definizione

e di classificazione sempre piu provvisori ed ina-

deguati, ma pur tuttavia estremamente necessari. In

questo contesto sta cercando di operare il gruppo

di studio sulle MAIS della SIR, che propone fra i

suoi obiettivi anche la creazione di un registro.
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Autoinflammatory diseases are a group of disor-
ders characterized by spontaneous attacks of sys-
temic inflammation as well as inflammation of spe-
cific tissues without autoimmune etiology or pres-
ence of pathogens.

These diseases include both hereditary (Familial
Mediteranean Fever, FMF; Mevalonate Kinase
Deficency, MKD; TNF Receptor Associated peri-
odic Syndrome, TRAPS; Cryopyrin associated Pe-
riodic Syndrome, CAPS; Blau Syndrome, Pyo-
genic sterile Arthritis, Pyoderma gangrenosum and
Acne syndrome, PAPA; Chronic Recurrent Multi-
focal Osteomyelitis, CRMO) and multifactorial
disorders (Crohn’s and Behcet’s diseases) (1).
Among the hereditary periodic disorders, the Tu-
mor necrosis factor (TNF)-a receptor-associated
periodic syndrome (TRAPS) is a dominantly in-
herited disease caused by missense mutations in
the TNFRSFIA gene which encodes for the TNF-
a receptor (2). TRAPS is characterized by attacks
of fever, polyserositis, arthralgia, myalgia, skin
rash, periorbital oedema and/or conjunctivitis; up
to 25% of patients may develop systemic amyloi-
dosis (3).

Familial Mediterranean Fever (FMF) is the most
common autoinflammatory disorder; it is autoso-
mal recessive and is caused by mutations in the
MEFYV gene, which encodes the pyrin protein, and
is characterized by recurrent attacks of fever with
serositis, synovitis and skin involvement (4). At-
tacks of FMF last from 1 to 3 days and are typi-
cally characterized by colchicine responsiveness
(5, 6).

The diagnosis of FMF is based on clinical crite-
ria, and the demonstration of MEFV mutations
confirms the diagnosis in suspected patients (7).
Concerning the group of multifactorial forms, an
autoinflammatory etiology has recently been pro-
posed also in more common skin diseases sharing
candidate genes or clinical features with the clas-
sically previously described autoinflammatory dis-
eases. In particular, some of the candidate genes

implicated in the pathogenesis of psoriasis are
shared with Crohn’s disease and pustular psoriasis
is actually going to be considered as a chronic au-
toinflammatory disease not only for its clinical re-
current episodes but also for its typical pronounced
infiltration of neutrophils, which is the “histopatho-
logical hallmark™ in all the classically previously
described autoinflammatory diseases. Recurrent
episodes and neutrophilic cell infiltrates are also
typical of the previously defined “neutrophilic cold
urticaria”.

Although a genetic mutation has not been associ-
ated to the “neutrophilic cold urticaria”, these fea-
tures and the cold induced urticarial rash, also de-
scribed in the classical Cryopyrin associated Peri-
odic Syndromes, support the hypothesis that also
the neutrophilic cold urticaria’s pathogenesis can
be related to an altered cryopyrin. Furthermore,
other disorders such as Behcet’s disease and adult
Sill syndrome have been recently included in the
group of autoinflammatory diseases.

In our experience, over a period of 12 months we
have analyzed 120 patients admitted in our Unit
and presenting with clinical manifestations sug-
gestive of autoinflammatory disorders. Fifty eight
were females and 62 were males; out of them, 41
one were pediatric patients (age <16 years). The
mean age of the patients recruited was 27.05 years
and the mean age referred at disease onset was
22.78 years. All patient were tested for mutations
in the MEFV (exons 2, 3, 10) and in the TNFRSFIA
(exons 2, 3, 4, 6) genes.

Among the 120 evaluated patients, 30 of them
showed recurrent episodes of fever and recurrent
pericarditis as the sole clinical manifestation. These
30 patients were part of a larger cohort of patients
admitted in our Unit for idiopathic recurrent peri-
carditis and all were characterized by a poor re-
sponse to colchicine.

TNFRSFIA mutations were found in 4 of 30 pa-
tients. One of the 4 patients had a novel heterozy-
gous deletion ( Y103-R104) and three patients car-
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ried a low-penetrant R92Q mutation. One of the pa-
tients carrying the R92Q mutation, also carried a
low-penetrant mutation E148Q in MEFV gene, but
was clinically diagnosed with TRAPS basing on
the poor response to colchicine, on the duration of
fever attacks (>2 weeks), and on the late onset (34
years).

All four patients were diagnosed with TRAPS and
were successfully treated with etanercept (25 mg
twice weekly). At 1-year-follow-up all four pa-
tients with TRAPS did not show signs of disease
relapse, thus confirming etanercept as a first line
treatment for TRAPS.

Of the remaining 90 patients, 6 of them carried
mutations in MEFV and 7 patients showed muta-
tions in TNFRSFIA. In our experience we found
that 14.16% of patients with clinical features sug-
gestive of periodic syndrome carried mutations
MEFV and TNFRSFIA genes.

Four of them were affected by recurrent pericardi-
tis as the sole clinical manifestation. Our prelimi-
nary data suggest that autoinflammatory disorders
are more frequent than initially thought and that the
disease onset may occur, frequently, also in adult
age. Adult onset may frequently occur in associa-
tion with low penetrant mutations in MEFV and
TNFRSFIA genes and these patients may present
atypical clinical manifestations, such as isolate
serosal involvement.

Furthermore, although in echocardiographic stud-
ies up to 50% of patients with FMF may present
pericardial involvement (8), our data suggest that
TRAPS should be kept in mind, more than FMF,

in the differential diagnosis of recurrent pericardi-
tis and mutation analysis in TNFRSF1A should be
considered.
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L’artrite idiopatica giovanile (AIG) (1) non costi-
tuisce una malattia ma una diagnosi di esclusione
che si applica a tutte le artriti persistenti e di cau-
sa sconosciuta che insorgono in eta pediatrica. Sot-
to questo termine € percido compreso un eterogeneo
gruppo di artriti croniche che, in assenza di cono-
scenze eziopatogenetiche, si ¢ cercato di classifi-
care sulla base di criteri clinici con lo scopo di
identificare singole entita che potessero rappre-
sentare malattie differenti.

