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LAVORO ORIGINALE

Prevalenza e significato clinico degli anticorpi
anti-catepsina G nella scleros sistemica

Prevalence and clinical significance of cathepsin G antibodies
In systemic sclerosis
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SUMMARY

Objectives: To evaluate the prevalence and clinical significance of cathepsin G antibodies in patients affected with
systemic sclerosis (SSc, scleroderma).

Methods: 115 patients affected by SSc, 55 (47,8%) with diffuse scleroderma (dSSc) and 60 (52,2%) with limited scle-
roderma (1Sc), were tested for cathepsin G antibodies by ELISA method. Moreover these sera were evaluated by in-
direct immunofluorescence (11F) on ethanol and formalin fixed human neutrophils.

Results: By means of the ELISA method 16 (13,9%) patients were found to be sera positive for anti-cathepsin G, 2
(12.5%) of which showed a perinuclear fluorescence pattern (P-ANCA) and 4 (25%) an atypical ANCA staining, while
10 (62,5%) were negative on |IF. The IIF on scleroderma sera revealed 5 (4,3%) P-ANCA and 18 (15,7%) atypical
ANCA patterns. The anti-cathepsin G antibodies significantly prevailed in scleroderma sera (p=0.02) when their fre-
guency was compar ed with that of healthy controls; while they were not significantly associated to any clinical or sero-
logical features of SSc patients.

Conclusions: The anti-cathepsin G antibodies were significantly frequent in scleroderma sera; however, no clinical

correlations were found. Thus, the significance of their presencein SSc still needs to be clarified.

INTRODUZIONE

li anticorpi anticitoplasma dei neutrofili (AN-

CA) sono degli anticorpi diretti contro costi-
tuenti citoplasmatici dei neutrofili e dei monociti.
Gli ANCA sono stati identificati per laprimavol-
tanellevasculiti sistemiche. Negli ultimi 10 anni gli
ANCA sono stati associati con diverse patologie co-
me la granulomatosi di Wegener, |a poliangioite
microscopica, laglomerulonefrite necrosante foca-
le pauci-immune e in misura minore con la sindro-
me di Churg-Strauss e altre vasculiti (1, 2). Gli
ANCA vengono determinati con I'immunofluore-
scenzaindiretta (IFl) elaloro specificitaviene de-
finitaconil test ELISA. Con I’ utilizzo della meto-
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dicastandard dell’ I FI € possibile distinguere alme-
no due quadri fluoroscopici: uno citoplasmatico
granulare (C-ANCA) ed uno perinucleare (P-AN-
CA). Assieme ai due patterns principali € possibi-
le inoltre riconoscere quadri fluoroscopici diversi
definiti “ANCA atipico”. Il quadro C-ANCA eas-
sociato principa mente alla presenza degli anticor-
pi anti-proteinasi 3 (PR3), mentreil P-ANCA agli
anticorpi anti-mieloperossidasi (MPO) (3). E noto
che gli anticorpi anti-PR3 sono diagnostici per la
granulomatosi di Wegener, mentre gli anti-MPO
sono strettamente associati con la poliangioite mi-
croscopica e la glomerulonefrite necrosante focale
pauci-immune (4, 5). Il significato clinico degli al-
tri ANCA specifici per antigeni come |’ elastasi, la
BPI (Bactericidal/Permeability Increasing protein),
lalattofering, I'a-enolasi e la catepsina G € ancora
non ben definito. In particolare gli anticorpi anti-
catepsina G vengono ritrovati nelle malattie croni-
cheinfiammatorieintestinali come larettocolite ul-
cerosa ed il morbo di Crohn (6-9), nonché nelle
malattie croniche del fegato (10). Come illustrato
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in tabella |, nell’ambito delle malattie reumatiche
essi sono stati ritrovati con frequenza variabile
nell’ artrite reumatoide (11-15), nell’ artropatia pso-
riasica (12), nelle artriti reattive (15), nella sindro-
me di §ogren (14, 16), nella polimiosite/dermato-
miosite (14), nelle vasculiti (9, 13, 21-23) enel lu-
pus eritematoso sistemico (LES) (12-14, 17-20). In
guesta ultima malattia sono state descritte le pre-
valenze anticorpali piu diverse e precisamente va-
righili tralo 0 (12, 17) ed il 62,1% (20). Nel LES
gli anticorpi anti-catepsina G sono stati segnalati

