La catena leggera del neurofilamento
come biomarcatore nella sclerosi multipla
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Introduzione

La ricerca sui biomarcatori liquorali
ed ematici nelle malattie neurologi-
che ha compiuto di recente notevo-
li passi in avanti grazie allo sviluppo
di metodiche immunoenzimatiche
ultrasensibili in grado di misurare
analiti anche a basse concentrazio-
ni @, Nell'ambito della Sclerosi Mul-
tipla (SM), una grande attenzione &

Figura 1. Nel corso della sclerosi multipla
(SM), l'infiammazione focale e la neurode-
generazione partecipano a determinare un
danno assonale prevalentemente a carico
degli assoni di grande calibro dotati di rive-
stimento mielinico. Il danno assonale, a sua
volta, porta al rilascio della catena leggera
del neurofilamento (NfL) nello spazio inter-
stiziale del sistema nervoso centrale (SNC).
Da qui, NfL raggiunge il liquor e il sangue.
In quest'ultimo comparto, le concentrazio-
ni di NfL sono inferiori rispetto al liquor. La
misurazione della concentrazione di NfL nel
liquor e nel sangue, possibile mediante en-
zyme-linked immunosorbent assays (ELISA)
nel liquor e single molecule array (Simoa)
nel siero e nel plasma, puo avere implica-
zioni soprattutto nella definizione della pro-
gnosi della SM, cosi come nel monitoraggio
della malattia e nella valutazione della ri-
sposta ai trattamenti disease-modifying a
disposizione o in studio.

oggi rivolta verso la catena leggera
del neurofilamento (Neurofilament
Light chain, NfL), una proteina do-
sabile sia nel liquor che nel sangue,
le cui variazioni sono espressione del
danno assonale. Ad oggi, NfL ha di-
mostrato di avere potenziali applica-
zioni nella valutazione prognostica
della SM, cosi come nel monitorag-
gio e nella definizione della risposta

ai trattamenti disease-modifying del-
la stessa (Fig. 1).

Che cosa & NfL e che
funzioni svolge?

NfL & una delle subunita proteiche
pit leggere del neurofilamento, una
proteina con funzioni struttura-
li prevalentemente localizzata negli
assoni @. All'interno degli assoni, i
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neurofilamenti sono disposti in serie,
in maniera compatta, rendendone
possibile la crescita radiale. Ne conse-
gue che gli assoni pit1 grandi, rivestiti
di mielina, contengono un quantita-
tivo maggiore di neurofilamenti e, di
conseguenza, di NfL ?. In seguito ad
un danno assonale, di qualsiasi natu-
ra, NfL viene rilasciato nello spazio in-
terstiziale da dove raggiunge il liquor
ed il compartimento ematico, in ma-
niera pitt marcata se il danno riguarda
gli assoni di maggior calibro, ovvero
quelli mielinizzati (Fig. 1). Lentita del
rilascio di NfL sembra essere propor-
zionale al danno assonale, dato che
patologie associate ad un diffuso dan-
no neuronale (come le encefalopatie
prioniche o la demenza associata a
HIV) sono caratterizzate da un massi-
vo incremento delle concentrazioni di
NfL, sia nel liquor che nel sangue ®*.
Anche in assenza di patologie neuro-
logiche, vi ¢ un fisiologico rilascio di
NfL nello spazio interstiziale del siste-
ma nervoso centrale, verosimilmente
espressione dei processi di invecchia-
mento dello stesso, dal momento che
le concentrazioni sia liquorali che sie-
riche di NfL, in soggetti non affetti
da malattie neurologiche, sono forte-
mente etd-dipendenti .

Come puo essere

misurato NfL?

NfL puo essere misurato nel liquor
attraverso un enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA), il cui pro-
cesso di sviluppo risale al 1996 ),
disponibile in commercio. Piu di re-
cente, & stato perfezionato un nuovo
ELISA che ha permesso di confer-
mare i risultati ottenuti negli an-
ni precedenti ®. Nel sangue, dove
le concentrazioni di NfL sono circa
40 volte inferiori rispetto al liquor, la
misurazione di questa proteina é sta-
ta resa possibile in maniera affidabile
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dalla metodica Single Molecule Array
(Simoa), sviluppata nel 2010 @.

NfL puo avere un valore
diagnostico per la SM?