L’AIG sistemica

La forma sistemica di AIG ¢ definita dalla presen-
za, accanto all’artrite, di una febbre quotidiana e
persistente accompagnata da uno o piu dei sintomi
seguenti: rash, epatomegalia o splenomegalia,
linfoadenomegalia generalizzata, sierositi. La febbre
¢ elevata (39-40°C), persistente, intermittente, con
due o piu spesso una puntata giornaliera. Una eru-
zione maculo-papulare, rosata, fugace accompagna
sovente la puntata febbrile per poi scomparire quan-
do la temperatura si normalizza. Linfoadenomega-
lia, splenomegalia e I’epatomegalia, se presenti, so-
no in genere modeste. Pericarditi e pleuriti sono ab-
bastanza frequenti ma in genere modeste e asinto-
matiche. Mialgie, anche importanti, e dolori addo-
minali, attribuiti alla presenza di una sierosite, pos-
sono accompagnare le puntate febbrili.

Le puntate febbrili si accompagnano spesso ad ar-
tralgie; una franca artrite, in genere simmetrica e
poliarticolare, puo non essere presente all’esordio
della malattia e comparire a distanza di settimane
o di mesi dall’inizio della sintomatologia sistemi-
ca. Fino a che I’artrite non ¢ comparsa la diagnosi
di AIG sistemica non puo, ovviamente e per defi-
nizione, essere posta.

Gli esami di laboratorio mostrano segni molto mar-
cati di inflammazione con VES elevata, marcato in-
cremento della proteina C reattiva, piastrinosi, leu-
cocitosi neutrofila, marcato aumento della ferriti-
nemia ed un’anemia di tipo infiammatorio che ¢ ca-
ratteristicamente microcitica.

L’evoluzione dell’AIG sistemica & variabile e te-
stimonia, assieme alle differenze nella sensibilita
alla terapia (vedi oltre) la sua assai probabile ete-
rogeneita. Si possono schematicamente distingue-
re due gruppi principali di pazienti. Un primo grup-
po € caratterizzato da un interessamento articolare
modesto che recede generalmente con il recedere
della sintomatologia sistemica; dopo alcuni episo-
di acuti la malattia tende pil spesso a guarire sen-
za lasciare sequele articolari. Un secondo gruppo
di malati presenta una franca artrite pauci o, assai
pil spesso, poliarticolare che finisce con il domi-
nare il quadro clinico; la sintomatologia sistemica
puo persistere o, pill spesso, tendere con il tempo
ad attenuarsi fino a scomparire. Questo secondo
gruppo di pazienti ha un rischio elevato di svilup-
pare danni articolari importanti.

[’ AIG sistemica ¢ una malattia caratteristica del
bambino dove costituisce circa il 15% di tutte le
forme di AIG mentre ¢ di osservazione occasiona-
le nell’adulto dove & conosciuta come malattia di
Still dell’adulto. L’eziologia ¢ ignota ma appare
differente da quella delle altre forme di AIG.
Studi effettuati negli anni *90 avevano portato ad
ipotizzare un ruolo patogenetico centrale per in-
terleuchina (IL)-6 (2). Questa ipotesi ¢ stata poi
confermata dai brillanti risultati ottenuti da uno
studio clinico controllato con Tocilizumab, un an-
ticorpo diretto contro il recettore di IL-6 (3). Ri-
sultati molto positivi sono anche stati ottenuti con
I’inibizione di IL-1 ottenuta con 1’impiego di
Anakinra, la forma ricombinante dell’antagonista
recettoriale di IL-1 (4). Queste osservazioni non
sono in contraddizione con le precedenti poiché la
secrezione di IL.-1 € spesso a monte di quella di IL-
6. Inoltre ¢ stato di recente dimostrato che mentre
alcuni pazienti rispondono in maniera spettacolare
ad Anakinra in altri I’effetto ¢ molto pit modesto,
il che fa pensare che i primi costituiscano una en-
tita clinica differente con una patogenesi a se stan-
te (5). E percid possibile che ulteriori studi con-
trollati sia con Tocilizumab, Anakinra o altri, piu
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potenti inibitori di IL-1, potranno rappresentare
non solo importanti progressi terapeutici ma anche
uno strumento utile per comprendere la eteroge-
neita clinica dell’ AIG sistemica individuando for-
me patogeneticamente distinte.

La sindrome da attivazione macrofagica

Circa il 5-8% dei pazienti con AIG sistemica svi-
luppa una complicanza potenzialmente molto gra-
ve che ricorda quanto si osserva in corso di shock
settico (con cui ovviamente non va confusa) e che
¢ ritenuta secondaria ad un improvviso, importan-
te rilascio di citochine pro-infiammatorie. Questo
quadro, denominato ‘““sindrome da attivazione ma-
crofagica” (MAS), si caratterizza per la comparsa
di una febbre continua (non quindi intermittente),
una diatesi emorragica a tipo coagulazione intra-
vascolare disseminata, una epatomegalia dura e do-
lente con un marcato aumento delle transaminasi e
di altri enzimi, una pancitopenia caratterizzata da
una marcata neutropenia e manifestazioni neuro-
logiche che vanno dalla letargia, al coma, alle con-
vulsioni. Gli esami di laboratorio mostrano, oltre
ai segni della coagulazione intravascolare dissemi-
nata (riduzione del fibrinogeno, aumento dei fatto-
ri di degradazione del fibrinogeno, piastrinopenia),
una riduzione della VES (secondaria alla riduzio-
ne del fibrinogeno), un marcatissimo incremento
della ferritinemia, un aumento dei trigliceridi ed
una riduzione della sodiemia. All’aspirato midol-
lare sono evidenti macrofagi che fagocitano attiva-
mente le cellule ematopoietiche.

Spesso non ¢ identificabile un fattore scatenante, an-
che se casi di MAS sono stati messi in relazione con
I’assunzione di farmaci, infezioni intercorrenti o
una riattivazione della malattia di base. Criteri dia-
gnostici preliminari per la MAS associata all’ AIG
sistemica sono stati recentemente proposti (6).