con prevalenzapiu elevata nellamalattiain fase at-
tiva, senzaperaltro associarsi ad alcun impegno cli-
nico ben definito (18). Inoltre quando sono stati de-
terminati in pazienti con glomerulonefrite lupica
prevalevano significativamente nei pazienti con
impegno renale in fase attiva rispetto a quelli con
malattia renale non attiva (20).

Dal 1990 (24) gli ANCA vengono ricercati nei sie-
ri di pazienti affetti dascleros sistemica(ScS, scle-
rodermia) con una prevalenza che variatra O e
11,7% (25-35). Inoltre dal 1996 sono stati riporta-

Tabella | - Prevalenza degli anticorpi anti-catepsina G in pazienti affetti da malattie reumatiche.

ScS LES SS PM/DM Vasculiti AR A. reattive A, psoriasica
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Locht H et al- 4/30 1/50
(2000) (13,3) 2)
Nishiya K et al 0/60
(1999) (0)
Zhao MH et al 65/95
(1998) (62,1)
Wong SN 4/12
(1998) (33.3)
Uesugi H et al 1/22 14/38 2/9 /11 13/40
(1998) (4,5) (36,8) (22,2) 9,1 (32,5)
Nishiya K et al 1/31
(1997) (3,2)
Zhao MH et al 0/185
(1996) (0)
Spronk PE 10/84
(1996) (11,4)
Savige JA 4/15 0/52 3/20
(1996) (26,6) (0) (15)
De Bandt M et al 0/11 577 1/25
(1996) (0) (6,5) (4)
Kossa K et al 2/21
(1995) 9,5
Schnabel A et al 0/120
(1995) (0)
Lesavre P et al 0/72
(1993) (0)
Mulder AHL et al 1/94
(1993) (1)
ScS: Sclerosi Sistemica, LES: Lupus Eritematoso Sistemico, SS:sindrome di Sjogren, PM/DM: polimiosite/dermatomiosite, AR: Artrite Reumatoide.
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ti numerosi “ Case Report” di pazienti affetti daScS
che risultavano positivi per gli ANCA (36-48).

In questi studi sono stati identificati gli anticorpi
anti-PR3, anti-MPO ed anti-a-enolasi.

Nella ScSgli anticorpi anti-catepsina G sono stati
ricercati da Uesugi et a. (14), che in una casistica
di 22 pazienti hanno ritrovato una prevalenza anti-
corpale del 4,5%, peraltro non significativa rispet-
to a quella della popolazione sana di controllo.
Inoltre in questo studio non e stato approfondito il
significato clinico degli anticorpi anti-catepsina G
nella ScS.

Ci siamo proposti di definirelaprevalenzadegli an-
ticorpi anti-catepsina G in un gruppo di pazienti af-
fetti da ScS, utilizzando il test ELISA con | anti-
gene purificato. Inoltre é stato valutato il significato
clinico di tali anticorpi tramite la correlazione con
i diversi impegni clinici della malattia.

MATERIALI E METODI

Abbiamo esaminato 115 pazienti affetti da ScS,
100 donne e 15 uomini di etamedia54,3 aa+ 12,9
DS (range 23-83); sulla base dell’impegno clinico
55 sono stati classificati come sclerodermia diffu-
sa (Scsd) e 60 come sclerodermia limitata (ScSl).
Ladiagnosi di ScSeé statafattainaccordo coni cri-
teri ARA (American Rheumatism Association)
(49). L'impegno polmonare, esofageo e cardiaco
sono stati valutati in accordo con i criteri descritti
inletteratura (50). L’ interessamento renale, invece,
e stato valutato sulla base dell’ipertensione (dia-
stolica >100mmHg), dell’ aumento della creatini-
nemia (>1,3mg/dl), della presenza di proteinuria
(>0,5g/24h) e di ematuria.

