
INTRODUZIONE

Le miositi o miopatie infiammatorie idiopatiche
sono malattie reumatiche sistemiche ad ezio-

logia sconosciuta che colpiscono elettivamente il

tessuto muscolare scheletrico. Clinicamente si
manifestano con astenia muscolare ingravescen-
te ai cingoli e aumentati livelli sierici degli enzi-
mi muscolari (creatinchinasi, aldolasi, lattico dei-
drogenasi). Queste manifestazioni sono accom-
pagnate da alterazioni elettromiografiche ed isto-
patologiche caratteristiche (1, 2). Si distinguono
tre forme di miosite idiopatica: la polimiosite
(PM), la dermatomiosite (DM) e la miosite da
corpi inclusi (2). Nella DM, oltre all’impegno mu-
scolare, si osservano lesioni cutanee patognomo-
niche o caratteristiche, quali ad esempio le papu-
le di Gottron, il segno di Gottron, il rash eliotro-
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SUMMARY

Objective. To characterize serum autoantibody profiles of patients with idiopathic inflammatory myopathies (IIM) by
searching for myositis-specific (MSA) and myositis-associated (MAA) antibodies with sensitive and specific laborato-
ry tests. 
Methods. We tested the sera from 46 Caucasian patients diagnosed as affected with IIM at the Division of Rheuma-
tology of Padova University (21 polimyositis, PM; 22 dermatomyositis, DM; 3 myositis overlap syndrome). All pa-
tients had definite IIM according to the criteria of Bohan-Peter. MSA including anti-tRNA synthetase (anti-Jo-1 and
others) and anti-Mi-2 were determined by RNA immunoprecipitation and a modified immunoblot test, respectively.
MAA (-U1RNP, -U2RNP, RoRNP, PM/Scl, Ku) were detected by counterimmunoelectrophoresis and immunoblot.
Results. Serum MSA and/or MAA were found in 30/46 (65%) patients with IIM. Twenty-three patients (50%) were pos-
itive for at least one MSA: anti-Jo-1 in 15 (33%), anti-Mi-2 in 6 (13%), and other anti-tRNA synthetase in 3 (6%).One
patient was anti-Jo-1/Mi-2 positive. Moreover, 18 patients (39%) were positive for at least one MAA: anti-Ro/SSA in
13 (28%), anti-U1RNP in 4 (9%), anti-PM/Scl in 1 (2%) and anti-Ku in 1 (2%). Coexisting MSA and MAA were ob-
served in 8 patients (17%), anti-Jo-1/SSA positive in most cases. Anti-Jo-1 was predominantly associated with PM
(57% in PM vs 14% in DM), whereas anti-Mi-2 was exclusively found in DM patients (27%). Anti-synthetase anti-
bodies were closely associated with interstitial lung disease and polyarthritis; anti-Mi-2 positive DM patients did not
have lung involvement. Notably, anti-Ro/SSA antibody was frequently observed and almost equally detected in either
PM or DM (about 30%): in more than 50% of cases the antibody was associated with one MSA. 
Conclusions. By means of analytically reliable methods, MSA was detected in 50% of our IIM patients. Searching for
MSA in patients with IIM is recommended because of its diagnostic and prognostic value.
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po periorbitale, le teleangiectasie periungueali (3).
Da segnalare che la DM può talvolta esordire sen-
za segni di miosite e che all’esordio della malat-
tia le manifestazioni cutanee possono non essere
specifiche (3, 4).
Le caratteristiche istopatologiche e l’alta frequen-
za di autoanticorpi nel siero dei pazienti suggeri-
scono che l’autoimmunità possa giocare un ruolo
importante nella PM e nella DM; viceversa, si ri-
tiene che la risposta immune nella miosite da cor-
pi inclusi sia secondaria ad alterazioni degenera-
tive delle fibre muscolari, dimostrate dalla pre-
senza di vacuoli citoplasmatici, contenenti protei-
ne quali la β-amiloide e l’apolipoproteina E.
Autoanticorpi sierici non-organo specifici si rin-
vengono nell’60-80% dei pazienti affetti da
PM/DM. Tali anticorpi non sono diretti verso an-
tigeni propri dei tessuti muscolari, bensì verso
complessi intracellulari ubiquitari, nucleari o ci-
toplasmatici. Essi riconoscono epitopi altamente
conservati e talvolta possono inibire in vitro la fun-
zione biologica del target antigenico.
Gli anticorpi clinicamente più importanti vengo-
no distinti in due gruppi in base alla loro specifi-
cità per la diagnosi di miosite: gli anticorpi mio-
site-specifici (MSA) e miosite-associati (MAA)
(Tab. I). I MSA sono appunto specifici per le mio-
siti idiopatiche; i MAA si associano alle miositi
idiopatiche, secondarie o in overlap con altre con-
nettiviti, ma non sono specifici essendo riscontra-
bili anche in altre connettiviti senza impegno mu-
scolare infiammatorio (5-7).
Globalmente i MSA sono descritti in più del 40%
dei pazienti con PM/DM e comprendono anticor-

