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n	 INTRODUzIONE

Gli anticorpi anti-b
2 

Glicoproteina I 
(anti-b

2 
GPI) sono un criterio validato 

di laboratorio per la sindrome da anticorpi 
antifosfolipidi (APS) (1, 2). È stato dimo-
strato come essi siano coinvolti sia negli 
eventi trombotici che nelle complicanze 

ostetriche, entrambi quadri tipici per APS. 
È possibile però trovare questi anticorpi in 
soggetti senza alcuna manifestazione cli-
nica peculiare dell’APS, come ad esempio 
in pazienti con malattie sistemiche autoim-
muni (MSA). In questi pazienti, i fattori 
che contribuiscono, o prevengono, lo svi-
luppo di APS sono molteplici e interagi-
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SUMMARY
Objective: Anti-b

2
 GPI are a formal laboratory criterion for the antiphospholipid syndrome (APS). 

They were demonstrated to be a risk factor for thrombosis and fetal losses but can also be detected 
in patients with systemic autoimmune disease (SAD), in healthy adults individuals and pre-school 
children. It has been suggested that different subpopulations of anti-b

2
GPI may carry different 

pathogenetic potential: autoantibodies against Domain1 seem to be associated with thrombosis; au-
toantibodies against Domain4/5 have been identifi ed in patients with non-thrombotic conditions.
Methods: We studied 48 patients with SAD (32 systemic lupus erythematosus, 16 undifferentiated 
connettive tissue disease), 64 patients with APS, 57 one-year-old healthy children born to mother 
with SAD, 33 children with atopic dermatitis. All subjects were IgG anti-b

2 
GPI positive. The speci-

fi city of anti-b
2 
GPI was investigated using ELISA research products containing recombinant b

2 
GPI 

D1 and D4/5 antigens. Cut-off values are calculated as 95th percentile on 100 NHD. IgG anti-b
2 
GPI 

were tested at a validated home-made ELISA routinely performed in our laboratory. No thrombotic 
events were recordered in patients with SAD and in both groups of children.
Results: Patients with SAD and APS showed prevalent reactivity for D1 while children in both 
groups preferentially recognize D4/5. 
Conclusions: IgG anti-b

2 
GPI against D1 seem to cluster in patients with systemic autoimmune con-

ditions. Their pathogenic potential in determine APS manifestations may be mitigated by adequate 
prophylaxis. 
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scono tra loro in maniera differente da caso 
a caso (3).
Gli anti-b

2 
GPI sono stati inoltre descritti in 

alcune condizioni non-autoimmuni come 
ad esempio nell’aterosclerosi (4) e nei pa-
zienti con lebbra (5), e anche nei bambini 
con dermatite atopica (DA) (6). Si è trova-
to anche come bambini assolutamente sani, 
afferenti a visite di controllo preventive, 
possano mostrare positività per gli anti-b

2 
GPI (7, 8).
Il fatto che la presenza di anti-b

2 
GPI si 

possa associare ad uno spettro di condi-
zioni così variegato che spazia da bambini 
assolutamente sani a pazienti con APS, po-
trebbe essere in parte spiegato dalla varia-
bilità in termini di sensibilità e specificità 
tra le varie metodiche di laboratorio utiliz-
zate (9). In ogni caso, la presenza di titoli 
anticorpali medio-elevati nelle condizioni 
non-APS-correlate ha suggerito l’ipotesi 
che ci possano essere anticorpi “patogeni” 
e “innocenti”.
La b

2
 glicoproteina I è una proteina a sin-

gola catena, composta da cinque sequenze 
ripetute (domini). Il dominio 5 (D5) è es-
senziale nel legame ai fosfolipidi di mem-
brana, mentre il dominio 1 (D1) si proietta 
verso l’ambiente extracellulare ed è quin-
di in grado di interagire con altre proteine 
(10). Alcuni lavori hanno dimostrato che 
gli anti-b

2
 GPI che si possono trovare nei 

pazienti con APS riconoscono preferen-
zialmente il D1 (11, 12). Per questo motivo 
è stato suggerito come questi possano es-
sere uno specifico sottogruppo di anticorpi 
anti-b

2 
GPI associato alla APS (12). 

Specificità anticorpale specifica per il Do-
minio 5 è stata dimostrata invece essere 
presente in condizioni non trombotiche. 
Anti-b

