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La sclerosi multipla (SM) ¢ una ma-
lattia infiammatoria demieliniz-
zante del sistema nervoso centrale
(SNC) ed ¢ la causa principale di di-
sabilita non traumatica nei giovani
adulti. La malattia presenta un picco
di insorgenza tra i 20 e i 40 anni di
eta ed & due volte pili comune nelle
donne, come nel caso di molte altre
malattie autoimmuni (ad esempio
artrite reumatoide, lupus eritema-
toso sistemico, etc.) .

Numerosi processi fisiopatologici
(tra cui sono inclusi 'infiammazio-
ne, la demielinizzazione, il danno
assonale e i meccanismi di rigenera-
zione) partecipano al processo del-
la malattia @*. Questi processi non
sono rappresentati in modo uni-
forme nelle popolazioni di pazienti
ma possono predominare in manie-
ra selettiva in singoli pazienti, con-
tribuendo pertanto alleterogeneita
dellespressione fenotipica della ma-
lattia, alla sua prognosi ed alla rispo-
sta alle terapie **. Inoltre, vi &€ una
forte necessita di sviluppare nuove
terapie per la SM che siano proces-

so-specifiche e possano essere usa-
te in sottopopolazioni specifiche di
pazienti. Lo sviluppo di queste tera-
pie sara impossibile senza l'utilizzo
di biomarcatori che riflettano il pro-
cesso mirato, consentano di selezio-
nare la popolazione di pazienti in
cui prevale tale processo e possano
coadiuvare lo screening piti rapido di
agenti terapeutici nella fase iniziale
del loro sviluppo.

I biomarcatori sono indicatori misu-
rabili di normali processi biologici e
patogeni, o di risposte farmacologi-
che ad un intervento terapeutico ©.
La misurazione dei biomarcatori &
tradizionalmente effettuata attra-
verso la rilevazione di proteine spe-
cifiche nei fluidi corporei (sangue,
liquor, urine) che subiscono altera-
zioni come conseguenza di un pro-
cesso biologico o patologico ©7.

La maggior parte delle lesioni del-
la SM ¢ generalmente situata nel-
la sostanza bianca periventricolare
del cervello, nonché nelle aree su-
perficiali del midollo spinale, che
condividono una stretta relazione

anatomica con le cavita liquorali ®.
Poiché le biopsie al cervello non so-
no spesso possibili, il liquor riveste
un ruolo di fondamentale impor-
tanza nel comprendere la fisiopato-
logia della SM. Il liquor puo essere
usato per la misurazione di diver-
si marcatori e popolazioni cellulari
per mezzo di analisi mediante cito-
metria a flusso, studi di PCR e stu-
di funzionali di cellule. Tuttavia, la
raccolta del liquor & una procedura
invasiva e pertanto viene eseguita
soltanto alla diagnosi e solo rara-
mente durante il follow-up ©.

I biomarcatori misurabili dal sangue
periferico sono di fondamentale va-
lenza clinica grazie al modo, non in-
vasivo, in cui vengono rilevati.

Lo svantaggio principale del sangue
¢ che i processi patogenetici sotto-
stanti alla malattia sono limitati al
SNC, separati dalla periferia dalla
barriera ematoencefalica (BEE).
Pertanto, gli eventi biologici che so-
no associati al danno al SNC posso-
no non essere misurabili nel sangue
periferico. Inoltre, la variazione
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diurna di numerosi marcatori solu-
bili ed i livelli dei marcatori misurati
sono spesso influenzati da infezioni
sistemiche, processi di degradazio-
ne biologica nel fegato o escrezione
nei reni.

Tuttavia, i biomarcatori del sangue
periferico possono fornire informa-
zioni importanti riguardo i fattori
che innescano lattivazione immu-
nitaria della SM, nonché lefficacia
terapeutica dei farmaci sommini-
strati per via sistemica 7. Occorre
altresi notare che la maggior parte
del contenuto delle proteine del li-
quor deriva dal sangue, mentre il
resto & costituito da una quantita

minore di proteine di origine intra-
tecale. In condizioni fisiologiche, le
proteine derivate dal sangue pene-
trano nel compartimento liquora-
le mediante diffusione passiva nella
barriera ematoencefalica ®.

Studi patologici hanno rivelato nu-
merosi meccanismi importanti nel-
la patogenesi della SM e pertanto
la classificazione dei biomarcatori
specifici per processo si basa su ta-
li studi ">V, Di conseguenza, i bio-
marcatori possono essere classificati
nelle classi seguenti: inflammazio-
ne, funzione della BEE, degenera-
zione e rigenerazione ).

