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ABSTRACT

La sclerosi multipla (SM) ¢ una malattia inflammatoria cronica, demielinizzante e
neurodegenerativa del sistema nervoso centrale (SNC), la cui eziologia resta ad oggi
sconosciuta, anche se ¢ ben stabilito che una alterazione della risposta immunitaria giochi un
ruolo critico nella neuropatogenesi della malattia. Sebbene la risposta immunitaria adattiva
mediata dai linfociti T e B sia stata molto studiata nelle diverse forme di malattia, non sono
stati ancora individuati dei marcatori immunologici in grado di aiutare a predirne il decorso.
Oltre all'immunita adattativa anche l'immunita innata sembra essere sempre piu implicata
nella patogenesi della SM.

Recenti studi scientifici sostengono il coinvolgimento attivo di cellule funzionalmente
a ponte tra ’immunita adattiva e quella innata, tra cui le cellule T natural killer invarianti o
iNKT, nel regolare le risposte autoimmuni. Nei pazienti con SM ¢ stata descritta
un’alterazione del numero e dell'attivita di queste cellule, tuttavia gli studi condotti fino ad
oggi restano esigui e spesso con risultati contrastanti.

Lo scopo dello studio ¢ stato di chiarire se le modificazioni fenotipiche delle cellule
INKT possano essere correlate alle differenze cliniche osservate nei pazienti con diverse
forme di SM, alla diversa risposta alle terapie immunomodulanti e all’andamento della
malattia. In particolare, mediante il metodo rigoroso basato sulla citometria a flusso
policromatica abbiamo valutato la presenza di eventuali differenze nel fenotipo delle cellule
iINKT e delle principali sottopopolazioni (CD4+, CD8+, CD161++) in pazienti con diverse
forme di SM, in pazienti con SM recidivante-remittente (RR) non trattati con DMT ed in
pazienti con SM-RR in trattamento da almeno sei mesi con tali farmaci. I dati immunologici
sono stati quindi correlati con i piu importanti parametri clinici. Inoltre ¢ stata valutata la
produzione di citochine da parte delle iNKT circolanti dopo stimolazione (polifunzionalita).
Infine abbiamo valutato se i trattamenti immunomodulanti siano in grado di modificare la
frequenza e il fenotipo delle cellule iNKT nei pazienti affetti da SM, confrontando i dati
ottenuti dai parametri immunologici prima di iniziare il trattamento con quelli ottenuti dopo 6

e 12 mesi di terapia.

Sono stati arruolati in totale 165 pazienti con varie forme di SM e 55 controlli sani. Da
un prelievo di sangue venoso sono state identificate le iNKT mediante la citometria a flusso e

analizzate nel fenotipo. Inoltre, in un campione rappresentativo di 55 pazienti ¢ stata
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analizzata la capacita di produzione simultanea di diverse citochine (IL-17, TNF-a, IFN-y,
and IL-4) dopo stimolazione in vitro.

La frequenza delle iNKT ¢ risultata simile nei pazienti con diverse forme e trattamenti
di SM; tra le caratteristiche funzionali ¢ emersa una deviazione T helper (Th)1/Th17, piu
marcata nei pazienti con forma secondaria progressiva (SP) di malattia. Tra i DMT, ¢ emerso
che il natalizumab modula una riduzione delle iNKT che producono citochine Thl e Thl17,
inibendo la loro azione pro-infiammatoria.

In questo studio abbiamo dimostrato che non vi ¢ una differenza nel fenotipo delle
cellule iNKT totali di pazienti affetti da varie forme di SM ed in corso dei vari trattamenti
immunomodulanti; mentre lo studio della polifunzionalita ha permesso di evidenziare che nei
pazienti con forma SP le iNKT esprimono un aumento di produzione citochinica del tipo Th1.
Questo suggerisce che queste forme di malattia sono caratterizzate da un’attivazione continua
delle iNKT e da un’inclinazione verso un fenotipo pro-infiammatorio costante. Inoltre, nei
pazienti con decorso RR e sottoposti a terapia con natalizumab, le iNKT producono meno
citochine Thl e Thl17 rispetto che nei pazienti trattati con gli altri DMT, e questo dato
potrebbe suggerire un ulteriore meccaniscmo di azione per questo farmaco molto efficace

nella SM.



ABSTRACT IN INGLESE

Multiple sclerosis (MS) is a chronic progressive inflammatory demyelinating and
neurodegenerative disorder of the central nervous system (CNS), and is presumed to be an
autoimmune disease. However, how this process is generated and controlled by components
of the immune system is unclear.

The immune cells participating in MS pathogenesis comprise B cells, CD4+, CD8+
and regulatory T cells, as well as innate immunity cells.

Although adaptive immunity is clearly involved in multiple sclerosis pathogenesis,
innate immunity increasingly appears to be implicated in the disease.

These include invariant natural killer T (iNKT) cells, a small population of
lymphocytes that express a semi-invariant Va24-Jal8 T cell receptor (TCR) and natural killer
cell markers, and are a specialized subset of ab T cells that use their T cell receptors to
recognize self and foreign lipids presented by CD1d as cognate antigen. iNKT cells have been
shown to mediate both protective and regulatory immune functions through a rapid
production of cytokines.

Several studies have reported numerical and functional iNKT cell defects in MS, and it
is yet not clear whether they exert a protective or a pro-inflammatory and harmful role;
moreover, a detailed characterization of iNKT cell phenotype and functionality in different
forms of MS and during treatment with distinct disease modifying therapies (DMTs) has
never been reported.

Aim of our study was to evaluate the amount of iNKT in different forms of MS and
following treatment with different immunomudulatory drugs, and to characterize their
phenotype and functional activities in a cross-sectional study. In a longitudinal study we
evaluated modifications in the amount of iNKT following initiation of DMTs, in a sub-group
of patients who were followed up for one year.

Immunological parameters were correlated with demographic and clinical data in all

patients. Response to treatment was assessed on the basis of clinical and MRI activity.

One hundred sixty-five MS patients and 55 healthy controls were enrolled in this
study. We characterized circulating iNKT cells (CD4+, CD8+, CD161++) and analyzed their
cytokine production after in vitro stimulation (IL-17, TNF-a, IFN-y, and IL-4).



The frequency of iNKT cells was similar among patients with different forms and
treatments of MS, but a T helper (Th) 1/Th17 cytokine bias were observed in MS patients.

This was most prominent in SP patients, who displayed an increased production of
interleukin (IL)-17 by CD4+ and CD8+ iNKT cells, suggesting that this form is characterized
by sustained iNKT cell activation and skewing towards a steady pro-inflammatory phenotype.

Furthermore, natalizumab (a monoclonal antibody targeting a4f1 integrin) modulated
a reduction in iNKT cells producing Thl and Th17 cytokines, seeming to inhibit their pro-

inflammatory action.
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INDICE DELLE ABBREVIAZIONI PIU IMPORTANTI

SM sclerosi multipla

SM-RR sclerosi multipla recidivante remittente
SM-PP sclerosi multipla primariamente progressiva
SM-SP sclerosi multipla secondariamente progressiva
CIS sindrome clinicamente isolata

RIS sindrome radiologicamente isolata

EAE encefalomielite autoimmune sperimentale
SNC sistema nervoso centrale
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EDSS “Kurztke’s Expanded Disability Severity Score”
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MSS “MS Severity Score”

RM risonanza magnetica dell’encefalo

Gd+ gadolinio

IFN interferone
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NAT natalizumab

IL- interleuchine

T-reg cellule T regolatorie

NK cellule Natural killer

NKT cellule T Natural killer

INKT cellule NKT invarianti

DN cellule doppiamente negative per il CD4 e CDS8
TCR “T cell receptor”, recettore tipico dei linfociti T
MHC complesso maggiore di istocompatibilita

APC cellule presentanti I’antigene

TNF- «: fattore di necrosi tumorale- &

IFN- B: interferone -

IFN- v: interferone - Yy

TGF- B: “trasforming growth factor -



PREMESSA

La Sclerosi Multipla (SM) ¢ una malattia inflammatoria cronica, demielinizzante e
neurodegenerativa del Sistema Nervoso Centrale (SNC), la cui eziologia resta ad oggi
sconosciuta, sebbene sia ben stabilito che 1’alterazione della risposta immunitaria giochi un
ruolo critico nella patogenesi della malattia. La manifestazione clinica ¢ infatti il risultato di
fenomeni d’invasione di cellule infiammatorie nel SNC, con conseguenti demielinizzazione,
edema e danno assonale'”.

Si tratta di una patologia a decorso imprevedibile che colpisce 1 giovani adulti,
soprattutto donne, nel pieno delle potenzialita della vita professionale, affettiva e sociale.
L’estrema variabilita del quadro clinico e del decorso della SM a livello inter/intra-
individuale non consente di prevedere le conseguenze a lungo termine rispetto all'autonomia
e alla qualita della vita delle persone ammalate. Il decorso della malattia nelle forme tipiche ¢
caratterizzato da una prima fase a ricadute e remissioni. con recupero totale o parziale del
deficit neurologico, seguita, dopo un numero variabile di anni, da una seconda fase con
decorso progressivo e accumulo di disabilita.

E’ tuttora molto discusso il ruolo che rispettivamente rivestono le due componenti di
inflammazione e neurodegenerazione nella eziopatogenesi della malattia e nell’accumulo di
disabilita: la maggior parte dei ricercatori sostiene che, almeno nelle forme recidivanti-
remittenti (RR), I’inflammazione acuta sia il processo patologico predominante, mentre nelle
forme progressive di malattia prevalgono processi di tipo neurodegenerativo.

Negli ultimi 20 anni le conoscenze nel campo della neuroimmunologia e dei numerosi
passaggi che, nell’ambito della cascata immunitaria, contribuiscono allo sviluppo della SM,
hanno consentito di mettere in campo diverse ed efficaci terapie mirate a contrastare ed a
rallentarne il decorso, seppur non ancora in grado di far “guarire” dalla malattia. Le terapie
attualmente disponibili per la SM sono in grado di agire quasi esclusivamente sulla
componente inflammatoria, e meglio nelle fasi iniziali della malattia. Al contrario, quando i
meccanismi neurodegenerativi sono preminenti, nelle forme progressive di malattia, nessuna
delle terapie attualmente conosciute ha dimostrato una reale efficacia.

I dati di letteratura concordano sul fatto che I’instaurare una terapia precoce e mirata
porti benefici sull’accumulo di disabilita a lungo termine. Tuttavia, sarebbe utile poter
discriminare, gia alla diagnosi, i pazienti con forme aggressive di malattia, nei quali sarebbe
indicata una terapia precoce, da quelli invece, con forme lievi, nei quali potrebbe essere

discussa una condotta di attesa.



Il progredire della tecnologia e della ricerca neuroimmunologica potrebbe condurre
anche all’individuazione di marcatori prognostici di malattia, di cruciale importanza sia per il
paziente, che vuole conoscere e pianificare il piu possibile il suo futuro, sia per aiutare il
medico nella scelta e tempistica delle risorse terapeutiche da mettere in atto e per valutarne
I’efficacia o gli effetti negativi che possono causare.

In base a queste premesse, l'identificazione di marcatori diagnostici e prognostici
rappresenta uno degli obiettivi piu ambiziosi e cruciali nell'ambito della ricerca scientifica su
questa invalidante patologia. Purtroppo, allo stato attuale delle conoscenze, un chiaro e
condiviso marcatore di prognosi, non ¢ stato ancora individuato, anche se diversi aspetti

clinici, radiologici e laboratoristici possono fornire una previsione sulla severita di malattia.

Sebbene sia accertato il ruolo patogenetico dei meccanismi autoimmuni nella SM e la
risposta immunitaria adattiva, mediata dai linfociti T e B, sia stata molto studiata nelle diverse
forme di malattia, non sono stati ancora individuati marcatori immunologici in grado di
aiutare a predirne il decorso. Oltre all'immunita adattativa, anche l'immunita innata sembra
essere sempre piu implicata nella patogenesi della SM. Infatti, recenti studi scientifici
sostengono il coinvolgimento attivo di cellule funzionalmente “a ponte” tra 1I’immunita
adattiva e quella innata, chiamate “innate-like”, tra cui spiccano le cellule T natural killer
invarianti o iNKT, nel regolare le risposte autoimmuni. Nei pazienti con SM ¢ stata descritta
un’alterazione del numero e dell'attivita di queste cellule, tuttavia gli studi condotti fino ad
oggi restano esigui e spesso con risultati contrastanti.

Con il presente studio ci si propone di chiarire se le modificazioni fenotipiche delle
cellule iNKT siano correlate alle differenze cliniche osservate nei pazienti con diverse forme
di Sclerosi Multipla, alla diversa risposta alle terapie immunomodulanti e all’andamento della
malattia.

Tali informazioni potrebbero aiutare ad identificare diversi profili immunologici di
malattia e ad individuare possibili marcatori predittivi di decorso, aiutare nella scelta e
tempistica delle risorse terapeutiche da mettere in atto, per valutarne [’attivita biologica,
I’efficacia o 1 danni che possono causare, ed a selezionare meglio gli interventi terapeutici sui

pazienti.
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1. INTRODUZIONE GENERALE

1.1. Caratteristiche generali della Sclerosi Multipla

1.1.1. Epidemiologia

La Sclerosi Multipla rappresenta la causa pitt comune di disabilita nei giovani adulti
dopo i traumi. Nella maggior parte dei casi colpisce giovani adulti, nel pieno delle potenzialita
della loro vita professionale, affettiva e sociale. L’esordio avviene in genere tra i 20 e 40 anni,
nella maggior parte dei casi in modo acuto o subacuto, con sintomi e segni neurologici
variabili, espressione di danno mono-multifocale del SNC. Come tutte le malattie
autoimmuni, la SM ¢ piu frequente negli individui di genere femminile: si stima che il 70% di
tutti i pazienti con SM sia donna. Fa eccezione la forma primaria progressiva che interessa
con la medesima frequenza i due sessi’. Approssimativamente nel 3-5% dei casi la SM
esordisce prima dei 16 anni ed in genere si presenta con decorso recidivante —remittente (RR)
ed alto tasso di ricadute (1-1,9 ricadute/anno)”.

Nel mondo ci sono circa 2,3 milioni di persone affette da SM, di cui circa 600.000 in
Europa. La distribuzione della malattia non ¢ uniforme: molti studi epidemiologici hanno
evidenziato come essa sia piu diffusa nelle zone lontane dall’equatore a clima temperato,
seguendo un gradiente di latitudine. La prevalenza ¢ infatti pari a 100-190 su 100.000 abitanti
nei paesi nordeuropei, USA, Canada e Nuova Zelanda, mentre scende a 2-25 su 100.000
abitanti in Asia, Africa e Sud America’ (Figura 1.1.).

Nel panorama europeo, I’Italia si colloca in una posizione intermedia e viene
identificata come una delle zone ad alto rischio per questa patologia. Nel nostro Paese vi sono
circa 113.000 persone con SM e sono riportati tassi di prevalenza medi di circa 193 casi per
100.000 abitanti (con eccezione della Sardegna in cui sono stimati 360 casi per 100.000
abitanti) e tassi d’incidenza medi di 5-6 nuovi casi all’anno ogni 100.000 persone (piu di
3.400 nuovi casi 1I’anno), con notevoli differenze tra le diverse regioni (per la Sardegna
I’incidenza media ¢ di 12 nuovi casi per 100.000 persone all’anno)®. Negli ultimi decenni Il
trend € sicuramente in crescita; cid0 € confermato anche da numerosi studi condotti in tal

senso7’8.
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Nella nostra regione, considerando che la popolazione dell’Emilia Romagna ¢ di oltre
4.400.000 di abitanti (stima ISTAT all’01-01-2017), ¢ possibile stimare una prevalenza di
circa 8000 casi di SM con un’incidenza stimata di 245 nuovi casi/anno.

Le persone con SM convivono per decenni con la malattia, che puod determinare una
disabilita progressiva. Al momento della diagnosi circa 1’80%-85% delle persone manifesta
una forma detta a ricadute-remissioni (RR), mentre un 10-15% circa presenta una forma
progressiva all’esordio (primaria progressiva, PP)’. Il 65% circa delle forme a ricaduta e
remissione sviluppa una forma progressiva (secondaria progressiva, SP) dopo un periodo di

tempo variabile '°.

1.1.2. Eziopatogenesi e fattori di rischio

L’etiologia della SM ¢ tuttora sconosciuta, ma, come altre patologie a patogenesi
autoimmunitaria dell’uomo, spesso croniche, ha basi eziologiche complesse, dove sia la

suscettibilita genetica, che fattori di rischio ambientali, rivestono entrambi ruoli fondamentali.