pi diversi per caratteristiche di specificità antige-
nica e significato clinico. La classificazione dei
pazienti con miosite autoimmune sulla base del
profilo degli MSA proposta recentemente da Lo-
ve LA et al. (8) permette di identificare gruppi di
pazienti con caratteristiche cliniche, sieroimmu-
nologiche ed immunogenetiche simili (Tab. II) (9).
I principali autoantigeni target della risposta anti-
corpale miosite-specifica appartengono a tre di-
stinti gruppi proteici: le aminoacil-tRNA sinteta-
si, la proteina nucleare Mi-2 e il complesso pro-
teico denominato “Signal Recognition Particle”
(5, 10, 11) (Tab. I). 
A tutt’oggi, per la diagnosi di PM e DM, si utiliz-
zano ancora i criteri proposti da Bohan e Peter nel
1975 (1), ma il rilievo sierico dei MSA o dei MAA
rappresenta un valido aiuto per la diagnosi, clas-
sificazione e in alcuni casi prognosi di queste ma-
lattie (8, 12, 13). Il loro riscontro consente inoltre
di distinguere in fase precoce le miositi primitive
o secondarie ad altre connettiviti, da quelle para-
neoplastiche (14).
Per tutte queste ragioni è importante lo sviluppo,
il perfezionamento e la diffusione di metodiche di
laboratorio per l’identificazione dei MSA, da im-
piegare nella diagnostica delle miositi.
Scopo dello studio è stato di caratterizzare il pro-
filo autoanticorpale dei pazienti affetti da miopa-
tia infiammatoria idiopatica con l’applicazione di
metodiche immunochimiche analiticamente sen-
sibili e specifiche, e di verificarne l’utilità clinica.

PAZIENTI E METODI

Lo studio è stato condotto su una coorte di 46 pa-
zienti affetti da miopatia infiammatoria idiopatica
e seguiti presso la Cattedra e U.O.C. di Reumato-
logia dell’Università di Padova. Di questi, 21 ave-
vano una diagnosi di PM, 22 di DM e 3 di miosite
in connettivite da sovrapposizione secondo i crite-
ri di Bohan e Peter (1). Si trattava di 31 donne e 15
uomini, età mediana 51 anni (range 18-80), durata
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Tabella I - Gli autoanticorpi nelle miositi.

Miosite-specifici Miosite-associati

• Anti-Jo-1 (istidil-tRNA sintetasi) • Anti-RoRNP
• Altri anti-aminoacil tRNA sintetasi • Anti-PM/Scl
• Anti-Mi-2 • Anti-U1snRNP
• Anti-SRP • Anti-Ku

Tabella II - Sindromi associate agli anticorpi miosite specifici.