Nelle persone con SM e con sindro-
me clinicamente isolata (CIS), i valo-
ri di NfL nel liquor e nel sangue sono
significativamente maggiori rispet-
to a quelli misurabili in soggetti di
controllo di eta corrispondente .
Tuttavia, la maggioranza degli studi
¢ stata condotta su coorti seleziona-
te di pazienti, valutate retrospettiva-
mente. Questo limite, insieme alla
aspecificita delle variazioni di NfL
e alla scarsita di evidenze relative
allaccuratezza di NfL nel distingue-
re trala SM e le principali condizioni
che entrano in diagnosi differenzia-
le, rende poco verosimile che NfL
possa avere un valore diagnostico
per la SM 9. Cio nonostante, la mi-
surazione di NfL nel liquor o nel sie-
ro potrebbe entrare a far parte, in
futuro, del work-up diagnostico della
SM, seppure con valenza prognosti-
ca piui che diagnostica in senso stret-
to, come discusso piu avanti.

Qual é il potenziale

prognostico di NfL nella SM?
In qualita di marcatore di danno as-
sonale, il razionale per il valore pro-
gnostico di NfL nella SM ¢ forte e
diverse evidenze sembrano confer-
marlo. Infatti, elevati valori di NfL
nel liquor al momento della dia-
gnosi sono stati associati ad un pitt
alto rischio di conversione da SM
recidivante a SM secondariamen-
te progressiva a distanza di 14 anni
dallesordio della malattia ‘Y, e ad un
maggior grado di disabilita a distan-
za di 13 anni “?. Inoltre, i valori sia
liquorali che sierici di NfL allesordio
di malattia correlano strettamente
con le variazioni negative dei volumi

cerebrale e midollare a distanza di 5
anni dalla misurazione di NfL 314,
Se lassociazione tra NfL ed alcu-
ni outcomes clinici (es. disabilita) e
strumentali (es. atrofia cerebrale e
midollare) espressione del danno as-
sonale & intuitiva, pit1 controversa ¢ la
capacita di NfL di definire, fin dalle-
sordio, la successiva attivita infiam-
matoria di malattia. Non a caso, ad
esempio, le evidenze nelle CIS a sup-
porto del valore di NfL nel predire la
conversione a SM sono contrastanti
(1216 Tuttavia, di recente, grazie alla
capacita di effettuare misurazioni ri-
petute su campioni di siero, &€ emer-
so che le variazioni longitudinali di
NfL possono avere un potenziale
prognostico anche in termini di at-
tivita infiammatoria di malattia. Ad
esempio, un aumento delle concen-
trazioni di NfL di 10 volte in un arco
di tempo di 2 anni si associa ad un
aumento pari a 5 volte del numero
di nuove lesioni captanti gadolinio
nell’arco dello stesso periodo 7.

NfL potrebbe essere
utilizzato per monitorare
I'attivita di malattia?

La misurazione delle concentra-
zioni sieriche di NfL sembra avere
unaccuratezza non eccellente nell'i-
dentificare pazienti con attivita di
malattia (definita come una rica-
duta nei 3 mesi precedenti o lesioni
captanti gadolinio nelle 6 settimane
precedenti il prelievo), mostrando
in particolare una bassa sensibilita
(45%), a fronte di una buona speci-
ficita (80%) ¥, Per tale motivo, NfL
non puo essere pensato come un so-
stituto delle misure convenzionali di
attivita di malattia, ma potrebbe ag-
giungersi ad esse, come suggerito da
alcuni Autori, ad integrare la defini-
zione della No Evidence of Disease
Activity (NEDA) 19,
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NfL puo essere utilizzato

per valutare la risposta

ad un trattamento
disease-modifying?

Nella misura in cui NfL quantifica il
danno assonale secondario alle lesio-
ni focali o ai processi immunopato-
logici che si realizzano nella sostanza
bianca apparentemente normale, &
ragionevole attendersi che le terapie
disease-modifying possano influen-
zare il rilascio di NfL nello spazio in-
terstiziale. Vari studi hanno mostrato
una riduzione dei valori di NfL, sia
nel liquor che nel siero, come conse-
guenza dell'utilizzo di diversi farma-
ci disponibili per il trattamento della
SM 19, Queste evidenze rappresen-
tano un’ulteriore dimostrazione dei
vantaggi del trattamento immuno-

attivo della SM, anche in termini di
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Conclusioni

NfL ¢ uno dei biomarcatori pit pro-
mettenti nella SM. In un possibile
scenario futuro, NfL potrebbe essere
misurato nel liquor al momento del-
la diagnosi per ottenere una valida
stima prognostica a lungo termine.

Al contrario, durante il decorso del-
la malattia, NfL potrebbe essere mi-
surato in maniera longitudinale su
campioni di siero per monitorare la
patologia, valutare la risposta alle
terapie e, eventualmente, prendere
decisioni terapeutiche.

Prima che cio sia possibile, tuttavia,
¢ necessario implementare le tecni-
che analitiche, sviluppando sistemi
di riferimento e metodi standardiz-
zati, cosi come definire valori nor-
mativi per classi di eta
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