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Attività Dnasica, apoptosi e produzione autoanticorpale nel LES
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Introduzione

Il lupus eritematoso sistemico (LES) è una malattia
autoimmune caratterizzata dalla produzione di nu-
merosi autoanticorpi, di cui il marcatore sierologico
più caratteristico è rappresentato dagli anticorpi an-
ti-DNA a doppia elica (dsDNA). L’evento iniziale
capace di indurre la fomazione degli anti-dsDNA è
sempre stato uno dei punti più dibattuti dai ricerca-
tori, dal momento che è raramente stata dimostrata
la presenza di DNA in circolo nei pazienti con LES,
e inoltre il DNA di per sé non sembra essere immu-
nogenico. Dall’inizio degli anni ’90 sono stati pub-
blicati una serie di studi dai quali emergerebbe come
non il DNA, ma il complesso DNA-istoni (nucleoso-
ma) funge da immunogeno e quindi capace di stimo-
lare una risposta autoanticorpale1,2. Solo secondaria-
mente, per “spreading epitopico” verrebbe indotta la
formazione degli anti-dsDNA. Una volta stabilito
che l’autoantigene fondamentale nel LES è rappre-
sentato dai nucleosomi, rimaneva da stabilire quale
fosse il processo capace di portare alla rottura della
tolleranza immunologica verso tale componente nu-
cleare. Studi in modelli murini e alcune evidenze in
pazienti con LES hanno messo in luce come una
disregolazione della apoptosi poteva rivestire un im-
portante ruolo patogenetico, da un lato portando ad
un incremento autoantigenico in circolo, dall’ altro
ad una alterazione della tolleranza periferica.

Disregolazione della apoptosi nel LES

Con il termine apoptosi, coniato da Kerr3 nel 1972,
si intende un processo di morte cellulare program-
mata sotto stretto controllo genico, il quale, all’in-
terno di un organismo pluricellulare, ha lo scopo di
garantire, assieme al processo di mitosi, il manteni-
mento dell’omeostasi numerica. Nel sistema immu-
nitario, sia l’eliminazione selettiva delle cellule timi-

che autoreattive, sia lo spegnimento dei cloni alla fi-
ne di una risposta immunitaria si avvalgono dell’a-
poptosi. Inoltre, le cellule citotossiche agiscono in-
ducendo le cellule bersaglio al suicidio cellulare, in-
serendovi un enzima (granzyme B) analogo alle ca-
spasi, i tipici effettori dell’apoptosi, come di seguito
descritto. L’apoptosi è quindi molto importante nel
sistema immunitario, sia nell’ ontogenesi, sia nell’o-
meostasi, sia nel meccanismo della immunità cellu-
lo-mediata.
A differenza di quanto avviene nella necrosi cellula-
re, in cui ai fenomeni di cariolisi e rigonfiamento ci-
toplasmatico segue il riversamento all’esterno del
contenuto cellulare con successiva reazione infiam-
matoria, nell’apoptosi si ha un fenomeno di conden-
sazione del citoplasma e della cromatina con succes-
siva formazione di corpi apoptotici e frammentazione
cellulare, ma la membrana plasmatica rimane inte-
gra, senza fuoriuscita del contenuto cellulare, e in
condizione fisiologiche ciò determina una morte “pu-
lita”, senza infiammazione né danni all’ organismo.
È ora noto che il programma apoptotico si avvale di
molecole specifiche, i cui geni sono altamente con-
servati e capaci di veicolare segnali pro-apoptotici
(Fas/APO1/CD95, TNF, TRIAL,etc.) o anti-apopto-
tici (HSP, Bcl2, etc). Quando una molecola di mem-
brana a funzione pro-apoptotica si lega al suo ligan-
do o a un anticorpo agonista, si ha una modifica
conformazionale della stessa che porta ad una altera-
zione del dominio intracellulare denominato DD
(“Death Domain”) che favorisce così l’assemblaggio
di un complesso formato da uno o più adattatori e da
una pro-caspasi iniziatrice, come la pro-caspasi 8
che a sua volta attiva delle proteasi endocellulari de-
nominate caspasi 3, 6, 7, che tagliano i loro bersagli
a valle di una breve sequenza di quattro aminoacidi,
l’ultimo dei quali è un residuo di acido aspartico.
Uno dei più importanti bersagli delle caspasi è
ICAD, l’inibitore di CAD (Caspase Activated Dna-
se), una endonucleasi specifica dell’apoptosi, la qua-
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le determina la frammentazione internucleosomica
della cromatina. Nel corso del processo apoptotico,
inoltre, una delle prime modifiche della cellula coin-
volge i fosfolipidi della membrana plasmatica: la fo-
sfatidilserina (PS), localizzata di norma nello strato
citosolico, viene trasferita nello strato esterno con
un meccanismo “a flip-flop”. Alla PS si associano
anche altre molecole quali la beta2-glicoproteina I,
l’annexina I e V. Tutto ciò invia ai macrofagi un se-
gnale di appetibilità (“eat-me”), i quali, tramite re-
cettori di superficie per PS e/o trombospondina, av-
viano un processo di fagocitosi.
Evidenze sperimentali dimostrerebbero come sia nel
topo che nei pazienti con LES ci siano alterazioni
quali-quantitative del processo apoptosico. Se da un
lato sembra esserci un incremento della apoptosi,
ipoteticamente determinato da possibili stimoli sca-
tenanti il processo autoimmune (virus, radiazioni,
UV, farmaci, attivazione di cellule citotossiche o
NK), con conseguente incremento dei nucleosomi in
circolo, dall’ altro ci può essere un decremento selet-
tivo dell’apoptosi a livello dei linfociti B e di alcune
popolazioni T. Nei topi lpr e gld una aberrante tra-
scrizione del gene Fas4 e una mutazione del codifi-
cante per il Fas ligando5, rispettivamente, sono state
messe in relazione con una diminuita apoptosi delle
cellule T, successiva a uno stimolo antigenico, sug-
gerendo che l’autoimmunità in modelli murini derivi
da una alterazione della tolleranza periferica. Ciò, in
associazione con una diminuita apoptosi antigene-
indotta delle cellule B, indurebbe la elevata produ-
zione autoanticorpale presente nel LES. Nell’uomo,
non ci sono evidenze di difetti nella espressione o
funzione dell’ antigene Fas, ma sono stati dimostrati
elevati livelli di Fas solubile, il che potrebbe portare
a una alterazione dell’apoptosi con conseguenze
analoghe a quelle viste nei modelli murini.
Se l’alterazione della apoptosi, quindi, sembra di
primaria importanza nella patogenesi del LES, re-
centi studi dimostrerebbero come senza la concomi-
tante presenza di una alterazione dei meccanismi di
fagocitosi e di clearance antigenica non ci sarebbe lo
sviluppo di una condizione autoimmune. Per quanto
riguarda gli effettori della clearance antigenica un
ruolo importante è svolto dalle proteine del Comple-
mento, in particolare il C1q, dalla componente P
dell’amiloide (SAP), dalle IgM e dalla Dnasi I. De-
ficit genetici o fattori sierici o autoanticorpali capaci
di bloccare l’attività di tali molecole sembrano con-
dizioni strettamente associate alla patogenesi del
LES e all’incremento delle concentrazioni autoanti-
corpali sieriche.