Per laricerca degli anticorpi anti-catepsina G &
stata utilizzata una metodica ELISA “home ma-
de” con diluizione sierica 1:100, usando come
antigene catepsina G umana purificata (Calbio-
chem, UK) e come sistema rivelatore anticorpi
anti-lgG umane coniugate con perossidasi (Sig-
ma, USA). | risultati sono stati espressi come
unitaarbitrarie (UA) ottenute attraverso una cur-
va standard, mentre il cut-off é stato calcolato
come mediadi 100 soggetti sani piu2,5DSed é
risultato 16,5 UA.

Comegruppo di controllo abbiamo testato i sieri di
100 donatori di sangue omogenel per Sesso e per
etdconi pazienti. Tutti i sieri del pazienti affetti da
ScS sono stati testati anche con latecnica dell’ IFI
su granulociti neutrofili umani fissati in etanolo ed
in formalina (Menarini, Inova Diagnostics, San

Diego, CA, USA) in accordo con le procedure stan-
dard (51, 52), usando ladiluizione siericadi 1:20.
| quadri fluoroscopici sono steti interpretati come
C-ANCA, P-ANCA, ANCA atipico e negativo se-
condo le linee guida internazionali (3).

La lettura veniva effettuata da tre esaminatori in-
dipendenti e sono stati considerati positivi i Sieri
dove vi era concordanza.

Inoltre abbiamo ricercato gli anticorpi antinucleo
(ANA) edli anti-centromero (ACA) utilizzando la
tecnica dell’ IFI su cellule HEp-2000 (Immuno-
concepts, Sacramento, CA, US), gli anticorpi spe-
cifici per topoisomerasi | ed atri antigeni nucleari
estraibili (ENA) come Sm, U1-RNP, SSA/Ro,
SSB/La, PM1, Jol, PCNA, Ku ed SL con unacon-
troimmunoel ettroforesi “in house” e gli anticorpi
anti-DNA nativo con I’ IFI su Crithidialuciliae (Im-
munoconcepts).

Lacorrelazione tragli anticorpi anti-catepsinaG e
le forme cliniche, gli impegni sistemici, gli anti-
corpi anti-topoisomerasi | e anti-centromero e sta-
ta valutata con il test del X?; mentre la correlazio-
ne degli anti-catepsina G con I’ et media e con la
duratamediadi malattia é stata calcolataconil te-
st U di Mann-Whitney. Unvaloredi p<0,05 é sta-
to considerato significativo.

RISULTATI

Con la tecnica ELISA sono risultati positivi per
anticorpi anti-catepsina G 16 (13,9%) sieri di pa
zienti affetti da ScS, mentrei sieri di controllo so-
no risultati positivi in 4 (4%) casi. Le caratteristi-
che cliniche dei pazienti positivi sono riportate in
tabellall. In particolare vi erano 14 donne e 2 uo-
mini con etamediadi 54,6 + 11, affetti rispettiva-
mente 7 da ScSd e 9 da ScSl. Presentavano tuitti il
fenomeno di Raynaud, mentre I'impegno cardiaco
era presente in 5/16 (31,2%), quello polmonare in
13/16 (81,2%), quello renalein 4/16 (25%) e quel-
lo esofageo in 9/13 (69,2%).

| 115 sieri di pazienti affetti da sclerodermiain IF
su granulociti neutrofili umani fissati in etanolo ed
informalina, sono risultati positivi per P-ANCA in
5 (4,3%) casi e per ANCA atipico in 18 (15,7%).
Questo ultimo quadro fluoroscopico era caratte-
rizzato da unaintensa e grossol ana col orazione pe-
rinucleare dei granulociti fissati in etanolo

(fig. 1) e dall’ assenza di fluorescenza nei granulo-
citi fissati informalina. Conil testdell’IFl i 16 sie-
ri positivi per anti-catepsina G presentavano il qua-
dro P-ANCA in 2/16 (12,5%) casi eil pattern AN-
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Tabella II - Caratteristiche cliniche e sierologiche dei pazienti positivi per gli anticorpi anti-catepsina G.