La MAS rappresenta un quadro particolare di
linfoistiocitosi emofagocitica (HLH) (Tab. I) (7).
Le forme piu note e piu severe di HLH sono quel-
le legate a difetti genetici ed in particolare al difetto
di perforina che ¢ anche la forma meglio studiata
da un punto di vista patogenetico per la disponibi-
lita di un modello animale. La mutazione determi-
na una grave alterazione della funzione citotossica
delle cellule NK e dei linfociti citotossici. Cio cau-
sa una massiccia espansione ed attivazione di que-
ste cellule con ipersecrezione di citochine pro-in-
fiammatorie come INF-y, TNF-a, e GM-CSF che,
a loro volta, inducono una attivazione macrofagi-
ca con infiltrazione tissutale e produzione di IL-1
e IL-6. La patogenesi nelle forme non genetiche,

Tabella I - Classificazione delle linfoistiocitosi emofagocitiche (secon-
do Janka (6)).

Genetiche
Familiari (Malattia di Farquhar)
Da deficit genetici noti (perforina, munc 13-4, syntaxin 11)
Da deficit genetici ignoti
Associate a deficit immunitari
Sindrome di Chédiak-Higashi
Sindrome di Griscelli
Sindrome linfoproliferativa legata all'’X

Acquisite

Da agenti esogeni (infezioni (in particolare EBV), tossine)

Da prodotti endogeni (danno tissutale, alcune malattie del me-
tabolismo come la intolleranza alla proteine con lisinuria)
Associate a malattie reumatiche

Associate a neoplasie (in particolare linfomi)

comprese quelle in corso di malattie reumatiche, ¢
ignota ma presenta molto verosimilmente elemen-
ti in comune con quella delle forme genetiche (8).
La MAS ¢ stata descritta anche in altre malattie reu-
matiche come la sindrome di Kawasaki ed il lupus
eritematoso sistemico (LES); per la MAS in corso
di LES sono stati elaborati criteri diagnostici che
differiscono, per il diverso quadro clinico della ma-
lattia di base, da quelli proposti per la AIG (9). Il
motivo per cui la MAS si osserva molto pit di fre-
quente nella AIG sistemica sono ancora ignoti ma
hanno probabilmente a che vedere con la marcata
stimolazione dell’immunita innata che caratterizza
questa malattia.

La MAS richiede un pronto riconoscimento perché,
se non trattata, puo essere fatale. Il trattamento con
steroidi e ciclosporina (10, 11) ¢ efficace nella
grande maggioranza delle forme che si osservano
i corso di AIG sistemica.
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IL-18 SIERICA E TISSUTALE NELLA MALATTIA DI STILL DELL’ADULTO

R. Priori', C. Alessandri', S. Colafrancesco', A. Gattamelata', G. Valesini', M. Bombardieri’, E. Astorri’, C. Pitzalis’,

F. Barone’, L.B. McInnes®
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L’interleuchina 18 (IL-18) ¢ una citochina ad azione pleiotro-
pica di cui vengono individuate sempre pill numerose e com-
plesse proprieta pro-inflammatorie. In precedenza, nella ma-
lattia di Still dell’adulto (adult onset Still disease - AOSD) so-
no stati evidenziati elevati livelli sierici di IL-18 ed una sua au-
mentata espressione a livello linfonodale. L’accumularsi di si-
mili evidenze suggerisce che IL-18 possa rappresentare un fu-
turo target terapeutico nell’AOSD.

Obiettivo: Valutazione del ruolo di IL-18 sierica come mar-
catore biologico di malattia e della sua attivita. Studio
dell’espressione tissutale dell’IL-18 in pazienti con AOSD ed
impegno epatico.

Materiali e Metodi: Presso la nostra UOC sono afferiti negli
ultimi 10 anni 41 pazienti affetti da AOSD (criteri di Yama-
guchi). 23 F, 18 M, eta M 39,5 anni. IL-18 ¢ stata dosata nel
siero di 22 pazienti, I’attivita di malattia al momento del pre-
lievo ¢ stata definita in base ai criteri proposti da Pouchot
(1991) che prevede uno score compreso tra 0 e 12 (1 punto per
ciascuno delle seguenti manifestazioni: febbre, rash, faringo-
dinia, artrite, mialgie, pleurite, pericardite, polmonite, linfoa-
denopatia, impegno epatico, dolore addominale, leucociti
>15000/mm’).

Come gruppi di controllo sono stati utilizzati i sieri di 21 sog-
getti sani, 44 pazienti con artrite reumatoide (AR), 95 con sin-
drome di Sjogren primaria (pSS) e di un paziente con una for-
ma di AOSD risultata poi paraneoplastica. IL-18 ¢ stata misu-
rata con metodica commerciale ELISA. Sezioni sequenziali di
due campioni di tessuto epatico di AOSD e uno di epatite ia-

trogena sono state esaminate con metodica di doppia immu-
noistochimica (IHC) con ab anti IL-18 e ab anti-CD68. Per
I’analisi statistica sono stati usati il test di MW e di Spearman.
Risultati: IL-18 (pg/mL) ¢ risultata significativamente piti ele-
vata nel siero dei pazienti con AOSD in fase attiva (score >1)
(1047,45; range 33,71-6015) rispetto ai tre gruppi di control-
lo: AR (332; range 0-2000; p=0,004), pSS (66,24; range 1,2-
1532; p=0,0001), sani (189; range 0-491; p=0,0045). IL-18 nel
paziente con AOSD paraneoplastico era 56,77 pg/mL. In AO-
SD ¢ stata inoltre identificata una correlazione statisticamente
significativa tra concentrazione di IL-18 e attivita di malattia
(p<0,0001). Infine il livello sierico di IL-18 ¢ risultato corre-
lare significativamente con le concentrazioni di PCR (p=0,006)
e di ferritina (p=0,006) e con il numero dei neutrofili circolanti
(p=0,045).

All’esame IHC ¢ stata dimostrata un’accentuata espressione di
IL-18 nei campioni di fegato di AOSD in confronto al con-
trollo, in co-localizzazione con il marker monocito-macrofa-
gico CD68.