1.1.2.1. Fattori genetici

Nonostante la SM si manifesti sporadicamente e non sia pertanto una malattia genetica
in senso classico, la diversa distribuzione geografica della malattia, 1’esistenza di aggregati
famigliari di pazienti e I’associazione tra determinati aplotipi HLA e geni di suscettibilita
suggeriscono un ruolo importante dei fattori di rischio genetico nella eziopatogenesi della
malattia.

In particolare, studi su famiglie e su gemelli hanno evidenziato che, rispetto alla
popolazione generale in cui vi ¢ un rischio stimato di malattia dello 0,2%, nei familiari di
pazienti affetti da SM il rischio sale al 3% nei parenti di primo grado e all’1% in quelli di
secondo grado”. Studi molto importanti sui gemelli, riportano una concordanza di circa il 25%

11,12

nei monozigoti, del 5,4% nei dizigoti e del 2,9% nei fratelli non gemelli . Per converso,

figli adottati e fratellastri hanno un rischio di sviluppo della malattia pari a quello della
popolazione generale'>"'*.

Tutti questi studi orientano verso una predisposizione poligenica alla malattia,
piuttosto che una ereditarieta di tipo mendeliano, ma i geni specifici implicati rimangono

ancora sconosciuti’. Anche le analisi genotipiche e fenotipiche hanno evidenziato che la
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suscettibilita ¢ mediata da un insieme eterogeneo di geni che interagiscono in maniera
epistatica. In questo tipo d’interazione il genotipo di un locus influenza I’espressione
fenotipica del genotipo di un altro locus.

Per quanto riguarda ’associazione con gli aplotipi HLA situati all'interno della regione
principale del complesso di istocompatibilita (MHC), gli studi di popolazione' ' ''® hanno
dimostrato che nei pazienti caucasici affetti da SM vi ¢ un’associazione con gli alleli di classe
I DRB1*#1501, DRB5*0101 ¢ DQB1*0602 dell’MCH, situati sul cromosoma 6p21'°. Questi
alleli sono tutti presenti nell’aplotipo DR2. Il locus HLA-DRBI, altamente polimorfico, ¢
responsabile di circa il 10,5% della variabilita genetica sottesa al rischio di malattia®*'. Altri
loci conferiscono invece un effetto protettivo, in particolare HLA-A* 02, HLA-Cw* 5%,
HLA-B* 44**, HLA-DRB1* 14 ¢ HLA-DRBI1* 11%. Inoltre, sono state stabilite piu di 100
varianti alleliche non relate alle molecole MHC?*,

Gli studi di associazione genome-wide (GWAS) costituiscono un approccio alternativo
alle analisi di linkage classiche e hanno un notevole potere statistico nell’individuare varianti
alleliche responsabili di un rischio di malattia moderato. Il primo studio GWA nella SM ha
identificato un’associazione tra aumento della suscettibilita alla patologia e una variante dei
loci Interleukin-2 Receptor a (IL2RA) e Interleukin-7 Receptor a ILTRA*. Tali geni sono di
particolare interesse, poiché sono implicati nella modulazione della risposta immunitaria nella
SM?”. Successivi studi GWA hanno identificato piti di 100 ulteriori varianti alleliche®®,
prevalentemente associate a geni relativi al sistema immunitario e coinvolti nella
differenziazione, proliferazione e attivazione linfocitaria, vie citochiniche, produzione di
molecole co-stimolatorie ¢ trasduzione di segnali*’. La maggior parte dei loci associati a
maggior suscettibilita per SM e correlati al sistema immunitario sono gli stessi individuati
anche in altre patologie autoimmuni, e cid suggerisce la presenza di meccanismi patogenetici

simili alla base di diverse malattic autoimmuni’® >'.

Dato che le varianti alleliche dei geni
HLA spiegano tra il 15 ed il 40% del rischio di associazione con la SM ed i loci non MHC
spiegano meno dell'l1% di tale rischio, si deduce che molti altri fattori genetici rimangono

ancora da definire™.

1.1.2.2. Fattori ambientali

La suscettibilita genetica spiega l'aggregazione dei casi di SM nelle famiglie e la
diminuzione del rischio con 'aumentare della distanza genetica; tuttavia, non ¢ in grado di

spiegare in modo completo la diversa distribuzione geografica della SM e le variazioni di
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rischio che si verificano con i flussi migratori. Gli studi epidemiologici hanno dimostrato che
esiste un gradiente nord-sud ed est-ovest: in particolare la prevalenza della malattia aumenta
con la latitudine, probabilmente in associazione ai livelli di esposizione alla radiazione
ultravioletta®™. Studi ormai storici sulle migrazioni* hanno evidenziato che la migrazione
prima della puberta (circa 15 anni) da un’area a basso rischio di malattia verso un’area ad alto
rischio e viceversa determina 1’acquisizione del rischio della ‘popolazione di adozione’>’.
Viceversa, se la migrazione da aree a basso rischio a zone ad alto rischio avviene dopo i 15
anni di eta, il rischio rimane quello del paese di origine ***.

Gli studi epidemiologici e sui flussi migratori, cosi come I’irregolare distribuzione
geografica della SM sostengono ’ipotesi che un fattore ambientale possa giocare un ruolo

cruciale nello sviluppo della SM. Tali fattori ambientali comprendono sia agenti infettivi che

non infettivi.

Tra gli agenti non infettivi, emerge un possibile ruolo dell’esposizione alla luce
solare in giovane eta come fattore di rischio per SM: I’epidemiologia della SM ¢ infatti
fortemente correlata alla durata e all’intensita delle radiazioni UV solari’’, che rappresentano
la principale fonte di vitamina D in numerose popolazioni®.

La pregressa esposizione alla luce solare ¢ stata riconosciuta gia da tempo come
inversamente correlata alla suscettibilita alla SM*'.

Piu di recente ¢ cresciuto un particolare interesse sul possibile ruolo anche della
vitamina D, come mediatore dell'effetto della luce solare sulla SM. Una carenza di vitamina
D potrebbe rappresentare un cofattore nel rischio di contrarre la SM ed ¢ stato suggerito che
alti livelli di vitamina D possono ridurre il rischio di sviluppare la malattia*>****  In
particolare, gli elevati livelli di vitamina D circolanti sembrano essere associati ad un rischio
minore di sviluppare la SM negli adulti bianchi sani* e I'elevato consumo di pesci grassi, una
ricca fonte di vitamina D dalla dieta, sembra fornire protezione contro il rischio di SM nelle
popolazioni situate ad elevate latitudini®. Inoltre, nell'emisfero settentrionale, il rischio di
sviluppare SM ¢ maggiore per gli individui nati nel mese di maggio e inferiore per quelli nati
nel mese di novembre, suggerendo un'associazione con l'esposizione alla luce del sole e la
carenza di vitamina D nelle donne gravide durante I’inverno®®. L’azione della vitamina D
sarebbe principalmente diretta verso i linfociti T CD4+ (Th-1, Th-2, Th-17), principali
effettori nelle malattie autoimmuni: essa inibisce le cellule Th-1, la produzione di citochine

proinfiammatorie 1L-2, IFN-y, ¢ TNF-a ed ha un’importante ruolo nella loro regolazione

funzionale e nella differenziazione delle cellule T regolatorie*’,*. Oltre ai dati epidemiologici,
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anche dati sperimentali sono a favore di tale ipotesi’. La diminuzione della vitamina D
sarebbe in grado d’indurre, in modelli animali, malattie autoimmuni come artrite reumatoide,

diabete mellito di tipo I, LES*~*!

. In numerosi esperimenti sul modello animale di malattia
(encefalomielite autoimmune sperimentale o EAE), inoltre, I’iniezione di Vitamina D si ¢
rivelata in grado di prevenire completamente i segni clinici e anatomo-patologici della
EAE>*. I risultati di trial clinici sulla supplementazione di vitamina D nell’uomo sono meno
chiari, poiché si tratta di studi piccoli, di breve durata e focalizzati su pazienti con SM

34,55, 56 Recenti studi infine hanno

clinicamente definita, piuttosto che sulla popolazione sana
dimostrato che elevate concentrazioni sieriche di Vitamina D hanno un ruolo predittivo di
conversione da forma clinicamente isolata (CIS) a SM clinicamente definita ed inoltre
correlano con [Dattivita di malattia, espressa come nuove lesioni attive o aumentate di
dimensioni alla Risonanza Magnetica (RM)".

L’ipotesi di un ruolo infettivo nella genesi della SM risale invece a piu di cento anni
fa ed ¢ stata continuamente riproposta come possibile meccanismo patogenetico di malattia.
Evidenze di natura clinica, anatomo-patologica e sperimentale sono poste a sostegno
dell’ipotesi infettiva:

a. L’esistenza di altre malattie demielinizzanti dell’'uomo causate da virus, come la
panencefalite sclerosante subacuta (causata dal virus del morbillo) e la leucoencefalopatia
multifocale progressiva (PML, causata dal virus John Cunningham o JC);

b. Il riscontro di elevate concentrazioni di immunoglobuline IgG nel liquor e nel
tessuto nervoso in piu del 90% dei pazienti affetti da SM e la presenza di bande oligoclonali
(BO) nel liquor, che potrebbero essere dirette contro antigeni virali. Tutte le altre malattie del
SNC correlate ad alti livelli di IgG sono di natura inflammatoria e, spesso, infettiva.

c. Il modello murino dell’encefalomielite da virus di Theiler, che dimostra la
possibilita di indurre demielinizzazione in animali infettati sperimentalmente da virus.

d. La presenza di infiltrati perivascolari nelle placche di demielinizzazione della
SM.

Alla luce di dati sperimentali ottenuti sugli animali e dalle osservazioni compiute
sull’'uomo, le ipotesi sui possibili meccanismi mediante i quali un agente virale potrebbe
interferire con il sistema immunitario sono:

- Meccanismi di mimesi molecolare;

- Rilascio di superantigeni;

- Attivazione di cloni quiescenti di cellule T autoreattive;
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- Aumento dell’espressione cellulare di antigeni di istocompatibilita HLA, recettori per
virus, che normalmente non sono espressi;

- Riattivazione di altri virus o retrovirus endogeni ed esogeni, presenti allo stato latente
nella cellula ospite.

Numerosi virus sono stati chiamati in causa come agenti eziologici della SM: oltre ai
virus del morbillo e della parotite, particolare attenzione ¢ stata posta agli Herpesvirus, per le
loro caratteristiche neurotrope, tra cui il virus di Epstein-Barr (EBV)™®, gli Herpes Simplex
virus 1 e 2%, il virus Varicella-Zoster (VZV)® e I’'Herpesvirus Umano (HHV-6)°".

1l virus di Epstein-Barr ¢ stato fortemente associato con la SM>*®*. Quasi il 100% dei
pazienti affetti da SM risulta sieropositivo per EBV rispetto al 95% dei controlli sani adulti®,
e gli individui con pregressa mononucleosi infettiva (manifestazione clinica frequente dell’
infezione da EBV che si verifica nell'adolescenza o all'eta adulta) hanno un rischio di malattia
aumentato rispetto a persone senza tale storia anamnestica®. Inoltre, i titoli anticorpali degli
anticorpi anti-Antigene Nucleare di EBV, EBNA-1 ed EBNA-2, espressi dalle cellule infettate
dalla forma latente del virus, correlano con un aumentato rischio di sviluppare SM tra giovani
sani®>®,

Questi dati supportano la cosiddetta “ipotesi di igiene” tipica della poliomielite, la
quale afferma che le persone non esposte ad infezioni durante la prima infanzia a causa di un
ambiente pulito, producono risposte immuni aberranti alle infezioni quando vanno incontro a
tali infezioni dopo ’epoca infantile o in eta adulta® *"% .

Altri agenti infettivi (sia virus che batteri) sono stati implicati nella patogenesi della
malattia, tra cui "HHV-6*"""""_ i virus del morbillo, parotite, rosolia’?, il virus della varicella-
Zoster®, e, pill recentemente sono stati proposti anche il Mycoplasma pneumoniae, la
Chlamydia pneumoniae e lo Staphylococcus’> cosi come ¢ stato segnalato un ruolo della flora
intestinale commensale’*. Al contrario, le infezioni con alcuni parassiti sembrerebbero
conferire un effetto protettivo, per esempio la colonizzazione del tratto gastrointestinale da
parte di elminti’”.

Altri fattori di rischio non infettivi proposti per la SM includono: il fumo di
sigaretta’® (che potrebbe spiegare, almeno in parte, l'aumento del rapporto recentemente
riportato nell’incidenza di malattia tra donna e uomo), grassi alimentari e antiossidanti,
estrogeni, esposizione professionale ai solventi organici, ai traumi fisici e allo stress

psicologico’”.
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1.1.3. Caratteristiche cliniche, decorso e diagnosi e di malattia

Le manifestazioni cliniche della SM sono il risultato dell’alterazione della conduzione
nervosa lungo le vie mieliniche del SNC e si presentano in modo estremamente variabile. a
seconda della localizzazione della lesione nel SNC (Tabella 1.1.).

I sintomi iniziali pit comuni includono generalmente le parestesie o intorpidimento ad
uno o piu arti, debolezza motoria, disturbi visivi monoculari (neurite ottica), diplopia,
vertigini e instabilitd nella marcia. Altri sintomi e segni di accompagnamento possono
includere stanchezza, urgenza urinaria o ritenzione, disfunzione sessuale, depressione, dolore,
disfunzione cognitiva, spasticita, atassia, nistagmo e altro ancora’. Pochi sintomi clinici sono
specifici della malattia, ma particolarmente caratteristici sono il sintomo di Lhermitte
(sensazione di scossa elettrica compare alla flessione del capo e si irradia lungo la schiena
fino agli arti inferiori) e il fenomeno Uhthoff (peggioramento transitorio di sintomi
preesistenti e segni neurologici quando la temperatura corporea aumenta, ad esempio dopo
l'esercizio o un bagno caldo)®. I sintomi neurologici possono presentarsi come attacchi
improvvisi e acuti (anche chiamati recidive o esacerbazioni) o come un peggioramento
costante della compromissione neurologica nel tempo (progressione della disabilitd) e il
decorso clinico della malattia pud essere considerato come l'espressione di questi due
fenomeni ’°.

Le ricadute sono tipicamente definite come nuovi o peggioranti deficit neurologici che
durano 24 ore o piu in assenza di febbre o infezione e che si verificano almeno 30 giorni dopo
un attacco precedente, seguito da un recupero parziale o una remissione completa’”.

La progressione di malattia ¢ intesa come il peggioramento stabile e irreversibile di
sintomi e segni per almeno 6 mesi* ed ¢ comunemente misurata dalla scala di disabilita
neurologica di Kurztke (expanded disability severity score o EDSS)*'.

Per 1’85% dei pazienti le ricadute rappresentano ’espressione clinica esclusiva della
SM nei primi anni di malattia. In una proporzione di questi pazienti che aumenta con la durata
di malattia, il decorso della malattia vira, con tempo variabile, verso una fase secondariamente
progressiva. Ricadute possono essere presenti durante la fase primariamente o
secondariamente progressiva nel 40% dei casi®”. Nel 15% dei pazienti invece la malattia &
progressiva fin dall'esordio. Tale forma ¢ caratterizzata da eta piu avanzata d’esordio (eta

. . .. . 83
media 40 anni) e nessun predominio di genere .
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I fattori che contribuiscono alla variabilita ed imprevedibilita del decorso clinico sono
molteplici. La malattia ha notoriamente un andamento casuale in termini di frequenza e
gravita delle esacerbazioni, di entitd e di velocita della progressione e dell’accumulo della
disabilita™’.

Gli studi di RM hanno dimostrato che le lesioni si presentano piu spesso rispetto a
quanto sia evidenziabile clinicamente®.

La classificazione della Sclerosi Multipla definita in base al decorso permette di
identificare 4 forme cliniche principali di SM®*:

a) Remittente recidivante (RR)

b)  Primariamente progressiva (PP)

¢)  Secondariamente progressiva (SP)

d)  Progressiva recidivante (PR)

a)  Remittente recidivante (RR): caratterizzata da ricadute clinicamente definite,
seguite da un grado di recupero variabile (completo o con sequele e deficit residuo), con un
decorso stabile tra gli attacchi. Le ricadute sono definite come episodi di peggioramento acuto
della funzione neurologica, caratterizzati da nuovi sintomi o segni presenti per almeno 24 ore
e non associati a rialzo febbrile. Si tratta della pit comune forma di esordio della SM. I
pazienti con SM-RR possono sviluppare anche grave disabilita, a gradini, quando il recupero
dai singoli attacchi ¢ incompleto. Questo non deve essere confuso con il graduale e continuo
peggioramento che si realizza nelle forme progressive.

b)  Primariamente Progressiva (PP): caratterizzata da progressione di malattia fin
dall’esordio con occasionali plateaux. L’elemento essenziale della SM-PP ¢ un peggioramento
graduale, quasi continuo, con minori fluttuazioni, ma senza chiare recidive.

