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Introduzione

La Sclerosi Multipla (SM) & una
malattia demielinizzante immuno-
mediata del sistema nervoso cen-
trale (SNC), nel cui determinismo
sono coinvolti sia fattori genetici
che ambientali. La diagnosi ¢ talora
complessa a causa dell'elevata etero-
geneita clinica e fisiopatologica del-
la malattia.

I criteri diagnostici sono stati mo-
dificati pit1 volte nel corso degli an-
ni, includendo aspetti sintomatici,
presenza di lesioni tipiche rilevate
mediante imaging di risonanza ma-
gnetica (MRI) ed esami strumentali
(risultati di laboratorio e neurofi-
siologici). La diagnosi di SM si basa
sulla dimostrazione della dissemi-
nazione nello spazio (DIS), ovvero
il coinvolgimento di diverse aree del
SNC, e nel tempo (DIT), ovvero il
verificarsi di almeno due ricadute, o,
nel caso di SM progressiva primaria
(SM-PP), progressione della disabi-
lita per almeno 1 anno.

L'analisi del liquido cerebrospina-
le (CSE, cerebrospinal fluid) con-

sente una valutazione dei processi
inflammatori circoscritti al sistema
nervoso centrale e riflette cambia-
menti nel modello immunologico
dovuti alla patologia, fondamenta-
li nella diagnosi e nel monitoraggio
della SM.

La ricerca di bande oligoclonali
(OCB) IgG specifiche esclusivamen-
te liquorali é riconosciuta nell'am-
bito dei criteri diagnostici come lo
“standard di riferimento” per la dia-
gnostica di laboratorio della SM,
sebbene presenti limiti analitici.
In effetti, i protocolli attuali per il
dosaggio delle OCB richiedono
molto tempo ed un’interpretazione
operatore-dipendente.

Negli ultimi anni ¢ emersa, quale
metodica di piu rapida ed econo-
mica attuazione, la quantificazio-
ne delle catene leggere libere (Free
Light Chains, FLCs) nel liquor ce-
falorachidiano come indice surro-
gato per la definizione diagnostica
di malattie infiammatorie del SNC,
inclusa la SM @

Criteri diagnostici

Gli attuali criteri diagnostici, basa-
ti principalmente sulla valutazione
dei dati clinici, di imaging e di la-
boratorio, sono stati verificati nella
pratica clinica, convalidati e pro-
gressivamente aggiornati nel corso
degli anni, in considerazione delle
criticita nell'identificazione e della
pit precoce conferma della malattia
nei pazienti con sospetta patologia
demielinizzante.
L'aggiornamento dei criteri di
McDonald sottolinea la necessita di
differenziare il primo episodio clini-
co (sindrome clinicamente isolata,
CIS) da altre malattie neurologiche
mediante la verifica di DIS e DIT,
valutando i dati clinici, di RM ed i
risultati di laboratorio V. Cultima
revisione di questi criteri, del 2017,
ha riportato in auge il ruolo dell’a-
nalisi del liquor, affermando che la
presenza di 2 o pitt OCB, esclusiva-
mente presenti nel liquor, puo so-
stituire il criterio DIT e consentire
quindi di determinare la diagnosi di
SM nei pazienti con il primo episo-
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dio indicativo di CIS.

La diagnosi differenziale tra so-
spetta SM e altre patologie de-
mielinizzanti del SNC puo essere
effettuata mediante valutazione sie-
rologica degli autoanticorpi IgG an-
ti-acquaporina-4 (AQP4) e degli
autoanticorpi IgG diretti contro la
glicoproteina della mielina oligo-
dendrocitica (MOG-IgG). Entram-
bi questi test sono utili quando la
presentazione clinica, I'imaging o i
risultati di laboratorio sono atipici
nei pazienti sospetti di SM. In par-
ticolare, l'autoanticorpo AQP4 ¢ un
biomarcatore specifico per i disturbi
dello spettro della neuromielite otti-
ca (NMOSD).

Inoltre, pill recentemente, &€ emerso
che lanalisi del liquor ha un grande
potenziale come fonte di biomarca-
tori emergenti (ad esempio, neu-
rofilamenti a catena leggera, NfL),
perché offre lopportunita di valuta-
re direttamente specifici processi in-
fiammatori del SNC e di identificare
i cambiamenti nel modello immu-
nologico dovuti alla progressione
della patologia demielinizzante.