Conclusioni: Si conferma il ruolo dell’IL-18 come marker bio-
logico nell’AOSD correlato all’attivita di malattia. La sua
espressione a livello epatico, gia in precedenza dimostrata a li-
vello linfonodale, suggerisce che IL-18 eserciti il suo potenziale
patogenetico negli organi linfoidi secondari e/o nel sistema re-
ticolo-endoteliale, laddove la disregolata produzione di IL-18
ha presumibilmente luogo.

Keywords: IL-18, Malattia di Still dell’adulto, Fegato.

DIAGNOSI DI MILD MEVALONATE KINASE DEFICIENCY IN PAZIENTI CON FEBBRI PERIODICHE NDD

MEDIANTE TECNICHE DI ANALISI INDIRETTA
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!Cattedra e U.O.C. di Reumatologia, Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale, Universita degli Studi di Padova;
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Scopo del Lavoro: La Mevalonate Kinase Deficency (MKD),
gia nota come sindrome da Iper IgD (HIDS), ¢ una rara ma-
lattia autoinfiammatoria di tipo autosomico recessivo carat-
terizzata da febbre ricorrente e disturbi muscoloscheletrici.
La MKD ¢ dovuta a mutazioni del gene MVK, il quale codi-
fica per I’enzima mevalonato chinasi (MK); polimorfismi
(SNP) in MVK sono la causa di un’alterata attivita enzima-
tica di MK.

Ad oggi sono state descritte 106 variazioni di sequenza in MVK
e I’indagine genetica si ¢ resa indispensabile per la diagnosi,
soprattutto in pazienti con valori sierici di IgD normali.

La determinazione di mutazioni puo essere resa piu efficiente
utilizzando la DHPLC come tecnica di screening per identifi-
care alterazioni nella regione codificante del gene MVK in pa-
zienti con sospetta sindrome autoinfiammatoria.

Materiali e Metodi: Sono stati presi in esame 31 pazienti (eta
media 29 anni, range 3-61 anni) con febbri ricorrenti non im-
putabili ad infezioni o malattie autoimmuni e 10 controlli sa-
ni; 14 pazienti avevano un andamento febbrile tipico di MKD.

In ogni paziente ¢ stato effettuato il dosaggio delle IgD nel sie-
ro. L’analisi del DNA ¢ stata effettuata mediante amplifica-
zione con primers specifici per MVK.

I prodotti di amplificazione sono stati analizzati mediante DH-
PLC utilizzando il sistema Wave” Fragment Analysis (Tran-
sgenomic, Omaha, NE, USA).

Le temperature di melting sono state calcolate con Navigator
Software 1.7.0 (Transgenomic). Le sequenze degli stessi fram-
menti amplificati sono state determinate mediante I’uso di un
sequenziatore automatico ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(APPLIED BIOSYSTEMS).

Risultati: Non ¢ stata osservata correlazione tra un elevato li-
vello sierico di IgD e la presenza di alterazioni di sequenza in
MVK.

Nessun campione di controllo presentava alterazioni dei pro-
fili DHPLC e delle sequenze. 19 dei 31 pazienti esaminati pre-
sentavano almeno un profilo di DHPLC alterato e i dati sono
stati confermati con sequenziamento.

Il numero di SNP per paziente ¢ risultato maggiore nel grup-
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po di pazienti con febbre MKD-tipica rispetto a quelli con feb-
bre atipica in modo statisticamente significativo (p=0,0023).
Conclusioni: Un elevato livello sierico di IgD non rappresen-
ta pitt un marker per fare diagnosi di MKD. L’analisi genetica
¢ indispensabile per fare diagnosi in pazienti con sospetta MKD
e IgD normali.

La DHPLC ¢ una tecnica capace di effettuare uno screening ra-
pido, a basso costo e con una specificita del 100% nell’anali-
si di SNP in pazienti con sospetta MKD.

Maggiore ¢ il numero di SNP in MVK, maggiore sembra la
probabilita di avere una clinica compatibile con MKD e che
tante variazioni di sequenza possano indurre una diminuzione
nell’attivita della MK predisponendo quindi alla MKD. 11 pa-
zienti sono risultati portatori delle varianti alleliche D170D e
¢.632-18A>G; tale evento suggerisce che questi SNP potreb-
bero essere in linkage disequilibrium. Per confermare tali ipo-
tesi sono necessari ulteriori studi.

Keywords: Malattie autoinfiammatorie, Deficit di Mevalona-
to chinasi, DHPLC.
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IL COMPLEMENTO: UN MARKER PREDITTIVO DI COMPLICANZE NELLA APS OSTETRICA?
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Scopo del Lavoro: La Sindrome da Anticorpi Antifosfolipidi
¢ caratterizzata da almeno un evento trombotico e/o una com-
plicanza ostetrica in presenza di una persistente positivita de-
gli anticorpi antifosfolipidi. In alcuni modelli sperimentali ¢
stata osservata ’attivazione del complemento in manifestazio-
ni ostetriche correlate agli anticorpi anti fosfolipidi. Pochi stu-
di sull’uomo hanno valutato la presenza di un processo flogi-
stico, complemento-mediato, in placente a termine di gravi-
danze con complicanze ostetriche, riportando risultati discor-
danti. L’obiettivo del presente studio ¢ verificare ’ipotesi di
una possibile correlazione tra le complicanze ostetriche e livelli
sierici di complemento in pazienti con APS.

Materiali e Metodi: E stato condotto uno studio multicentri-
co su 41 gravidanze in 29 donne affette da APS, confrontate
con un gruppo di controllo composto da 43 gravidanze in 35
donne affette da Sindrome di Sjogren o Connettivite Indiffe-
renziata. Sono stati dosati, mediante nefelometria, i valori sie-
rici del C3 e del C4 sia prima della gravidanza che durante ogni
trimestre. In ciascun gruppo le pazienti sono state suddivise in
sottogruppi in base alla presenza/assenza di ipocomplemente-
mia. Gli esiti delle gravidanze sono state correlati ai valori di
complementemia sierica.

Risultati: La prevalenza delle complicanze ostetriche ¢ risul-
tata maggiore nelle donne affette da APS (29,27%) rispetto al

gruppo di controllo (9,3%) (p=0,019) mentre la prevalenza
dell’ipocomplementemia ¢ simile nei 2 gruppi posti a con-
fronto (p=0,22).