2
 GPI di pazienti con aterosclerosi 

sono in grado di legarsi al dominio 4 (4), 
mentre anticorpi di pazienti con lebbra (5) 
o bambini con DA (6), riconoscono il do-
minio 5. 
In linea con questi dati, il nostro gruppo 
ha dimostrato che la fine specificità degli 
anti-b

2
 GPI nei bambini nati da madri con 

MAS è diretta prevalentemente verso il 
D4/5, mentre nei soggetti con APS definita 
prevalgono gli anti-D1 (13). Al fine di me-
glio caratterizzare lo spettro patogenetico 

degli anti-D1 e anti-D4/5, abbiamo esteso 
il nostro studio a soggetti adulti con MAS 
e positività per anticorpi IgG anti-b

2
 GPI, 

ma senza criteri clinici per APS.

n	 MATERIALI	E	METODI

Pazienti
I soggetti sono stati inclusi nello studio in 
base alla positività per IgG anti-b

2
 GPI ot-

tenuta mediante metodica immunoenzima-
tica in fase solida ELISA utilizzata routina-
riamente presso il nostro laboratorio (14). 
Sono stati considerati:
- Gruppo A: 64 pazienti con APS, ri-
spondenti ai criteri classificativi proposti 
nell’“XI International Congress Of Anti-
phospholipid Antibodies” tenutosi a Syd-
ney, nel Novembre 2004 (1). I pazienti era-
no affetti nel 43,8% dei casi da patologia 
trombotica, nel 37,5% da patologia ostetri-
ca e nel 18,8% da entrambe. Erano 58 fem-
mine (91%) e 6 maschi (9%), età media di 
50 anni con un range compreso tra 28 e 78 
anni.
- Gruppo B: 48 adulti affetti da Malattie 
Sistemiche Autoimmuni diverse dall’APS, 
senza quindi alcun pregresso episodio 
trombotico o alcuna patologia ostetrica. 
Nello specifico: 32 pazienti con LES e 16 
pazienti con UCTD.
- Gruppo C: 57 bambini sani ad un anno 
di età figli di madri seguite presso l’Unità 
di Reumatologia e Immunologia Clinica 
degli “Spedali Civili” di Brescia perché af-
fette da malattie autoimmuni (12 APS, 16 
connettivite indifferenziata, 11 lupus eri-
tematoso sistemico, 7 sindrome di Sjögren 
primaria, 4 artrite reumatoide e 7 con al-
terazioni sierologiche). Le pazienti gravide 
vengono seguite da un team multispeciali-
stico formato da reumatologi, ginecologi e 
neonatologi. 
Previo consenso informato sottoposto ai 
genitori, i bambini vengono prelevati alla 
nascita per la ricerca di autoanticorpi, con 
lo scopo di valutare il passaggio transpla-
centare degli anticorpi materni. Vengono 
poi prelevati a un anno di vita per control-
lare la clearance di questi stessi anticor-
pi. Diciotto madri (33%) mostravano IgG 
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anti-β
2 
GPI prima e durante la gravidanza; 

i loro figli, ad un anno di età, non mostra-
vano differenze significative di titolo anti-
corpale rispetto ai bambini nati da madri 
negative per IgG anti-β

2
 GPI.

- Gruppo D: 33 bambini con DA seguiti 
presso l’Ospedale Pediatrico Universita-
rio di Lubiana, Slovenia (età media 2 anni, 
range 1-4).
Nessun evento trombotico è stato registrato 
a carico dei soggetti nei gruppi C e D.
Lo studio è stato approvato dal Comitato 
Etico Locale.

Metodi
Gli anticorpi anti-β

2
 GPI vengono eviden-

ziati con metodica ELISA routinariamente 
utilizzata nel nostro laboratorio (14); sono 
considerati come positivi i valori superio-
ri a 0,130 O.D. per IgG (corrispondente 
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 positivi, quelli tra 0,500 e 1.000 
O.D. come positivi a medio titolo, e quelli 
maggiori di 1.000 O.D. come positivi ad 
alto titolo.
La fine specificità di questi anticorpi è sta-
ta indagata utilizzando un kit ELISA spe-
rimentale prodotto dalla ditta INOVA Dia-
gnostics. Sono state analizzate due diverse 
parti della β