Un aumento intratecale di immu-
noglobuline (Ig) puo essere osser-
vata in alcune malattie del sistema
nervoso centrale e puo essere attri-
buibile a diversi meccanismi, come
un’alterata permeabilita della bar-
riera ematoencefalica (BEE), una
sintesi intratecale o una combina-
zione di entrambi. Durante i proces-
si infiammatori, i linfociti B possono
migrare nel sistema nervoso centra-
le, sintetizzando Ig che contribui-
scono al pool del liquor, comprese
quelle derivate dalla diffusione at-
traverso la BEE. In questo contesto,
lesame del liquido cerebrospinale
comprende le misurazioni quantita-
tive di Ig ed albumina, ed unanalisi
qualitativa delle Ig del liquor rispet-
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to alle Ig sieriche. Quest'ultimo si
basa sul rilevamento di OCB me-
diante isoelettrofocusing (IEF) se-
guito da immunoblotting specifico
per IgG. Il rilevamento di un profi-
lo oligoclonale di IgG specifico nel
liquido cerebrospinale, non rilevato
nel siero, rimane il principale mar-
catore diagnostico biochimico per
la SM perché indica specificamente
la sintesi intratecale di IgG. Tuttavia,
questo approccio presenta diversi li-
miti, come l'interpretazione dei ri-
sultati dipendente dalloperatore, la
necessita di protocolli dispendiosi
in termini di tempo e costi elevati.
Inoltre, non vi € consenso sulla de-
finizione di valori soglia per la posi-
tivita. Va anche notato che le OCB
possono essere osservate in pazienti
affetti da altre malattie neurologiche
ed in una piccola percentuale di in-
dividui apparentemente sani.

La quantificazione delle catene leg-
gere libere kappa (k-FLCs) e lambda
(A-FLCs) nel liquor sembra essere
un test promettente per I'identifica-
zione delle patologie inflammatorie
del SNC. La maggior parte degli Au-
tori ha concentrato il proprio inte-
resse sulle k-FLCs, scelta supportata
dallosservazione di un aumento piu
elevato di k-FLCs nei soggetti con
SM rispetto a A-FLCs, suggerendo
una maggiore idoneita come test a
possibile scopo clinico @.

Le determinazioni delle k-FLCs
forniscono, secondo diversi Autori,
prestazioni equivalenti a quelle delle
OCB, almeno in termini di sensibi-
lita, nel work-up delle malattie de-
mielinizzanti ®*. Sostituire I'indice
OCB e IgG con le k-FLCs elimine-
rebbe la necessita di dosare IgG e
albumina sieriche, IgG liquor e al-
bumina ed indici calcolati. Cio con-
sentirebbe al laboratorio di ridurre
spese e tempi di esecuzione dei tec-

nici ed eliminando costosi kit per
I'TEF. Inoltre, la determinazione del-
le k-FLCs potrebbe sostituire I'in-
terpretazione soggettiva con valori
quantitativi, superando le difficolta
tecniche ed interpretative associate
ai test per le OCB. La misurazione
delle x-FLCs, tecnicamente meno
impegnativa e meno costosa, ¢ stata
suggerita come il miglior test di la-
boratorio singolo per supportare la
diagnosi di SM, fornendo oltretutto
una misura quantitativa per seguire
le variazioni di sintesi intratecale di
Ig @. Allo stesso tempo, altri Auto-
ri hanno proposto di eseguire la ri-
cerca delle OCB selettivamente sulla
base dei risultati delle misurazioni
delle x-FLCs, utilizzando algoritmi
diversi @.

Recentemente, € stato consigliato
l'uso in ambito clinico dell'Indice K
[(CSF FLC/SerumFLC)/(CSFAlbu-
min/Serum Albumin)] invece del-
la sola determinazione delle catene
k CSF, poiché l'indice K tiene con-
to dell'integrita della BEE e ha mo-
strato una maggiore accuratezza
diagnostica con un tasso inferiore
di risultati falsi positivi. Lindice K,
in particolare, ha mostrato sensibi-
lita pit elevate nella previsione delle
OCSB e nella diagnosi della SM. In-
fatti, tale parametro ha identificato
il 96,1% dei pazienti con SM, men-
tre'indice IgG solo il 59,1%, a parita
di specificita. Gli Autori conclude-
vano che 'indice K era piu efficien-
te dell'indice IgG (Link index) come
test quantitativo per la sintesi intra-
tecale ©.