IMPEGNO CLINICO
Pazienti Sesso Eta ;?frf:]:a Lf:\?t‘:t‘a Raynaud Cardiaco Polmonare Renale Esofageo Ai(t)iscl::;)taale A(TF(I:)A
BA Foo4l - + + + + Topo-I P-ANCA
Bl F 48 - + + + ACA neg
CA F 72 - + + + + Topo-| neg
CL F 53 + - + % Topo-| neg
CE Fo4 - W * * - - Topo-| neg
Cp F 63 + + + + Topo-| neg
CA M 66 + - + + + Topo-| P-ANCA
CC F 50 - + + + + Topo-l  ANCA atipico
CL M 60 + + + + Topo-| neg
CG F 56 + + - - Topo-l  ANCA atipico
DF F 42 + - + + + + Topo-| neg
LL F 52 - + + + + ACA neg
NQ F48 + - + + Topo-l  ANCA atipico
PA F 75 - + + + Topo-I  ANCA atipico
RV F 43 - + + + + + Topo-| neg
VO F 64 - % + + +* % ACA neg

CA dtipico in 4/16 (25%), mentre 10/16 (62,5%)
erano negativi.

Gli ANA sono risultati positivi in 113 (98,3%) pa-
zZienti sclerodermici. Tra questi 38 (33%) presen-
tavano I'ACA, 76 (66,1%) |’ anti-topoisomerasi |,
7 (6,1%) I'anti-SSA/Ro, 1 (0,9%) I'anti-SSB/La
ed 1 (0,9%) I'anti-U1-RNP. Nessun altro anticor-
po anti-ENA né |’ anti-DNA nativo sono stati ritro-
vati nei pazienti con ScS. L’ anticorpo anti-topoi-
somerasi | era positivo in 13/16 (81,2%) sieri po-
sitivi per anti-catepsina G e |’ anti-centromero in
3/16 (18,7%).

Il confronto statistico tra la frequenza degli anti-
corpi anti-catepsina G nel pazienti con ScS e quel-
lanei controlli sani é risultato statisticamente si-
gnificativo (p=0,02).

| risultati delle correlazioni tra anticorpi anti-cate-
psinaG e caratteristiche cliniche e sierologiche dei
pazienti sonoillustrati intabellalll, doves pud os-
servare che non e stata ritrovata al cuna correlazio-
ne significativa.

DISCUSSIONE

Questo lavoro ricercaerilevagli anticorpi anti-ca-
tepsina G nella ScS. Si tratta di anticorpi specifici
per unaserin proteasi di peso molecolare 28,8 kDa,
chesi trovanei granuli azzurofili dei neutrofili. La
catepsina G € un enzima attivante diverse cellule

che esprimono recettori per la trombina come le
piastrine e le cellule endoteliali. E stato dimostra-
to che questa proteina agisce riducendo la dilata-
Zione vascolare con un meccanismo simile aquel-
lo della trombina e della tripsina (53), e che ha
inoltre attivita battericida (54).