La prevalenza delle complicanze nel sottogruppo di donne con
APS e bassi livelli di complemento (62,5%) ¢ risultata supe-
riore in maniera statisticamente significativa rispetto a quella
presente nel sottogruppo di APS con normale complementemia
(24,24%) (p=0,02).

Nei due sottogruppi di controllo (complemento normale e ri-
dotto) non sono state osservate differenze statisticamente si-
gnificative di prevalenza di complicanze (p=0,06). Confron-
tando le pazienti con complicanze e ipocomplementemia di
entrambi i gruppi (APS e controlli) si osserva una prevalenze
nettamente superiore delle complicanze nelle APS (p=0,0139)
Conclusioni: Le complicanze ostetriche tipiche della PAPS so-
no state osservate piu frequentemente nei casi con consumo di
complemento.

Questa osservazione supporta la nostra ipotesi secondo cui
I’ipocomplementemia costituisce un parametro predittivo di
complicanze gravidiche nelle pazienti con PAPS. Al contrario
nelle pazienti con SS e UCTD il profilo complementare sem-
bra non influire sull’esito gestazionale.

Keywords: Complemento, APS, Complicanze ostetriche.
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Antiphospholipid Syndrome (APS) is characterized by fetal
losses in the presence of aPL. aPL are pathogenic & several
pathogenic mechanisms were described. Complement (C’) ac-
tivation was reported to play a role in murine models of aPL-
induced fetal loss but still debated is whether comparable find-
ings can be found in patients.

Aims: to prospectively investigate C* deposition in placentas
from primary APS (PAPS) pregnant women & to evaluate its
relationship with pregnancy outcome, histology and therapy.
Methods: PAPS patients were classified according to Miyakis
et al. (J Thromb Haemost. 2006). Placenta specimens at deli-
very or after abortion were collected; clinical/laboratory data
were prospectively collected C’ deposition was evaluated by
immunohistochemistry.

Results: 11 PAPS patients and 5 controls (same gestation
weeks) were enrolled; 14 pregnancies (1 twin) in the PAPS and
5 in the control group. 9 placentas after term pregnancy and 4
abortive specimens (3 at 20th and 1 at 25th wg) were collect-
ed in the PAPS group. LMWH; 100 IU/Kg/day s.c.) and low

dose ASA (100 mg/day) were used in 11/24 pregnancies, in
2/14 low dose ASA only as 1st pregnancies, while in 1 patient
IVIg and low dose corticosteroids were also used because of
previous fetal losses in spite of the treatment (LMWH and
ASA). Plasma C3 and C4 levels were within the normal ranges
in all the samples. Histology: decidual vasculopathy was de-
tectable mainly in PAPS, decidual necrosis and inflammation
in some cases and controls.

Intervillous thrombi were found in PAPS cases, while villous
infarcts and foci of villitis were detected both in patients and
controls.

Immunohistochemistry: C* deposits were constantly detected
in PAPS samples while almost absent in controls. Among PA-
PS samples, a sight degree of variation in the extent of C’ de-
position was noticeable though it was not gradable.

Clq and C3 were both detected on the endothelium of the de-
cidual vessels showing signs of IgG and/or IgM deposition, as
well as in the interstitium among decidual stromal cells at sites
of inflammation.
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In the decidual vessels, C9/TCC showed a subendothelial dis-

tribution.

Similarly to Igs, Clq, C3 and C9/TCC were also detected on

the surface of the villous syncitiotrophoblast, with C9/TCC

deposits being more conspicuous in infarcted villi.

Conclusions:

1) histological analysis does not show any specific pattern and
no signs of widespread inflammation in agreement with pre-
vious reports;

2) C’ activation was reported for the Ist time in human APS
placentas in a prospective study;

3) C deposition was found both in abortive specimens & in pla-
centas at term, & there was no relationship with therapy.

Keywords: APS, Complement involvement, Placenta.

UTILIZZO DI DOSI AGGIUSTATE DI NADROPARINA ASSOCIATA AD ASPIRINETTA
NEL TRATTAMENTO DI DONNE IN GRAVIDANZA CON SINDROME DA ANTIFOSFOLIPIDI
A BASSO RISCHIO. STUDIO PROSPETTICO DI COORTE

M. Favaro, M. Tonello, T. Del Ross, A. Bontadi, A. Cavazzana, S. Cuffaro, A. Ruffatti, L. Punzi

U.O.C. Reumatologia, Universita di Padova

Scopo: Il recente aggiornamento dei criteri di classificazione
per la sindrome da antifosfolipidi (APS) ha introdotto il con-
cetto di stratificazione del rischio di trombosi in pazienti con
APS sulla base delle caratteristiche cliniche e di laboratorio. I
pazienti con pill di una positivita di un test di laboratorio sono
stati classificati nella categoria I (ad alto rischio di trombosi),
mentre quelli positivi per un singolo test sono classificati nel-
la categoria II (a basso rischio di trombosi). Inoltre sono stati
riconosciuti altri due sottogruppi di APS in accordo con la pre-
senza o assenza di fattori aggiuntivi di rischio trombotico. Il
nostro studio valuta I’efficacia e la sicurezza dell’utilizzo di do-
si aggiustate di eparina a basso peso molecolare in un’unica
somministrazione giornaliera, associate ad aspirina 100 mg/die
in donne in gravidanza con diagnosi di sindrome da antifosfo-
lipidi primitiva (APS), senza storia di tromboembolismo e con
assenza di triplice positivita degli anticorpi antifosfolipidi
(aPL): lupus anticoagulant, anticorpi anticardiolipina IgG e an-
ti-B2glicoproteina I IgG.

Materiali e Metodi: Sono state incluse nello studio 33 donne
con eta media 34,9 anni +4,1 DS (range 25-41) alle quali era
stata diagnosticata in precedenza la APS esclusivamente oste-
trica sulla base dei criteri di classificazione internazionali. So-
no state escluse le donne con fattori aggiuntivi di rischio trom-
botico.