2
 GPI: il dominio 1 (D1) e il 

dominio 4/5 (D4/5). 
Antigeni ricombinanti equivalenti al D1 e 
al D4/5 sono stati utilizzati per copulare 
i pozzetti delle piastre ELISA; i pozzet-
ti sono stati incubati prima con i sieri dei 
soggetti in esame diluiti (1:100), poi con 
coniugato anti-IgG e infine è stato utiliz-

zata la tetrametilbenzidina cromogeno e 
la soluzione di stop, utilizzando i reagenti 
presenti nel kit e seguendo le istruzioni for-
nite. I controlli (positivo alto, medio e bas-
so) erano forniti nel kit per le IgG anti-D1, 
mentre come controllo per le IgG D4/5 è 
stato utilizzato il siero di un paziente forte-
mente positivo per le IgG anti-D4/5 diluito 
rispettivamente 1:50, 1:100 e 1:200. I risul-
tati sono stati espressi in unità 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 dominio. I risultati del 
cut-off al 95° percentile sono risultati esse-
re 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 tra-
mite mediana, 10° e 90° percentile.
I titoli anticorpali di IgG anti-β

2
 GPI totali, 

anti-D1 e anti-D4/5 sono stati confrontati 
tra i diversi gruppi di soggetti e all’inter-
no di ciascun singolo gruppo utilizzando il 
test non parametrico di Mann-Whitney. È 
stata considerata significativa una p<0,05.

n	 Risultati

Applicando i valori di cut-off calcolati 
su una popolazione di 100 adulti donato-
ri sani, abbiamo valutato la prevalenza di 
soggetti positivi in ciascun gruppo (Tab. I). 
Gli anticorpi presenti nei soggetti dei grup-
pi A e B risultano nella maggior parte dei 

Tabella I - Differenti pattern di positività per le IgG anti-D1 e anti-D4/5 nei diversi gruppi.
D1+ D4/5- n (%) D1- D4/5+ n (%) D1+ D4/5+ n (%) D1- D4/5- n (%)

A) APS (n=64) 43 
(67,2%)

3 
(4,7%)

5 
(7,8%)

13 
(20,3%)

B) MAS, non APS 
(n=48)

27 
(56,2%)

1 
(2%)

11 
(23%)

9 
(18,8%)

C) Bambini a un 
anno (n=57)

4 
(7%)

16 
(28%)

5 
(8,8%)

32 
(56,2%)

D) Bambini con DA 
(n=33)

7 
(21,2%)

9 
(27,3%)

2 
(6,1%)

15 
(45,5%)
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casi specifici per il dominio 1, mentre nei 
gruppi C e D gli anticorpi più rappresentati 
sono quelli rivolti verso il Dominio 4/5. 
Inoltre, solo 3 pazienti adulti con APS sono 
risultati positivi per gli anti-D4/5 e nessuno 
di essi aveva in anamnesi eventi tromboti-
ci ma erano tutte donne con esperienze di 
perdite fetali.
Gli anticorpi IgG anti-b

2
 GPI totali aveva-

no in tutti e quattro i gruppi una distribu-
zione simile, mentre andando a studiare la 
specificità anticorpale verso i Domini, que-
sta omogeneità si perde, mostrando titoli 
di anti-D1 e anti-D4/5 significativamen-
te diversi nei quattro gruppi (Tab. II). Gli 
anti-D1 erano prevalenti nei gruppi A e B, 
mentre gli anti-D4/5 erano più elevati nei 
gruppi C e D.

n	 Discussione

Il riscontro di positività per anticorpi an-
tifosfolipidi rimane di difficile interpreta-
zione, in particolar modo in quei soggetti 
che non soddisfano i criteri diagnostici per 
l’APS.
Il riscontro di anti-b

2
 GPI in bambini asso-

lutamente sani (8) e in bambini con patolo-
gie non correlate all’APS come ad esempio 
la DA (6), suggerisce la presenza di anti-
corpi anti-b

