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INTRODUZIONE

La sindrome da anticorpi antifosfolipidi (APS)
è una malattia sistemica autoimmune caratte-

rizzata clinicamente da eventi trombotici arteriosi
e/o venosi e/o da perdite fetali ricorrenti, in asso-
ciazione alla presenza di autoanticorpi specifici per
complessi fosfolipide-proteina, o per singole pro-
teine leganti i fosfolipidi, in generale definiti anti-
corpi antifosfolipidi (aPL) (1). La diagnosi di APS
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SUMMARY

Objective: Anti-β2glycoprotein I antibodies (a-β2GPI) are a laboratory criterion for the antiphospholipid syndrome
(APS) and were demonstrated to be involved in the pathogenesis of APS. However, they can also be detected in asymp-
tomatic subjects. It has been suggested that a-β2GPI against Domain1 (D1) associate with thrombosis, while those
recognizing Domain4/5 (D4/5) have been identified in non-thrombotic conditions. We evaluate the specificity of a-
β2GPI in different clinical situations.
Methods: We studied 39 one-year-old healthy children born to mothers with systemic autoimmune diseases (SAD) (15
(38.4%) were born to mothers who were a-β2GPI positive), 33 children with atopic dermatitis (AD) and 55 patients
with APS (50 adults and 5 paediatrics). All subjects were IgG a-β2GPI positive. IgG a-β2GPI were performed by home-
made ELISA, while IgG a-β2GPI D1 and D4/5 were tested on research ELISAs containing recombinant β2GPI domains
antigens.
Results: One-year-old children and AD children displayed preferential reactivity for D4/5; patients with APS recog-
nized preferentially D1. We also found a good correlation between a-β2GPI and D4/5 in one-year-old (r=0.853) and
AD children (r=0.879) and between a-β2GPI and D1 in the APS group (r=0.575). No thrombotic events were record-
ed in both groups of children.
Conclusions: A-β2GPI found in non-thrombotic conditions (healthy children born to mothers with SAD and AD chil-
dren) mostly recognize D4/5, in contrast to the prevalent specificity for D1 in the APS group. The different specifici-
ty could at least partially explain the “innocent” profile of a-β2GPI in children.

*Lavoro premiato al XLVI Congresso SIR, Rimini 2009.
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deve necessariamente comprendere due approcci
complementari e indispensabili: uno clinico e uno
di laboratorio. La β2GPI è l’antigene verso cui so-
no maggiormente rivolti gli autoanticorpi dimo-
strabili nella APS; anticorpi anti-β2GPI sono stati
dimostrati essere direttamente coinvolti nella pato-
genesi della APS (2). 
È possibile tuttavia riscontrare anticorpi anti-β2GPI
in soggetti asintomatici, affetti o meno da conco-
mitanti malattie autoimmuni sistemiche; sono sta-
ti pure descritti in bambini in età prescolare, vero-
similmente in risposta a fatti infettivi, vaccinazio-
ni o all’esposizione alla β2GPI con gli alimenti (3).
È importante notare come questi bambini non ri-
sultino affetti né da trombosi né da alcuna malat-
tia autoimmune sistemica. 
Il riscontro di anti-β2GPI in condizioni cliniche non
correlate alla APS potrebbe dunque suggerire un lo-
ro profilo “innocente” dal punto di vista patogene-
tico. In effetti, studi recenti si sono focalizzati sul-
lo studio di sottopopolazioni di anti-β2GPI cui pos-
sibilmente corrisponde una diversa patogenicità.
La β2GPI è una proteina ubiquitaria, composta da
una singola catena proteica costituita da cinque se-
quenze ripetute (i “domini”). Il Dominio 5 contie-
ne aminoacidi carichi positivamente che consento-
no il legame con i fosfolipidi di membrana carichi
negativamente; all’altro estremo, il Dominio 1 è
quello più esposto verso l’ambiente circostante e
quindi in grado di interagire con altre proteine e/o
anticorpi. 
In particolare, gli anticorpi diretti verso il Dominio
1 della β2GPI sembrano essere maggiormente as-
sociati patologia trombotica e, quindi, specifici per
APS (4); dall’altro lato, anticorpi che riconoscono
invece il Dominio 4/5 sono stati descritti in bimbi
con dermatite atopica (DA) (5), soggetti affetti da
patologia cardiovascolare non trombotica (6) e sog-
getti con lebbra (7). 
Con queste premesse, il presente studio si propo-
ne di studiare la fine specificità di anticorpi anti-
β2GPI riscontrati in bambini sani ad un anno di età,
nati da mamme con malattie autoimmuni sistemi-
che, utilizzando come confronto bambini con DA
e pazienti affetti da APS.