La nadroparina veniva iniziata al riscontro del test positivo di
gravidanza alla dose di 3800 U/die in tutte le pazienti. In don-
ne con peso <60 kg il dosaggio raggiunto era 4275 e 4750

Uldie rispettivamente all’inizio del secondo e terzo trimestre,
mentre in quelle con peso >60 kg la dose veniva incrementata
a 4750 e 5700 U/die rispettivamente all’inizio del secondo e
terzo trimestre.

All’inizio della gravidanza veniva associata aspirina 100
mg/die. L’ultima iniezione di nadroparina veniva sommini-
strata 24 ore prima del parto cesareo o all’inizio del travaglio
in caso di parto vaginale. Veniva ripresa dopo 12 ore dal par-
to e continuata al dosaggio di 3800 U/die per 6 settimane.
L’aspirinetta veniva interrotta 10 giorni prima del parto.
Risultati: L’esito della gravidanza ¢ stato favorevole in 32 pa-
zienti (97%), che hanno partorito 32 bambini, nati vivi tra la
29/ e la 41? settimana di gestazione (media 37,4+2,1 DS). Tut-
ti i neonati erano sani e sopra il 25° percentile. In una donna
(3%) la gravidanza ¢ esitata in aborto all’8" settimana gesta-
zionale. Complicazioni gravidiche sono state registrate in 3
casi (9%): trombocitopenia nel primo o secondo trimestre in
due e ipotiroidismo in uno. Non si sono verificati effetti colla-
terali maggiori con I’utilizzo di questa terapia.

Conclusioni: Dosi aggiustate di nadroparina in mono sommi-
nistrazione giornaliera associate ad aspirina 100/die mg sono
risultate efficaci e sicure nella gestione delle gravidanze in
donne affette da sindrome da antifosfolipidi a basso rischio
ostetrico.

Keywords: Anticorpi antifosfolipidi, Sindrome da antifosfoli-
pidi, Gravidanza.
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DETECTION OF IGG/IGM ANTIBODIES THAT RECOGNIZE EPITOPE GLY40-ARG43 IN DOMAIN |
OF BETA2GPI WITH AN ELISA ASSAY: A NEW PERSPECTIVE IN PREDICTION OF THROMBOTIC
MANIFESTATIONS IN ANTIPHOSPHOLIPID SYNDROME?

V. De Angelis', G. Van Os’, F. Pregnolato’, C. Grossi‘, C. Chighizola', M. Biggioggero', P.G. de Groot’, R.H.W.M. Derksen’,

P.L. Meroni", R.T. Urbanus

'Rheumatology and Clinical Immunology, University of Milan; *Departments of Hematology, University Medical Center Utrecht,
The Netherlands; 'Departments of Rheumatology and Clinical Immunology, University Medical Center Utrecht, The Netherlands;
‘Rheumatology and Clinical Immunology Unit, Istituto Auxologico Italiano of Milan

Background: Antiphospholipid antibodies (aPL), serological
markers of the antiphospholipid syndrome (APS), are mainly di-
rected against a2-glycoprotein I ( 2GPI), a plasma protein with
phospholipid binding properties. 2GPI consists of five com-
plement control protein or ‘sushi’ domains (designated I to V),
that are arranged in an elongated, fish-hook shape. Although the
location of epitopes recognized by aPL remains the subject of
controversy, several studies suggest pathological aPL are di-
rected against the Gly40-Arg43 epitope in domain I of 2GPI.
Aim: To determine the specificity of assays that detect anti-
bodies against domain I or domain IV of 2GPI for the diag-
nosis of APS, as well as their predictive value in the clinical
outcome of the disease.

Materials and Methods: We tested plasma or serum samples
of 39 primary APS patients, who fulfilled the Sapporo criteria,
9 patients with APS secondary to autoimmune connective tis-
sue disease, 6 asymptomatic aPL positive patients and 8 asymp-
tomatic patients with autoimmune connective tissue disease.
We determined the presence of aPL (lupus anticoagulants, an-
ticardiolipin and anti- 2GPI antibodies), as well as serological
markers for autoimmune connective tissue disease. Patients
with paraproteinaemia (10), hypergammaglobulinaemia (10),
infectious disease (22) such as HIV (4) or hepatitis B (3) and
-C (15), and autoimmune diseases without aPL (35) were used
as controls. IgG- and IgM anti-domain I and domain IV anti-
bodies were detected with a home-made assay. Cut-off values
were set at the 99th percentile of 50 healthy subjects.
Results: 52 patients with aPL were positive for IgG - and 31
for IgM- anti- 2GPI antibodies, of which 21 (40%) were pos-
itive for anti-DI IgG and 10 (32%) for IgM. Only 9 (17%)
were positive for anti-DIV IgG with 10 (32%) positive for an-
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ti-DIV IgM. 70 % of the patients with anti-DI antibodies had
thrombotic events in their clinical history. Anti-domain I and
domain IV antibodies were only detected in patients with an-
ti- 2GPI antibodies. None of the controls had anti-domain I o
IV antibodies, but 5 samples positive for IgM anti-domain IV.
Conclusion: APS samples display reactivity against epitopes
in both domain I and domain IV of 2GPI. Anti-DI antibodies
correlated with a clinical history of thrombotic manifestations.

Keywords: Antiphospholipid syndrome, Anti-domain I beta2
GPI, Anti-domain 1V beta2 GPI.

ANTICORPI ANTI-SU NELLA SINDROME DA ANTICORPI ANTI-FOSFOLIPIDI PRIMARIA (PAPS)

A. Ceribelli', I. Cavazzana’®, A. Tincani’, R. Cattaneo’, F. Franceschini’, E.K.L. Chan’, M. Satoh*
'Cattedra di Reumatologia, Universita degli Studi, Spedali Civili, Brescia; “U.O. Reumatologia, A.O. Spedali Civili, Brescia;
’Department of Oral Biology, University of Florida, Gainesville, FL, USA; *Department of Pathology, Immunology and Laboratory

Medicine, University of Florida, Gainesville, FL, USA

Introduzione: Otre il 30-40% delle PAPS presenta anticorpi
anti-nucleari (ANA), la cui specificita ¢ solo raramente iden-
tificabile (anti-Ro/SSA, anti-lamine nucleari, anti-nucleoso-
mi). Gli anticorpi anti-Su sono riportati nel 20% dei pazienti
con Lupus Eritematoso Sistemico (LES).