) Secondariamente progressiva (SP): ¢ caratterizzata da un iniziale decorso RR di
malattia, seguito da progressione, con o senza occasionali recidive, lievi remissioni e plateaux.
La SM-SP puo essere considerata I’esito a lungo termine della SM-RR.

d)  Progressiva recidivante (PR): ¢ definita come una malattia progressiva sin
dall’esordio, con sovrapposte recidive acute con o senza recupero; i periodi tra le recidive
sono caratterizzati da progressione continua.

Nel singolo paziente il decorso di malattia ¢ altamente variabile e imprevedibile®’ e,
almeno nelle fasi iniziali di malattia, 1'impatto maggiore sulla qualita della vita del paziente e

della sua famiglia, aldila dalle limitazioni fisiche, ¢ dovuto alla sofferenza psicologica causata
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dall'apprendere la diagnosi e soprattutto dall'incertezza relativa al decorso, alla progressione

di malattia ed alla possibile disabilita futura.

Il progredire delle conoscenze sulla SM e sulla sua patologia, ha posto in discussione
questa classificazione, basata sui fenotipi clinici, che non riflette in modo adeguato gli aspetti
clinici di malattia identificati piu di recente, né considera I’importanza dei dati di RM e di
marcatori biologici. Questo ha indotto I’ Advisory Commettee on clinical trials of MS” ad un
riesame dei fenotipi di SM e all’elaborazione di una nuova classificazione, che considerasse
I’attivita di malattia, espressa sia come tasso di ricadute cliniche, sia come parametri di RM
(indipendentemente dal fenotipo di malattia), ¢ la progressione di malattia stessa™ (Figura
1.2.).

Questo nuovo “consensus’” ha anche formalizzato il riconoscimento di altre due forme
di malattia:

a) Sindrome clinicamente isolata (CIS): definita da un primo episodio clinico
isolato, caratterizzato da un disordine neurologico acuto o subacuto suggestivo di
demielinizzazione e infiammazione, con durata di almeno 24h®*, che potrebbe essere SM, ma
che non risponde ai criteri diagnostici di disseminazione nel tempo’’. La CIS ¢ comunemente
considerata la manifestazione clinica precoce della SM”', anche se non tutti i soggetti con CIS
svilupperanno necessariamente la malattia. Infatti solo una percentuale variabile di pazienti
con CIS, circa dal 30% al 70%, andra incontro a una diagnosi di SM definita®®. La storia
naturale di malattia ed i trials clinici con i1 farmaci immunomodulanti hanno mostrato che i
pazienti con CIS che hanno lesioni alla RM hanno un rischio elevato di sviluppare una SM

.. 92.93,94
definita™™"™

. I trials clinici con i farmaci modificanti il decorso di malattia (DMT) hanno
dimostrato i pazienti con CIS trattati con DMT avevano un minor rischi di sviluppare una
seconda ricaduta (I’evento che definisce una diagnosi di SM definita clinicamente) e minor
attivita di RM”>”°. L’accettazione da parte delle Agenzie Regolatorie di usare farmaci nelle
CIS per ritardare la diagnosi di SM definita ha ulteriormente connotato la CIS come un
elemento dello spettro fenotipico della SM. Infine, 1’utilizzo della revisione del 2010 dei
criteri diagnositici di McDonald”’, ha consentito di poter formulare una diagnosi di SM molto
precocemente nei pazienti con CIS, solo in base ad un’unica sequenza di RM.

b) Sindrome radiologicamente isolata (RIS): ¢ definita sulla base del riscontro di
alterazioni alla RM tipiche della SM, riscontrate incidentalmente ed in assenza di qualsiasi

98,99,100

espressione clinica . Le RIS non sono considerate sotottotipi di SM per sé, data

I’assenza di evidenza clinica di malattia demielinizzante e per il fatto che i1 dati di RM da soli
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possono essere aspecifici. Tuttavia le RIS possono porre il sospetto di SM, in relazione alla
morfologia e localizzazione delle lesioni di RM e cambiamenti a livello di neuroimmagini
possono comportare un maggior rischio di sviluppare sintomi clinici di SM in futuro'".
Lesioni midollari asintomatiche, lesioni che assumono il mezzo di contrasto o presenza di
bande oligoclonali IgG nel liquor aumentano il rischio di una futura diagnosi di SM'%*.

Lo stesso consensus ha poi suggerito che 1’attivita di malattia fosse definita in base
agli attacchi clinici o ai dati di RM (lesioni che assumono il gadolinio e lesioni nuove o
aumentate di volume), cosi come in base alla progressione di disabilita, sia nelle forme
recidivanti, che nelle progressive. Le evidenze di attivita di malattia e di progressione clinica,
che riflettono il sottostante processo infiammatorio o neurodegenerativo'”, possono influire
sulla prognosi, decisioni terapeutiche e disegni di trials clinici.

E’ stato quindi riconosciuto che sia le forme recidivanti, che quelle progressive,
possano essere definite “attive” o “non attive” in base alla gravita dei segni e sintomi,

frequenza degli attacchi, tasso di progressione, disabilita residua e alterazioni di RM.

La diagnosi di SM si basa sulla dimostrazione, attraverso evidenze anamnestiche,
cliniche e strumentali, della presenza di lesioni demielinizzanti del SNC, disseminate nello
spazio (piu sedi lesionali) e nel tempo (due o piu episodi di demielinizzazione) e 1’esclusione

di diagnosi alternative (no better explanation”)'**

. Ad oggi non esiste un singolo e specifico
test che permetta di formulare la diagnosi di SM, che quindi rappresenta un processo
diagnostico complesso, e che spesso non si esaurisce in un unico atto clinico e puo richiedere
la collaborazione di diversi specialisti.

I criteri attualmente utilizzati per la diagnosi di SM sono quelli di Mc Donald,
introdotti nel 2001'%, rivisti nel 2005'% e aggiornati nel 2010°” (Tabella 1.2.) .

Essi integrano la valutazione neuroradiologica con evidenze cliniche ed altri metodi
strumentali e consentono una diagnosi piu precoce, poiché la disseminazione temporale, che
in passato veniva dimostrata con un secondo attacco clinico o una RM successiva con lesioni
nuove, attualmente pud essere dimostrata gia al momento della prima RM, se coesistono
lesioni attive, gadolinio-positive (Gd+), espressione di danno di barriera emato-encefalica, e
lesioni gadolinio-negative (Gd-).

La disseminazione nello spazio pud essere dimostrata con la presenza di una sola

lesione T2 in almeno due siti del SNC considerati caratteristiche per la SM (peri-ventricolare,

iuxta-corticale, infra-tentoriale, midollo spinale) con esclusione delle lesioni in regioni
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sintomatiche nei pazienti con sindrome del tronco encefalico o midollare. La captazione del
mezzo di contrasto (Gd) non ¢ richiesta per la dimostrazione della disseminazione spaziale.

La disseminazione temporale pud essere dimostrata dalla contemporanea presenza di
una lesione in T2 Gd+ e una lesione non captante. Queste lesioni possono essere individuate
gia alla RM basale o in una RM successiva, confrontata con una scansione di base,
indipendentemente da quando la RM basale sia stata ottenuta. Quando al primo evento
demielinizzante fa seguito un secondo episodio clinico (ricaduta) si parla di SM Clinicamente

Definita (SMCD).

Nel 2016 sono state fornite le nuove raccomandazioni d’uso della RM
(“MAGNIMS consensus Guidelines”) nella diagnosi e nella gestione dei pazienti con
SM'”(Figura 1.3.).

Oltre alle quattro sedi tipicamente coinvolte dalla SM e contemplate negli attuali
criteri diagnostici (periventricolare, iuxtacorticale, infratentoriale e midollo spinale), ¢ preso
in considerazione il coinvolgimento del nervo ottico, colpito in piu del 30% dei pazienti, gia
all’esordio della malattia.

E’ stato inoltre ridefinito il coinvolgimento a carico delle regioni periventricolari ed ¢
stata inclusa la valutazione delle lesioni della sostanza grigia, presenti in un’alta percentuale
di pazienti anche con sindromi clinicamente isolate (circa il 40%) e assenti in altre malattie
neurologiche che possono richiedere una diagnosi differenziale rispetto alla SM.

Un aspetto ampiamente dibattuto degli attuali criteri diagnostici riguarda la distinzione
tra lesioni sintomatiche e asintomatiche, che a volte puo non risultare semplice da un punto
di vista clinico. Negli attuali criteri diagnostici, le lesioni sintomatiche sono escluse dalla
dimostrazione della disseminazione nello spazio e nel tempo della malattia. I dati analizzati
nelle nuove linee guida indicano come tale distinzione non sia di fatto necessaria,

semplificando notevolmente 1’approccio diagnostico e consentendo una diagnosi piu precoce.

1.1.4. Terapie

Ad oggi il trattamento farmacologico nella SM comprende farmaci immunomodulanti
ed immunosoppressori, che hanno come obiettivo quello di prevenire le ricadute di malattia e
la progressione della disabilita, modificando nel tempo la storia naturale della SM, tanto da

prendere il nome di “disease- modifying therapies” (DMTs).
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Studi importanti e ormai storici, tra cui il CHAMPS (Controlled High-Risk Subjects
Avonex Multiple Sclerosis Prevention)'™, 'ETOMS (the Early Treatment of MS)®, il
BENGEFIT (the Betaferon in Newly Emerging Multiple Sclerosis for Initial Treatment)'® ed il
PreCISe (Comi. 2009)'"°, hanno dimostrato come il trattamento precoce dopo il primo
episodio demielinizzante sia in grado di ridurre il numero di ricadute, 1’attivita di malattia e il
carico lesionale alla RM, riducendo notevolmente il rischio di sviluppare una invalidita futura
e determinando complessivamente un miglioramento della salute e della qualita di vita del
paziente. Il razionale di una terapia precoce risiede nelle robuste evidenze indicanti che il
danno assonale inizia gia nelle fasi precoci della malattia. Infatti, studi di RM sia
convenzionale che non, hanno dimostrato che in alcuni pazienti I’atrofia cerebrale e il danno
assonale iniziano gia al primo episodio di malattia''’, e che il grado di atrofia cerebrale correla

con il numero di lesioni infiammatorie alla RM''?

. Questi dati sostengono I’ipotesi che il
danno assonale sia il precursore della degenerazione neuronale, a sua volta coinvolta nello
sviluppo del deficit neurologico irreversibile.

Le terapie attualmente disponibili per la SM sono in grado di agire quasi
esclusivamente sulla componente infiammatoria, nelle prime fasi della malattia. Al contrario,
quando i meccanismi neurodegenerativi sono preminenti, nelle forme progressive di malattia,
nessuna delle terapie attualmente conosciute ha dimostrato, nei diversi studi clinici, una reale
efficacia.

I1 trattamento di un paziente con SMRR puo seguire una strategia di “escalation” o una
di “induction”. Nel primo caso, la terapia inizia con un farmaco “di prima linea”,
caratterizzato cio¢ da un elevato profilo di sicurezza ma da una efficacia moderata, per poi
intraprendere un trattamento con un farmaco “di seconda linea”, piu efficace ma con maggiori
rischi, in caso di risposta insoddisfacente alla prima linea. L approccio di induzione, invece,
prevede di impiegare subito un trattamento di seconda linea, in modo da ottenere una rapida
risposta in una malattia molto attiva, la quale giustifica i maggiori rischi di eventi avversi.

Attualmente sono state approvate le seguenti terapie nel trattamento della SM
dall’agenzia regolatoria Europea EMA (European Medicines Agency), tra cui gli interferoni
beta (IFND) in diverso dosaggio e diversa modalita di somministrazione; il glatiramer acetato
(GA), la teriflunomide, il dimetil fumarato (BG-12), il mitoxantrone, il natalizumab (NAT), il
fingolimod (FTY), 'alemtuzumab, il daclizumab.

Per una panoramica sulle modalita di somministrazione, posologia, potenziali effetti

avversi e monitoraggio previsto dei diversi farmaci si rimanda alla Tabella 1.3.
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L'IFN e il GA sono definiti farmaci della “prima generazione”, poiché sono approvati
ormai gia da un ventennio. Sono anche definiti farmaci di “prima linea” poiché approvati per
l'utilizzo gia dalle prime fasi della malattia. Entrambi sono caratterizzati da simile profilo di
efficacia e buon profilo di sicurezza a lungo termine' " e rimangono ancora il trattamento di
prima scelta in molti Paesi. Il fattore piu importante che interferisce con il successo di questi
farmaci ¢ la loro modalitd di somministrazione: sono infatti entrambi somministrati per via
iniettiva e cio interferisce con l'aderenza del paziente alla terapia.

In particolare:

a) l’interferone beta (di tipo 1 a e 1 b): ¢ un polipeptide naturale, prevalentemente
prodotto da fibroblasti. E' disponibile per il trattamento della SM in forme ricombinanti ed in
diverse preparazioni, come IFNla-Bp o IFN1b-p''*. Il meccanismo d'azione del farmaco
prevede una inibizione dell'attivazione e della proliferazione delle cellule T, 1'apoptosi delle
cellule T autoreattive, 1'induzione delle cellule Treg, uno shift dalla forma T helper 1 (o Thl)
alla forma T helper 2 (o Th2), la modulazione citochinica e 1'inibizione della migrazione dei
leucociti attraverso la barriera emato—encefalica (BBB) all'interno del SNC''>!'°,

I1 trattamento con IFN-f puo indurre la formazione di anticorpi neutralizzanti specifici
(NAbs), che annullano I'efficacia del trattamento. Di conseguenza, si raccomanda di testare
tutti 1 pazienti per la presenza di NAbs durante la terapia e di passarli ad un altro trattamento
se la presenza di NAbs ¢ confermata''*.

b) il glatiramer acetato: ha un meccanismo d'azione complesso e non del tutto chiarito
che prevede l'attivazione di 5 processi differenti: si lega al complesso maggiore di
istocompatibilita, interferisce con il processo di presentazione dell'antigene, interferisce con
l'attivazione delle cellule T attraverso il mimetismo molecolare (struttura molecolare simile
alla proteina basica della mielina), induce lo shift verso la produzione di citochine dal tipo
Th1 vs Th2, agisce sulla neuroprotezione promuovendo fattori neurotrofici'' ' %120,

Negli anni novanta sono stati effettuati diversi studi che hanno testato i farmaci

2L122. entrambi i farmaci hanno dimostrato un'efficacia

singolarmente contro il placebo
paragonabile per la prevenzione delle recidive (una riduzione media del 30% delle recidive) e
per la riduzione sullo sviluppo di nuovi lesioni alla RM encefalo. Negli anni 2000 i due

123,124 . . . .
7", 1 cui risultati hanno

farmaci sono stati confrontati tra di loro in due importanti studi
dimostrato che non vi erano differenze sul tasso di recidive (-30%), di nuove lesioni alla RM,
o di progressione dell'EDSS tra i due farmaci. In una revisione Cochrane del 2014'", & stato
confermato infatti che entrambe le terapie hanno una efficacia simile dopo 24 mesi di

trattamento, misurata tramite il rischio di ricadute o di progressione. Anche gli effetti sulla
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comparsa di nuove lesioni captanti mezzo di contrasto alla RM sono simili, mentre I’effetto
dell’IFN sulla riduzione di lesioni in T2 e T1 sembra essere lievemente superiore rispetto al
GA.

Tra 1 farmaci piu recentemente approvati per il trattamento delle forme RR di malattia.
ad uso orale ed indicati in prima linea vi sono:

a) Il dimetil fumarato, un estere metilico dell’acido fumarico, gia usato dalla seconda
meta degli anni *90 per il trattamento della psoriasi'>’. Due studi di fase III hanno comparato
Iefficacia del farmaco con il placebo e con il comparatore attivo nella SM'?*'?”_ In entrambi &
stata dimostrata una significativa riduzione nel numero di ricadute annuali e nell’attivita di
malattia alla RM. Il meccanismo d’azione principale prevede una polarizzazione della risposta
immune da un’attivitd prevalentemente pro-inflammatoria (Thl-simile) a un profilo
antinflammatorio di tipo Th2, e una riduzione dello stress ossidativo a carico del SNC
attraverso 1’attivazione della via del nuclear-related factor 2 (nrf-2), un fattore di trascrizione
nucleare con proprieta antiossidanti'**'*.

b) la teriflunomide ¢ un metabolita attivo della leflunomide, il cui meccanismo
d’azione preciso non & stato completamente chiarito. E stato dimostrato che il farmaco
inibisce la diidroorotato deidrogenasi, un enzima mitocondriale che riduce la sintesi di
nucleotidi pirimidinici, riducendo cosi la proliferazione delle cellule T e B attivate'’.
Attraverso altri meccanismi, la teriflunomide promuove la creazione di un micro-ambiente
antinflammatorio e inibisce l’interazione tra le cellule presentanti ’antigene (APC) e i
linfociti T'*'. Sono stati approvati due dosaggi sulla base dei risultati di due trial clinici di fase
3; in questi studi ¢ stata documentata efficacia sia per la riduzione del numero di ricadute che
per la diminuzione del carico lesionale alla RM. Soltanto per la dose piu elevata, tuttavia. ¢

. . . : o1 s 132,133,134,135
stato dimostrato un impatto positivo sulla progressione di disabilita "~~~ 77",

Tra i farmaci utilizzati attualmente in “seconda linea” vi sono il natalizumab ed il
fingolimod, e piu recentemente ¢ stato reso disponibile I’alemtuzumab. Tali farmaci sono
caratterizzati da un migliore profilo di efficacia, ma da un profilo di sicurezza piu basso,
pertanto sono autorizzati in Italia nelle forme piu aggressive di SM-RR (natalizumab e
alentuzumab), e/o nei pazienti che non hanno risposto ad un ciclo di trattamento con i farmaci
di prima linea (natalizumab, alemtuzumab e fingolimod). Il Daclizumab, approvato di recente
come seconda linea dalle agenzie regolatorie italiane, sara disponibile a breve per il
trattamento delle forme RR.

