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LAVORO ORIGINALE

Ruolo degli anticorpi anti-nucleosomi
nel lupus eritematoso sistemico.
Risultati di uno studio condotto in pazienti con lupus
eritematoso sistemico ed altre connettiviti sistemiche

The role of anti-nucleosome antibodies in systemic lupus erythematosus.
Results of a study of patients with systemic lupus erythematosus
and other connective tissue diseases
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SUMMARY

Objective: The aim of our study was to investigate the prevalence and the disease specificity of anti-nucleosome anti-
bodies in systemic lupus erythematosus and their association with disease activity and renal involvement.

Methods: Anti-nucleosome antibodies were measured by ELISA in the sera of patients with systemic lupus erythematosus
(SLE) (47), rheumatoid arthritis (RA) (22), mixed connective tissue disease (MCTD) (19), systemic sclerosis (SSc) (11)
and Siogren’s syndrome (SS) (10). Anti-dsDNA antibodies were measured by IIF on Chritidia luciliae. In the patients
with SLE serum levels of C3 and C4 complement components were also measured. Sera of 22 healthy individuals were
assayed as controls. SLE activity was evaluated by the ECLAM score.

Results: Anti-nucleosome antibodies were found in 40 patients with SLE (85.1%), in 10 with RA (45.4%), in 8 with
MCTD (42.1%), in 4 with SSc (36.3%), in 1 with SS (10%) and in none of the healthy controls. Anti-dsDNA antibod-
ies were found in 23 patients with SLE and were absent in the patients with other CTD and in controls.

All the patients with SLE and renal involvement were positive both for anti-dsDNA antibodies and anti-nucleosome
antibodies. No significant correlation was observed between anti-nucleosome antibodies and disease activity and re-
nal involvement.

Conclusion: Anti-nucleosome antibodies are present in a high percentage of the patients with SLE but they don’t seem
to be specific markers of the desease. Our data don’t support a clear correlation between anti-nucleosome antibodies

and disease activity and renal involvement.

INTRODUZIONE

I lupus eritematoso sistemico (LES) ¢ una ma-
lattia autoimmune non organo-specifica, carat-
terizzata dalla presenza, nel siero dei pazienti, di
un ampio spettro di autoanticorpi; tra questi gli
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anticorpi anti-DNAn hanno un ruolo chiave nella
diagnosi e nel monitoraggio della malattia in
quanto markers specifici della stessa e stretta-
mente correlati con la sua attivita e con I’'impegno
renale (1).

Studi condotti negli anni recenti prospettano la pos-
sibilita di attribuire agli anticorpi anti-nucleosomi
- anticorpi diretti contro la particella nucleosomi-
ca nella sua interezza e non contro singoli compo-
nenti quali DNAn ed istoni - un ruolo significativo
nella diagnosi e nel monitoraggio del LES a moti-
vo della precocita della loro comparsa in circolo e
della prevalenza piu elevata rispetto ad altri mar-
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catori autoanticorpali specifici, quali anti-DNAn
ed anti-istoni (3-6, 14-17, 23).

Obiettivi del nostro studio sono stati:

a) valutare il significato diagnostico e I’eventuale
specificita degli anticorpi anti-nucleosomi per il
LES prendendo in considerazione la frequenza del
loro riscontro nei pazienti affetti dalla malattia e
confrontando tale frequenza con quella osservata in
altre connettiviti sistemiche (connettivite mista,
sclerosi sistemica, sindrome di Sjogren,artrite reu-
matoide);

b) valutare il rapporto tra positivita per anti-nu-
cleosomi ed attivita della malattia e particolari
aspetti clinici della stessa (impegno renale in pri-
mo luogo), confrontando i risultati ottenuti con
quanto osservato, nello stesso senso, con gli anti-
corpi anti-DNAn e con altri markers serologici di
attivita della malattia, quali i livelli serici delle
componenti complementari C3 e C4.

