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RUBRICA UN OCCHIO IN LABORATORIO...

|l significato diagnostico e prognostico
degli anticorpi anti-peptide citrullinato ciclico
(Anti-CCP) nell’artrite reumatoide
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SUMMARY

There is strong evidence that the determination of autoantibodies against filaggrine is a very useful tool for the diag-
nosis of rheumatoid arthritis (RA). Anti-cyclic citrullinated peptide antibodies (Anti-CCP)-ELISA appear to be the most
efficient test among those available for the detection of antifilaggrine autoantibodies, as it has the best diagngstic ac-
curacy for the diagnosis of RA. Furthermore, the anti-CCP-ELISA determination in early arthritis is a good predic-
tor of disease persistence and radiographic joint damage. The positivity of Anti-CCP some years before the|onset of
the RA and the high concentration of autoantibodies in synovial fluid suggest a possible pathogenetic role ofjcitrulli-
nation. Hower, at present, it is unclear whether anti-CCP antibodies have a better diagnostic performance than FR
in recent onset synovitis and if they confer any additional value to the prognostic evaluation obtained with validated
predictors of outcome (FR, joint count, duration of disease).
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IL SISTEMA DEGLI ANTICORPI telio dell’esofago di ratto, esprimeva una caratteri-
ANTIFILAGGRINA stica fluorescenza lineare a livello dello strato cor-
neo di quest'ultimo. Vista la selettivita del legame
el 1964 Nienhuis e Mandema (1) evidenziaro-per lo strato corneo gli Anticorpi responsabili del-
no in Immunofluorescenza Indiretta (IIF), usan- la fluorescenza vennero indicati con il termine ge-
do come substrato cellule dell’epitelio della mu- nerico di Anticorpi Anti-Cheratina (AKA). Siero-
cosa buccale umana, la presenza, nel siero di pdegia positiva per gli AKA é riscontrabile in circa
zienti malati di artrite reumatoide (AR), di anti- il 40-60% dei soggetti con AR ben definita (2) e so-
corpi che si legavano specificamente contro costidlo nel 28% dei soggetti con AR a recente insor-
tuenti dei granuli localizzati in prossimita del nu- genza (4).
cleo, indicandoli con il termine generico di Anti- Successive evidenze sperimentali identificarono
corpi Anti-fattore perinucleare (APF). Gli APF nella pro-filaggrina il bersaglio comune degli An-
hanno una sensibilita per 'AR compresa tra il 40-ticorpi presenti nei sieri APF/AKA positivi (5).
90% quando testati in soggetti con malattia ben deLa filaggrina € una proteina, ricca di residui di isti-
finita (2). Oltre un decennio dopo, nel 1979, Youngdina, sintetizzata ad opera delle cellule dello stra-
etal (3) dimostrarono, sempre con metodica di IIFto granuloso dell’epidermide sotto forma di pre-
che il siero dei pazienti con AR incubato con I'epi- cursore, la profilaggrina, che viene accumulato in
specifici organelli citoplasmatici, i cosiddetti gra-
nuli cheratoialini. Negli ultimi stadi di differenzia-
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Figura 1 - Conversione dell’arginina
IIl o) Pli 0 in citrullina ad opera della peptidil-
P N\)J\ _ N\)J\ arginina deaminasi (PAD).
‘ PAD ‘
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delle unita di filaggrina cosi ottenute vengono con-associazione con specifici recettori che ne favori-
vertite in citrullina ad opera dell’enzima peptidil- scono la fagocitosi e I'eliminazione da parte di cel-
arginina-deaminasi (PAD) (Fig. 1). In realta non ¢ lule istiocitiche viciniori.
la filaggrina in quanto tale, ma sono i numerosi re-Alcune di queste modificazioni post-trascrizionali
sidui citrullinati della molecola, ad indurre una spe- sarebbero responsabili di una risposta policlonale
cifica risposta anticorpale. | residui citrullinati, del- autoreattiva come elegantemente dimostrato da di-
la filaggrina e, probabilmente anche di altre pro-versi Autori (12, 13) in soggetti affetti da LES e al-
teine, rappresentano infatti il determinante epito-tre malattie autoimmunitarie. Per alcune proteine,
pico target degli Anticorpi Antifilaggrina (AKA,  come la vimentina (14), & stato dimostrato che la
APF) e piu specificamente degli Anti-CCP (7).  modificazione post-trascrizionale in fase apoptoti-
ca consisteva nella citrullinizzazione dei residui ar-
gininici. Similmente la citrullinizzazione della fi-
SINTESI E SIGNIFICATO PATOGENETICO laggrina nei cheratinociti avviene nelle fasi termi-
DEGLI ANTI-CCP nali del processo di differenziazione dei cherati-
nociti che pud essere considerato, dal punto di vi-
Vossenaar et al. (8) hanno dimostrato, utilizzandosta funzionale, come un particolare tipo di morte
come substrato tissutale la membrana sinoviale deellulare programmata (MCP).
ratti con artriti indotte, che il mMRNA per la PAD nei Un'ipotesi affascinante & che la modificazione po-
granulociti che infiltrano la sinovia, viene trascrit- st-trascrizionale dei residui di arginina in citrulli-
to solo in condizioni di flogosi. Nelle aree di necrosi na nelle cellule apoptotiche della membrana sino-
e fibrosi sinoviale la PAD, indotta dalla flogosi, de- viale possa essere responsabile della induzione di