Il natalizaumab ¢ un anticorpo monoclonale ricombinante umanizzato, il primo
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utilizzato nel trattamento della SM-RR ad alta attivita di malattia. Si ¢ dimostrato ridurre il
numero di ricadute e migliorare sensibilmente tutti i parametri di misurazione della disabilita
nella SM"*!'**_ 1l meccanismo d’azione consiste nel legame dell’anticorpo alla molecola di
adesione “very late antigen-4” (VLA-4), espressa sulla superficie di linfociti e monociti. Esso
previene l’interazione tra la molecola VLA-4 e il suo ligando (VCAM-1) a livello
dell'endotelio vascolare, bloccando l'ingresso dei linfociti nel SNC'*®. 11 trattamento & mirato a
ristabilire D’integritd della barriera emato-encefalica ricreando un normale profilo di
espressione citochinica e bloccando la migrazione trans-endoteliale dei linfociti'®’. Tra gli
effetti collaterali del NAT, si cita il rischio di sviluppo della leucoencefalopatia multifocale
progressiva (PML), un’infezione del SNC sostenuta dal virus di John Cunningham (JCV) che
conduce il paziente a morte o a disabilita neurologica irreversibile di tipo cognitivo, motorio o

visivo, in assenza di trattamenti di efficaci '**'*!

. Nel corso degli ultimi dieci anni sono state
accumulate molte informazioni sui fattori di rischio di PML nei pazienti trattati con
natalizumab e sono stati riconosciuti tre importanti fattori di rischio per PML: la
sieropositivita per JCV, durata della terapia superiore a due anni ed uso precedente di farmaci
immunosoppressori' ' **!** Inoltre, come IFN-B, il trattamento con NAT puo indurre la
formazione di anticorpi neurtralizzanti che influenzano l'efficacia terapeutica'*.

Il fingolimod (FTY) ¢ un modulatore del recettore sfingosina-1-fosfato. Dopo la
fosforilazione, agisce come antagonista di questo recettore, inducendo la sua internalizzazione
e inattivazione e impedendo ai linfociti 'uscita dai tessuti linfoidi secondari (ad esempio,
linfonodi). La risultante redistribuzione dei linfociti circolanti fa si che venga ridotta la
quantita di cellule autoattivate nel SNC'**'*. Inoltre, FTY penetra nel SNC e interagisce con

148

neuroni e glia esprimenti i recettori della SIP ™. FTY ¢ stato approvato per il trattamento

della SMRR, dimostrandosi superiore, in termini di riduzione del numero di attacchi di

malattia, sia al placebo (50% di attacchi in meno), sia all’IFN-b-1a'*"'*’

. Tra gli effetti
collaterali piu importanti, ¢ riportata la possibilita di riattivazione del Virus Varicella Zoster
(VZV), il rischio di bradicardie sintomatiche e di edema maculare retinico, per i quali sono
richiesti opportune procedure di farmacovigilanza.

Alemtuzumab ¢ un anticorpo monoclonale umanizzato diretto contro il CD52, una
glicoproteina di superficie espressa in particolare sui linfociti T e B maturi. Il trattamento
causa una citotossicita cellulo-mediata anticorpo dipendente (ADCC), e produce una profonda
linfopenia da cui le cellule B recuperano rapidamente, a differenza delle cellule T CD4 +, che

richiedono lunghi periodi di tempo per raggiungere i livelli di pretrattamento. Pertanto, si

ipotizza che alemtuzumab eserciti i suoi effetti terapeutici attraverso la complessa
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riorganizzazione del repertorio immunitario che segue la ricostituzione omeostatica dei
linfociti dopo la deplezione, piuttosto che attraverso 1’esaurimento delle cellule T effettrici'”.
L'effetto avverso principale di alemtuzumab ¢ l'autoimmunita secondaria, in particolare i
disturbi della tiroide, la glomerulonefrite e la porpora trombocitopenica autoimmune'>*. 11
farmaco induce una riduzione significativa del rischio di ricadute, una riduzione del 42% del
rischio di progressione di disabilita ed una riduzione significativa del numero di lesioni
iperintense in T2 e Gd+ alla RM'>>13%13313¢

Daclizumab ¢ un anticorpo monoclonale diretto contro il CD25, ovvero la subunita o
ad alta affinita del recettore per I’IL-2, espresso sulla membrana dei linfociti T attivati. 1l
meccanismo d’azione non ¢ completamente chiarito, ma sicuramente riduce 1'espansione delle
cellule T attivate e la loro sopravvivenza, modula le vie di segnalazione dell’ IL-2, induce

espansione delle cellule natural killer (NK) circolanti'’">®

. Gli studi registrativi hanno
mostrato che il farmaco induce una significativa riduzione del rischio di ricadute. del numero
di nuove lesioni iperintense in T2 e Gd+ alla RM e del rischio di progressione di disabilita sia

. . . 159,160,161
verso il placebo che verso il comparatore attivo >~ E

> stato attualmente approvato per il
trattamento della SM-RR ad elevata attivita, che non ha risposto ad altri farmaci o per coloro

che hanno una forma di SM a rapida evoluzione e non possono utilizzare altri trattamenti.

Il mitoxantrone é un agente chemioterapico derivato dall’ antracenedione sintetico
che induce la rottura dei filamenti del DNA e ne inibisce la replicazione. Il target cellulare ¢
caratterizzato dalle cellule immunitarie proliferanti ed i suoi principali meccanismi d'azione
sono l'inibizione della proliferazione e l'induzione di apoptosi delle cellule T, cellule B,
macrofagi e altre APC. Il mitoxantrone ¢ approvato per il trattamento della SM RR e per le
forme progressive di SM con documentata ed elevata attivita di malattia'®*, ma & sempre
meno utilizzato a causa del rischio di complicanze gravi (cardiotossicita e leucemia

163,164,165

acuta) e grazie ad un numero crescente di opzioni terapeutiche alternative molto

efficaci e con un profilo di sicurezza migliore'*'®’.

E’ in corso di approvazione da parte dell’ EMA un altro anticorpo monoclonale
umanizzato, ’ocrelizumab, in grado di legarsi in maniera specifica alla molecola CD20
presente sulla superficie di alcune cellule B. Il farmaco induce deplezione delle cellule B
CD20+, aumenta la citotossicita anticorpo mediata e riduce la citotossicita mediata dal

168

complemento ™. Gli studi clinici di fase III effettuati verso comparatore attivo hanno

documentato nei pazienti con SM-RR una riduzione significativa del tasso annualizzato di
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ricadute per un periodo di due anni, un ritardo significativo della progressione della disabilita
ed una riduzione significativa rispetto alla comparsa di nuove lesioni captanti mezzo di
contrasto alla risonanza magnetica nei pazienti trattati'”. Ocrelizumab é inoltre il primo
farmaco approvato dall’FDA per la SMPP. 1o studio di fase III, randomizzato, in doppio
cieco, multicentrico per valutare 1'efficacia e la sicurezza di ocrelizumab rispetto al placebo in
732 persone con SM primariamente progressiva ha dimostrato ’efficacia del farmaco nel
contrastare la progressione della disabilita mantenuta per 12 e 24 settimane, misurata tramite
EDSS, nel diminuire il volume delle lesioni T2 iperintense alla RM e nel ridurre il tasso di

atrofia cerebrale nei pazienti che avevano attivita di malattia alla RM'7",

Infine, la SM ¢ associata ad una serie di sintomi e deficit funzionali, la cui gestione ¢
molto importante per migliorare la qualita della vita quotidiana e coinvolge trattamenti con
farmaci e misure di riabilitazione. Mentre per alcuni sintomi comuni sono disponibili

! Inoltre, modifiche di

trattamenti efficaci, la gestione di molti altri sintomi ¢ piu complicata
stile di vita, compreso il raggiungimento di un peso corporeo ottimale, la cessazione del fumo
e l'eccessivo l'uso di alcol, l'integrazione con la vitamina D, la dieta anti-inflammatoria a
basso tenore di grassi e colesterolo, I'esercizio fisico regolare, 1'igiene del sonno, il controllo
della temperatura, programmi di gestione dello stress psicologico, la marijuana ad uso
medico, la stimolazione mentale e sociale e l'identificazione e il trattamento dei fattori di

rischio vascolare puod migliorare la vita dei pazienti con SM'”?,

1.1.5. Aspetti anatomo-patologici della Sclerosi Multipla

L’impronta patologica della SM ¢ rappresentata da aree focali di perdita di mielina
all’interno del SNC, note come placche o lesioni' . Tali lesioni sono disseminate all’interno
di tutto il SNC, ma si riscontrano preferenzialmente a livello del nervo ottico, del midollo
spinale, del tegmento del tronco encefalico, del cervelletto e delle aree di sostanza bianca

iuxtacorticali e periventricolari'*. Oltre che a livello spaziale, le lesioni risultano disseminate

anche nel tempo, come dimostrato dalla presenza di placche comparse in periodi differenti'”.
La formazione delle placche ¢ un processo condotto da diverse componenti:
inflammazione, demielinizzazione, rimielinizzazione, astrocitosi, perdita assonale e

degenerazione neuronale, in grado variabile'.
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Benché storicamente 1’anatomia patologica della SM si sia focalizzata sulle lesioni
della sostanza bianca del SNC, recenti studi hanno stabilito che ¢ presente anche un danno
nella sostanza grigia corticale dei pazienti affetti dalla malattia™.

Le placche della SM evolvono in maniera differente nelle varie fasi di malattia: in
ciascuna fase si evidenziano placche diverse per tipologia e grado di attivita
demielinizzante'".

Le placche attive di malattia possono presentarsi in fase acuta e cronica: le placche
attive ed in fase acuta sono caratterizzate dalla presenza di macrofagi che contengono sia
prodotti di degradazione della mielina piu piccoli che di maggiori dimensioni, mentre le
placche croniche sono caratterizzate da macrofagi contenenti solo i prodotti di degradazione
della mielina di dimensioni maggiori'’"'’®. Le placche attive ed in fase acuta sono piu
frequenti nella SM-RR e rappresentano il substrato patologico degli attacchi clinici di

malattia'”®

. Le caratteristiche istologiche di tali lesioni della SM includono margini indistinti,
ipercellularita, intensa infiltrazione peri-vascolare ad opera di piccoli linfociti, principalmente
cellule T citotossiche CD8+, con minore numero di cellule T CD4+, cellule B e plasmacellule,
macrofagi ripieni di mielina, edema parenchimale, perdita di mielina e oligodendrociti, danno
assonale diffuso, astrociti ipertrofici'™. Il danno assonale & correlato al numero di linfociti e
alla microglia attivata, ed ¢ causato dalla liberazione di mediatori immunitari infiammatori
tossici e non specifici' .

Le lesioni attive della fase acuta di malattia mostrano in definitiva una profonda
eterogeneitd anatomo-patologica. Esse possono essere classificate in 4 diversi patterns di
demielinizzazione, sulla base della perdita di mielina, della geografia e dell’estensione delle
placche, del pattern di distruzione degli oligodendrociti e delle evidenze immunopatologiche
di attivazione del complemento'®'. Si distinguono in particolare:

v Le placche di tipo I, riscontrate nel 15% dei pazienti affetti da SM, sono lesioni
perivascolari con bordi taglienti, caratterizzate da infiammazione con presenza di cellule T e
macrofagi, demielinizzazione attiva con perdita di tutte le proteine della mielina deposizione
del complemento sulla mielina;

v' Le placche di tipo II, riscontrate in circa il 58% delle biopsie, sono lesioni
perivascolari caratterizzate da bordi taglienti e dalla deposizione di complemento e di
immunoglobuline, i quali sarebbero i responsabili della demielinizzazione.

Le placche di tipo I e II presentano una perdita variabile di oligodendrociti al confine

attivo, con comparsa di un elevato numero di oligodendrociti nel centro inattivo e un'alta

incidenza di placche rimielinizzate.
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v Le placche di tipo III, riscontrate nel 26% dei pazienti, sono scarsamente
definite che mostrano una demielinizzazione attiva associata ad apoptosi degli
oligodendrociti, specie a livello dei margini della placca attiva, con mancanza di Ig e
deposizione del complemento sulla mielina. La perdita di oligodendrociti ¢ pronunciata e
talvolta si estende nella sostanza bianca apparentemente normale. Anche il centro inattivo ¢
quasi completamente privo di oligodendrociti, e le placche rimielinizzate sono assenti.

v' Le placche di tipo IV sono estremamente rare (meno dell’1%) e si caratterizzano
per un’estesa morte non-apoptotica di oligodendrociti nella sostanza bianca circostante la
placca, che suggerisce una disfunzione metabolica cellulare alla base della maggiore
suscettibilita al danno tossico mediato dall’infiammazione '"*'*'.

In un determinato momento della malattia, i patterns di demielinizzazione sono
eterogenei tra i pazienti, ma sono omogenei all'interno di piu lesioni attive dello stesso
paziente'®*,

Le placche croniche sono riscontrate piu frequentemente in pazienti affetti da SM
progressiva. Quelle attive sono nettamente demarcate, ai loro bordi si concentrano numerosi
macrofagi carichi di mielina. Al contrario, le placche croniche inattive sono lesioni ben
circoscritte, completamente demielinizzate e ipocellulari, caratterizzate da perdita assonale e
oligodendrocitica, gliosi e infiltrazione minoritaria di macrofagi, microglia e linfociti'®*.

Man mano che la placca progredisce dalla forma acuta alla forma cronica inattiva,
I’edema recede, I’infiammazione si riduce e i macrofagi e la microglia scompaiono
gradualmente. Gli astrociti producono fibre gliali e, in definitiva, la placca ¢ sostituita da una

176,183

cicatrice gliale . Tali caratteristiche giustificano la denominazione di sclerosi a placche

attribuita da Charcot alla malattia e sono responsabili dell’aspetto demarcato, solido e retratto
delle placche croniche di lunga data all’analisi macroscopica ' .

Inoltre sono state descritte delle strutture simili ai follicoli linfoidi'**', che si
formano nelle meningi e nei grandi spazi perivascolari e sono dovute all’accumulo di
plasmacellule in questi spazi del tessuto cerebrale soprattutto in fase tardiva di malattia'*’, e
persistono anche quando l'infiammazione delle cellule T e B viene eliminata. Una possibile

spiegazione ¢ che nelle fasi tardive e croniche di malattia I’infiammazione si

compartimentalizzi all’interno del SNC.

La rimielinizzazione estensiva, contrassegnata dalla presenza di guaine mieliniche di

nuova genesi e da precursori degli oligodendrociti, ¢ frequentemente riscontrata nelle placche

176

durante le fasi precoci della SM' ™, ma la mielina ricostituita ¢ di solito piu sottile di prima,
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con distanze internodali piu brevi. Le lesioni completamente rimielinizzate, note come
placche ombra, sono aree nettamente demarcate a ridotta densita mielinica e corrispondono a
una fase tardiva della mielinizzazione. Le placche ombra sono maggiormente suscettibili di un
secondo attacco infiammatorio rispetto alla sostanza bianca normale'®’ ¢ la rimielinizzazione

. . N . . 183,18
degli assoni puo progressivamente fallire'®> '*’,

E’ presente inoltre danno e perdita assonale. A differenza di quanto si pensasse in
passato, il danno assonale si verifica sia all'interno delle placche che nella sostanza bianca
apparente sana, gia in fase iniziale della malattia, come dimostrato dagli studi

190,191,192

neuropatologici'®®, dalle tecniche di RM'®, e utilizzando biomarkers . Numerosi studi

suggeriscono che la perdita assonale seguita da astrogliosi ¢ in ultima analisi responsabile

193194 che, nella SM, probabilmente emergono

dello sviluppo di deficit neurologici irreversibili
come conseguenza di lesioni accumulate partendo gia dalle fasi iniziali della malattia. Tra i
meccanismi proposti per spiegare il danno assonale cronico e la neurodegenerazione nella
SM, vi sono la demielinizzazione ricorrente in placche precedentemente rimielinizzate, la
degenerazione assonale dovuta a perdita di supporto trofico da parte della mielina e degli
oligodendrociti, il fallimento mitocondriale cronico nei confronti di richieste energetiche
aumentate, il danno ossidativo da attivazione della microglia, le alterazioni nell’espressione o

nell’attivita di canali ionici assonali, la degenerazione Walleriana'*>'*°.