2
 GPI “innocenti”. 

Il nostro gruppo ha precedentemente osser-
vato la presenza di anticorpi anti-b

2
GPI in 

bambini sani di un anno d’età figli di madri 
con MAS (7); la maggior parte di queste 

donne era negativa per anti-b
2
 GPI sia pri-

ma che durante la gravidanza. 
Quindi, il riscontro di anti-b

2
 GPI in questi 

bambini suggerisce una produzione de novo 
di anticorpi, non correlati al background 
materno ma piuttosto a fattori ambientali 
cha agiscono a livello del sistema immu-
nitario del bambino. La b

2
 GPI è una pro-

teina a struttura altamente conservata ed è 
ubiquitaria nel cibo (10). È quindi possibile 
che l’ingestione di b

2
 GPI alimentare possa 

indurre nel bambino un’immunizzazione 
e quindi la produzione di anticorpi anti-b

2
 

GPI. Inoltre anche le infezioni virali e le 
vaccinazioni cui viene sottoposto il bambi-
no durante il primo anno di vita possono 
indurre una risposta immune più o meno 
specifica, inclusa la produzione di anti-b

2
 

GPI (7, 8).
Per meglio definire le caratteristiche di an-
ticorpi anti-b

2
 GPI riscontrati in situazioni 

cliniche molto diverse tra loro, abbiamo 
valutato la fine specificità di questi anticor-
pi mediante l’utilizzo di kit ELISA speri-
mentali per la ricerca di anticorpi anti-D1 
e anti-D4/5.
Per quanto riguarda i gruppi A e B (APS e 
MAS) abbiamo trovato che la popolazione 
anticorpale maggiormente rappresentata è 
costituita da anti-D1 (circa 70% dei sog-
getti). 
Questo è in linea con quanto trovato in un 
recente studio internazionale multicentri-
co: in pazienti con APS il 55% mostrava 
positività per anticorpi anti-D1, a confer-
ma di una significativa prevalenza di questi 

Tabella II - Distribuzione dei valori di anticorpi nei 3 gruppi di pazienti. I valori sono espressi in unità di 
Densità Ottiche (O.D.).

Anti-b2 GPI IgG totali Anti-D1 IgG Anti-D4/5 IgG
Mediana 10° 90° Mediana 10° 90° Mediana 10° 90°

A) APS (n=64) 1,256 0,484 1,913 0,536* 0,160 1,928 0,150* 0,040 0,440

B) MAS, non APS
(n=48) 0,995 0,196 1,656 0,497§ 0,171 1,229 0,200§ 0,115 0,571

C) Bambini 1 anno
(n=57) 0,655 0,181 1,365 0,140# 0.066 0.283 0,311# 0,128 0,719

D) Bambini Dermatite 
Atopica (n=33) 0,726 0,205 1,519 0,141^ 0,064 0,368 0,233^ 0,099 0,694

Test di Mann-Whitney per confrontare i titoli del dominio 1 e del dominio 4/5 nei seguenti gruppi di sogget-
ti: *p<0,0001; §p<0,005; #<0,0001; ^p=0,03.
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anticorpi in soggetti che hanno manifestato 
aventi clinici correlati all’APS (15).
Il dato interessante riguarda I pazienti con 
LES e UCTD. Questi soggetti possiedono 
prevalentemente anticorpi anti-D1 proprio 
come i pazienti con APS, ma, a differen-
za di questi non hanno sviluppato durante 
la loro storia clinica eventi trombotici e/o 
ostetrici. 
Probabilmente la spiegazione sta nel fat-
to che nei pazienti con MAS il potenziale 
patogeno di questi anticorpi potrebbe non 
essersi manifestato o per assenza di un 
“secondo stimolo” (“The two hits hypo-
thesis”) (16) o per effetto di un’adeguata 
profilassi farmacologica nell’ambito della 
patologia di base. 
Bisogna anche notare come circa il 20% 
dei pazienti di entrambi i gruppi siano ri-
sultati negativi per entrambi i domini. 
Questo non deve sorprendere: dobbiamo 
infatti considerare che possano esistere an-
ticorpi verso porzioni diverse della β