Questi risultati hanno conferma-
to la proposta di utilizzare I'indice
K come marker di prima linea alta-
mente sensibile e facile da rilevare
nell’analisi del liquor per la sinte-
si intratecale. Se I'indice K ¢ eleva-
to, questa prima analisi dovrebbe
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essere seguita da IEF. Al contrario,
I'indice di IgG non dovrebbe esse-
re scelto per questo ruolo, poiché ha
mostrato prestazioni diagnostiche
inferiori. Questo test sequenziale
puo essere una procedura ottimale
per diagnosticare la SM con presta-
zioni accurate e basso costo 9,

Gli attuali criteri di McDonald rac-
comandano l'analisi delle bande di
IgG oligoclonali per la valutazione
di pazienti con sospetta SM, ma non
includono la quantificazione delle
k-FLCs come possibile biomarcato-
re diagnostico. Inoltre, i criteri ag-
giornati sottolineano la mancanza
di un singolo test di laboratorio con
prestazioni diagnostiche adeguate
per la diagnosi della SM.

Lanalisi quantitativa delle k-FLCs
nel liquor ¢ appena entrata nella
routine clinica in alcuni laboratori.
La domanda per il prossimo futu-
ro ¢ se il test OCB IgG possa fornire
utili informazioni aggiuntive; in ca-
so contrario, potrebbe essere abban-
donato poiché ¢ sia piu costoso che
laborioso delle misurazioni delle
k-FLCs. Secondo il parere di alcuni
Autori, la prossima revisione dei cri-
teri di McDonald potrebbe menzio-
nare la sintesi intratecale di k-FLCs
come alternativa adeguata alle IgG
oligoclonali ©.

Rischio di conversione

Un altro aspetto importante ¢ il va-
lore prognostico delle FLCs rispet-
to al rischio di conversione di CIS
in SM. Alcuni studi che utilizzano il
test nefelometrico FLC hanno mo-
strato che unalta concentrazione di
k-FLCs nel liquor potrebbe prevede-
re la conversione della CIS in SM 7,
mentre in altri non sono state ri-
scontrate differenze significative nei
livelli di k-FLCs tra i pazienti CIS
stabili e quelli che si sono conver-

titi in SM ®. Secondo alcuni Au-
tori, la concentrazione di FLCs nel
CSF prevederebbe la conversione
in SM entro due anni dalla CIS ®.
In particolare, i valori di k-FLCs e
Q-x hanno migliori caratteristiche
diagnostiche rispetto ai valori di
A-FLCs e Q-A. I pazienti OCB posi-
tivi con conversione precoce hanno
concentrazioni piu elevate di FLCs
nel liquor ®. In pazienti OCB ne-
gativi ¢ stata riscontrata aumentata
produzione di FLCs, principalmen-
te con sottotipo A.

Un indice elevato di k-FLCs (> 5,9)
¢ stato riscontrato in 79/83 pazienti
(95%) con SM diagnosticata al ba-
sale, leggermente meno frequente
delle OCB (98,8%). Inoltre, 18/25
pazienti (72%) che si sono conver-
titi da CIS a SM definita hanno mo-
strato un elevato indice di k-FLCs
rispetto a 20/25 pazienti (80%) con
OCB positive. Nei pazienti con CIS
stabile, in 7/41 (17%) & stato eviden-
ziato un elevato indice di k-FLCs ri-
spetto a 11/41 (27%) pazienti con
OCB positive ©.