PAZIENTI

Il presente studio ha analizzato un totale di 127 sog-
getti, il cui criterio comune di inclusione era la po-
sitività per le IgG anti-β2GPI, misurate attraverso
metodica immunoenzimatica in fase solida ELISA

utilizzata routinariamente presso il nostro Labora-
torio. Sono stati inclusi nello studio tre gruppi:
- Gruppo A: 39 bambini sani a un anno di età, con
valori di IgG anti-β2GPI positivi (v.n. >0.130 O.D.),
figli di madri seguite presso l’Unità di Reumatolo-
gia e Immunologia Clinica degli “Spedali Civili”
di Brescia perché affette da malattie autoimmuni (6
APS primaria, 8 connettivite indifferenziata, 11 lu-
pus eritematoso sistemico, 6 sindrome di Sjögren
primaria, 1 artrite reumatoide e 7 con alterazioni
sierologiche). 
Le pazienti gravide vengono seguite da un team
multispecialistico formato da reumatologi, gineco-
logi e neonatologi.
Previo consenso informato sottoposto ai genitori, i
bambini vengono prelevati alla nascita per la ri-
cerca di autoanticorpi, con lo scopo di valutare il
passaggio transplacentare degli anticorpi materni.
Vengono poi prelevati a un anno di vita per con-
trollare la clearance di questi stessi anticorpi. Quin-
dici madri (38%) mostravano IgG anti-β2GPI pri-
ma e durante la gravidanza; i loro figli, ad un an-
no di età, non mostravano differenze significative
di titolo anticorpale rispetto ai bambini nati da ma-
dri negative per IgG anti-β2GPI.
- Gruppo B: 33 bambini con DA seguiti presso
l’Ospedale Pediatrico Universitario di Lubiana,
Slovenia (età media 2 anni, range 1-4).
- Gruppo C: 50 adulti e 5 bambini con APS, ri-
spondenti ai criteri classificativi proposti nell’“XI
International Congress Of Antiphospholipid Anti-
bodies” tenutosi a Sydney, nel Novembre 2004 (8).
Si trattava di forme primarie di APS (PAPS), ec-
cetto in 5 soggetti adulti con concomitante Lupus
Eritematoso Sistemico. I soggetti adulti erano af-
fetti nel 37% dei casi da patologia trombotica, nel
41% da patologia ostetrica e nel 22% da entrambe.
Nei gruppi A e B non è stato riscontrato nessun
evento trombotico.
Lo studio è stato approvato dal comitato etico lo-
cale.

METODI

Gli anticorpi anti-β2GPI vengono evidenziati con
metodica ELISA routinariamente utilizzata nel no-
stro laboratorio (9); sono considerati come positi-
vi i valori superiori a 0.130 O.D. per IgG (corri-
spondente al 99° percentile su una popolazione di
100 donatori sani). I valori compresi tra il cut-off
e 0.500 O.D. sono stati considerati come bassi po-
sitivi, quelli tra 0.500 e 1.000 O.D. come positivi
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a medio titolo, e quelli maggiori di 1.000 O.D. co-
me positivi ad alto titolo.
La fine specificità di questi anticorpi è stata inda-
gata utilizzando un kit ELISA sperimentale pro-
dotto dalla ditta INOVA Diagnostics. Sono state
analizzate due diverse parti della β2GPI: il Domi-
nio 1 (D1) e il Dominio 4/5 (D4/5). Antigeni ri-
combinanti equivalenti al D1 e al D4/5 sono stati
utilizzati per copulare i pozzetti delle piastre ELI-
SA; i pozzetti sono stati incubati prima con i sieri
dei soggetti in esame diluiti (1:100), poi con co-
niugato anti-IgG e infine è stato utilizzata la tetra-
metilbenzidina cromogeno e la soluzione di stop,
utilizzando i reagenti presenti nel kit e seguendo le
istruzioni fornite. I controlli (positivo alto, medio
e basso) erano forniti nel kit per le IgG anti-D1,
mentre come controllo per le IgG D4/5 è stato uti-
lizzato il siero di un paziente fortemente positivo
per le IgG anti-D4/5 diluito rispettivamente 1:50,
1:100 e 1:200. I risultati sono stati espressi in uni-
tà di densità ottica (O.D.).
Sono stati anche testati 100 sieri di soggetti sani (68
maschi, 32 femmine, età media 38 anni, range 18-
64) per il calcolo del cut-off relativo a ciascun do-
minio. I risultati del cut-off al 95° percentile sono
risultati essere 0.235 OD per le IgG anti-D1 e 0.405
OD per le IgG anti-D4/5.