Dnase I

La Deossiribonucleasi 1 (Dnasi 1; EC 3.1.21.1) è un
enzima implicato nella digestione del DNA e dei
complessi DNA-nucleoproteina. Un’ansa definita da

6 aminoacidi (73-78, Arg-Asn-Ser-Tyr-Lys-Glu) si le-
ga attraverso interazioni elettrostatiche al DNA e per
l’azione litica sono necessari ioni Ca2+/Mg2+/Mn2+.
È attiva a pH neutro e quindi anche in circolo. Prece-
denti studi hanno dimostrato che nei pazienti con
LES, come pure nei topi LES-proni NZB/NZW, c’è
una diminuita attività sierica e urinaria della Dnasi. In
topi Dnasi deficienti è stata descritta la comparsa dei
sintomi clinici di LES, associata all’incremento degli
autoanticorpi anti-nucleo/cromatina e alla presenza di
glomerulonefrite6. Mutazioni del gene codificante per
la Dnasi sono state descritte anche in alcuni pazienti
con LES7, sebbene ciò sembra essere presente in una
minoranza dei casi. Quindi altri fattori sembrano im-
plicati nella diminuzione della attività Dnasica, fra cui
la presenza di inibitori sierici (actina) o autoanticorpi
anti-Dnasi8.
Al fine di confermare la ridotta attività Dnasica nel
LES e di verificare se ciò potesse correlare con il li-
vello autoanticorpale anti-dsDNA o anti-nucleoso-
ma, nonché con l’attività di malattia e l’interessa-
mento renale, abbiamo studiato 101 pazienti con
LES, ognuno dei quali prelevati in 3 diversi momen-
ti, nell’arco di 2 anni. Come popolazione di control-
lo sono stati studiati 30 pazienti con sindrome di
Sjögren (SS), 30 con artrite reumatoide (AR), 30 con
sclerodermia (SSc), 30 con tireopatie autoimmuni
(AITD), 50 con neoplasia solida (SN) e 120 soggetti
normali. Il dosaggio della attività Dnasica è stato
condotto con un metodo ELISA di recente introdu-
zione (Orgentec Diagnostika, Germania), il quale
utilizza micropiastre con legato un substrato per la
Dnasi. Dopo incubazione con il siero del paziente e
successivo lavaggio, viene aggiunto un coniugato ca-
pace di legarsi al substrato per la Dnasi residua. La
colorazione del pozzetto, in seguito alla aggiunta del
cromogeno, è direttamente proporzionale al substra-
to residuato nella micropiastra e quindi inversamente
proporzionale alla attività Dnasica del siero. I risul-
tati sono espressi in percentuale di riduzione della
attività Dnasica (%AR). Più alto è il valore di %AR
più bassa è l’attività Dnasica nel siero.
La %AR nei pazienti con LES (56.1 ± 16.9) è risul-
tata statisticamente più elevata che nei controlli sani
(48.2 ± 13.7;P<0.005), nei pazienti con SS (43.5 ±
12.2; P<0.005), con AR (28.6 ± 13.3; P<0.001), SSc
(43.0 ± 7.0; P <0.005), con AITD (38 ± 14.1;
P<0.005) e NS (44.7 ± 14.0; p<0.005). Non è stata
invece dimostrata alcuna correlazione tra attività
Dnasica e concentrazione autoanticorpale anti-nu-
cleosomi (Inova Diagnostics, San Diego, CA) e anti-
dsDNA (Shield, Dundee, Scozia), nonché tra attività
Dnasica ed ECLAM score e interessamento renale. I
nostri dati, quindi, ottenuti valutando una ampia ca-
sistica di pazienti con LES, confermano la ridotta at-
tività Dnasica in accordo con quanto già in prece-
denza descritto da altri autori, evidenziando come
ciò possa avere un ruolo patogenetico legato alla di-
muita clearance dei complessi DNA-nucleoproteine,
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conseguente ad un incremento della apoptosi, la cui