Anticorpi Quadro clinico

Anti-Jo-1 e altri anti-sintetasi Sindrome antisintetasi: esordio acuto, interstiziopatia polmonare, febbre, Raynaud, artrite, “me-
chanic’s hands”; risposta moderata alla terapia

Anti-Mi-2 Dermatomiosite: esordio acuto, rash cutaneo; prognosi favorevole e buona risposta alla terapia
Anti-SRP Polimiosite severa: esordio acuto, astenia importante, impegno cardiaco; scarsa risposta alla

terapia



mediana di malattia dall’esordio 60 mesi (range 1-
264 mesi). Tutti i pazienti sono stati sottoposti ad
esame elettromiografico e biopsia muscolare. Nei
pazienti con DM l’impegno cutaneo era rappre-
sentato da: rash eliotropo, placche e/o segno di Got-
tron o altre forme di eritema. In 19 pazienti (41%)
erano presenti segni di pneumopatia interstiziale
sulla base di reperti radiologici e/o funzionali.
I MSA anti-tRNA sintetasi (-Jo-1 e altri) sono sta-
ti determinati su siero mediante immunoprecipita-
zione di RNA. In aggiunta, l’anti-Jo-1 è stato ri-
cercato anche con la controimmunoelettroforesi
(15) su estratto di timo di coniglio e l’immuno-
blotting su estratto citoplasmatico di cellule Raji
(16). L’MSA anti-Mi-2 è stato determinato con una
metodica di immunoblotting modificata. Gli MAA
(-U1RNP, -U2RNP, -Ro/SSA, -La/SSB, -PM/Scl,
-Ku) e altri anticorpi antinucleo diretti contro an-
tigeni proteici sono stati ricercati con la controim-
munoelettroforesi su estratto di timo di coniglio e
milza umana e l’immunoblotting su estratti nu-
cleare e citoplasmatico di cellule Raji (17, 18).

Determinazione degli anticorpi anti-aminoacil
tRNA sintetasi
Gli anticorpi anti-tRNA sintetasi sono stati rileva-
ti nel siero attraverso l’immunoprecipitazione in-
diretta del tRNA bersaglio secondo il metodo de-
scritto da Forman MS. et al. (19) con alcune mo-
difiche. Cellule Jurkat (linea continua umana T
linfoide) sono state lisate in tampone Tris/0,5%
Nonidet P-40 (NP-40) (20) e l’RNA è stato im-
munoprecipitato con il siero dei pazienti prece-
dentemente legato a biglie di sefarosio coniugate
alla proteina-A (protein A Sepharose CL-4B,
Amersham Biosciences Europe GmbH, Cologno
Monzese, MI). In particolare, per ogni immuno-
precipitazione sono stati usati 20 µl di siero e 10
µl di biglie di proteina A-sefarosio risospese al
50% in PBS. L’incubazione è avvenuta per un’ora
a temperatura ambiente in rotazione testa-coda in
tampone di immunoprecipitazione IPP 500 (10
mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl, 0,05% NP-40).
Dopo i lavaggi in tampone IPP 500, l’anticorpo
coartato alle beads è stato incubato con il lisato
cellulare ottenuto come descritto. Per ogni immu-
noprecipitazione è stato usato un volume di lisato
cellulare pari a 9x106 cellule. L’incubazione è av-
venuta per due ore a 4°C, in rotazione testa-coda
in tampone di immunoprecipitazione IPP 150 (10
mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 0,05% NP-40).
Dopo i lavaggi in IPP 150, il tRNA immunopreci-
pitato è stato quindi estratto con una miscela di fe-

nolo/cloroformio/alcool isoamilico (ratio 25:24:1)
(Sigma Chemical Company, Sigma-Aldrich, Mi-
lano) e successivamente precipitato con Na Ace-
tato 0.3 M ed etanolo assoluto a –20°C in overni-
ght. Gli immunoprecipitati sono stati risolti me-
diante elettroforesi su gel di poliacrilamide al 7%
ed Urea 8M e la reazione visualizzata tramite co-
lorazione del gel con Nitrato d’Argento secondo
il metodo descritto da Merril C. et al. (21) e mo-
dificato da Salviati G. et al (22). Sensibilità e spe-
cificità analitica del metodo sono state valutate
con sieri di riferimento anti-sintetasi fornitoci dal
Prof. WJ van Venrooij dell’Università di Nijme-
gen, The Netherlands.