Anche la corteccia cerebrale ¢ coinvolta nella SM sia da processi di demielinizzazione
che da perdita neuronale e atrofia.

Atrofia e placche di demielinizzazione sono state riscontrate sia nella corteccia
cerebrale (in particolare temporale e frontale) che in altre aree di sostanza grigia, quali il
talamo, i gangli della base, l'ipotalamo, I'ippocampo, il cervelletto, il midollo spinale®.
Spesso, le lesioni corticali si estendono lungo il margine sub-piale della corteccia e sono
correlate topologicamente ad alterazioni infiammatorie delle meningi; cid suggerisce che
fattori solubili provenienti da infiltrati meningei possano scatenare lo sviluppo di tali
lesioni'”’. Altri tipi di lesioni corticali, descritte in base alla loro posizione all'interno della
corteccia, sono le lesioni intra-corticali, confinate all'interno della corteccia, con risparmio sia
della corteccia superficiale che della sostanza bianca adiacente e le lesioni leuco-corticali, che
coinvolgono le zone di sostanza grigia e bianca alla loro giunzione, con la conseguente

riduzione degli strati corticali superficiali'’®,
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La demielinizzazione corticale ¢ prominente ed estesa nei pazienti con forme
progressive di SM e nei pazienti con deficit cognitivi e puo essere il substrato patologico della
progressione di malattia, della disabilita irreversibile e della disfunzione cognitiva. Dal punto
di vista istopatologico le placche corticali nelle forme progressive e croniche di malattia sono
caratterizzate dall'assenza di infiltrati inflammatori di macrofagi e linfocitici, deposizione del
complemento e danno alla BBB, e da una popolazione dominante di cellule della microglia,
con perdita assonale e di oligodendrociti e atrofia neuronale. La demielinizzazione corticale
cronica puo essere condotta in parte dagli aggregati inflammatori organizzati nelle meningi (i
follicoli meningei). Infatti, questi infiltrati infiammatori meningei topograficamente associati
a lesioni sub-piali si trovano nei pazienti con SM SP e PP e sono stati associati ad un decorso

pitl accelerato di malattia'*®

. La demielinizzazione corticale inoltre puo costituire il primo
evento istopatologico in alcuni pazienti affetti da SM. Tuttavia, 1’istopatologia delle lesioni
precoci corticali ¢ diversa da quella delle lesioni croniche poiché la maggioranza ¢ costituita
da infiltrati di cellule inflammatorie come macrofagi e linfocitici e presenta la rottura della
BBB. Come nelle placche corticali croniche, anche le lesioni corticali precoci mostrano la
perdita di oligodendrociti e lesioni assonali e neuronali, probabilmente il risultato dei danni
inflammatori acuti. Il carattere infiammatorio della demielinizzazione corticale precoce
suggerisce che la neuro-degenerazione nella SM si verifica su uno sfondo di inflammazione e
la natura non infiammatoria della demielinizzazione corticale cronica puo riferirsi a intervalli
lunghi tra la formazione della lesione stessa ed il riscontro autoptico. Infatti, questa differenza
tra la demielinizzazione corticale in fase precoce e in fase avanzata puo essere spiegata con la
transitorieta e la rapida risoluzione dell'inflammazione corticale, fenomeno dimostrato nel
modello murino di malattia'*®'**%,

Pertanto, l'istopatologia della SM, insieme alle proprietd immunomodulanti o
immunosoppressive delle terapie attualmente disponibili e alla rappresentazione di geni

immunologicamente rilevanti tra quelli identificati di “suscettibilita alla SM”, suggeriscono

tutti un coinvolgimento primario del sistema immunitario cellulare e umorale nella patogenesi

della SM.
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1.2. Patogenesi della sclerosi multipla: il ruolo del’immunita adattiva e

innata e delle cellule invarianti natural Killer (iNKT)

1.2.1. Ipotesi sulla patogenesi autoimmune

Come descritto nel paragrafo precedente (1.1.5), la caratteristica a livello
istopatologico della SM ¢ costituita dalla presenza di lesioni infiammatorie e di
neurodegenerazione a carico del SNC. Tuttavia 1 meccanismi che conducono alla loro
formazione sono attualmente sconosciuti e sono state proposte diverse ipotesi
eziopatogenetiche, anche opposte tra di loro.

La SM ¢ considerata ormai universalmente una malattia autoimmune il cui innesco ¢
dato verosimilmente da linfociti autoreattivi che inducono risposte aberranti contro gli
autoantigeni del SNC. Tuttavia non ¢ chiaro se la SM sia innescata da una attivazione del
sistema autoimmunitario a livello periferico o centrale'”.

Secondo I’ipotesi di attivazione “periferica” (modello “estrinseco”) le cellule T
autoreattive sarebbero attivate a tale livello mediante meccanismi di mimesi molecolare o di

attivazione piu aspecifica, definita come “bystander”'”*

. I linfociti attivati dopo 1’adesione alle
pareti vascolari sarebbero in grado di superare la BEE e penetrare all’interno del SNC. Qui i
linfociti sarebbero riattivati nuovamente da altre cellule APC, e attraverso il rilascio di
citochine e chemochine, attiverebbero cellule residenti come microglia e astrociti e
recluterebbero altre cellule immunitarie dalla periferia, compresi monociti, cellule T ma anche
linfociti B*',**, con il risultato finale di infiammazione locale e danno ai tessuti'’*. Cio
provocherebbe inoltre 1'esposizione di ulteriori autoantigeni presenti all’interno del SNC e
l'attivazione di altre cellule T autoreattive, che rafforzerebbero ulteriormente 1'inflammazione
e il danno tissutale'”,

In accordo con il modello estrinseco, gli studi effettuati nel modello animale dell'EAE
hanno dimostrato che l'inoculazione di cellule T attivate ed immunizzate nel sangue periferico
del topo sano contro la mielina ed altri antigeni riconosciuti come “bersaglio” (come la
proteina Basica della Mielina o MBP, la proteina proteolipidica o PLP e la glicoproteina

203,204,205,206,207,

oligodendrocitaria della mielina 0 MOG) risulta sufficiente a far sviluppare la

malattia®®®.
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In alternativa, secondo I’ipotesi di “attivazione centrale” (modello “intrinseco” di
malattia), gli eventi intrinseci del SNC sarebbero in grado di innescare lo sviluppo della
malattia, e l'infiltrazione di linfociti autoreattivi dalla periferia nel SNC sarebbe un fenomeno
secondario. La natura precisa di questi eventi intrinseci del SNC ¢ ancora sconosciuta, ma i
meccanismi postulati includono risposte infiammatorie e un'infezione virale del SNC con
processi che condurrebbero alla neurodegenerazione primaria, cio¢ guidata da cellule residenti
nel SNC'”.

Nonostante 1’evolversi delle conoscenze sui meccanismi immunitari alla base della
SM, essa resta ancora oggi una malattia molto complessa, in cui i tipi di cellule e i recettori

coinvolti, cosi come i meccanismi immunitari, Sono numerosi ¢ non tutti noti.

1.2.2. Ruolo dell’Immunita nella Sclerosi Multipla

Tradizionalmente, le risposte immunitarie sono state classificate dagli immunologi in
due tipi: innate e adattative.

La SM ¢ stata classificata storicamente come una malattia mediata dal sistema
immunitario “adattivo”, in cui le cellule T hanno il ruolo dominante nella cascata di eventi
che portano al danno della mielina, all’infiammazione ed alla neurodegenerazione'™*,*”.

Anche se lo stato dell’immunita “innata” e la sua relazione con i vari stadi di malattia
non ¢ stata ancora chiarita, si ipotizza che i componenti del sistema immunitario innato siano
coinvolti in diversi passaggi della cascata autoimmune, quali I’attivazione dei linfociti T
autoreattivi contro la mielina e lo sviluppo di complessi d’attacco di membrana nel SNC
(Lassmann, 2014).

L’alterazione della risposta immune, in particolare delle cellule T autoreattive, ¢
considerata alla base della cascata di eventi che portano a demielinizzazione, inflammazione e

danno neuronale, anche se resta ancora molto da capire riguardo a come siano generati e

controllati questi processi.

1.2.2.1. Immunita adattiva

Gli studi classici di immunologia riportano che le cellule T con profilo citochinico di

tipo Th-1 (cellule T helper-1 o CD4+) possono essere isolate e clonate nel sangue periferico
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dei pazienti con SM*'%?!!

. Tali cellule sono state per molto tempo considerate le uniche
responsabili del danno immunologico.
Le cellule CD4+ sono in grado di riconoscere gli antigeni presentati sulle molecole
MHC di classe II dalle APC, di migrare nel SNC e mediano il danno alla mielina sia
direttamente, secernendo citochine pro-infiammatorie, sia richiamando altre cellule del
sistema immunitario, quali le cellule B produttrici di anticorpi, macrofagi, cellule della
microglia, mastociti. Tutte queste cellule contribuiscono a perpetuare I’infiammazione nel
SNC, causando il danno neuronale.
Possono essere classificate in sottopopolazioni distinte a seconda delle citochine che
secernono:
- le cellule Th1, che sono indotte da IL-12 e producono IFN-y, coordinano la difesa
dell'ospite contro gli agenti patogeni intracellulari;
- le cellule Th2, che secernono IL-4, IL-5 e IL-10, ma non IFN-y, coordinano la difesa
dell'ospite contro le infezioni parassitarie;
- le cellule Th17, che producono IL-17, IL-21, IL-22, IL-23, coordinano la difesa
dell'ospite contro le infezioni fungine.
Le cellule Thl e Th17 sono le principali cellule implicate nella malattia, mentre le
cellule CD4 + Th2 contro-regolano le risposte delle Thl ¢ Th17 >!#213214215
Le evidenze piu stringenti a favore di questo scenario provengono dagli studi su
modelli animali di EAE. Per lungo tempo si ¢ ritenuto che le cellule T CD4+ che causano
I’EAE avessero un profilo citochinico predominante di tipo Th-1. Gli esperimenti sugli
animali suggeriscono che l'attivazione delle cellule T autoreattive CD4 + svolgano un ruolo
fondamentale nel mediare I'infiammazione all'interno del SNC*'°. Inoltre, l'importanza delle
cellule T CD4 + nella SM ¢ supportata dal fatto che la classe HLA II rappresenta il fattore di
rischio genetico piu forte per SM, probabilmente attraverso il ruolo di antigene-presentante
molecole alle cellule CD4 + T patogene™ " *'%.
Le cellule T CD4+, di tipo Th-17 sono in grado di secernere IL-17A, IL-17F, IL-6,
IL-22 e TNFa*'” 2% 22! Sebbene questa sottopopolazione di linfociti sia ancora oggetto di
studi, nelle placche attive ¢ stato riscontrato un elevato numero di cellule CD4+ e CD8+

positive per IL-17*

cosi come ¢ stata individuata un’elevata espressione di IL-17 da parte di
linfociti ottenuti dal liquor*>. Inoltre, i linfociti umani Th-17, sono in grado di promuovere il
danno di barriera emato-encefalica (BEE) e causare la morte dei neuroni in vitro, sostenendo

ulteriormente un loro ruolo patogeno®*. Pur senza ridimensionare I’importanza delle cellule

34



Th-1 nella patogenesi della SM, queste osservazioni suggeriscono un ruolo cruciale anche

delle cellule Th-17 per le patologie autoimmunitarie del SNC .

Un’altra popolazione recentemente identificata e con profilo funzionale di grande
interesse ¢ quella delle cellule regolatorie T (T reg CD4+,CD25+), che esprimono il fattore
di trascrizione Foxp3 e CD 25 e hanno il ruolo fisiologico di “sorveglianza” immunologica e
determinano il mantenimento dell’omeostasi autoimmune®*’. Successivamente al primo studio
del 2004”’, che suggeriva un potenziale difetto delle cellule Treg CD4+CD25+ circolanti in
pazienti con SM, numerosi dati di letteratura hanno confermato ed esteso queste

. 27,228
ricerche??%?%7

. E’ stato inoltre possibile evidenziare una stretta correlazione tra cellule Treg
e cellule Th-17: le cellule Treg possono essere riprogrammate a Th-17 in presenza di TGFf e

IL-6.

Anche 1 linfociti CD8+ sono coinvolti nello sviluppo della SM: sono state infatti
descritte da tempo alterazioni numeriche e funzionali delle cellule CD8+ nei pazienti con
varie forme di malattia. In passato si riteneva che il loro coinvolgimento si esplicasse
unicamente attraverso una riduzione della loro azione immuno-soppressiva, in favore della
proliferazione delle cellule CD4+, mentre oggi si riconosce a questa popolazione cellulare un
ruolo attivo nella patogenesi della SM*'***. All'interno delle placche, le cellule CD8+
superano in numero le cellule CD4+ di circa 10 volte e il loro numero correla con 1’entita del
danno assonale™’.

Le cellule T CD8+ mediano la soppressione della proliferazione dei linfociti CD4+,
attraverso la secrezione di perforina, sostanza citotossica che conduce all'inattivazione delle
cellule CD4+ »!. Indirettamente, le cellule CD8+ interagiscono con le cellule presentanti
l'antigene (APC), che a loro volta mediano l'inattivazione delle cellule CD4+. I linfociti CD8+
possono anche influenzare direttamente la malattia attraverso il riconoscimento di epitopi di
classe I sulla superficie degli assoni, sono in grado di uccidere le cellule gliali, lasciando
esposti gli assoni, di indurre la morte degli oligodendrociti e di promuovere la permeabilita

229
vascolare

. L'isolamento dal sangue periferico o dal liquor di pazienti con SM delle cellule
T, mostra un aumento selettivo in linfociti T CD8+ di memoria con espansione oligoclonale,

indicando che queste cellule sono attivate e dirette contro un antigene specifico™”,

Sia i linfociti CD4+ che CD8+ possono esprimere sulla propria superficie cellulare un

recettore (presente circa nel 25% dei Linfociti T circolanti), inizialmente associato alle cellule
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NK, ’NK1.1 (o CD161), che conferisce ai Linfociti stessi proprieta funzionali peculiari®>>***.

In particolare, le cellule CD4+ CD161+ mostrano un fenotipo di cellule T della memoria sia
effettrice che centrale, mentre le cellule CD8+ CD161+ mostrano un fenotipo di cellule T
prevalentemente della memoria effettrice. La maggior parte delle cellule che esprimono il
CD161 sono risultate le CD8+°. Nel 2010 Billerbeck e coll. hanno dimostrato che
I’espressione del CD161 nelle cellule CD8+ puo essere ad alta (CD161++ o “bright”) o bassa
(CD161+ o “mild”) intensita e che ’appartenenza all’una o all’atra tipologia conferisce
funzioni diverse alle cellule. In particolare, solo il sottotipo CD8+CDI161++ ha un profilo
funzionale “Th17”. Infatti, come i Linfociti TH17, esse secernono grandi quantita di citochine
pro-infiammatorie, tra cui I’IL17, IL22, IFN-g, inducono fattori di trascrizione ed esprimono
recettori per citochine e per chemochine, tra cui il CCR2, CXCR6, CCR6, che conferiscono a
queste cellule la capacita di raggiungere i siti dell’infiammazione (ovvero di fare

237,238

“homing”)**°. Sono stati effettuati negli ultimi 10 anni studi nella SM , ma il loro

potenziale ruolo nella patogenesi della malattia resta tuttora da chiarire.