PAZIENTI E METODI

Il nostro studio ¢ stato condotto in 109 pazienti af-
fetti da: LES (47-40 donne, 7 uomini; eta media =
37.4 anni, range 10-71 anni), artrite reumatoide
(AR) (22-20 donne, 2 uomini, eta media = 50.4 an-
ni, range 32-77 anni), connettivite mista (CM) (19
donne; eta media = 48.6 anni, range 33-69 anni),
sclerosi sistemica (ScS) (11 donne; eta media =
57.3 anni, range 41-79 anni), sindrome di Sjogren
(SS) (10 donne; eta media = 61,5 anni, range 47-
76 anni).

I valori evidenziati nei pazienti sono stati confron-
tati con quelli rilevati in un gruppo di controllo for-
mato da 22 soggetti sani (14 donne, 8 uomini; eta
media = 35.7 anni, range 29-55 anni).

I pazienti affetti da LES sono stati monitorati per
un follow-up della durata media di 2 anni (range
20-28 mesi). La malattia era attiva - con riferimento
ai criteri ECLAM (2) - in 25 dei 47 pazienti. Segni
di impegno renale erano presenti in 18 pazienti; di

essi 10 erano stati sottoposti a biopsia renale. Nel
corso del follow-up il dosaggio degli autoanticor-
pi ¢ stato praticato su 3 campioni di siero preleva-
ti con intervalli di 6-8 mesi.

Metodi: Gli anticorpi anti-nucleosomi sono stati
ricercati con metodica immunoenzimatica (Ae-
skulisa Nucleo-h; Aesku Diagnostics, Germany).
La metodica utilizza nucleosomi umani nativi iso-
lati dalla linea cellulare eucariotica HeL a. I livelli
anticorpali sono stati valutati facendo riferimento
ad una curva standard; sono stati considerati posi-
tivi valori superiori a 15 U/ml.

Gli anticorpi anti-DNAn sono stati ricercati me-
diante immunofluorescenza indiretta su Chritidia
luciliae, gli anticorpi anti-nucleo (ANA) mediante
immunofluorescenza indiretta su cellule HEp-2. I
livelli serici di C3 e C4 sono stati misurati con me-
todica nefelometrica.

RISULTATI

Positivita per anticorpi anti-nucleosomi era pre-
sente in 40 dei 47 pazienti affetti da LES (85.1%)
con livelli medi = 60 +/- 53,4 U/ml (range 18-250
U/ml), in 10 dei 22 pazienti con AR (45.4%) con
livelli medi = 41.3 +/-32.0 U/ml (range 18-160
U/ml), in 8 delle 19 pazienti con CM (42.1%) con
livelli medi = 34.4 +/- 12.8 U/ml (range 22-55
U/ml), in 4 delle 11 pazienti con ScS (36.3%) con
livelli medi = 56+/-33.0 U/ml (range 20-100 U/ml)
ed in 1 delle 10 pazienti con SS (10%) (30 U/ml)
(Tab. I).

In nessuno dei soggetti sani di controllo era pre-
sente positivita per anticorpi anti-nucleosomi. La
specificita diagnostica per il LES degli anticorpi
anti-nucleosomi era = 72%.

Nei pazienti affetti da LES con nefropatia i livelli
medi degli anticorpi anti-nucleosomi erano piu ele-
vati rispetto a quelli dei pazienti senza segni di im-
pegno renale - rispettivamente 82.7 + 74.9 U/ml e
47.7 +28.9 U/ml -; la differenza tra i due valori non

Tabella I - Positivita per anticorpi anti-nucleo (ANA), anti-DNAn ed anti-nucleosomi nei pazienti ammessi allo studio.

Patologia Ne ANA+ Anti-DNAn+ Anti-nucleosomi+
LES 47 47 (100%) 23 (48.9%) 40 (85.1%)
Artrite reumatoide 22 19 (86.3%) 0 10 (45.4%)
Connettivite mista 19 17 (89.4%) 0 8 (42.1%)
Sclerosi sistemica 1 8 (72.7 %) 0 4 (36.3%)
Sindrome di Sjégren 10 6 (60%) 0 1(10 %)
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era, pero, statisticamente significativa. I livelli me-
di degli anticorpi anti-nucleosomi evidenziati nei
pazienti con LES senza nefropatia non erano si-
gnificativamente diversi da quelli riscontrati nei
pazienti con AR, CM, ScS.