ANALISI STATISTICA

Le caratteristiche sierologiche di ciascun gruppo di
soggetti sono state descritte tramite mediana, 10°
e 90° percentile.
I titoli anticorpali di IgG anti-β2GPI totali, anti-D1
e anti-D4/5 sono stati confrontati tra i diversi grup-
pi di soggetti e all’interno di ciascun singolo grup-
po utilizzando il test non parametrico di Mann-
Whitney. È stata considerata significativa una
p<0.05.
I valori delle IgG anti-β2GPI totali sono stati con-
frontati con quelli per le IgG anti-D1 e anti-D4/5
utilizzando la Regressione Lineare. Il grado di cor-
relazione (r) è stato considerato come moderato tra
0.500 e 0.700, e come buono per valori superiori a
0.700.

RISULTATI

Applicando i valori di cut-off calcolati su 100 sog-
getti sani, è stata valutata la prevalenza di sogget-
ti positivi in ciascun gruppo (Tab. I). Nel gruppo C
la maggior parte dei soggetti (71%) risultava posi-
tiva per anti-D1, mentre nei gruppi A e B la mag-
gioranza dei casi (50%) era negativa per entrambi
i domini; gli anticorpi anti-D4/5 erano comunque
più rappresentati rispetto agli anti-D1. 
Inoltre, solo 3 pazienti adulti con APS sono risul-
tati positivi per gli anti-D4/5 e nessuno di essi ave-
va in anamnesi eventi trombotici ma erano tutte
donne con esperienze di perdite fetali.
Le IgG anti-β2GPI mostravano una distribuzione si-
mile nei 3 gruppi, con un range di variabilità tra il
basso e l’alto positivo (Fig. 1A). Utilizzando il test
per i domini, è stata evidenziata una differenza si-
gnificativa tra i titoli di anti-D1 e anti-D4/5 in cia-
scun gruppo. Gli anti-D4/5 erano più elevati nei
gruppi A e B, mentre gli anti-D1 erano prevalenti
nel gruppo C (Fig. 1B, 1C; Tab. II).
In considerazione del fatto che la specificità pre-
valente nel gruppo C risultava essere per D1, men-
tre nei gruppi A e B era rivolta verso il D4/5, è sta-
ta ricercata una correlazione tra i rispettivi anti-
corpi e gli anti-β2GPI totali. Nel gruppo C la cor-
relazione con anti-D1 è risultata lieve-moderata
(r=0,575), mentre nei gruppi A e B la correlazione
con anti-D4/5 è risultata molto buona (r=0,853;
r=0,879). 

DISCUSSIONE

L’interpretazione di un risultato positivo per aPL
sta acquisendo criticità sempre maggiore nella ge-
stione dei pazienti, in particolare in quelli affetti da
malattie autoimmuni sistemiche. In effetti, mentre
se un paziente ha una positività anticorpale asso-
ciata alla clinica della sindrome (abortività e/o
trombosi) il comportamento del medico è codifi-
cato, molto resta da decidere quando la positività
degli aPL è rilevata in soggetti senza chiari segni
di patologia.
In questo senso, il riscontro di anticorpi anti-β2GPI

Tabella I - Pattern di positività per anti-D1 e anti-D4/5 nei diversi gruppi di soggetti.