L’antigene Su ¢ un complesso proteico di 100/102 e 200 kDa,
identificato con la proteina “human Argonaute2 (hAgo2)”,
coinvolta in meccanismi di trascrizione genica, spesso riscon-
trata all’interno di complessi citoplasmatici detti “GW bodies”
(GWBSs).

Scopo del Lavoro: Determinare la prevalenza di anticorpi an-
ti-Su e di altre specificita ANA, valutandone le correlazioni cli-
niche e di laboratorio, e 1’eventuale rischio di evoluzione da
PAPS a LES.

Metodi: I sieri di 52 pazienti affetti da PAPS, afferenti alla nos-

tra U.O. di Reumatologia degli Spedali Civili di Brescia, sono
stati studiati per la ricerca di anticorpi anti-nucleari, con una
metodica di immunoprecipitazione (IP) su cellule K562 radio-
marcate.

Gli stessi sieri sono stati studiati con immunofluorescenza in-
diretta (IFI), per analizzare il pattern ANA e la presenza di
GWaBs, e con tecnica ELISA con proteina Ago2 ricombinan-
te, per confermare la presenza di anti-Su specifici per hAgo2.
Risultati: Anticorpi anti-Su sono stati individuati in 7 su 52
sieri (13.4%), anticorpi anti-Ro/SSA in 4 (7%) e anti-La/SSB
in 1 2%).

La positivita anti-Su mediante IP ¢ stata confermata con tec-
nica ELISA in tutti i 7 sieri.

Nella maggior parte dei sieri, le specificita anticorpali rileva-
te erano singole, solo in 1 caso gli anti-Su erano associati ad
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anti-Ro/SSA ed in 1 caso gli anti-Ro/SSA erano associati ad
anti-La/SSB. In 41 sieri (79%) non ¢ stata riscontrata alcuna
positivita mediante IP.

Gli anticorpi anti-Su non appaiono correlati ad alcuna caratte-
ristica clinica nelle PAPS, anche se gli anticorpi anti-beta2GPI
di isotipo IgG sono significativamente pit frequenti nei pazienti
senza anticorpi anti-Su (p=0.0213). Nessuno dei pazienti con
anticorpi anti-Su ha presentato un’evoluzione in LES durante
il follow-up.

Per quanto riguarda il quadro IFI, solo 1 dei 7 sieri anti-Su pos-
itivi mostra il tipico pattern citoplasmatico dei GWBs, mentre
in 2 sieri la IFI ¢ risultata negativa, e negli altri sieri il pattern
¢ eterogeneo.

Conclusione: Gli anticorpi anti-Su rappresentano la specificita
anticorpale pil frequente (13.4%) nella nostra coorte di pazi-
enti con PAPS.

Gli anticorpi IgG anti-beta2GPI mostrano una correlazione ne-
gativa con gli anticorpi anti-Su.

Nessun’altra caratteristica clinica o di laboratorio si & dimo-
strata in correlazione con gli anticorpi anti-Su nei pazienti con
PAPS.

Keywords: Anticorpi anti-Su,GW bodies, Anticorpi anti-nu-
cleo.

SINDROME DA ANTICORPI ANTIFOSFOLIPIDI E LESIONI PUNTIFORMI DELLA SOSTANZA BIANCA
ALLA RISONANZA MAGNETICA. QUAL E IL LORO SIGNIFICATO? VALUTAZIONE DI 169 PAZIENTI

CON MANIFESTAZIONI NEUROLOGICHE
C. Casu', L. Andreoli', M. Codella’, R. Cattaneo', A. Tincani'

'U.0. di Reumatologia e Immunologia Clinica, Spedali Civili di Brescia; “U.O. di Neurologia, Spedali Civili di Brescia

OBIETTIVO: Valutazione delle manifestazioni neurologiche
in 169 pazienti (pz) con diagnosi di Sindrome da Antifosfoli-
pidi Primaria (PAPS) e confronto con le risonanze magnetiche
encefaliche (RMN).

Metodi: lo studio comprende 169 pz. (150F e 19M) classifi-
cati come PAPS secondo i criteri revisionati (Miyakis et al.,
2006). L’eta media di esordio era 37,6 anni (range 18-76). Il
lupus anticoagulant era positivo in 86 casi (51%), anticorpi an-
ticardiolipina in 151 (84%; IgG 60%, IgM 29%), anticorpi an-
ti- 2Glicoproteina I in 166 (98%; IgG 51%, 1gM 47%). ANA
e anticorpi anti-DNA nativo (a basso titolo) erano positivi nel
50% e 17% dei pz. rispettivamente e anticorpi anti-ENA in 10
(0,6%). 1 dati clinici e laboratoristici sono stati desunti dalle car-
telle cliniche.

Risultati: Il periodo medio di follow-up (FU) ¢ stato di 5.2 an-
ni, mediana 3; (range 0-23 anni). I1 34.3% dei pz aveva esordi-
to con un evento vascolare arterioso /o venoso, il 45% con un
evento ostetrico e il 20.7% con eventi vascolari e ostetrici. Le
manifestazioni neurologiche, riscontrate all’esordio oppure du-
rante il periodo di FU, si sono verificate almeno una volta nel
71.6% dei pz. I quadri clinici rilevati sono stati confrontati con
I’esito della RNM per valutare una possibile correlazione con
il reperto di lesioni puntiformi della sostanza bianca (SHWML).
Abbiamo analizzato 71 RMN in 66 pz: 21 erano state eseguite
per FU in pazienti asintomatici, mentre 50 erano state eseguite
per I’insorgenza di nuovi sintomi (osservati o deposti). E stata
quindi esaminata la diversa distribuzione dei sintomi neurolo-
gici tra pz con e senza lesioni puntiformi. L’ipertensione arte-
riosa era presente nel 37% dei pz con SHWML, e nel 17% dei
pz senza alcuna alterazione alla RMN. Tra i pazienti con

Tabella |
Tutti i pazienti Pazienti Pazienti
(169)% sintomaci asintomaci
con SHWML ~ con SHWML

(14)% (5)%
Ipertesi 27.2% 28.6% 40%
Borderline 2.4% 0% 0%
Normotesi 70.4% 71.4% 60%