Anticorpi anti-DNAn erano presenti in 23 pazien-
ti affetti da LES(48.9%); 21 di essi erano positivi
anche per anticorpi anti-nucleosomi. Tutti e 18 i pa-
zienti con impegno renale erano positivi tanto per
anticorpi anti-DNAn quanto per anticorpi anti-nu-
cleosomi.

Non ¢ stato possibile mettere in evidenza , nei pa-
zienti con LES, un rapporto significativo tra positi-
vita per anticorpi anti-nucleosomi e (a) attivita del-
la malattia e(b) livelli serici di C3 e C4. In partico-
lare,nel corso del follow-up non sono state eviden-
ziate differenze significative dei livelli degli anti-
corpi anti-nucleosomi nei tre dosaggi effettuati.

DISCUSSIONE

Nella letteratura dell’ultimo decennio sono presenti
dati sufficienti per ritenere che nell’animale da
esperimento (topo “lupus prone”) i nucleosomi so-
no gli antigeni che guidano la risposta immune e
che i complessi immuni nucleosomi-antinucleoso-
mi abbiano un ruolo nella patogenesi della malat-
tia ed in particolare del danno renale ad essa asso-
ciato. Nel topo “lupus prone” la sintesi degli anti-
corpi anti-nucleosomi precede quella degli anti-
corpi anti-DNAn ed anti-istoni (3-6). Il rilascio si-
stemico dei nucleosomi ¢ verosimilmente il risul-
tato (nel topo, ma anche nell’uomo) di una aber-
rante apoptosi (7-10). I nucleosomi rilasciati dalle
cellule apoptotiche inducono la sintesi (T dipen-
dente) di anticorpi specifici i quali, se non adegua-
tamente rimossi, precipitano a livello della mem-
brana basale glomerulare innescando la patologia
nefritica (5, 11, 12). La reazione nucleosomi-anti-
nucleosomi puo, peraltro, avvenire anche in situ.
Una conferma indiretta della patogenicita dei com-
plessi nucleosomi-antinucleosomi nel lupus muri-
no viene dalla dimostrazione della loro presenza
nell’eluato di rene di ratto lupus prone proteinuri-
co (4, 5) e dalla dimostrazione che 1’interazione
degli stessi con eparina o derivati eparinici,preve-
nendone la fissazione alla membrana basale glo-
merulare, ritarda I’insorgenza della nefropatia (13).
Gli studi condotti nell’uomo nell’ultimo decennio
hanno messo in evidenza I’occorrenza di una posi-
tivita per anticorpi anti-nucleosomi, valutati con
metodica immunoenzimatica, nel 56-86% dei pa-

zienti con LES (14-19) Nella nostra casistica essi
erano presenti nell’85% dei pazienti con LES. L’al-
ta prevalenza, insieme con la precocita della loro
sintesi rispetto ad altri marcatori autoimmuni spe-
cifici (anticorpi anti-DNAn ed anti-istoni), sugge-
riscono la possibilita di attribuire agli anticorpi an-
ti-nucleosomi un ruolo significativo nella diagno-
si della malattia. La specificita per il LES ¢, pero,
messa in dubbio dal loro riscontro (sia pure meno
frequente) nel siero di pazienti con altre patologie
autoimmuni quali CM (45%) (14), ScS (22.8-
45.9%) (14,19), SS (33%) (20), epatite autoimmu-
ne (50%) (21), oltre che nel lupus da farmaci
(100%) (22). Nel nostro studio anticorpi anti-nu-
cleosomi erano presenti nei pazienti con AR
(45.4%), CM (41.1%), ScS (36.3%) e SS (10%). 1
livelli medi evidenziati in questi pazienti non era-
no significativamente diversi rispetto a quelli rile-
vati nei pazienti con LES senza nefropatia, diver-
samente da quanto riportato da altri Autori (19).
Se il valore diagnostico degli anticorpi anti-nu-
cleosomi nel LES appare comunque sufficiente-
mente definito, soprattutto con riferimento ad una
diagnosi precoce, i dati presenti in letteratura sul lo-
ro significato clinico e prognostico appaiono con-
traddittori. Un rapporto tra anticorpi anti-nucleo-
somi ed attivita della malattia,segnalato da alcuni
Autori (14-16, 22, 23), non ¢ stato confermato da
altri (19, 24, 25) e non ¢ stato evidenziato nel no-
stro studio con riferimento tanto ad aspetti clinici
quanto a taluni indici di laboratorio quali 1 livelli
serici di C3 e C4.