D1+ D4/5- n (%) D1- D4/5+ n (%) D1+ D4/5+ n (%) D1- D4/5- n (%)

A) Bambini 1 anno (n=39) 2 (5%) 14 (35%) 2 (5%) 21 (55%)
B) Bambini dermatite atopica (n=33) 7 (21,2%) 9 (27,3%) 2 (6%) 15 (45,5%) 
C) APS (n=55) 36 (65%) 5 (9%) 3 (5%) 6 (21%) 
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Figura 1 - Distribuzione degli anti-β2GPI IgG totali (pannello A), an-
ti-D1 IgG (pannello B) e anti-D4/5 IgG (pannello C) nei 3 gruppi di
pazienti. I valori sono espressi in unità di densità ottica (O.D.). La lin-
ea continua si riferisce al cut-off calcolato su 100 soggetti sani.

in bambini sani (3) o in bambini con patologie non
correlate alla sindrome, come ad esempio la DA
(5), ha focalizzato l’attenzione sull’ipotesi della
presenza di anticorpi “innocenti”. A ulteriore sup-
porto di questa ipotesi è stato osservato che bam-
bini a un anno di età nati da madre con malattie au-
toimmuni sistemiche avevano anticorpi anti-β2GPI
indipendentemente dal fatto la madre fosse porta-
trice e altresì dal fatto che fossero negativi per tali
anticorpi alla nascita (10).
Partendo da queste osservazioni, abbiamo analiz-
zato le specificità degli anticorpi anti-β2GPI ri-
scontrati in bambini sani o con malattia non corre-
lata alla APS e, parallelamente, abbiamo analizza-
to una casistica di pazienti con APS, sia adulti che
in età pediatrica. I bambini ad un anno, completa-
mente sani, ma positivi alla metodica routinaria per
gli anticorpi anti-β2GPI, monitorati dallo speciali-
sta pediatra in quanto figli di mamme con malattia
autoimmune, non avevano giustificazioni teoriche
per la positività anticorpale riscontrata. Infatti,
l’eventuale presenza di anticorpi materni è irrile-
vante a 12 mesi di vita, visto che il bambino inizia
a produrne di propri intorno al secondo mese (11);
inoltre il 62% madri non aveva mai avuto anticor-
pi antifosfolipidi e, in particolare, erano state tro-
vate negative per anti-β2GPI nel 3° trimestre di gra-
vidanza. 
Come suggerito dalla letteratura che riporta come
differenti sottopopolazioni di anti-β2GPI possano
essere associate sia ad APS, sia a condizioni non
trombotiche o non autoimmuni, abbiamo utilizza-
to kit ELISA sperimentali per indagare anticorpi
specifici verso il D1 e verso il D4/5, al fine di iden-
tificare la fine specificità degli anti-β2GPI. Nel
gruppo A la prevalenza delle IgG anti-D4/5 è del
35%, simile a quella osservata nel gruppo B

Tabella II - Distribuzione dei valori di anticorpi nei 3 gruppi di pazienti. Test di Mann-Whitney per confrontare i titoli del Dominio 1 e del Do-
minio 4/5 nei seguenti gruppi di soggetti: # p<0,0001; ^ p=0,03; * p<0,0001.

Anti-β2GPI IgG totali Anti-D1 IgG Anti-D4/5 IgG 
MEDIANA 10° 90° MEDIANA 10° 90° MEDIANA 10° 90°

