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LAVORO ORIGINALE

Anticorpi anti-cromatinain corso
di artrite reumatoide giovanile*
Anti-chromatin antibodies in juvenile rheumatoid arthritis

F. Ingegnoli, N. Del Papa, E. Lupi, D.P. Comina, W. Maglione, V. Gerloni, F. Fantini
Cattedra di Reumatologia, |stituto Gaetano Pini, Milano

SUMMARY

Objective: to evaluate the prevalence and clinical significance of anti-chromatin antibodies (Abs) in juvenile rheuma-
toid arthritis (JRA).

Methods: 1gG anti-chromatin Abs were detected by an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), in sera of 94
children with JRA (10 children with systemic, 38 with polyarticular and 46 with oligoarticular disease onset). As con-
trol group, 33 age- and-sex-matched healthy children (HC) were also examined.

Results: Absto chromatin were detected in 24/94 (25,5%) of children suffering from JRA. Particularly, the higher preva-
lence of anti-chromatin Abs has been found in children with oligoarticular (30,4%) and polyarticular (23,7%) onset
JRA. In these groups Abs titers were significantly higher compared to systemic JRA and HC (p=0.003). Anti-chro-
matin Abs were observed more frequently in patients with oligoarticular disease and chronic uveitis (21,7%). Fur-
thermore, higher levels of anti-chromatin Abs has been found in all the patients treated with anti-TNFa therapy
(p<0.0001).

Conclusions. our results confirm previous data about the prevalence of anti-chromatin Abs in JRA. These Abs were
significantly higher in the group of patients with oligoarticular onset with past or present hystory of ocular involve-
ment and in the group with polyarticular JRA treated with biologic therapy. A long-term follow-up study could be use-
ful to evaluate the potential utility of these autoantibodies.

INTRODUZIONE

L e malattie reumatiche sistemiche sono malattie
infiammatorie croniche a patogenesi autoim-
mune, caratterizzate da diverse manifestazioni cli-
niche e dalla presenzain circolo di autoanticorpi.
Nell’ambito del grande numero di specificita au-
toanticorpali note in queste patologie, ve ne sono
alcune che definiscono in modo esclusivo acune
malattie /o si correlano con la presenza di deter-
minati segni e sintomi (1). In particolare, in corso
di artrite reumatoide giovanile (ARG) il fattore
reumatoide risulta positivo solamente in una pic-
cola percentuale di bambini con esordio poliarti-
colare, mentre la presenza degli anticorpi antinu-
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cleari (ANA) e relativamente frequente nel gruppo
con esordio oligoarticolare ed interessamento ocu-
lare (2-4).

E stato ipotizzato che in corso di malattie autoim-
muni, la rispostaimmunitaria sia stimolata da an-
tigeni derivati dallaliberazione, conseguente ad un
danno tessutale, di materiale cellulare o dalla di-
sregolazione dei meccanismi che presiedono
all’apoptosi (5, 6). Uno di questi potenziali au-
toantigeni € la cromatinag, formata da unita fonda
mentali chiamate nucleosomi; ogni nucleosoma &
formato da un tratto di DNA adoppia€lica, chesi
avvolge per due volte attorno ad un nucleo, costi-
tuito da otto molecole, due copie per ognuno dei
quattro tipi di istoni (H2A, H2B, H3 e H4). Né€l fi-
lamento di cromatina ogni nucleosoma € unito a
guello vicino da un tratto di DNA interposto detto
“linker”. Traogni nucleosomaeil DNA linker ein-
terposta una molecola di istone H1 che si lega ad
una specifica zona del nucleosomain modo da as-
semblarli inunastrutturaregolare eripetitiva (7, 8).
In letteratura sono presenti segnalazioni riguardan-
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ti lapresenzadi anticorpi rivolti verso lacromatina
0i singoli istoni (9-13), in particolare ci sono alcu-
ne segnalazioni riguardanti la correlazione tra la
presenza degli autoanticorpi anti-H3 e anti-antige-
ne S (soluble retina antigen) e I’ interessamento
oculare (14). E statadimostratainfatti un’ omologia
nellasequenzaamino acidicatral’istone 3 el’ anti-
gene S, che sembra svolgere un ruolo importante
nellapatogenes dell’ uveitein modelli animali (15).
Daun nostro precedente studio in cui avevamo in-
dagato la frequenza e a cune possibili correlazioni
cliniche degli anticorpi anticromatina nel reumati-
smi cronici giovanili, era emersa una prevalenza
maggiore di questi anticorpi nei pazienti con esor-
dio oligoarticolare di malattia e uveite cronica (16).
In questo studio abbiamo voluto, ampliando la ca-
sistica, riconfermare i dati sulla prevalenza degli
anticorpi anti-cromatina nell’ ARG (16) e, succes-
sivamente, analizzare le possibili correlazioni trala
positivita e il titolo anticorpale e le particolari ca-
ratteristiche cliniche di questi pazienti, valutando
il comportamento di questi marcatori biologici in
relazione ai provvedimenti terapeutici adottati.