E’ sempre piu evidente che non solo le cellule T, ma anche le cellule B giocano un

239 . . . .
. Vi sono crescenti evidenze negli

ruolo patogenetico fondamentale nello sviluppo della SM
ultimi anni a favore del ruolo degli autoanticorpi e delle cellule B nella patogenesi della
malattia. Nella SM l'importanza della risposta immune umorale ¢ nota fin dai primi studi sul
Liquor*’, ma negli ultimi due decenni le conoscenze sul ruolo delle immunoglobuline, degli
autoanticorpi, € dei disordini immunologici mediati dalle cellule B e T si sono ampliate grazie
a studi eseguiti in vitro, in vivo e su modelli animali quali i topi transgenici e nelle varianti
delPEAE*"*23211 Dy questi studi ¢ emerso come nella patogenesi delle malattie
demielinizzanti immunomediate siano importanti sia la componente cellulare che quella
umorale. I fattori che suggeriscono un ruolo patogenetico delle cellule B e degli anticorpi
nella SM sono:

o La sintesi intratecale delle immunoglobuline (Ig), riscontrata nel liquor del 90-

95% dei pazienti affetti da SM**;

o La presenza di cloni espansi di cellule B nelle lesioni croniche di SM e nel
liquor ***;

o L’identificazione istopatologica di demielinizzazione anticorpo-mediata®*®;

o Il riscontro di follicoli ectopici meningei contenenti centri germinativi nei

pazienti con forma SP e infiltrazione meningale diffusa senza tali strutture nella forma PP'®*;
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o L’efficacia di trattamenti che hanno come bersaglio le cellule B (anticorpi
monoclonali anti CD20).

Le cellule B, oltre a produrre anticorpi, possono contribuire al danno tissutale come

247 248

cellule presentanti 1’antigene (APC)™"’ e rilasciando citochine™. A loro volta, gli anticorpi
possono esercitare un effetto patogeno attraverso meccanismi di citotossicitd complemento-
mediata anticorpo-dipendente e di citotossicita cellulare anticorpo-dipendente.

Studi immunoistochimici e molecolari hanno mostrato il coinvolgimento degli
anticorpi nell’iniziale sviluppo della placca di demielinizzazione: ¢ stato infatti riportato che
la deposizione di Ig co-localizza con frammenti attivi del complemento ai bordi attivi delle
placche*”.

La specificita dell'antigene di queste risposte immunitarie ¢ sconosciuta. Sono stati
suggeriti alcuni antigeni “bersaglio” tra cui antigeni mielinici, ma anche antigeni non
mielinici®®**. Anticorpi contro i neurofilamenti sono stati identificati nel siero di pazienti
con SM e sono stati reputati come responsabili del danno assonale, anche precoce™ " *>!**,

Il consenso generale ¢ che, contrariamente ad altre malattie neurologiche, come la

neuromielite ottica, non esiste uno, ma diversi autoantigeni implicati nella SM>,

1.2.2.2. Immunita innata

Le cellule dell’immunita innata, che comprendono i macrofagi, le cellule dendritiche
ed i neutrofili, le cellule endoteliali ed epiteliali, la microglia, esprimono una specificita
relativa poiché riconoscono dei profili molecolari presenti su microbi diversi (PAMP), ma non
nelle cellule self. I PAMP vengono riconosciuti da recettori non clonali per tali profili di vario
tipo, espressi sulle membrane di diversi compartimenti cellulari delle cellule dell’immunita
innata, chiamati PRR (in particolare recettori Toll-like, TLR, recettori per il mannosio e della

N-formil-metionina)**

. Nella fase innata di una risposta immunitaria, le cellule riconoscono
le molecole PAMP e vengono rapidamente attivate promuovendo rapide risposte
dell'immunita innata, come la fagocitosi, la sintesi di peptidi antimicrobici e l'induzione di
sintesi di ossido nitrico nei macrofagi. Inoltre secernono le citochine e le chemochine ed
esprimono molecole co-stimolatorie, in modo da attivare i linfociti specifici, che poi iniziano
la fase adattativa della risposta immunitaria®’. A differenza dei macrofagi ¢ delle cellule
dendritiche, 1 linfociti usano recettori antigenici generati somaticamente e riconoscono epitopi

antigenici specifici in un modo specifico ma temporalmente ritardato™°.
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Molti studi hanno posto attenzione sul ruolo che il sistema immunitario innato
potrebbe avere nell’influenzare la comparsa o la progressione della Sclerosi Multipla. E' stato
dimostrato infatti, che tutti i tipi di cellule innate sono coinvolte nei meccanismi
dell'inflammazione all'interno del SNC **,

I1 ruolo funzionale di queste cellule nella malattia ¢ stato descritto studiando il modello
animale della SM*’, che puo essere pertanto considerata una malattia del sistema immunitario
nella sua globalita®®,

I fagociti mononucleari, come i macrofagi e la microglia, sono tra i piu importanti
attori cellulari che contribuiscono ai cambiamenti patologici nella SM. 1 fagociti
mononucleari sono le principali cellule immunitarie situate nelle placche della SM nelle fasi
iniziali e progressive della malattia e hanno un ruolo importante nell'infiammazione durante
entrambe le fasi. Queste cellule possono esercitare effetti proinfiammatori ma anche effetti
antinflammatori e neuro-riparativi. Infatti, i fagociti mononucleari interagiscono con le cellule
del sistema immunitario adattativo, come le cellule T e B, e sono responsabili del danno e
della rimozione della mielina e delle lesioni assonali (ad esempio attraverso il rilascio di
ossigeno reattivo). Inoltre, promuovono la soppressione della risposta immunitaria adattativa
all'interno del SNC e la riparazione dei tessuti attraverso il rilascio di fattori di crescita
neurotrofici. Queste azioni divergenti dei fagociti mononucleari sono probabilmente correlate,
almeno in parte, alle loro origini e ai fenotipi distinti: i macrofagi derivanti da monociti
sembrano avviare la demielinizzazione, mentre 1 macrofagi derivanti dalla microglia
sembrano eliminare i detriti, promuovendo cosi la riparazione dei tessuti*'>>>* >,

Tra le altre cellule dell’immunita innata storicamente coinvolte nelle patologie
autoimmuni sono comprese le cellule NK.

La scoperta dell’esistenza di questa popolazione cellulare ad attivita citotossica
“naturale” risale al 1970 quando, quasi simultaneamente a Stoccolma e a Los Angeles, due
gruppi distinti di ricercatori osservarono la presenza di una popolazione cellulare ad attivita
litica non specifica, né ristretta dalle molecole MHC (per questo viene definita “natural’), nei
confronti di cellule tumorali, in assenza di stimolazione preliminare in vivo o in vitro. La loro
capacitd citotossica ¢ alla base della loro denominazione™’. Questa linea cellulare &
considerata parte fondamentale del sistema immunitario innato ed ¢ rappresentata da linfociti
primitivi, privi di recettori antigene-specifici e pertanto considerate le cellule meno
specializzate del sistema immunitario, che eliminano tutto cio che ¢ riconosciuto come “non

f’260

sel . Le NK costituiscono circa il 10% dei linfociti nel sangue periferico e sono distinte,

sulla base dell'espressione o meno dei recettori di superficie CD16 e CDS56, in
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CD56dimCD16+ (mature) e CDS56bright CD16-(immature). Esprimono inoltre sulla
superficie cellulare il recettore NK1.1 (o CD161), membro della famiglia dei recettori NKR-
P1*°'. Le funzioni delle NK sono molteplici ¢ comprendono il controllo delle infezioni virali,
la crescita tumorale e I' immunoregolazione. Il meccanismo d'azione ¢ il medesimo e prevede,
una volta avvenuto il contatto tra la cellula bersaglio e la cellula NK, la lisi della cellula stessa
tramite la produzione di numerose citochine, tra cui I'I[FN-g, il TGF-b, il TNF e le
perforine®®,

La capacita di riconoscere e rispondere alle molecole MHC classe 1 rende queste
cellule interessanti per lo studio della SM, ed infatti, negli ultimi 30 anni, un gran numero di
studi sulle cellule NK hanno stabilito un loro ruolo significativo nella malattia'"* 2>2°*2° L3
maggior parte delle ricerche indicano un deficit dell'attivita citolitica delle NK nel sangue
periferico dei pazienti con SM, altre hanno dimostrato che l'attivita citotossica delle cellule
NK nei pazienti con SM puo essere “temporaneamente” ridotta e cid correla con lo sviluppo

di lesioni attive alla RMN o con la comparsa di ricadute cliniche®®.

Piu di recente, stanno assumendo grande interesse scientifico alcune popolazioni con
caratteristiche strutturali peculiari, definite funzionalmente cellule a “ponte” tra 1'immunita
adattiva e quella innata, dette cellule “innate-like”, tra cui le cellule NKT, ed in particolare le
NKT invarianti (iNKT).

Le cellule “innate-like” appartengono a diversi sottogruppi di Linfociti T, ognuno dei
quali possiede caratteristiche uniche e sono definite cellule dell’immunita innata con proprieta
immunomodulanti e fungano in qualche modo da ponte tra immunita innata e adattativa®®’,>®,

Infatti, pur essendo recettive a ligandi esterni attraverso il legame con i recettori
specifici esse, quando devono rispondere rapidamente a degli stimoli, si comportano come
cellule dell’immunita innata. Una volta attivate, queste cellule sono in grado di rilasciare,
nell’arco di minuti o ore, una grande quantita di citochine, che possono a loro volta
influenzare la forza e il carattere delle risposte immunitarie, attraverso l’interazione con
cellule dendritiche, neutrofili, linfociti e spostando le risposte di citochine da/per diversi
profili cellulari (Th1, Th2 o Th17).

Studi recenti dimostrano inoltre che le cellule innate-like possono regolare attivamente
anche la risposta delle cellule T, influenzando in tal modo il sistema immunitario

268 269

adattativo™",”". In sintesi, le cellule “innate-like” sono cellule multipotenti che lavorano al

confine ed a ponte tra immunita innata e adattativa per evitare I'induzione, la propagazione, e
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l'attivazione delle cellule T autoimmuni, anche se il ruolo specifico di queste cellule nella

patogenesi di alcune malattie autoimmuni, tra cui la SM, resta ancora da chiarire.

1.2.3. Le cellule a ponte tra 'immunita innata ed adattativa: le cellule T

natural Killer (NKT) e il sottotipo invariante (iNKT)

1.2.3.1. Cellule T Natural Killer (NKT)

Le NKT rappresentano una sotto-popolazione di cellule T (circa il 15% di tutti i
linfociti T circolanti) in grado di riconoscere antigeni glico-lipidici legati a molecole
presentanti I’antigene (MHC) “non classiche” di tipo 1, chiamate “MHC-like” 277",

I1 termine “NKT” era stato inizialmente introdotto per definire un sottotipo di Linfociti
T circolanti (circa 1’1%), che esprimevano un marcatore di superficie tipico delle cellule NK,
chiamato NK1.1 (CD161) *"*.

Successivamente, la classificazione delle NKT ¢ risultata essere piu complessa e sono
state riconosciute a queste cellule proprieta strutturali e funzionali uniche ed ¢ attualmente

considerata una popolazione eterogenea suddivisa in due sottogruppi cellulari principali *":

- NKT di tipo I, o cellule NKT invarianti (iNKT): caratterizzate principalmente
dalla presenza di un recettore (TCR) semi-invariante, che riconosce glicolipidi presentati
dalla molecola CDI1d del’MHC, come I’a-galattosilceramide (a-Galcer) (formando il
complesso antigene- CD1d) . Nell’uomo rappresentano tra lo 0,001% e il 3% (di solito 0,01-
0,1%) delle cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) ma sono abbondanti
nell'Omento (fino al 10%)*’*. Il numero cellule iNKT ¢ controllato geneticament6275.

I1 TCR a-f ¢ costituito da una catena a invariante (Va24-Ja18 nell'uomo) associata ad
una catena P a riarrangiamento limitato (VP11 nell'uvomo). Mediante il TCR, le iNKT
riconoscono molecole non proteiche presentate dal CD1d delle MHC non convenzionali !
contrariamente ai linfociti T tradizionali e alle cellule Treg, e sono classicamente attivate

dall'interazione con Il'antigene glicolipidico a-galattosilceramide (o-GalCer), legato al

CD1d*”® . Un certo numero di glicolipidi presenti sulle pareti cellulari dei batteri stimolano
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l'attivazione del CD1 delle cellule iNKT, le quali potrebbero svolgere un ruolo nella difesa da
batteri che non possono essere rilevati dal PRR*"’.

Oltre agli antigeni delle cellule NK, le cellule iNKT esprimono costantemente le
molecole di superficie delle cellule CD25, CD69 e CD122, che sono caratteristiche delle

cellule T effettrici e di memoria®’®.

- NKT di tipo II: riconoscono anch’esse glicolipidi presentati dal CD1d dell’MCH,
ma non sono attivate/non rispondono all’a-Galcer. Esse hanno un TCR non “invariante”,
poiché possiedono un repertorio di catene o per il TCR piu vario (associato ad una ristretta
variabilita per la catena ) e riconoscono e rispondono ad antigeni come i sulfatidi o la

219280 Dyiversi studi hanno mostrato un ruolo

lisofosfatidilcolina e altre molecole non lipidiche
di queste cellule nel modulare e sopprimere la risposta autoimmune®®', compresa la capacita
di inibire la risposta di immuno-sorveglianza nei tumori**’, a differenza delle i-NKT tipo I,
con le quali sembra che abbiano delle funzioni complementari**’. Sono tuttavia molto difficili
da identificare e da studiare per le loro caratteristiche strutturali (soprattutto per la mancanza

di antigeni da utilizzare negli studi e diretti contro questo sottotipo di NKT), pertanto il loro

ruolo nella risposta autoimmune resta tuttora controverso e poco chiaro””.

- “NKT-like”, tra cui cellule con TCR non invariante, che riconosco molecole
presentate dal CDla, CD1b, CDIc dell’MCH, che non sono attivate dall’a-Galcer ¢ non
legano molecole lipidiche. Il loro ruolo ¢ riconosciuto nei processi infettivi, ma non in quelli

immunologici.

1.2.3.2. Cellule T Natural Killer invariant (iNKT)

Le iNKT sono quindi caratterizzate principalmente dalla presenza del TCR semi-
invariante, la cui interazione con il complesso antigene-CDId rappresenta il momento
cruciale per la loro attivazione e 1’esplicazione delle varie funzioni. Tuttavia, gli stimoli
presenti nel microambiente sono in grado di guidare la risposta mediata dalle iNK7, mediante
I’interazione con recettori chemochinici presenti sulla loro superficie (come il CCR4 per le
INKT CD4+, il CCR1 e CCR6 per le CD4-,CD8-) o di contribuire all’attivazione delle iNKT
mediante il rilascio di alcune citochine, come 1’ IL12 e I’IL18 secrete dalle MHC**. Questo

passaggio accade quando I’interazione tra il TCR e il complesso CD1d-Antigene (self o non —
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self) non ¢ ad alta affinitd e non ¢ da solo sufficiente ad attivare la cellula i-NKT *.

L’attivazione delle iNKT puo avvenire pertanto sia mediante la via del TCR, che mediante
stimolazione citochinica da parte del microambiente.

Segnali co-stimolatori provengono anche da cellule dendritiche, macrofagi, neutrofili e
Linfociti T e B **,

In seguito all’attivazione, le iNKT iniziano a produrre una quantita elevata di
citochine, promuovendo o sopprimendo la risposta immunitaria*’.

Sulla base dell'espressione del CD4 e CDS e del profilo citochinico che esse emettono,
le iINKT mature possono essere funzionalmente suddivise in **"*%*:

- CD4+CD8-, associate nell’'uomo a risposte immunitarie di tipo THO (cioe
inducono il rilascio di citochine sia di tipo Th1 che Th2);

- CD4-CDS8- (o Double Negative), che mostrano un chiaro profilo citochininico
di tipo TH1;

- CD4+CD8+ (o Double positive), cellule immature che esprimono gia il
recettore TCR , ma che non hanno ancora superato la fase di selezione positiva timica;

A questi due sottotipi piu importanti si aggiungono 1 seguenti di piu recente
caratterizzazione:

- CD4-CD8+ (presenti solo nell'uomo e non nel topo), che sembra abbiano
funzioni citolitiche e di soppressione sulla proliferazione e I'espansione delle cellule T
attivate;

- CD4-CD8-, CD161+, esprimono quindi solo il recettore CD161; sono state
individuate piu recentemente come sottotipo funzionale di iNKT, e sono caratterizzate dalla
produzione di IL17 ad elevate quantita.

L'acquisizione di un profilo citochinico di tipo Thl o Th2 ¢ correlato con le diverse
risposte funzionali delle iNKT,ed in particolare®:

1) la produzione di citochine pro-infiammatorie (di tipo TH1) come I'TFN-y, I'lIL12 e il
TNF-a ¢ correlata con le funzioni di risposta anti-tumorale e con la risposta innata nei
confronti dei patogeni (funzione effettrice), verso cui agiscono come cellule dell’immunita
innata, rappresentando la prima linea di difesa;

2) il rilascio di citochine del tipo TH2 (IL4, IL5 , IL10 e IL13) ¢ correlato con le
funzioni di immuno-tolleranza, importanti per il controllo delle malattie autoimmuni
(funzione regolatoria). L immuno-tolleranza per le cellule iNKT, analogamente alle cellule T

convenzionali, viene acquisita durante la fase di maturazione timica, durante la quale esse si
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sottopongono ad una selezione positiva, mediante il riconoscimento di antigeni “self”

presentati dalle MHC.