SHWML era iperteso il 40% dei pz asintomatici e solo il 28,6%
dei pz sintomatici. I dati sono riassunti nella tabella I.
Conclusione: A testimoniare che la PAPS ¢ una malattia an-
che neurologica, il nostro studio individua problemi correlati
nel 71.6% dei pazienti. La nostra casistica mostra che le lesioni
puntiformi non sono sempre presenti ¢ quando si repertano
non sembrano avere caratteri di specificita infatti la loro di-
stribuzione tra i pz sintomatici e asintomatici non ¢ statistica-
mente significativa. L ipertensione potrebbe essere considera-
ta un fattore confondente, responsabile di alcune delle SHWML
che si ritrovano nei pz asintomatici. Il dibattito sul significato
delle SHWML rimane ancora aperto. Il nostro studio sottoli-
nea come le lesioni puntiformi della sostanza bianca indivi-
duate in pz con PAPS siano di difficile interpretazione consi-
derato che possono essere associate o non associate alle mani-
festazioni neurologiche.

Keywords: Antifosfolipidi, Lesioni puntiformi, RMN.
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ANTICORPI ANTIFOSFOLIPIDI: E POSSIBILE DISTINGUERE GLI ANTICORPI “INNOCENTI”
DA QUELLI “TROMBOFILICI’? ANALISI DELLA FINE SPECIFICITA DIRETTA VERSO | DOMINI

DELLA BETA2GLICOPROTEINA |

L. Andreoli', C. Nalli', M. Motta’, G.L. Norman’, Z. Shums’, W.L. Binder’, M. Nuzzo', M. Frassi', A. Lojacono’, T. Avcin’,

P.L. Meroni’, A. Tincani'

'Reumatologia e Immunologia Clinica, Spedali Civili, Brescia; *Neonatologia e Terapia Intensiva Neonatale, Spedali Civili, Brescia;
3INOVA Diagnostics, Inc., San Diego, CA, USA; 4Ginecologia e Ostetricia; Spedali Civili, Brescia; 5Allergologia, Reumatologia
e Immunologia Clinica, Ospedale Pediatrico, Lubiana, Slovenia; “Allergologia, Immunologia Clinica e Reumatologia,

Istituto Auxologico Italiano, Milano

Scopo del Lavoro: Gli anticorpi anti-f2glicoproteina I (anti-
2GPI) sono associati alla Sindrome da Anticorpi Antifosfoli-
pidi (APS); tuttavia, ¢ possibile riscontrarli in soggetti asinto-
matici, affetti o meno da concomitanti malattie autoimmuni si-
stemiche (MAS). Sono stati inoltre descritti in bambini in eta
prescolare, verosimilmente in risposta a fatti infettivi o
all’esposizione alla B2GPI tramite gli alimenti, senza peraltro
alcuna associazione con trombosi e/o0 MAS. In effetti, € stato
suggerito che diverse sottopopolazioni di anti-B2GPI posseg-
gano un diverso potenziale patogenetico. Gli anticorpi diretti
verso il dominio 1 (D1) della f2GPI sembrano essere mag-
giormente patogenetici e, quindi, specifici per APS. Anticorpi
che riconoscono invece il dominio 4/5 (D4/5) sono stati de-
scritti in bimbi con dermatite atopica (DA) e soggetti con pa-
tologia cardiovascolare non trombotica. Scopo dello studio ¢
I’analisi della fine specificita degli anti-32GPI in diverse coor-
ti di soggetti adulti e in eta prescolare.

Materiali e Metodi: Sono stati inclusi 39 bambini all’eta di un
anno, nati da madri con MAS (11 PAPS, 9 LES, 9 UCTD, 6
Sjogren, 3 MCTD, 1 AR; 13 delle quali (33%) con anti- 32GPI
positivi), e 33 bambini affetti da DA. Come confronto, 54 pazi-
enti adulti con APS (47 PAPS, 7 associata a LES) e 5 bambini
con APS pediatrica. Tutti i soggetti inclusi nello studio sono
risultati positivi per IgG anti-B2GPI alla metodica ELISA ho-
me-made utilizzata routinariamente presso il nostro laboratorio.
I campioni sono stati testati per IgG anti-32GPI D1 e D4/5 su
piastre ELISA contenenti peptidi ricombinanti di D1 e D4/5 ri-
spettivamente (prodotti ad uso di ricerca: QUANTA Lite ELI-
SA, INOVA Diagnostics, USA). I cut-off 6 stato individuato
come 95° percentile su un gruppo di 50 controlli sani adulti.
Risultati: I bimbi ad un anno di eta e quelli affetti da DA han-

Tabella |
D1+D4/5- DI1-D4/5+ DI1+D4/5+
Bimbi 1 anno (n=39)  2.5% 33% 8%
DA (n=33) 15% 30% 3%
APS adulta (n=54) 61% 7.4% 3.7%
APS pediatrica (n=5) 50% 17% 0%

no mostrato una reattivita prevalente per D4/5, mentre i sogget-
ti con APS, sia adulta che pediatrica, sono risultati positivi so-
prattutto per D1. Le percentuali dei diversi pattern di positivita
sono riportate in tabella.

E stata riscontrata una buona correlazione tra i titoli di anti-
2GPI e anti-D4/5 nei bimbi a 1 anno e con DA (r=0.85,
r=0.88) e anti-D1 nei pazienti adulti con APS (r=0.66). Questo
suggerisce che la reattivita verso un particolare dominio ri-
fletta la specificita prevalente dell’intera popolazione autoan-
ticorpale.

Nessun evento trombotico ¢ stato registrato nei bambini ad un
anno di eta né in quelli con DA.

Conclusioni: La prevalente specificita per D4/5 che caratter-
izza gli anti-B2GPI in eta infantile, in contrasto con quella per
D1 riscontrata in soggetti con APS, potrebbe spiegare il profi-
lo “innocente” di questi anticorpi. Il nostro studio supporta
I’ipotesi che diverse sottopopolazioni di anti-B2GPI pos-
seggano diverso potenziale patogenetico.

Keywords: Anti-beta2glicoproteina I, Domini beta2glicopro-
teina I, Immunita naturale.
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