Alcuni Autori hanno dimostrato
I'importanza diagnostica dell'anali-
si dei monomeri e dimeri FLCs nella
diagnosi della SM pediatrica. Que-
sto metodo ha mostrato una mag-
giore sensibilita (90,5%) e specificita
(91,4%) nella differenziazione della
SM da altre malattie neurologiche
(non SM) rispetto al test di routi-
ne delle OCB eseguito utilizzan-
do elettroforesi su gel di agarosio
accoppiato con immunofissazione
(81% e 65,7%, rispettivamente) 19,
Nel loro insieme, livelli elevati nel li-
quor di FLCs di per sé sono indica-
tivi di SM, ma non sono sufficienti
per la diagnosi precisa; tuttavia, la
determinazione e I'uso combinato
di diversi parametri FLC, inclusa la
valutazione della dimerizzazione di

FLC, potrebbero essere diagnostici e
persino di importanza prognostica.
Strutturalmente, i dimeri FLCs as-
somigliano alla regione Fab di Ig in-
tere, quindi le capacita di legame dei
dimeri possono prevalere su quella
dei monomeri. Le FLCs in forma di-
merica potrebbero interagire con i
linfociti B come mini autoanticorpi
patogeni ed essere in grado di sensi-
bilizzare i mastociti. Sebbene i mec-
canismi precisi della formazione
avanzata di dimeri di FLCs covalen-
ti non siano ancora compresi nella
SM, recenti risultati suggerirebbero
che siale peculiarita strutturali della
FLC, sia le condizioni ambientali le-
gate alla malattia, come lo stress os-
sidativo, possono svolgere un ruolo
patogeno 1.

Alcuni Autori hanno sviluppato
una nuova tecnica per analizzare le
FLCs monomeriche e dimeriche
nella saliva dei pazienti con SM.
Lapplicazione di questa tecnica
ha rivelato la deviazione dal nor-
male profilo monomero-dimero di
FLCs nella saliva dei pazienti con
SM attiva, mentre questi cambia-
menti patologici erano assenti in un
gran numero di pazienti con SM in
remissione. Tale tecnica potrebbe
rappresentare una metodica sempli-
ce e non invasiva per seguire il de-
corso della malattia 1.

Rischio di progressione

Di recente, alcuni Autori hanno di-
mostrato unassociazione tra k-FLCs
e il grado di disabilita irreversibile
nei pazienti con SM. In particolare,
i pazienti con SM con elevati livel-
li di k-FLCs hanno raggiunto la di-
sabilita pitt velocemente rispetto ai
pazienti con bassi livelli di k-FLCs,
suggerendo che puo essere un buon
marker prognostico nella SM. Le
concentrazioni di k-FLCs nel liquor
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hanno dimostrato di avere un signi-
ficato prognostico per la disabilita
futura a 2 anni ©”,

Altri Autori hanno riportato che il
rapporto k:A FLC misurato al mo-
mento della rachicentesi diagnosti-
ca prevede la disabilita dellEDSS a 5
anni dalla diagnosi. Infatti, i pazienti
che presentano un rapporto k:A FLC
basso, hanno un profilo combinato
di maggiore rischio di conversione
da CIS, tassi di ricaduta piu eleva-
ti, aumento della progressione della
disabilita e maggiore richiesta di in-
tervento terapeutico. Tali dati sug-
geriscono che questa caratteristica
immunologica nella SM ¢ altamen-
te predittiva di malattia aggressiva
e a prognosi sfavorevole, anche se
vale la pena notare che solo la pro-
gressione della disabilita era signifi-
cativamente diversa .

I dati sollevano urn’intrigante pos-
sibilita che la diffusione del reper-
torio di anticorpi, a partire dall'uso
predominante di catene leggere x
e portando a una miscela di k e A,
possa essere coinvolta nella progres-
sione della malattia e quindi nella
patogenesi, con le restanti doman-
de sulla specificita dell'antigene di
questi anticorpi. La disponibilita di
un marker prognostico nel CSF al
momento della diagnosi sarebbe di
chiara utilita.

Ora ci sono molte terapie altamente
efficaci per la sclerosi multipla, che
rendono difficile una scelta raziona-
le per ogni singolo paziente, in par-
ticolare perché alcuni sono associati
a un significativo profilo di eventi
avversi. Luso delle misurazioni del
test k e A nel CSF alla diagnosi puo
aiutare ad identificare i pazienti con
prognosi sfavorevole, che giustifica
l'uso di terapie altamente efficaci,
con potenziali benefici sugli esiti a
lungo termine 2.
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Conclusioni

Lanalisi delle FLCs nel liquor riflet-
te la sintesi intratecale di immuno-
globuline. Il recente interesse per le
FLCs ¢ stato principalmente sup-
portato dalla disponibilita di test
automatizzati di facile e rapida ese-
cuzione 1%, Tuttavia, al momento il
loro utilizzo clinico ¢ limitato da fat-
tori analitici e dall'assenza di valori
di riferimento e di valori limite vali-
dati clinicamente .