Un’associazione causale tra le iNKT e lo sviluppo di malattie ¢ tuttora poco chiara. ma
si puo ipotizzare uno dei due seguenti meccanismi:

- Difetti quantitativi o qualitativi delle iNKT, che si pensa possano compromettere la
regolazione immunitaria ed aumentare la predisposizione dell’individuo a malattie
autoimmuni (come il diabete tipo 1, 1’Artrite reumatoide, il lupus eritematoso sistemico e la
sclerosi multipla), tumori (sia solidi che della linea ematologica) ed alcune infezioni
(Tubercolosi, malattia di Lyme);

- Inappropriata attivazione delle cellule INKT (ruolo patogenetico diretto o indiretto),
in cui le cellule iNKT, normali in numero e funzionalmente competenti, potrebbero
rispondere in modo improprio agli antigeni glicolipidici sia “self “ che non, oppure a
stimolazioni citochiniche. Questo processo potrebbe contribuire alla patogenesi di diverse
malattie, tra cui ’asma e le allergie, nonché allo sviluppo della GVHD (“graft versus host
disease™).

La maggior parte delle evidenze dirette che supportano 1’ipotesi di un coinvolgimento
delle iNKT nelle malattie autoimmuni provengono da studi effettuati sul modello animale,

288

completamente depleto di cellule iNKT “*° . Studi piu recenti sull’'uomo hanno riportato una

correlazione tra carenza di iINKT e insorgenza di malattie autoimmuni, tumori e
infezioni*®,*°. Tuttavia, nella maggior parte dei casi, gli studi portano a risultati
contraddittori.

Un problema rilevante ¢ che in molti studi condotti sull’'uomo sono stati utilizzati
metodi non accurati per l'identificazione delle cellule iNKT e che solo pochi studi sono stati
portati a termine, € con scarsi risultati, in merito alla distribuzione e/o funzione dei diversi
sottogruppi di iNKT.

Negli studi clinici sono stati spesso utilizzati metodi sostitutivi poco specifici per
I’identificazione le cellule iNKT. Per esempio, l'identificazione di queste cellule in base
all'espressione di marcatori associati alle cellule NK (come il CD56 e CD161) da parte delle
cellule T ¢ insufficiente, perché non tutte le cellule che esprimono questi marcatori hanno le
caratteristiche funzionali tipiche della linea cellulare NKT e non tutte le cellule NKT

esprimono gli antigeni cellulari delle NK***.

Le cellule NKT di tipo 1 umane sono meglio
identificabili se vengono utilizzati reagenti che si legano al TCR semi-invariante (Va24-Jal8,

VB11). L'identificazione delle diverse sottopopolazioni di NKT ¢ quindi importante, perché la
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semplice enumerazione pud non identificare difetti di sottogruppi specifici, che potrebbero
influenzare la funzione delle cellule NKT e contribuire allo sviluppo di malattie.
La Tabella 1.4. riassume le caratteristiche principali fenotipiche e funzionali descritte

delle iNKT umane.

1.2.3.3. INKT e Sclerosi Multipla

Dati ottenuti dagli studi sul modello animale della SM, ’EAE, hanno dimostrato che
vi ¢ una correlazione inversa tra numero delle cellule iNKT, la loro capacita di produrre

citochine TH2 (come 1’IL4) e la suscettibilita allo sviluppo della malattia®"***

. Inoltre, in
diversi studi funzionali effettuati sia in vitro che sul modello animale, ¢ stato riportato un
ruolo protettivo dell’a-Galcer nei confronti dello sviluppo dell’EAE, attraverso la produzione
ci citochine TH2 da parte delle iNKT*>*”, La sede e la modalita di somministrazione dell’a-
Galcer, nonché la fase della malattia influiscono sulla capacita di agire da parte dell” a-Galcer
nel’EAE *%,

Il meccanismo d’azione delle cellule iNKT in questi processi restano ancora poco
chiari, tuttavia ¢ stato dimostrato che le iNKT possono inibire la risposta citochinica THI1 e
TH17, inducendo una risposta TH2 mediata, e cid previene 'EAE***%.

Alcuni autori hanno dimostrato che le iNKT influenzano il decorso dell’EAE,
mediante il rilascio di citochine come I’ IL-4 e I’'IL-10, che inibiscono la risposta THI
mediata, ma non la risposta Th17 *’.

Altri autori hanno inoltre dimostrato un effetto protettivo delle iNKT nell’EAE,
indipendentemente dalla produzione dell’IL4, ma per esempio per inibizione della produzione
di IFN-y-specifica, che modula comunque una risposta Thl indipendente da IL-4 e dal
CD1d2%82%.

Piu recentemente, ¢ stato osservato che le cellule iNKT impediscono I'EAE inibendo la
differenziazione delle cellule T naive CD4 + in cellule effettrici Thl e Th17, e che I'lL-4, IL-
10 e IFN- y sono necessari per controllare la risposta Th17 *%°,

Un altro studio ha dimostrato che un analogo glicolipido sintetico dell’ a-GalCer
induce una produzione predominante di IL-4 dalle cellule iNKT portando alla soppressione
dell’ EAE*”. Cio ¢ d'accordo con l'osservazione che le cellule iNKT attivate da a-GalCer
proteggono 1 topi suscettibili contro I’EAE sopprimendo le risposte Thl specifiche e
promuovendo le risposte Th2 specifiche e che sia IL-4 che IL-10 hanno un ruolo in tali

meccanismi’ 2.
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I ruolo delle cellule iNKT che producono IFN-y ¢ invece tuttora meno chiaro®™”,

E stato anche dimostrato che alterando la composizione della flora intestinale per
somministrazione orale della miscela di antibiotici non assorbenti, come la kanamicina, la
colistina e la vancomicina hanno migliorato lo sviluppo di EAE e che questo effetto dipende
dalle cellule iNKT*".

In definitiva, tutti gli studi sul modello animale stabiliscono un ruolo delle cellule
INKT nella patogenesi della EAE, attraverso la produzione di citochine pro o anti-
inflammatorie che attivano o inibiscono la risposta di altri tipi di cellule T.

Nell’'uomo sono stati finora effettuati pochi studi riguardanti il ruolo delle cellule
INKT nella SM e con risultati spesso contrastanti. Diversi studi hanno valutato sia la
frequenza che le funzioni delle cellule iNKT nei pazienti con SM e sono stati riportati deficit
delle cellule iNKT sia in termini numerici che funzionali, sostenendo un ruolo attivo di queste
cellule nello sviluppo della malattia.

In particolare, nei primi studi effettuati con tecniche di PCR (“Polymerase chain
reaction”) e SSCP (“single-strand conformation polymorphism”), usate per studiare
I’espressione e il repertorio del TCR delle iNKT, ¢ stata confermata la riduzione delle iNKT

%1 Tlles ha dimostrato in particolare che le iNKT totali erano ridotte nel

nei pazienti con SM
sangue periferico di pazienti con SM, soprattutto nelle fasi di remissione della malattia. Piu
recentemente, per lo studio delle iNKT circolanti nel sangue periferico nei pazienti con SM,
sono state utilizzate tecniche di citometria a flusso. Il primo studio condotto con questa
tecnica’”” si proponeva di studiare la frequenza e il fenotipo citochinico delle iNKT CD4+ ¢
CD4- e la risposta alla stimolazione in vitro con a-Galcer, confrontando pazienti con SM,
(suddivisi in due gruppi: in remissione e in fase di ricaduta) verso i controlli. In tale studio ¢
emerso che vi era una significativa riduzione delle iNKT totali nei pazienti con SM rispetto ai
controlli e la riduzione nel numero di queste cellule era pitl pronunciata nei pazienti in fase di
remissione rispetto a quelli in fase di ricaduta di malattia. Le iNKT DN erano ridotte
maggiormente nei pazienti con SM in fase di attivita, rispetto ai pazienti in remissione, mentre
le cellule iNKT CD4+ non differivano significativamente tra SM e controlli. Tuttavia, la
produzione di citochine da parte di cellule iNKT CD4+ con profilo Th2, quale I'IL4, era
maggiore nei pazienti con SM in fase di remissione rispetto ai controlli e ai pazienti in fase di
ricaduta, mentre le cellule CD4- non avevano una produzione particolarmente aumentata di
citochine del tipo Thl o TH2. Successivamente, anche altri studi hanno confermato una

riduzione delle iNKT DN ed un profilo citochinico del tipo Th2 delle iNKT CD4+ nei

pazienti SM non in fase di ricaduta clinica®™*,

45



In base a queste osservazioni, ¢ stato ipotizzato che la riduzione delle cellule iNKT,
osservata nel sangue periferico di pazienti con SM, potesse essere il risultato di un
“trasferimento” di queste cellule all’interno del SNC, ma tale ipotesi non ¢ stata confermata
da altri studi che riportano invece una bassa percentuale di iNKT nel SNC™*'.

303
1.7 & emerso

A differenza di quanto finora descritto, in uno studio di O Keeffe e col
che le cellule iINKT erano aumentate nei pazienti con SM rispetto ai controlli e rispetto ai
pazienti con altre patologie neurologiche. All’interno dei vari sottogruppi di pazienti, solo
quelli con forme RR e non quelli con forme PP o SP, presentavano un aumento delle iNKT.
Dopo stimolazione con a-Galcer in vitro, la maggior parte delle cellule iNKT dei pazienti
risultavano pero anergiche. Lo studio si concludeva con I’osservazione che, probabilmente, le
differenze nei risultati possono risentire delle diverse metodiche utilizzate per il rilevamento
di queste cellule: PCR, citometria a flusso e analisi del’'mRNA. L’estensione di questo
studio®™ ha confermato che, mentre la risposta all’ a-Galcer in vitro nei soggetti sani induce
I’aumento delle cellule iNKT e la produzione di citochine del tipo TH1, TH2, e TH17, tale
risposta non si ottiene invece nei pazienti con varie forme di SM.

L'importanza delle iNKT nella SM ¢ stata ulteriormente enfatizzata dall'osservazione
che il trattamento dei pazienti con IFN-f3 aumenta significativamente le percentuali di cellule
NKT Va24+, e che, in risposta al farmaco, le cellule iNKT aumentano la secrezione di alcune
citochine (IL-4, IL-5 e IFN-y) in risposta alla stimolazione antigenica, con una presentazione
dell'antigene piu efficiente da parte delle APC. Per tale motivo, I’effetto dell’IFN-f
sull’immunoregolazione potrebbe esplicarsi, almeno in parte, mediante la modulazione
dell’attivita delle cellule iNKT".

Sulla base di quanto finora espresso, ¢ ipotizzabile un’associazione tra le iNKT e la
SM, mentre i risultati spesso contrastanti degli studi finora eseguiti potrebbero essere spiegati
con i limiti metodologici utilizzati, quali 1’utilizzo di varie metodiche e diversi marcatori di
superficie per identificare le iNKT, o 'utilizzo negli studi funzionali di pattern citochinici
sempre diversi e ristretti. Anche la selezione dei pazienti spesso non ¢ stata sufficientemente
accurata e, comunque, tutti gli studi hanno preso in considerazione pazienti con forme RR di
malattia, mentre non ¢ mai stato preso in considerazione il potenziale contributo delle iNKT
nelle altre forme di SM.

Ad oggi, pochissimi studi hanno inoltre esaminato [I’effetto dei farmaci
immunomodulanti come I’IFN-B, il glatiramer acetato o il natalizumab sulle cellule iNKT né,
han preso in considerazione I'analisi di un marcatore potenzialmente cruciale, quale il

CD161, che ¢ espresso approssimativamente nel 15% delle cellule T umane.
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2. OBIETTIVO DELLO STUDIO

Sebbene sia accertato il ruolo patogenetico dei meccanismi autoimmuni nella SM, non
sono stati ancora individuati ad oggi marcatori immunologici di malattia che aiutino nella
diagnosi e a predirne il decorso.

Oltre all'immunita adattativa mediata da linfociti T e B, anche l'immunita innata
sembra essere sempre piu implicata nella patogenesi della malattia.

Inoltre, recenti studi scientifici sostengono il coinvolgimento attivo di cellule
funzionalmente “a ponte” tra I’immunita adattiva e quella innata, nel regolare le risposte
autoimmuni.

Queste includono le cellule iNKT, una rara popolazione di linfociti T che esprimono
un TCR semi-invariante, che riconosce antigeni glicolipidici presentati dalla molecola CD1d
delle MHC non convenzionali, ed una varieta di altri recettori comunemente associati alle
cellule NK, e che producono grandi quantita di citochine una volta attivate, mediando varie
risposte immunitarie.

Nei pazienti con SM ¢ stata descritta un’alterazione del numero e dell'attivita di queste
cellule, tuttavia gli studi condotti fino ad oggi restano esigui e spesso con risultati contrastanti.

Quindi, non ¢ ancora chiaro se le iINKT esercitino un ruolo protettivo o
proinfiammatorio e dannoso e occorre una caratterizzazione piu completa della cellula iNKT

per chiarire il loro coinvolgimento nella SM.

I1 presente studio si propone pertanto di valutare la presenza di alterazioni quantitative
e qualitative delle cellule iNKT presenti nel sangue periferico di pazienti affetti da varie forme
di SM e sottoposti a diversi trattamenti immunomodulanti, di caratterizzare le loro attivita
funzionali osservando eventuali differenze sia nelle diverse forme cliniche sia in relazione al
trattamento con le terapie immunomodulanti, e di correlare infine i dati immunologici con i
principali parametri clinici.

In particolare, mediante il metodo della citometria a flusso policromatica, si intende
valutare la presenza di eventuali differenze nel numero assoluto e nella percentuale delle
cellule iNKT e delle principali sottopopolazioni (CD4+, CD8+, CD161++) in pazienti con
diverse forme di SM, in pazienti con SM-RR non trattati con farmaci immunomodulanti e in

pazienti con SM-RR in trattamento da almeno sei mesi con tali farmaci.
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Inoltre si vuole caratterizzare il profilo funzionale dei diversi sottotipi di iNKT
identificati con metodi rigorosi, ovvero la loro capacita di produrre, una volta stimolate,
diverse citochine con proprieta sia pro- che antiinflammatorie.

I dati immunologici saranno successivamente correlati con 1 parametri clinici, per
valutare |’esistenza di correlazioni tra sottotipi cellulari e forma di malattia.

Infine, ci si propone di studiare se i trattamenti immunomodulanti siano in grado di
modificare la frequenza e il fenotipo delle cellule iNKT nei pazienti affetti da SM,
confrontando i parametri immunologici prima di iniziare il trattamento (tempo 0), con quelli
ottenuti dopo 6 e 12 mesi di terapia e di correlare i dati immunologici ottenuti, pre e post-

trattamento, con i parametri clinici (es. tasso di recidive, EDSS).
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3. MATERIALI E METODI

3.1. Selezione dei pazienti

Tra tutti 1 pazienti seguiti presso il “Centro per le malattie demielinizzanti” della
Clinica Neurologica dell” “Ospedale Civile Sant’Agostino Estense” di Modena, sono stati
arruolati nello studio 165 pazienti, selezionati sulla base dei seguenti criteri di inclusione: eta
compresa tra i 18 e 1 65 anni, diagnosi di Sclerosi Multipla formulata secondo 1 criteri di Mc
Donald del 2010””.

Sono stati esclusi dallo studio pazienti con SM che avevano assunto cortico-steroidi o
farmaci anti-inflammatori non steroidei (FANS) nelle 48 h precedenti, pazienti con infezioni
concomitanti (sindromi influenzali o infezioni batteriche) e pazienti che avevano presentato
una ricaduta clinica entro il mese precedente e che erano stati trattati con terapia steroidea.

In particolare, sono stati arruolati i seguenti gruppi di pazienti:

- 17 pazienti con recente diagnosi di SM-RR, arruolati prima dell’inizio del
trattamento con farmaci immunomodulanti e dopo 6 e 12 mesi di terapia. Questo gruppo ¢
stato classificato come RR-“attive” (ARR), tenendo conto della recente revisione dei fenotipi
clinici di malattia®. In particolare, l'attivita di malattia ¢ stata determinata valutando le
recidive cliniche e/o I’attivita alla RM (lesioni che aumentano il contrasto, lesioni
nuove/ingrandite alle scansioni T2) nell'anno precedente;

- 19 pazienti con SM-RR, non trattati con farmaci immunomodulanti da almeno
sei mesi e senza attivita di malattia clinica e neuroradiologica nell’anno precedente®. Questo
gruppo ¢ stato classificato come RR- “non attive” (NARR);

- 85 pazienti con SM-RR trattati con DMT da almeno sei mesi: 31 pazienti in
terapia con IFN beta 1-a; 29 pazienti in terapia con glatiramer acetato (GA) e 25 trattati con
natalizumab (NAT);

- 24 pazienti con SM-SP non trattati con farmaci immunomodulanti/
immunosoppressori da almeno sei mesi, che non avevano ricadute cliniche da almeno due
anni e che non erano eleggibili al trattamento con farmaci approvati per tale forma di malattia;

- 20 pazienti con SM-PP, non trattati con farmaci immunomodulanti/

immunosoppressori da almeno sei mesi.
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L'analisi polifunzionale ¢ stata effettuata su un campione rappresentativo di 57 pazienti
appartenenti ai seguenti gruppi: 13 pazienti RR trattati con NAT, 11 con GA, 12 con IFN; 5
pazienti con NARR, 4 con PP, 12 con forma SP e 26 controlli (CTR).