Determinazione dell’anticorpo anti-Mi-2 
L’anticorpo anti-Mi-2 è stato ricercato su siero con
una metodica di Western immunoblotting oppor-
tunamente modificata, utilizzando come antigene
estratto nucleare di cellule Raji (linea continua
umana B linfoide) e valutando la sensibilità e spe-
cificità analitica del metodo con un siero di riferi-
mento fornitoci dal Prof. WJ van Venrooij.
Le cellule sono state coltivate in terreno RPMI
1640 completo, addizionato con siero fetale di vi-
tello scomplementato, penicillina e streptomicina.
I tamponi usati per l’estrazione proteica contene-
vano una miscela di inibitori delle proteasi (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Dopo
due lavaggi con tampone fosfato (PBS, Na fosfato
10mM, NaCl 150 mM, pH 7,4), le cellule sono sta-
te risospese in tampone fosfato ipotonico (Na fo-
sfato 10mM, NaCl 10 mM, pH 7,4) contenente
0,5% Triton X-100 (100x10

6
cellule/ml), per 10-15

minuti in ghiaccio. Quindi i nuclei sono stati pel-
lettati per centrifugazione (5000 rpm, 15 min., 4°C)
e il surnatante eliminato. I nuclei isolati sono stati
risospesi in tampone fosfato ipertonico freddo (Na
fosfato 10mM, NaCl 350 mM, pH 7,4) (10

8
nu-

clei/ml), lasciati in ghiaccio per 10-15 minuti e
quindi sottoposti a sonicazione (6 pulse da 40 watt
per 10 secondi). Il materiale nucleare è stato pel-
lettato per centrifugazione (5000 rpm, 15 min.,
4°C) e il supernatante, corrispondente alla frazio-
ne arricchita in proteine nucleari, raccolto e con-
servato a –20°C fino al momento dell’utilizzo.
L’estratto proteico nucleare è stato separato me-
diante elettroforesi denaturante su gel di poliacri-
lamide (SDS-PAGE, running gel 12x12x0,15 cm)
al 7% (range ottimale di pesi molecolari risolti 70-
250 kDa) caricando 2x106 equivalenti cellulari/cm
di lunghezza del gel. Dopo separazione, le protei-
ne sono state elettrotrasferite su nitrocellulosa me-
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diante Western blotting overnight a corrente co-
stante. A trasferimento avvenuto, la nitrocellulo-
sa è stata tagliata in strip lungo il senso di migra-
zione proteica e queste saturate con soluzione pro-
teica blocking (5% latte in polvere in tampone
PBS/0,1% NP-40) per almeno 1 ora a T ambien-
te. Dopodiché, ciascuna strip è stata incubata con
il siero del paziente diluito 1/1000 in tampone
blocking (3 ore a T amb.), sottoposta quindi a tre
lavaggi da 5 minuti ciascuno con tampone
blocking, e quindi incubata (1 ora, T amb.) con an-
tisiero anti-IgG umane coniugato con perossidasi
(Sigma-Aldrich) diluito 1/5000 in tampone
blocking. Dopo altri tre lavaggi, l’anticorpo lega-
to è stato visualizzato mediante chemilumine-
scenza.

Analisi statistica
I dati sono stati analizzati statisticamente median-
te il test esatto di Fisher. Valori di p<0,05 sono sta-
ti considerati significativi.

RISULTATI

Le figure 1 e 2 mostrano l’immunoprecipitazione di
RNA applicata alla identificazione degli anticorpi
anti-tRNA sintetasi. La figura 3 è rappresentativa di
un test in immunoblotting impiegato per la ricerca
dell’anticorpo anti-Mi-2 sui sieri di 16 pazienti: 4
di essi sono risultati anti-Mi-2 positivi.
Anticorpi sierici MSA e/o MAA sono stati trovati in
30/46 pazienti (65%). In particolare, i MSA erano
presenti in 23 pazienti (50%), i MAA in 18 (39%).
Tra i MSA ricercati, l’anti-Jo-1 era presente in 15
casi (33%), altri anti-tRNA sintetasi in 3 (6%), l’an-
ti-Mi-2 in 6 (13%). Un paziente era positivo per an-
ti-Jo-1 e anti-Mi-2. 