2
 GPI 

(11, 17, 18). 
Questa osservazione pone l’attenzione an-
che su un altro punto, infatti eventi clinici 
correlati con l’APS possono accadere an-
che in assenza di anticorpi anti-D1. Un ri-
scontro di negatività per anticorpi anti-D1 
può essere notevolmente influenzato dalla 
sensibilità della metodica di laboratorio 
utilizzata; inoltre, la clinica dell’APS, ca-
ratterizzata da eventi trombotici e/o oste-
trici, è determinata da svariati fattori tra i 
quali, ma non solo, gli anti-D1.
Nel nostro precedente lavoro avevamo os-
servato una prevalenza di anti-D4/5 sia nei 
bambini ad un anno d’età nati da madri con 
MAS (13). Implementando la casistica, 
tale dato si riconferma: gli anti-D4/5 risul-
tano presenti in circa il 30% dei soggetti. I 
titoli di anti-D4/5 erano inoltre significati-
vamente maggiori degli anti-D1 in entram-
bi i gruppi. Bisogna comunque sottolineare 
che circa la metà dei soggetti erano nega-
tivi per entrambi i domini, probabilmente 
per un problema di cut-off calcolato su una 
popolazione adulta.
Questo studio dimostra come nelle MAS 
il pattern anticorpale sia prevalentemente 
rivolto verso il D1, senza che questa posi-
tività si manifesti dal punto di vista clini-

co. Inoltre, siamo in grado di confermare i 
nostri dati precedenti sia nei confronti dei 
bambini, dove si conferma una prevalente 
positività per gli anticorpi anti-D4/5 in en-
trambi i gruppi (bimbi ad un anno d’età e 
bimbi con DA), sia nei pazienti con APS, 
dove il dominio maggiormente rappresen-
tato risulta essere il D1.
Sebbene il prevalente riscontro di anti-
D4/5 nei bambini possa suggerire un loro 
profilo “innocente”, i dati nelle APS non ci 
permettono nemmeno di escludere a priori 
una certa patogenicità degli anti-D4/5. Ab-
biamo infatti riscontrato anti-D4/5 isolati 
in tre pazienti con APS ad esclusivo inte-
ressamento ostetrico. 
Dobbiamo infatti pensare alla possibilità 
che anche gli anti-D4/5, in presenza di ade-
guati “stimoli”, possano mostrare una pro-
pria patogenicità e configurare un quadro 
patologico simile a quello mediato dagli 
anti-D1.
In conclusione, gli anticorpi anti-D1 sem-
brano essere tipici di condizioni sistemiche 
autoimmuni in generale, non solo dunque 
in eventi clinici APS correlati, in partico-
lare le trombosi, come già descritto. Pos-
siamo ipotizzare che nei pazienti con MAS 
il potenziale patogenetico di questi anti-
corpi possa essere mitigato o da un’ade-
guata profilassi farmacologica eseguita per 
altri motivi inerenti la malattia di base, o 
dall’assenza di agenti favorenti l’evento 
trombotico. 
Nelle condizioni non autoimmuni, invece, 
il target principale per gli anticorpi anti-β2

 
GPI sembra essere il D4/5.
L’utilità di studiare la fine specificità di an-
ticorpi anti-β

2
 GPI in termini di dominio 1 

e dominio 4/5 potrebbe quindi consistere 
nell’inquadramento di una positività per 
anti-β

2
 GPI nell’ambito di autoimmunità 

sistemica in quei soggetti che non abbiano 
una clinica tipica per APS. 
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RIASSUNTO
Gli anti-b

2
 glicoproteina I sono criterio diagnostico per sindrome da antifosfolipidi (APS). Sono 

presenti anche in soggetti asintomatici, pazienti con malattie autoimmuni sistemiche (MAS) e bam-
bini in età prescolare. Abbiamo arruolato soggetti positivi per IgG anti-b

2
GPI: 57 bambini di un 

anno, 33 bambini con dermatite atopica, 64 pazienti con APS e 34 pazienti con MAS, non APS.
In condizioni di autoimmunità prevalgono soprattutto gli anti-D1: nelle MAS la patogenicità di 
questi anticorpi potrebbe non manifestarsi per assenza di un “secondo stimolo” o per effetto della 
profilassi farmacologica. Nei bambini invece troviamo prevalentemente anti-D4/5, anticorpi dal 
possibile profilo “innocente” repertabili in condizioni non-trombotiche. 

Parole chiave: anticorpi anti-b
2 
glicoproteina I; domini della b

2 
glicoproteina I; malattie autoimmuni sistemiche.

Keywords: anti-b
2 
glycoprotein I antibodies; domains of b

2 
glycoprotein I; systemic autoimmune diseases.