I neurofilamenti (Nf), elementi

strutturali dei neuroni rilasciati nel-
lo spazio extracellulare dopo morte
cellulare, si stanno imponendo co-
me biomarcatori promettenti relati-
vi all’attivita e alla progressione della
SM (Fig.1).

I Nf sono polimeri di proteine che
misurano approssimativamente
10 nm di diametro e svariati mi-
crometri di lunghezza e, insieme ai
microtubuli e ai microfilamenti, for-
mano il citoscheletro neuronale.

I Nf possono essere costituiti da
proteine diverse, con pesi molecola-
ri differenti (Nf-L, Nf-M, Nf-L, Neu-
roFilament light, medium, heavy):
catena leggera di neurofilamenti
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Figura 1. Diagramma delle proteine delle subunitd di neurofilamenti (Nf). Nf-L, Nf-M, Nf-H, e B-internexina possono essere considerati
come le principali subunita dei Nf adulti, sebbene i Nf possano altresi contenere periferina, vimentina e nestina in determinati stadi di
sviluppo o in condizioni patologiche. | siti di fosforilazione per la protein-chinasi A (chinasi A), protein-chinasi C (chinasi C), e cdc2 chinasi
(chinasi cdc2) sono stati caratterizzati nelle regioni “testa” globulari di alcune di queste molecole, come indicato. Le regioni indicate
mediante KSP, SP. KSD e DEPPS sono noti siti di fosforilazione della serina nelle regioni “‘coda”. EEIIEE, ripetizioni KE, Coda a, segmento E,
segmento KEP. segmento KE, ripetizioni RGD, e QF si riferiscono ciascuno a tipi specifici di motivi di sequenza .
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(Nf-L) di 68 kDa, catena interme-
dia di neurofilamenti (Nf-M) di 150
kDa, e catena pesante di neurofi-
lamenti (Nf-H) da 190 a 210 kDa.
Tuttavia, il Nf adulto puo anche con-
tenere periferina, vimentina e nesti-
na (Fig. 1).

Ciascuna subunita di Nf & costituita
da una regione centrale ad alfa-eli-
ca a doppio filamento e ben conser-
vata, che & delimitata da una testa
N-terminale e una coda C-termina-
le. Le proteine di Nf possono assem-
blarsi in combinazioni differenti e
con stechiometria variabile in diffe-
renti tipi di cellule nervose ed a dif-
ferenti stadi di sviluppo.

I Nf si trovano in particolare in
concentrazioni elevate negli asso-
ni, dove sembrano fornire forza
meccanica e regolare il diametro
dell'assone. Le proteine di Nf-H e
Nf-M hanno lunghi domini di coda
C-terminale che sembrano in gra-
do di controllare lo spaziamento tra
i filamenti vicini, generando array
allineati con una distanza interfila-
mento abbastanza uniforme, come
osservato negli assoni.

Dopo che un assone cresce e si col-
lega alla sua cellula target, il diame-
tro dell'assone pu6 aumentare fino a
cinque volte. Si pensa che la fosfo-
rilazione contribuisca allaumento
mediato dal Nf (>4 attraverso il le-
game di cationi bivalenti tra i bracci
laterali dei filamenti adiacenti 519,
I1 livello di espressione genica del
Nf sembra controllare direttamente
il diametro assonale, che a sua volta
controlla la velocita del segnale elet-
trico nell’assone . Topi mutanti
con anomalie del Nf hanno fenoti-
pi che richiamano la sclerosi laterale
amiotrofica !9,

Oltre al loro ruolo strutturale negli
assoni, i Nf consentono altresi il tra-
sporto assonale ?. La maggior par-

te delle proteine dei Nf negli assoni
sono sintetizzate nel corpo della cel-
lula nervosa, in cui si uniscono rapi-
damente in polimeri di Nf nell’arco
di 30 minuti . Questi polimeri
di Nf cosi assemblati vengono tra-
sportati lungo l'assone su percorsi
microtubulari alimentati dalle pro-
teine motrici @Y.