Tra gli MAA, l’anti-Ro/SSA era presente in 13 pa-
zienti (28%), l’anti-U1RNP in 4 (9%) di cui uno
anti-U1/U2RNP positivo e un altro anti-
U1RNP/Ku positivo, l’anti-PM/Scl in 1 (2%).
I MSA erano presenti in associazione a MAA in
8/46 pazienti (17%): di questi 6 erano anti-Jo-
1/SSA positivi, uno anti-tRNA sintetasi/SSA posi-
tivo e uno anti-Mi-2/SSA positivo. Dieci pazienti
(21%) erano positivi solo per MAA.
Le frequenze dei MSA e MAA nelle varie forme
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Figura 1 - Immunoprecipitazione di RNA.
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Figura 2 - Immunoprecipitazione di RNA: determinazione degli an-
ticorpi anti-aminoacil tRNA sintetasi.
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di miosite sono riportate in tabella III. L’anticorpo
anti-Jo-1 era più frequente nei pazienti con PM (p=
0,004, odds ratio 8,444, 95% CI 1.886-37.602),
l’anti-Mi-2 è risultato esclusivo di DM. L’anticor-
po anti-Ro/SSA è stato trovato in circa il 30% dei
casi, sia tra i casi con PM che tra quelli con DM;
tranne due pazienti anti-U1RNP positivi rispetti-
vamente affetti da PM e DM, gli altri pazienti an-
ti-U1RNP, -PM/Scl o anti-Ku positivi avevano un
quadro di connettivite da sovrapposizione con mio-
site.  
Gli anticorpi anti-tRNA sintetasi (anti-Jo-1 e altri)
sono risultati significativamente associati ad inter-
stiziopatia polmonare (p = 0,009, odds ratio 9,533,
95% C.I. 2,4-37,5) e a poliartrite (p = 0,005, odds
ratio 11,96, 95% C.I. 2,9-49,1). Tutti i pazienti an-
ti-Mi-2 positivi presentavano le manifestazioni cu-
tanee specifiche di DM e nessuno aveva segni ra-
diografici e/o funzionali di impegno polmonare.

DISCUSSIONE

La messa a punto di metodiche di laboratorio per
la caratterizzazione della risposta autoimmune nel-
le miositi è un obiettivo di grande interesse sul pia-
no clinico ed è anche utile per la comprensione di
alcuni aspetti eziologici e patogenetici di tali ma-
lattie.
In questo lavoro descriviamo due tecniche di labo-
ratorio, messe a punto allo scopo di incrementare
l’utilità clinica delle indagini autoanticorpali nella
diagnostica delle miositi. 
Tra i MSA, l’unico determinabile con le tecniche
impiegate nella routine diagnostica è l’anti-istidil-
tRNA sintetasi (anti-Jo-1), di gran lunga il più fre-
quente (20-30%) (5, 8) e associato preferenzial-