terminerebbe la citrullinizzazione di frammenti fi- una risposta autoreattiva, in relazione ad una in-
brinolitici e diverse altre proteine. hanno inoltre evi- sufficiente clearance delle cellule medesime o ad
denziato Sfruttando gli anticorpi monoclonali si € un ritardo nel completamento del programma di
dimostrata la presenza intracellulare di residui di ci-morte cellulare. Frammenti proteici citrullinati ver-
trullina negli strati del lining e del sub-lining della rebbero cosi presentati al sistema immunitario, sti-
sinovia reumatoide e non nella sinovia normale (9)molando una specifica risposta anticorpale
e la appartenenza di tali residui a diverse proteine
sinoviali e in particolare alla fibrina (10).
Concordemente con queste osservazioni I'elevatMETODICHE DI DETERMINAZIONE
concentrazione degli Anticorpi contro i residui ci- DEGLI ANTI-CCP
trullinati nel panno sinoviale rispetto al liquido si-
noviale e ancor di piu rispetto al siero fa pensardl test per la determinazione degli Anti-CCP & un
ad una loro produzione prevalente, o almeno ini-test in fase solida con metodica Elisa che sfrutta co-
ziale, a livello della membrana sinoviale (11). me target una molecola ciclica citrullinata. La me-
Numerose proteine citoplasmatiche o nucleari vantodica in fase solida permette di superare i limiti
no incontro durante I'apoptosi a modificazioni po- della variabilita interoperatore, della difficolta di
st-trascrizionali, quali la fosforilazione e la forma- quantificazione e della scarsa disponibilita di sub-
zione dicross-links.Le proteine modificate ven- strato connessi con le metodiche in immunofluo-
gono esposte sulla membrana dei corpi apoptoticirescenza precedentemente impiegate per la ricerca
blebs risultanti dalla frammentazione cellulare, in degli Anticorpi Anti-filaggrina (AKA e APF).
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La positivita &€ espressa in Unita/ml in relazione altia la prevalenza e la specificita degli Anti-CCP
valore di densita ottica ottenuto. Il cut-off variabi- sembrerebbero quindi maggiori di quelle riscon-
le da laboratorio a laboratorio, in relazione ai va-trate per il FR. E ancora oggetto di dibattito, inve-
lori dei controllo interni, & intorno alle 50 U/ml. Va- ce, se la determinazione degli Anti-CCP offra un
lori nettamente superiori al cut-off sono altamentereale vantaggio rispetto al FR in termini di predit-
specifici per la AR. Esistono attualmente in com-tivita del’AR quando applicato alle artriti di re-
mercio due generazioni di test per la determinacente insorgenza. In diversi lavori (Tab. 1), volti a
zione degli Anti-CCP e tra questi quello di secon-testare la capacita diagnostica degli Anti-CCP e
da generazione sembrerebbe dotato di una perfodel FR nelleearly arthritis, la sensibilita degli An-
mance diagnostica superiore (15). ti-CCP, con I'eccezione di un unico studio (19), &
risultata sovrapponibile (20) o significativamente
inferiore a quella del FR (21-24). Generalmente
PREVALENZA DEGLI ANTI-CCP NELLI’AR superiori, anche se non di molto, sono risultati in-
E NELLA EARLY RHEUMATOID ARTHRITIS vece, come ci si aspettava, i valori della specificita
degli Anti-CCP rispetto al FR.
Il dosaggio del FR rappresenta al momento I'uni-Opposte le conclusioni cui giungono Visser et al.
co, validato (16), ausilio laboratoristico per la dia- (25), indicando, nel piu volte citato modello pre-
gnosi dell’AR, pur nei limiti di un basso potere di- dittivo delle artriti persistenti ed erosive, la deter-
scriminativo legato alla relativa specificita del te- minazione degli Anti-CCP come quella dotata, tra
st. Al contrario del FR, il dosaggio degli Anti-CCP i sette criteri impiegati, del piu elevato potere pre-
possiede una elevata specificita, superiore al 90%dlittivo. La dimostrazione (26), che gli Anti-CCP
specie quando presente ad un titolo elevato (17)come il FR, specie IgA, antedatano, anche di alcu-
Nel loro lavoro originale Schellekens et al. (18) ri- ni anni (mediana 2,5 anni), I'esordio dell’AR e che
portano, per un valore di specificita del 98%, unagli Anti-CCP sono dotati del maggiore potere pre-
sensibilita degli Anti-CCP pari al 68%, quando il dittivo sembra confermare, con un percorso diffe-
test viene applicato ad una popolazione generale diente, i risultati del modello proposto da Visser.
pazienti con AR, e del 41% quando applicato adOltre alle differenze etnico-geografiche delle po-
una popolazione di early arthritis. polazioni studiate, un altro dato che in parte po-
Similmente, lo studio di una numerosa casistica ditrebbe rendere ragione delle differenti valutazioni
pazienti con AR evoluta (mediana della durata disulla sensibilita relativa di Anti-CCP e FR & I'im-
malattia pari a sei anni) ha evidenziato un’elevatapiego di Kit Elisa di differente generazione (15). Se
sensibilita e specificita degli Anti-CCP (87,6% e rimane incerta la superiorita diagnostico-predittiva
88.9%) rispetto al FR (69.98% e 81.7%) (15). degli Anti-CCP sul FR una solida evidenza ¢ I'ele-
Nelle forme definite e ben documentate di malat-vata capacita discriminativa che si raggiunge asso-