Con riferimento, infine, alla correlazione tra anti-
corpi anti-nucleosomi e nefropatia lupica, i risul-
tati delle indagini condotte nel topo appaiono, co-
me gia riportato, indicativi per un loro ruolo nella
patogenesi della flogosi renale; i risultati delle in-
dagini condotte nell’'uomo non appaiono, invece,
concordi sulla esistenza di un sicuro rapporto tra
anticorpi anti-nucleosomi e nefropatia lupica e
nell’attribuire agli anticorpi anti-nucleosomi un
ruolo superiore a quello degli anticorpi anti-DNAn
nella diagnosi e nel monitoraggio della stessa (14-
16, 19, 24,26, 27). Nel nostro studio tutti i pazienti
con nefropatia lupica erano positivi tanto per anti-
corpi anti-DNAn quanto per anticorpi anti-nucleo-
somi; i livelli medi di questi ultimi non erano si-
gnificativamente piu elevati rispetto a quelli evi-
denziati nei pazienti senza nefropatia. Sotto questo
aspetto, comunque, gli anticorpi anti-nucleosomi
potrebbero rappresentare un utile marker di riferi-
mento nei pazienti con nefropatia negativi per an-
ticorpi anti-DNAn (16).
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CONCLUSIONI

Gli anticorpi anti-nucleosomi sono presenti in una
alta percentuale dei pazienti affetti da LES; essi, pe-
r0, non appaiono specifici per questa malattia po-
tendo essere presenti, sia pure con prevalenza mi-

nore, in altre patologie autoimmuni quali AR, ScS,
CM, SS, epatite autoimmume.

Quanto messo in evidenza dal nostro studio non ap-
pare indicativo per una significativa correlazione,
nei pazienti con LES, tra anticorpi anti-nucleoso-
mi ed attivita della malattia ed impegno renale.

RIASSUNTO

Obiettivo: Valutare la prevalenza e la specificita degli anticorpi anti-nucleosomi nel LES e la loro associazione con
I’attivita della malattia e I'impegno renale. Metodi: Gli anticorpi anti-nucleosomi sono stati ricercati, con metodica im-
munoenzimatica, nel siero di 47 pazienti con lupus eritematosos sistemico (LES), 22 con artrite reumatoide (AR), 19
con connettivite mista (CM), 11 con sclerosi sistemica (ScS) e 10 con sindrome di Sjogren (SS).Gli anticorpi anti-
DNAn sono stati ricercati mediante IIF su Crithidia luciliae. Nei pazienti con LES sono stati, inoltre, misurati i livel-
li serici di C3 e C4. I sieri di 22 soggetti sani sono stati utilizzati come controllo. L’attivita del LES ¢ stata valutata se-
condo i criteri ECLAM. Risultati: Anticorpi anti-nucleosomi erano presenti in 40 pazienti con LES (85.1%), in 10 con
AR (45.4%), in 8 con CM (42.1%), in 4 con ScS (36.3%), in 1 con SS (10%) e in nessuno dei controlli sani. Anticor-
pi anti-DNAn erano presenti in 23 pazienti con LES ed erano assenti nei pazienti con altre connettiviti sistemiche e
nei controlli. Tutti i pazienti con LES e danno renale erano positivi tanto per anticorpi anti-DNAn quanto per anticor-
pi anti-nucleosomi. Non ¢ stata evidenziata una significativa correlazione tra anticorpi anti-nucleosomi e attivita del-
la malattia e danno renale. Conclusioni: Gli anticorpi anti-nucleosomi sono presenti in una elevata percentuale dei pa-
zienti con LES ma non sembrano essere markers specifici della malattia. I nostri dati non supportano una chiara cor-

relazione fra anticorpi anti-nucleosomi ed attivita della malattia e danno renale.

Parole chiave - Lupus eritematoso sistemico, anticorpi anti-nucleosomi, anticorpi anti-DNAn.
Key words - Systemic lupus erythematosus, anti-nucleosome antibodies, anti-dsDNA antibodies.
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