MATERIALI E METODI

Casistica: sono stati studiati 94 bambini affetti da
ARG in cura presso |I'ambulatorio di Reumatolo-
gialnfantile dell’ I stituto Ortopedico Gaetano Pini.
La malattia, diagnosticata secondo i criteri ACR
(17), era esordita con forma sistemica in 10 pa-
Zienti, poliarticolare in 38 e oligoarticolare in 46

casi. L'etamediadei pazienti con ARG eradi 15.5
anni e la durata media di malattia era di 4.5 anni.
Inoltre sono stati esaminati 33 controlli sani di
comparabile sesso ed eta. Nessuno dei pazienti con
forma poliarticolare o sistemica aveva interessa-
mento oculare, mentre dei bambini con formaoli-
goarticolare 17 su 46 avevano una storia di uveite
anteriore cronica, main nessun paziente I’ interes-
samento oculare erain fase attiva al momento del
prelievo. Sei pazienti con ARG poliarticolare era-
no in terapia con farmaci biologici anti-TNFa (4
con Infliximab e 2 con Etanercept).

Metodi: i sieri studiati sono stati ottenuti, dopo con-
senso informato dei genitori, durante un prelievo
fatto per contralli di routine. Le provette sono sta-
tecentrifugateed i sieri conservati a-20°C. Gli an-
ticorpi anti-cromatina sono stati rilevati con meto-
do ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
utilizzando un kit commerciale (Quanta Lite™ Hi-
stone, INOVA Diagnostics, San Diego). | sieri te-
stati sono stati considerati negativi per valori infe-
riori @20 Units.

Analis statistica: per |I'analisi statistica sono stati
utilizzati il test chi-quadro o, quando appropriato,
il test esatto di Fisher.

RISULTATI

Nella prima parte dell o studio, abbiamo voluto con-
fermare, su una casistica piti ampia, i risultati otte-
nuti in un nostro precedente lavoro (16). Abbiamo
infatti osservato che la prevalenza degli anticorpi
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Figura 2 - Titolo degli anticorpi anti-cromatina nelle diverse forme di
esordio dell’ARG (sistemica, poliarticolare e pauciarticolare). La li-
nea orizzontale tratteggiata rappresenta il valore di cut off.

anti-cromatinain unapopolazionedi 94 pazienti con
ARG eradel 25,5% (Fig. 1), mentre non si osserva-
vano anticorpi anti-cromatina nel gruppo di con-
trollo. In particolare, lapositivitadi questi anticorpi
era pari a 10% (1/10) nel pazienti con esordio Si-
stemico, a 23,7% (9/38) nellavariante poliarticola-
reeal 30,4% (14/46) nellaforma pauciarticolare.
Inoltre, come mostra lafigura 2, il titolo di questi
anticorpi erasignificativamente maggiore nel grup-
pi con esordio poliarticolare e pauciarticolare ri-
spetto ai pazienti con formasistemicaeai control-
li sani (p=0.003).

Successivamente, analizzando le caratteristiche cli-
niche di questi pazienti, abbiamo confermato che
al’interno del gruppo ad esordio pauciarticolare, la
maggioranza dei pazienti positivi per gli anticorpi
anti-cromatinaeraquellacon I’ interessamento ocu-
lare (Tab. I) (16).