I filamenti si muovono bidirezional-
mente, vale a dire verso entrambe le
direzioni, rispettivamente la punta
dell'assone (anterogrado) e il cor-
po cellulare (retrogrado); tuttavia, la
direzione netta ¢ anterograda. I fila-
menti si muovono a velocita che rag-
giungono 8 um/s su una scala a breve
termine (secondi o minuti), con ve-
locita medie di circa 1 um/s 2.
Tuttavia, la velocita media su sca-
la a lungo termine (ore o giorni) &
alquanto lenta poiché i movimenti
sono molto infrequenti e sono costi-
tuiti da brevi scatti interrotti da lun-
ghe pause @24

Pertanto, in questo caso, i Nf si muo-
vono nella componente lenta del
trasporto assonale.

Nel danno assonale, i Nf vengono
rilasciati nel liquido extracellulare
e pertanto la misurazione dei livelli
dei Nf nei fluidi corporei puo indi-
care la misura del danno assona-
le all'interno del SNC non soltanto
nella SM, ma anche in altre malattie
neurodegenerative ).

I Nf-L sono le proteine di Nf piu
abbondanti e fungono da struttu-
ra principale ai quali si lega qual-
siasi altra catena di Nf. Poiché i Nf
sono prodotti esclusivi delle cellule
nervose, il loro vantaggio maggio-
re rispetto agli altri biomarcatori &
la loro specificita in termini di fonte
cellulare; vale a dire, essi sono alta-
mente specifici per il danno di cel-
lule nervose e leventuale morte di
queste ultime.

Il ruolo dei Nf-L nel liquido
cefaloradichiano come
biomarcatori nella

sclerosi multipla

Numerosi studi hanno mostrato che
i Nf-L possono rispecchiare il dan-
no assonale acuto, come quello me-
diato dai meccanismi infiammatori.
Di fatto, i livelli di Nf-L nel liquor
sono elevati in pazienti con sindro-
me clinicamente isolata (CIS) e SM
a qualsiasi stadio rispetto ai sogget-
ti sani @39 T livelli di Nf-L nel li-
quor sembrano aumentare durante
le esacerbazioni cliniche, rispetto a
pazienti in fase di remissione di ma-
lattia 63133,

Ilivelli di Nf-L sono particolarmen-
te elevati in pazienti con recidiva
midollare, in linea con losserva-
zione di concentrazioni aumentate
di proteina di Nf-L negli assoni del
midollo spinale, specialmente negli
assoni motori di considerevoli di-
mensioni del tratto piramidale 9.
Nella SM-RR molti studi hanno ri-
portato correlazioni relativamente
forti di Nf-L nel liquor con lesio-
ni captanti e carico lesionale in T2,
nonché con lesioni ipointense in
Tl (26, 32, 34)‘

Al contempo, i livelli di Nf-L appa-
iono un marcatore promettente per
i processi degenerativi che porta-
no ad una progressione di disabi-
lita nella SM. Diversi studi hanno
mostrato che elevati livelli di Nf-L,
misurati sia durante le recidive sia
durante la remissione, correlano
con la progressione in pazienti con
una recidiva attiva ed in pazienti cli-
nicamente stabili ?6-,

Un altro studio ha mostrato che ele-
vatilivelli di Nf-L nel liquor alla dia-
gnosi sono un fattore prognostico
negativo nella SM. In totale, sono
stati seguiti 95 pazienti per una me-
dia di 14 anni.
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Livelli basali elevati di Nf-L sono
stati associati ad un rischio eleva-
to di aumentata disabilita (misurata
come EDSS) e di conversione a for-
ma secondaria di malattia ¢,

Un dato interessante € emerso da
uno studio che ha evidenziato come
in pazienti con SM-RR naive o che
sono passati da una terapia di prima
linea a natalizumab, i livelli basali di
Nf-L erano un fattore predittivo di
atrofia cerebrale a 3 anni ®¥. In uno
studio recente, la presenza di lesioni
in T2 e atrofia cerebralea 1 e 5 an-
ni erano altamente correlati ai livelli
basali di Nf-L nel liquor ©9.

Infine, oltre a costituire una misu-
ra quantitativa del danno dei tessuti
correlati alla malattia, i Nf-L costitui-
scono un marcatore di risposta per i
farmaci come fingolimod ©” e nata-
lizumab.

Il trattamento con natalizumab ha
portato a una riduzione dei livelli
di Nf-L di 3 volte, fino ad un livel-
lo non significativamente differente
da quello riscontrato in soggetti sa-
ni ®¥. Riduzioni significative di Nf-L
sono state osservate in pazienti in
terapia con mitoxantrone e rituxi-
mab . Occorre ricordare che do-
po il trattamento con natalizumab,
mitoxantrone o rituximab, i livelli di
Nf-L nella forme primariamente e
secondariamente progressive di SM
sono rimasti significativamente piti
elevati rispetto alle forme RR, indi-
cando un effetto meno pronunciato
di questi composti nelle forme pro-
gressive %),

Cio suggerisce che i Nf-L possono
essere potenzialmente usati per con-
trollare il danno assonale in atto, co-
me monitoraggio del trattamento o
come effetto collaterale neurotossi-
co dello stesso.