Draltra parte, la valutazione delle
OCB, considerata il gold standard
per la dimostrazione della sinte-
si intratecale di Ig secondo le linee
guida internazionali, & certamente
una metodica laboriosa ed opera-
tore-dipendente. Un'interpretazio-
ne fuorviante dei risultati del liquor
puo verificarsi, specialmente quan-
do vengono rilevati pattern ambigui
di OCB. In questi casi, la diagnosi di
SM dovrebbe essere considerata con
cautela e sarebbe auspicabile I'intro-
duzione di un biomarcatore accura-
to, di pit1 semplice esecuzione, e che
fornisca anche valutazioni quantita-
tive a supporto 1419,

Gia diversi anni or sono alcuni Au-
tori hanno studiato 33 pazienti
con SM clinicamente sospetta sen-
za OCB e hanno riferito che il 54%
di essi era positivo per k-FLCs. Gli
Autori concludevano che il rileva-
mento di k-FLCs avrebbe potuto
sostituire la ricerca delle OCB IgG
specifiche nel liquor @. In effetti, il
rilevamento della sintesi di FLC in-
tratecale per scopi clinici di routi-
ne ¢ significativo solo quando il test
OCB IgG é negativo o borderline .
Altri Autori hanno suggerito che un
indice K elevato puo, in effetti, es-
sere un marker sensibile, anche se
meno specifico, rispetto alla sinte-
si di IgG intratecale di OCB ¢ !7),
Inoltre, nei pazienti con una sin-

gola banda di IgG CSF, 'indice K
mostra un’eccellente specificita e
un potere predittivo positivo per le
condizioni in cui una sintesi intra-
tecale di IgG é plausibile ®. Molto
recentemente, nellottica di miglio-
rare le performance diagnostiche
delle FLCs, sono stati analizzati e
comparati diversi parametri ad es-
se relativi, oltre la concentrazio-
ne totale, quali il quoziente FLC
(FLC Q), FLC index e FLC intra-
thecal fraction (FLC-IF). Tutti mo-
stravano una correlazione con la
positivita delle OCB, anche se FLC
index e FLC-IF risultavano superio-
ri per caratteristiche operative %,
Infine, altri Autori hanno sottoline-
ato che solo la costruzione di un si-
stema di valutazione interpretativa
non lineare, sulla base di pitt ampie
coorti di pazienti affetti da SM ed al-
tre malattie inflammatorie del SNC,
potra fornire la validazione definiti-
va di tale metodica .

Dunque, i profili FLCs nei singoli
pazienti con SM potrebbero esse-
re utili nelle decisioni terapeutiche
e nella generazione di nuove intui-
zioni sull'immunopatologia della
SM. Grazie ai progressi della tecno-
logia, l'indice K puo essere misurato
rapidamente utilizzando un sistema
automatizzato, in modo che questo
test possa essere facilmente incor-
porato nella routine quotidiana dei
laboratori di immunologia. Que-
sto sarebbe un cambiamento rivo-
luzionario, che per essere accettato
dovrebbe vedere i laboratoristi la-
vorare a stretto contatto con i clini-
ci, affinché il dosaggio delle k-FLCs
possa essere incorporato nelle linee
guida di consenso come alternativa
alle OCB ™). Piu in generale, sareb-
be utile che i chimici clinici in colla-
borazione con i neurologi unissero
i loro sforzi per impostare un pan-
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nello di pochi, validati, biomarca-
tori con il miglior valore combinato
possibile, sia diagnostico che pro-
gnostico, da utilizzare alla defini-
zione diagnostica della SM .

In conclusione, la determinazione
di FLC e indice K ¢ un promettente
ed economico approccio diagnosti-
co per valutare la sintesi di immu-
noglobuline intratecali ©.
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