Gli anticorpi anti-cromatina sono risultati positivi

Figura 3 - Titolo degli anticorpi anti-cromatina nei pazienti con for-
ma di esordio poliarticolare.

anche nel 23,7% (9/38) del gruppo con esordio po-
liarticolare. In particolare, tre di questi pazienti ave-
vano un titolo anticorpale moderatamente elevato
(media+ S.E. 26.33 + 9.6), mentre i rimanenti sei
mostravano livelli significativamente maggiori
(mediat+ SEE. 41.5 + 7.3). Un'andlisi delle carat-
teristiche di quest’ultimo gruppo di pazienti, ha
evidenziato che s trattava dei pazienti in terapia
con farmaci biologici anti-TNFa (4 con Infliximab
e 2 con Etanercept). In particolare, il titolo degli an-
ticorpi anti-cromatina risultava significativamente
piu alto nei pazienti in terapia con Infliximab, sia
rispetto ai pazienti trattati con Etanercept e ai ri-
manenti con esordio poliarticolare di malattia, sia
al gruppo di controllo (p<0.0001) (Fig. 3). Questi
pazienti risultavano positivi anche per gli anticor-
pi anti- double stranded DNA, in assenza pero di
manifestazioni cliniche che facessero sospettare un
Lupus indotto da farmaci.

Tabella I - Prevalenza degli anticorpi anti-cromatina nelle forme ad esordio pauciarticolare con e senza interessamento oculare.

Anticorpi anti-cromatina +

Anticorpi anti-cromatina -

ARG con interessamento oculare 21,7% 13%
(10/46) (6/46)
ARG senza interessamento oculare 6,5% 58,8%

(3/46) (27/46)




Anticorpi anti-cromatina in corso di artrite reumatoide giovanile 243

DISCUSSIONE

In questo studio la prevalenza degli anticorpi anti-
cromatina € risultata maggiore nei pazienti con
ARG rispetto a gruppo di controllo eil loro titolo
era particolarmente elevato nel gruppo ad esordio
oligoarticolare con interessameto oculare ed in
quelli con forma poliarticolare in trattamento con
farmaci biologici anti-TNFa.

Questi risultati ottenuti su un maggior numero di
pazienti, confermano in parte quelli ottenuti in un
nostro precedente lavoro per quanto riguardal’ as-
sociazione tra la presenza questi anticorpi presen-
ti ad un titolo medio-alto eI’ ARG ad esordio oli-
goarticolare con iridociclite (16), mentre non era
emersa la presenza di questi anticorpi nei pazienti
interapiacon farmaci anti-TNFa (Infliximab), pur
in assenza di manifestazioni cliniche di Lupus in-
dotto da farmaci.

In corso di ARG edi Lupus Eritematoso Sistemi-
co (LES) il processo fisiologico di morte cellulare
programmata sembra essere alterato avari livelli ed
i nucleosomi rapprentano uno dei prodotti princi-
pali che derivano della degradazione della croma-
tina durante |’ apoptosi (18, 19). E stato anche di-
mostrato in recenti studi il ruolo fondamentale dei
nucleosomi come immunogeni in vivo e come me-
diatori del danno tissutale, in particolarerenale, nel
LES (20-22). Infatti in questa patologia sono stéti
osservati frequentemente nello stesso paziente la
presenza di autoanticorpi anti-istone ed anti-nD-
NA ed é stataavanzatal’ipotesi che queste due po-
polazioni anticorpali siano strettamente correlate

RIASSUNTO

fraloro e che derivino in vivo dallarisposta ad un
unico antigene, formato da DNA a doppia elica e
istoni, cioe il nucleosoma.

Inoltre, € stato ben descritta la capacita dell’in-
fliximab di interferire con il processo di apoptosi
cellulare (23) e di indurre la formazione di au-
toanticorpi, come gli ANA, gli anti-dsDNA e gli
anticorpi anti-nucleosomi (24).

In corso di ARG €& ben documentata in letteratura
I" associazione tra la componente articolare e I'in-
teressamento oculare (25-28). L’ uveite anteriore ha
un esordio insidioso e generalmente asintomatico
primadello sviluppo delle complicanze. Conside-
rando che I’ uveite anteriore cronica non granulo-
matosa e tra le manifestazioni extra-articolari piu
gravi e invalidanti in corso di ARG, sarebbe im-
portante disporre di strumenti che permettano di in-
dividuare i pazienti che sono piu arischio per que-
sto tipo di manifestazione.

| nostri dati confermano quelli gia presenti in let-
teratura circa la presenza degli anticorpi anti-cro-
matinanel pazienti con ARG. Uno studio di follow-
up potrebbe essere utile per valutare |’ effettivo ruo-
lo di questi anticorpi nella diagnosi, classificazio-
ne e prognosi di questa malattia.
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