Tabella I - Sensibilita e Specificita degli Anti-CCP e del FR: sommario dei dati in Letteratura.

Autore, annofef Durata malattia n Sensibilita Specificita

AR Non-AR Anti-CCP FR Anti-CCP- R
Schellekens, 200018 < 12 mesi 149 337 48% 54% 96% 91%
Kroot, 200021 <12 mesi 273 ND 66% 83% ND ND
Golbach-Mansky,200022 <12 mesi 106 132 41% 66% 91% 87%
Jansen 200223 <36 mesi 258 121 42,6%  50,4% 97,5%  93,4%
Saraux 200320 <12 mesi 86 157 47% 45% 93% ND
Nogueira 200319 <12 mesi 175 177 54% 27% ND ND
Nell 200324 <3 mesi 80 100 38% 46% 98,7%  97,4%
ND: non disponibile
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ciando la determinazione di entrambi gli Anticor- Anti-CCP con la severita clinica della malattia va-
pi (17, 18, 22, 27). Data per certa la forte associatutata in termini di disabilita fisica (HAQ) (21, 27).
zione tra gli Anti-CCP e il FR (17,18), esiste una, Il dato non appare contrastante se si considera che
seppure piccola, quota di sieri FR-negativi che ri-lo score radiologico e I'HAQ non risultano stretta-
sultano positivi per gli Anti-CCP. La determina- mente associati, essendo I'HAQ abbastanza varia-
zione degli Anti-CCP pu0 aggiungere pertanto unbile nei primi anni di malattia ed influenzato dalla
dato di supporto diagnostico nelle forme di AR sie-fase di attivita e dal tipo, pit che dal numero, del-

ronegativa. le articolazioni interessate.