A) Bambini 1 anno (n=39) 0,655 0,226 1,347 0,142# 0,067 0,306 0,272# 0,127 0,585
B) Bambini dermatite atopica (n=33) 0,726 0,205 1,519 0,141^ 0,064 0,368 0,233^ 0,099 0,694
C) APS (n=55) 1,256 0,484 1,913 0,536* 0,160 1,928 0,150* 0,040 0,440
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(27,3%). La prevalenza degli anti-D1 è maggiore
nel gruppo B (21,2%) rispetto al gruppo A (5%),
ma questa eterogeneità può essere spiegata dalla
presenza dell’aumentata e intensa risposta immu-
ne osservata nei bambini con DA. In ogni caso, in
entrambi i gruppi di bambini sono stati riscontrati
titoli di anti-D4/5 significativamente superiori ri-
spetto a quelli di anti-D1. Anche il fatto che vi sia
un’ottima correlazione tra i titoli di anti-β2GPI to-
tale e gli anti-D4/5 suggerisce che la quasi totalità
della popolazione autoanticorpale sia composta da
anticorpi anti-D4/5. Tale correlazione spiega inol-
tre la bassa prevalenza di positività per anti-D4/5
nei gruppi di bambini: bassi titoli di anti-β2GPI to-
tale non sono riusciti a superare la soglia del cut-
off calcolato per anti-D4/5. A proposito del cut-off,
infatti, è importante sottolineare che è stato otte-
nuto su una popolazione di adulti sani e, per que-
sto motivo, potrebbe non essere il cut-off ideale
per testare delle popolazioni pediatriche.
Passando al gruppo dei pazienti con APS classica,
cioè con precedenti anamnestici di trombosi e/o
aborti, i nostri dati sono sostanzialmente in accor-
do con quelli della letteratura (12). Abbiamo infatti
riscontrato una prevalenza di anticorpi anti-D1 in
circa i 2/3 della casistica. La positività isolata per
anticorpi anti-D4/5 è invece molto rara (meno del
5%): abbiamo identificato tre pazienti, tutte con
storia ostetrica e con negatività per lupus anticoa-
gulant e anti-cardiolipina. È però interessante no-
tare come il 20% della nostra casistica di APS non
riconosca né il D1 né il D4/5. Questo è facilmente
spiegabile con l’ipotesi che, nell’ambito dell’ete-
rogeneicità della popolazione autoanticorpale, vi

siano anticorpi che riconosco porzioni diverse da
D1 e D4/5, come del resto già descritto in altri la-
vori (13, 14). 
Il presente studio ha mostrato come nelle APS la
specificità prevalente degli anti-β2GPI sia rivolta
verso il D1, mentre in condizioni cliniche non au-
toimmuni, quali i bambini sani o affetti da DA, sia
il D4/5 ad essere il bersaglio prevalente degli anti-
β2GPI. Non è possibile definire in maniera assolu-
ta gli anticorpi anti-D4/5 come “innocenti”, in
quanto alcuni pazienti con APS, seppur rari, ne so-
no portatori. È ipotizzabile, infatti, che anche gli
anti-D4/5, se opportunamente “attivati” da un se-
condo stimolo (15), possano generare gli stessi ef-
fetti che vengono osservati in presenza di anti-D1,
osservazione che risulta più frequente per il sem-
plice fatto che la specificità per D1 sembra essere
la più diffusa nella APS.
In conclusione, potrebbe essere utile ampliare lo
studio degli anticorpi anti-Dominio nelle malattie
autoimmuni sistemiche diverse dall’APS, al fine
di verificare se l’assenza delle manifestazioni cli-
niche dell’APS si possa associare con un partico-
lare assetto di anticorpi diretti verso Domini della
β2GPI, nello specifico con l’assenza di anticorpi
diretti verso il D1.
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RIASSUNTO
Anticorpi diretti verso diverse porzioni della β2GPI sembrano possedere diverso potenziale patogenetico: quelli verso
il Dominio1 sembrano associarsi a patologia trombotica, quelli verso il Dominio 4/5 a situazioni non trombotiche.
Abbiamo arruolato soggetti positivi per IgG anti-β2GPI: 39 bambini sani ad un anno nati da mamme con malattie au-
toimmuni sistemiche; 33 bambini con dermatite atopica; 55 pazienti con sindrome da antifosfolipidi. I sieri sono sta-
ti studiati per anticorpi IgG anti-Dominio mediante kit ELISA sperimentali. Nelle APS la specificità prevalente è ri-
sultata verso D1, mentre nei bambini verso D4/5. Questa diversa specificità potrebbe rendere conto del profilo “inno-
cente” degli anti-β2GPI nei bambini.

Parole chiave - Anticorpi anti-β2glicoproteina I, domini della β2glicoproteina I, sindrome da antifosfolipidi.
Key words - Anti-β2glycoprotein I antibodies, domains of β2glycoprotein I, antiphospholipid syndrome.
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