Il ruolo dei Nf-L nel siero
come biomarcatori

nella sclerosi multipla

La puntura lombare ¢ una procedu-
ra relativamente invasiva e la misu-
razione esclusiva dei Nf-L a livello
liquorale preclude il pitt ampio uso
clinico che i Nf-L possono avere.

Le proteine del cervello si immet-
tono nel flusso sanguigno attraver-
so il drenaggio del liquor nel sangue
venoso o mediante diffusione at-
traverso la barriera ematoencefali-
ca. Pertanto, & stato ipotizzato che
le concentrazioni superiori di Nf-L
nel liquor possano essere rispec-
chiate dal compartimento del siero.
Infatti, le misurazioni relative al li-
quor ed al siero hanno mostrato una
forte correlazione “*4V con ilivelli di
Nf-L nel siero, che erano costante-
mente piu elevati nei pazienti con
CIS o SM a ricadute e remissioni ri-
spetto ai controlli sani “?.

I pazienti con CIS con Nf-L supe-
riori nel siero avevano punteggi di
EDSS piu elevati ed i cambiamen-
ti nei livelli di Nf-L nel siero erano
correlati al cambiamento del’EDSS
in 42 pazienti con SM-RR nell’arco
di 2 anni di follow-up *?.

Unaltra scoperta importante e quel-
la relativa all'associazione tra livelli
di Nf-L nel siero e attivita della ma-
lattia osservata attraverso la RM.
Livelli di Nf-L superiori nel siero so-
no stati associati alla presenza di le-
sioni captanti fino a2 mesiprimae 1
mese dopo la misurazione dei Nf-L,
ed alla comparsa di nuove lesioni in
T2 “9 In particolare, un aumento
di 10 pg/mL dei livelli di Nf-L nei
pazienti ¢ stato associato ad un au-
mentato rischio di comparsa di le-
sioni captanti (OR: 1,48) o nuove
lesioni in T2 (OR 1,62) Y. E stata
osservata una riduzione dei livel-
li dei Nf-L nel siero di pazienti che

si stavano sottoponendo a un tratta-
mento modificante la malattia, ana-
logamente a quanto osservato negli
studi sul liquor. Un calo altamente
significativo nei livelli dei Nf-L nel
siero ¢ stato riportato tra il basale ed
i 12 mesi in pazienti che hanno ini-
ziato fingolimod, con livelli che so-
no rimasti stabili a 24 mesi “V.

Un altro lavoro ha riportato una
correlazione significativa tra livelli
basali di Nf-L e volume delle lesio-
ni basali in T2 e cambiamento del
volume delle lesioni in T2 nel fol-
low-up. Inoltre, i pazienti con livelli
basali superiori di Nf-L hanno mo-
strato una diminuzione piu rapida
del volume cerebrale ed un aumen-
to piti rapido del volume delle lesio-
niin T2 a 2 anni *®. Questo lavoro
ha altresi confermato una riduzione
significativa dei Nf-L in pazienti che
hanno iniziato una terapia modifi-
cante la malattia rispetto a pazien-
ti rimasti naive, ed un aumento dei
livelli di Nf-L associato a danno in-
fiammatorio acuto, come attestato
dalla comparsa di lesioni captanti.
Nei pazienti con livelli basali di Nf-L
elevati, il volume cerebrale & stato
osservato diminuire pitt rapidamen-
te nell’arco di un periodo breve, co-
me 1 anno, ed i dati sembrano essere
confermati in un periodo di 2 an-
ni ®¥. Inoltre, livelli basali elevati di
Nf-L portano ad un rischio aumen-
tato di nuove lesioni nell'arco dello
stesso periodo di tempo, dimostran-
doil collegamento tra Nf-Lelevatied
una maggiore attivita di malattia “¥.
Questi dati supportano ancora di
piu la convinzione che i Nf-L siano
uno strumento prezioso a disposi-
zione del medico al fine di control-
lare la risposta alla terapia, guidare
le decisioni relative al trattamento e
valutare la progressione della ma-
lattia
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