L'associazione degli Anti-CCP con &hared epi-
IL VALORE PROGNOSTICO tope(HLA-DRB,) pur presente (29) non aggiunge
DEGLI ANTI-CCP ulteriori informazioni rimanendo ancora dubbia la

capacita del determinante immunogenetico di pre-
In relazione alla pressante necessita di definire idire una evoluzione piu severa della AR.
grado di aggressivita dell'atteggiamento terapeuti-Un soloreport (15) & presente in letteratura sulla
co, oltre alla diagnosi precoce risulta indispensabileassociazione dei titoli degli Anti-CCP con i livelli
predire I'andamento della malattia permettendo ladegli indici infiammatori (VES e PCR). Il dato pud
stratificazione prognostica delle diverse forme diacquisire un certo interesse se si considera che i li-
AR. In particolare la sfida attuale della ricerca évelli degli indici di flogosi, all’esordio, sembre-
guella di identificare quali indicatori bio-umorali rebbero predire un outcome peggiore, a lungo ter-
siano soddisfacenti predittori di una evoluzione del-mine, delle forme di AR erosiva (30). Non esisto-
la artrite in senso persistente ed erosivo. Affidabi-no, invece, sufficienti evidenze per derivare da que-
li e validati indici di persistenza e di erosivita, so- sta correlazione la considerazione che il dosaggio
no la durata di malattia, la conta delle articolazio-degli Anti-CCP possa essere utile come marker di
ni tumefatte all’esordio e il FR. Tra gli indicatori attivita di malattia nel follow-up del paziente (31).
di outcome accanto al FR, la positivita degli An- In realta, sulla base delle risultanze fin qui ottenu-
ticorpi Anti-peptide ciclico citrullinato (Anti-CCP) te, non sembra che la determinazione degli Anti-
ha, secondo il modello di Visser (25), un valore CCP, sia dotata di un consistente valore addizionale
predittivo positivo elevato per le forme darly  per la valutazione prognostica rispetto a quanto si
arthritis persistenti e con andamento erosivo. Va-ottiene sulla base delle variabili ormai consolida-
lutati a distanza di tempo dall’esordio dell'artrite i te. (FR, danno articolare basale e durata di malat-
pazienti positivi per gli Anti-CCP presentano infatti tia). Un significato maggiore, come per la diagno-
uno score radiologico sensibilmente piu elevato ri-si, riveste la sua isolata positivita nei soggetti FR
spetto ai pazienti negativi (21, 27, 28), suggerennegativi. Esistono infatti evidenze che i soggetti
do che la presenza di questi Anticorpi sia associaFFR negativi con positivita degli Anti-CCP rappre-
ta ad una variante di malattia piu aggressiva. Dubsentino il subset con il piu elevato score radiologi-
bia e invece la correlazione della positivita deglico (23, 32).

RIASSUNTO

Tra gli autoanticorpi antifilaggrina gli Anti-CCP sono quelli dotati del miglior profilo di sensibilita/specificita per la
diagnosi dell’AR. Inoltre la valutazione degli Anti-CCP appare utile ai fini della valutazione prognostica delle|artriti

ad esordio recente essendo la positivita degli Anticorpi associata con AR ad evoluzione piu aggressiva. La gomparsa
degli Anti-CCP prima dell’esordio della malattia e il titolo molto elevato nel liquido sinoviale suggeriscono, iroltre,

un possibile ruolo patogenetico nel determinismo della malattia. E ancora oggetto di discussione se il dosagdgio degli
Anti-CCP sia piu sensibile di quello del FR nelle early arthritis e se la sua determinazione offra elementi addizionali
nella valutazione prognostica ottenuta sulla base dei parametri comunemente impiegati (FR, conta articolare, durata
di malattia).

Parole chiave- Anticorpi anti-peptide citrullinato ciclico, early arthritis, diagnosi,prognosi.
Key words- Antibodies anti-cyclic citrullinated peptide, early arthritis, diagnosis, prognosis.
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