mente alla PM (23), e i nostri dati lo confermano. 
Tuttavia l’anticorpo anti-Jo-1 è solo uno dei 7 an-
ticorpi anti-aminoacil tRNA sintetasi descritti (24),
ben distinguibili per specificità antigenica e acco-
munati dal fatto di essere marker di miosite ed in
particolare della cosiddetta “sindrome antisinteta-
si” (24, 25) (Tab. II). Gli altri anti-sintetasi sono al
momento descritti nelle miositi con una frequenza
molto più bassa (3-5%) (5) ma sono ugualmente
importanti vista la loro specificità clinica.
Il metodo di riferimento per la determinazione de-
gli anticorpi anti-tRNA sintetasi è l’immunopreci-
pitazione di RNA, metodica non automatizzabile e
allestibile solo in laboratori di ricerca o di diagno-
stica avanzata. Tale metodica consente di rivelare
le molecole di RNA immunoprecipitate da quegli
anticorpi che, in fase liquida, legano complessi ri-
bonucleoproteici. L’RNA può essere immunopre-
cipitato direttamente dall’anticorpo, per legame di-
retto di quest’ultimo all’acido ribonucleico, o in-
direttamente perchè complessato all’antigene pro-
teico target. Nella maggior parte dei casi i tRNA
vengono immunoprecipitati indirettamente perché
legati all’enzima tRNA sintetasi, l’antigene bersa-
glio. 
Sulla base della nostra esperienza, l’immunopreci-
pitazione indiretta dei tRNA da estratto cellulare
non radiomarcato, messa a punto per la determi-
nazione degli anticorpi anti-tRNA sintetasi, ha di-
mostrato una sensibilità sovrapponibile a quella dei
comuni metodi di screening per la determinazione
degli anticorpi anti-Jo-1 con il vantaggio aggiunti-
vo di poter caratterizzare anche anticorpi diretti
contro tRNA sintetasi non Jo-1 e di non richiede-
re l’impiego di radioisotopi. I nostri risultati con-
fermano inoltre la stretta associazione degli anti-
corpi anti-sintetasi con le manifestazioni peculiari
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Tabella III - Frequenza (%) dei MSA e MAA nelle varie forme di miopatia infiammatoria idiopatica (PM, DM, overlap).

Percentuale di pazienti
Test Paz. Totali PM DM Overlap

(n=46) (n=21) (n=22) (n=3)

ANA IFI 56 39 67 100
Anti-Jo-1 IP/IB 33 57 14 0
Altri antisintetasi IP 6 9 4 0
Anti-Mi-2 IB 13 0 27 0
Anti-Ro/SSA CIE,IB 28 38 23 0
Anti-PM-Scl CIE 2 0 0 33
Anti-U1RNP IB 9 5 4 67
Anti-Ku IB 2 0 0 33

ANA: anticorpi antinucleo; IFI: immunofluorescenza indiretta; IB: immunoblotting; IP: immunoprecipitazione di RNA; CIE: controimmunoelettroforesi



della sindrome antisintetasi quali la miosite, l’in-
terstiziopatia polmonare e la poliartrite.
Anche l’MSA anti-Mi-2 è un anticorpo molto im-
portante nella diagnostica delle miositi ma poco ri-
cercato e scarsamente conosciuto nella pratica cli-
nica. L’antigene Mi-2 è una proteina nucleare co-
stituita da 7 subunità, appartenente ad un com-
plesso multi-proteico denominato NuRD che par-
tecipa alla regolazione della trascrizione genica at-
traverso il rimaneggiamento dei nucleosomi nella
cromatina (26, 27). I sieri anti-Mi-2 positivi im-
munoprecipitano 8 proteine di diverso peso mole-
colare (240, 200, 150, 72, 65, 63, 50 e 34 kDa)
(28, 29). Di queste l’antigene immunodominante è
il polipeptide di 240 kDa (28, 29).
Gli anticorpi anti-Mi-2 possono essere determinati
con varie tecniche di laboratorio: immunoblotting,
immunoprecipitazione di proteine da estratto ra-
diomarcato, immunoblotting di immunoprecipitati,
dot-blot o line immunoassay, ELISA (5, 26, 27). Si
tratta di metodiche impiegate per ricerca e non va-
lidate per lo screening sierologico. La metodica di
immunoblotting messa a punto presso il nostro la-
boratorio è stata opportunamente modificata per la
ricerca degli anticorpi anti-Mi-2 e prevede una par-
ticolare estrazione dell’antigene nucleare Mi-2, se-
guita da una elettroforesi denaturante che consenta
una ottimale separazione delle proteine nel range di
peso molecolare di 70-250 kDa.
L’anticorpo anti-Mi-2 è marker specifico di DM
con una sensibilità pari al 20% circa e si associa ge-
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corpi miosite specifici nel 50% dei pazienti e di individuare subset di malattia con caratteristiche cliniche e progno-
stiche distintive
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