permanenza in circolo diventa uno stimolo antigeni-
co capace di innescare una risposta autoanticorpale
specifica.
Da quanto emerso dai nostri dati, quindi, la attività
Dnasica nei pazienti con LES non sembra avere im-
portanza diagnostica e prognostica, ma oltre ad esse-
re utile per lo studio dei meccanismi patogenetici,
potrebbe avere un ruolo nella condotta terapeutica
dei pazienti con LES. Già nel 1967, infatti, furono
condotti i primi tentativi di trattare con Dnasi bovina
i pazienti con LES resistenti al trattamento con ste-
roidi e con sovrainfezioni da ceppi di stafilococchi
penicillino-resistenti9. I risultati furono incoraggianti
in quanto 4/7 pazienti presentarono un significativo
miglioramento clinico, 5/7 una riduzione della VES
e 3/5 una diminuzione del titolo autoanticorpale. Ta-
li tentativi terapeutici non furono più ripetuti fino al
1990, quando la Dnasi ricombinante fu introdotta
nel trattamento della fibrosi cistica10. In seguito sono
stati condotto studi nei topi con LES e attualmente
sono in corso dei trial clinici allo stadio Ib nell’uo-
mo con risultati incoraggianti, anche se non ancora
definitivi. Tutto ciò, associato alla possibilità di ave-
re a disposizione Dnasi ricombinante non inattivabi-
le dall’actina sierica, fa presupporre che tale terapia
biologica, del tutto non tossica, possa avere uno svi-
luppo futuro. La determinazione della attività Dnasi-
ca potrà quindi diventare di fondamentale importan-
za nella selezione dei pazienti deputati a tale forma
di terapia biologica. Un altro suo possibile utilizzo,
infine, potrebbe trovare riscontro nei familiari di pa-
zienti con LES, dove una riduzione della Dnasi è
stata associata a un incremento del rischio relativo di
sviluppare LES.

Conclusioni

Il LES è caratterizzato dalla presenza di autoanticor-
pi circolanti di cui i più caratteristici sono gli au-
toanticorpi anti-dsDNA e anti-nucleosoma. Alla ba-
se del meccanismo patogenetico che porta allo svi-
luppo di tali autoanticorpi sembra esserci una disre-
golazione dei meccanismi apoptosici, che da un lato
portano ad un rilascio di autoantigeni riconosciuti
dalle cellule immunocompetenti e dall’altro ad una
alterazione della tolleranza periferica. La sola altera-
zione dei meccanismi apoptosici, però, non sarebbe
sufficiente a portare alla produzione autoanticorpale,
se nel contempo non ci fossero alterazioni dei mec-
canismi di fagocitosi e clearance antigenica. Fra

quest’ultimi riveste un ruolo importante la Dnasi I,
la quale scinde il materiale nucleare rilasciato dalle
cellule apoptosiche, bloccando un possibile stimolo
autoantigenico. La diminuzione della attività Dnasi-
ca, su base genetica o acquisita, sembra rivestire,
quindi, un ruolo importante nei meccanismi patoge-
netici del LES. Nel nostro studio, su una ampia casi-
stica, abbiamo confermato come l’attività Dnasica
sia diminuita nei pazienti con LES rispetto ai con-
trolli sani, ai pazienti con altre malattie reumatiche
autoimmuni e ai pazienti con AITD e neoplasie soli-
de, e tale dato potrebbe in futuro acquisire importan-
ti risvolti terapeutici, come evidenziato dai primi da-
ti dei trial clinici in corso con il trattamento con
Dnasi ricombinante dei pazienti con LES.
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