Gli anticorpi anti-catepsina G sono stati da noi ri-
trovati per la prima volta con frequenza significa-
tivanella ScS. A differenza degli ANCA maggio-
ri specifici per PR3 ed MPO, essi non sono risul-
tati associati significativamente ad acun quadro
fluoroscopico. Infatti il pattern C-ANCA non era
presente in nessuno dei sieri positivi per anti-cate-
psinaG, il P-ANCA estatorilevato solo nel 12,5%
dei casi e nel 25% si € evidenziato un particolare
quadro caratterizzato da un’intensa e grossolana
colorazione perinucleare dei granulociti fissati in
etanolo e dall’ assenzadi fluorescenzanei granulo-
citi fissati in formalina. In accordo con lelinee gui-
dainternazionali quest’ ultimo quadro € stato defi-
nito ANCA atipico. Questi risultati rispecchiano le
osservazioni di altri autori (12-20) che come noi
hanno ricercato ANCA diversi dall’anti-PR3 e
dall’anti-MPO senza trovare corrispondenza con
ben definiti quadri fluoroscopici. Inoltretali dati at-
tribuiscono all’ELISA il valore di metodo ideale
per ladeterminazione degli ANCA minori. E inte-
ressante anche osservare che il quadro ANCA ati-
pico, presente complessivamente nel 15,7% del sie-
ri di pazienti con ScS, per le sue particolari carat-
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Figura 1 - IFI su granulociti neutrofili umani fissati in etanolo. E visi-
bile un’intensa e grossolana colorazione perinucleare. (1000x)

teristiche fluoroscopiche (Fig. 1) potrebbe essere
oggetto di ulteriore approfondimento nell’ ambito
dello studio degli ANCA nella ScS.

La prevalenza degli anticorpi anti-catepsina G ri-
trovata nel nostri pazienti € risultata maggiore ri-
spetto aquellarilevata da Uesugi e coll. (14), pro-
babilmente a causa del numero maggiore di pa-
zienti danoi esaminati (115 versus 22). La nume-

RIASSUNTO

rosita della casistica potrebbe anche aver contri-
buito a rendere significativa tale prevalenza anti-
corpale nella ScS.

Per quanto riguardail significato clinico dellapre-
senza degli anti-catepsina G nella ScS, possiamo
dire che non sono risultati associati significa-
tivamente né ad unaformaclinicadi ScS, néad uno
dei principali impegni della malattia come quello
polmonare, esofageo, renae o cardiaco. Inoltre an-
che |"associazione con i pitl frequenti ANA speci-
fici della ScS, vale a dire con I’ anti-centromero e
I’ anti-topoisomerasi |, érisultatanon significativa.
In accordo con laletteratura, che haevidenziato nel
LES una correlazione degli anticorpi anti-catepsi-
naG con |’ attivitadellamalattia (18,20), rimane da
indagare |I' eventual e associazione di tali anticorpi
con lafase di attivita della malattia sclerodermica.
Tuttaviatale correlazione risulta attual mente diffi-
cile poiché gli indici di attivita della sclerodermia
non sono ancora ben definiti.

Al presente quindi possiamo solo sostenere che gli
anticorpi anti-catepsina G sono significativamente
frequenti nella ScS; rimane ancoradachiarireil si-
gnificato dellaloro presenzain tale patologia

Scopi del lavoro: ci siamo proposti di valutare la prevalenzaed il significato clinico nella sclerosi sistemica (ScS) de-
gli anticorpi specifici per la catepsina G.

Metodi: per laricercadegli anticorpi anti-catepsina G é stata utilizzata una metodica ELISA “home made’; inoltre tut-
ti i sieri sono stati testati anche con I'immunofluorescenzaindiretta (1Fl) su granulociti fissati in etanolo ed in forma-
lina.

Risultati: gli anti-catepsina G sono stati trovati in 16 (13,9%) sieri di pazienti con ScS, 7 affetti daformadiffusae9
dalimitata Tali anticorpi presentavano una prevalenzasignificativa (p=0,02) mentre non erano associati ad alcunaca-
ratteristica clinica o sierologica. Con I'lFl sono stati rilevati 2 patterns (12.5%) P-ANCA, 4 (25%) ANCA atipico e
10 (62,5%) negativita.

Conclusioni: Gli anticorpi anti-catepsina G sono risultati significativamente presenti nella ScS. In considerazione del-
la mancanza di associazione con caratteristiche cliniche ed autoanticorpali ben definite, rimane da chiarire il signifi-
cato dellaloro presenzain tale patologia

Parole chiave - Anti-catepsina G, sclerosi sistemica, ANCA.
Key words - Anti-cathepsin G, systemic sclerosis, ANCA.
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