Sono stati inoltre arruolati come controlli 55 soggetti sani, divisi in due sottogruppi
sulla base dell'eta media: gruppo “young” (39 soggetti) con eta media di 34,7 anni (ES £ 1,1)
e gruppo “old” (16 soggetti) con eta media di 53,8 anni (ES + 1,5), cosi da poter essere
equiparati ai diversi sottogruppi di pazienti che presentavano eta medie molto differenti tra
loro (com'¢ prevedibile dalla storia naturale della malattia). Tali soggetti non presentavano
storia di malattie autoimmuni e non assumevano farmaci immunomodulanti o
Immunosoppressori.

Lo studio ¢ stato sottoposto e approvato dal comitato etico locale di Modena
(n°246/12) e al momento dell’arruolamento ogni paziente o soggetto di controllo ha firmato il
consenso informato alla partecipazione e alla donazione di un campione di sangue prelevato

dalla vena radiale.

3.2. Raccolta dei dati clinici

3.2.1. Studio trasversale “cross-sectional”

Sono state raccolte le seguenti variabili di tipo demografico, clinico e di RM: eta,
sesso, eta all’esordio della malattia, sintomi all’esordio, durata di malattia, disabilita clinica
misurata mediante la scala EDSS 81, delta-EDSS nell’anno precedente, ultima ricaduta clinica,
tasso annuale di ricadute (ARR), “MS Severity Score” (MSS)**. Allo scopo di definire la fase
di attivita o di stabilita di malattia, sono state anche raccolte informazioni relative all’ultima
RM cerebrale e spinale eseguita, tra cui la presenza di nuove lesioni pesate in T2, la presenza

di lesioni Gd+ ed il tempo intercorso rispetto alla precedente RM usata per confronto.

3.2.2. Studio longitudinale

I pazienti che hanno partecipato allo studio longitudinale, arruolati prima di iniziare il
trattamento con farmaci immunomodulanti di prima linea (IFN o GA), sono stati seguiti per

un anno ed hanno ripetuto il prelievo di sangue venoso periferico a sei e dodici mesi. E’ stata
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prevista per questi pazienti una valutazione neurologica ogni 6 mesi o prima, in caso di
ricaduta.

Sono stati raccolti i seguenti dati, oltre a quelli basali: EDSS a 6 e 12 mesi, delta-
EDSS e ARR durante 1’anno di terapia. Sono stati inoltre applicati i criteri modificati di Rio a
un anno di trattamento®”, che unificano i criteri clinici e di RM, applicando un punteggio
(score=0, se nuove lesioni in T2 < 4 ¢ ricadute cliniche =0; score=1, se nuove lesioni in T2 <
4 e ricadute =1, o se lesioni in T2 > 4 ¢ ricadute cliniche=0; score=2, se nuove lesioni in T2 <
4 ma ricadute cliniche > 2 oppure se lesioni in T2 > 4 ma ricadute cliniche = 1; score 3= se
nuove lesioni in T2 > 4 e ricadute cliniche > 2). Sono stati considerati “responders” alla
terapia, i pazienti che, dopo un anno di trattamento, avevano un “Rio score” compreso tra 0-1,
mentre i pazienti che avevano interrotto il trattamento per iniziare una terapia di seconda linea
o con “Rio score” di almeno 2, sono stati classificati come “non responders”. Il “disability
progression” ¢ stato valutato come un incremento di almeno 1 punto all’EDSS (0,5 se ’EDSS
iniziale era maggiore di 6), confermato a 6 mesi, o come 1’interruzione o il cambio di terapia

dovuto al fallimento della terapia in atto.

3.3. Procedure di laboratorio

3.3.1. Isolamento delle cellule mononucleate del sangue periferico e

citometria a flusso policromatica

Previa firma di consenso informato, ogni paziente ¢ stato sottoposto a prelievo di
sangue venoso periferico (10 ml) da vena radiale, raccolto in provette contenenti acido
etildiamminotetracetico (EDTA).

In tutti i campioni, ¢ stata eseguita la conta dei linfociti CD3+, usando il KitCD3
“Easy Count” (che non prevede I'utilizzo di reagenti lisanti e la necessita di lavaggi per la
conta assoluta delle cellule T) e il citofluorimetro CyFlow Counter (Partec, Miinster,
Germany). Dopo aver isolato le cellule mononucleate del sangue periferico (“peripheral blood
mononucleated cells” o PBMC) secondo protocolli standard, queste sono state
immediatamente processate per I’analisi immuno-fenotipica.

Per eseguire la citometria a flusso policromatica, le cellule mononucleate isolate dal
sangue periferico sono state marcate con un cocktail di anticorpi monoclonali,

precedentemente preparato, che riconosce gli antigeni di superficie dei vari sottotipi cellulari.
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Sono stati utilizzati i seguenti Anticorpi: anti-TCR Va24Jal8 (clone 6B11), -CD4 (clone
RPA-T4), -CD8 (clone RPA-TS), -CD161 (clone DX12), -CD3 (clone UCHT1) (Becton
Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA), -CD19 (clone J3-119) ¢ -CD14 (clone RMO52)
(Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA).

Le cellule sono state lasciate in incubazione per 20 minuti al buio a temperatura
ambiente (20°), successivamente lavate in PBS (Phosphate buffer saline), ri-sospese in PBS
ed immediatamente acquisite dal citofluorimetro.

Sono stati acquisiti almeno 10 milioni di eventi per campione, utilizzando 1’Attune
Acustic Focusing Flow Cytometer (Attune NxT, ThermoFisher).
I dati sono stati acquisiti in “list mode” con il software “Attune Cytometric” (versione 1.2.5),
¢ analizzati con FlowJo 9.8.1 (Tree Star Inc., Ashland, OR) con MacOS X.

L’analisi fenotipica delle cellule CD8+CDI161+ e delle cellule iNKT con le sue

sottopopolazioni ¢ stata eseguita seguendo la strategia di “gating” (vedi sezione risultati).

3.3.2. Produzione in vitro di citochine da parte delle cellule INKT

Per i test funzionali, le PBMC fresche isolate sono state stimolate per 4 ore a 37 ° C in
atmosfera con concentrazione di CO2 al 5%, con forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) (200
ng / mL, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) ionomicina (I mg / mL, Sigma-
Aldrich) in mezzo di coltura (RPMI 1640 integrato con 10% di siero fetale bovino (FBS) e
1% di L-glutammina, 1% di piruvato di sodio, 1% aminoacidi non essenziali, 1% di
antibiotici, 1% di HEPES 0,1 M, 55 uM B-mercapto-etanolo). Per ogni campione, almeno 5
milioni di cellule sono state lasciate non stimolate come controllo negativo e almeno 15
milioni di cellule sono state stimolate. Tutti i campioni sono stati incubati con un inibitore di
trasporto proteico contenente brefeldina A (Golgi Plug, BD).

Dopo 4 ore di stimolazione, le cellule sono state marcate con la sonda Live Dead Aqua
(ThermoFisher) e con il seguente cocktail di anticorpi monoclonali : anti-TCR Va24Jal8 PE
(da BD) -CD3 PE-Cy5, -CD4 AF700 e -CD8 APC-Cy7 (da BioLegend, San Diego ,
California, USA). Le cellule sono state poi lavate con tampone (BD) e fissate e
permeabilizzate con il set di tampone citofix/ citoperm (BD) per la rilevazione della citochina.
Infine, le cellule sono state marcate con Anticorpi che riconoscono IL-17A BV421 (clone
BL168), TNF-a BV605 (clone MAb11), IFN-y FITC (clone B27) e IL-4 APC (clone 8D4-8)
(tutti da BioLegend).
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I dati sono stati acquisiti in “list mode” con il software “Attune NxT 2.1” e analizzati
da FlowJo 9.8.5 (Tree Star Inc., Ashland, Oregon, USA) sotto Mac OSX. I campioni sono
stati compensati dal software dopo l'acquisizione. La singola colorazione e la fluorescenza
sono stati eseguiti per tutti gli anticorpi del pannello per impostare la compensazione corretta

e definire i segnali positivi.

3.4. Analisi statistiche

Le variabili quantitative sono state confrontate con il test U di Mann-Whitney, test non
parametrico.

Sono stati considerati statisticamente significativi valori di p<0,05, tranne in caso di
analisi multiple, quando ¢ stata applicata la correzione di Bonferroni. I dati sono rappresentati
come la media + errore medio standard.

La valutazione delle possibili correlazioni tra i parametri clinici ed immunologici ¢ stata
eseguita con il test delle correlazioni di Spearman (livello di significativita stabilito : p < 0.025)
e con I’analisi di regressione lineare.

Per lo studio longitudinale le correlazioni tra i dati immunologici dei pazienti prima di
iniziare un trattamento e dopo sei e dodici mesi di terapia sono state eseguite mediante un t test
non parametrico ¢ mediante il test ANOVA.

Tutte le analisi di cui sopra sono state eseguite dai software Prism 6.0 (GraphPad, La
Jolla, CA) e STATA 13.0 (College Station, TX).

Per analizzare i dati di citometria a flusso policromatica ¢ stata utilizzata una
presentazione semplificata del software di valutazione incredibilmente complesso (versione 5.3,
fornita gentilmente dal Dott. Mario Roederer, Vaccine Research Center, NIAID, NIH, Bethesda,
Maryland, USA)***%.

Per l'analisi della funzionalita delle cellule iNKT, ¢ stata impostata una soglia dello
0,05% sulla base della distribuzione dei valori negativi generati dopo la sottrazione di

310,311
sottofondo ° 7.
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4. RISULTATI

4.1. Popolazione in esame

Sono stati arruolati in totale 165 pazienti con SM, di cui 17 con SM-RR e diagnosi
recente di malattia, “naive” a qualsiasi trattamento immunomodulante. In questo gruppo di
pazienti ¢ stata determinata anche un’attivita di malattia recente valutando le recidive cliniche
e/o attivita alla RM, e pertanto i pazienti sono stati classificati come “attivi’(ARR), secondo i
nuovi criteri dei fenotipi clinici **. In contrapposizione a questi, abbiamo arruolato 19 pazienti
con SM-RR senza riscontro di attivita di malattia clinica e neuroradiologica recente; questo
gruppo ¢ stato classificato come RR-“non attive”’(NARR). Negli altri gruppi sono stati
arruolati: 85 pazienti con forma RR in terapia da almeno sei mesi con farmaci
immunomodulanti (31 in IFN, 29 in GA e 25 in NAT); 24 pazienti con forma SP che non
avevano ricadute cliniche da almeno due anni e che non erano eleggibili al trattamento con
farmaci approvati per tale forma di malattia e 20 pazienti con forma PP non in terapia
immunomodulante o immunosoppressiva.

In particolare, per i pazienti di nuova diagnosi, 'attivita di malattia al momento

dell'arruolamento ¢ stata valutata considerando il tempo medio (in mesi) dall'ultima ricaduta
clinica (7,05+9,5) e il tempo medio intercorso dall'ultima RM cerebrale e/o spinale che
mostrasse nuove lesioni assumenti il Gadolinio (1,5+1,07) rispetto ad un precedente esame.
Considerando entrambi i parametri (ricaduta clinica o nuove lesioni alla RM recente) i
pazienti avevano presentato in media negli ultimi 45 giorni una documentata attivita di
malattia (in mesi: 1,7 £1,18).

Allo stesso modo, per i pazienti classificati come “non attivi”, la stabilita della

malattia al momento del prelievo ¢ stata documentata considerando il tempo medio (in mesi)
dall'ultima ricaduta clinica (129,06+79) e I'ultima RM cerebrale e/o spinale risultata
stazionaria rispetto (ad almeno) un precedente esame (20+17). Unificando entrambi i
parametri si pud affermare che questi pazienti non presentavano ricadute cliniche o attivita
alla RM in media da circa sei anni (in mesi: 75+42).

L'analisi funzionale delle iNKT ¢ stata effettuata su un campione rappresentativo di
57 pazienti appartenenti ai seguenti gruppi: 13 pazienti RR trattati con NAT, 11 con GA, 12
con IFN, 5 pazienti con RR non attiva (NARR), 4 con PP, 12 con forma SP e 26 controlli
(CTR).
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Da sottolineare che l'etda media di tutti i pazienti arruolati (43 M, 122 F) era di
45,1+11,6 anni, ma analizzando tale dato nei vari sottogruppi di pazienti ¢ emerso che l'eta
media era minore nei pazienti con diagnosi recente di SM (35,5+ 8,7) e nei pazienti RR in
trattamento con i diversi farmaci immunomodulanti (gruppo in IFN: 42,9+ 8.4; gruppo in GA:
40,7+8.2; gruppo in NAT: 35,5 £9,7) rispetto ai pazienti con storia RR non attiva (51,1£7,7),
ai pazienti con forma secondariamente (55,7+7,9) e primariamente progressiva (57,2+7,4) di
SM. Tale dato ¢ in linea con i dati di letteratura e con la storia naturale della malattia.

Abbiamo pertanto arruolato due gruppi di controllo, di cui il gruppo “young” (di 39
soggetti) con eta media pari a 34,7 anni (ES + 1,1), equiparabile per eta al gruppo dei pazienti
con eta media inferiore. e il gruppo “old” (di 16 soggetti) con eta media pari a 53,8 anni (ES +
1,5). equiparabile per eta al gruppo dei pazienti con eta media maggiore.

Non sono emerse differenze statisticamente significative nei parametri immunologici
dei soggetti appartenenti ai due gruppi di controllo.

Le caratteristiche demografiche e cliniche di tutti i pazienti arruolati sono mostrate
nella Tabella 4.1.

Dei 19 pazienti arruolati inizialmente nello studio longitudinale, 2 pazienti hanno
interrotto il trattamento per comparsa di effetti collaterali (uno per intolleranza cutanea e uno per
rialzo enzimi epatici) prima dei 12 mesi e sono pertanto usciti dallo studio.

Dei 17 pazienti rimasti nello studio, 3 hanno interrotto il trattamento durante I’anno di
follow up per inefficacia (ricadute cliniche o aumento del carico lesionale alla RM) eseguendo

397 come “non

uno shift terapeutico, e pertanto li abbiamo classificati, sulla base dei criteri di Rio
responder”. Per questi ultimi, che non hanno completato i 6 o 12 mesi di terapia, i dati
immunologici non sono stati analizzati in questo studio.

Abbiamo raccolto per tutti i pazienti le variabili cliniche di EDSS a 6 e 12 mesi, il
delta-EDSS e il delta ARR (annualized relapse rate, ovvero il numero ricadute in un anno)
riferito ai 12 mesi di follow up; sono stati inoltre applicati i criteri modificati di Rio ad un
anno di trattamento per valutare i “non responder” ed i pazienti con progressione di disabilita.

Quattordici pazienti hanno completato i 12 mesi di trattamento, di questi 8 pazienti
sono stati posti in terapia con IFNP e 6 con GA. Per questi pazienti sono state effettuate le
analisi immunologiche.

I dati del follow-up a 6 e 12 mesi nei pazienti RR di nuova diagnosi sono mostrati

nella Tabella 4.2.
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4.2. Identificazione delle cellule NKT invarianti

Per identificare le cellule iNKT circolanti, la cui percentuale nel sangue periferico ¢
tipicamente molto inferiore all'l%. ¢ mandatorio acquisire un numero enorme di cellule’'?,
Pertanto, per 'analisi fenotipica e funzionale ¢ stato utilizzato un nuovo citometro acustico in
grado di allineare le cellule nella camera di flusso utilizzando ultrasuoni e acquisire fino a
35.000 eventi / secondo. Questo ¢ stato cruciale per ottenere il numero di cellule necessarie

per un'analisi statistica corretta ( > 5 milioni).

La strategia di “gating” utilizzata per identificare le cellule iNKT e i vari sottotipi
cellulari ¢ mostrata nella Figura 4.3, ed ¢ riferita a 22 milioni di cellule.

La parte iniziale dell'acquisizione ¢ stata rimossa dall'analisi per evitare eventuali
instabilita del flusso. Un “gate” ¢ stato impostato per identificare le cellule viventi, cio¢ quelle
negative per la colorazione con la sonda Live Dead.

I linfociti T sono stati identificati con la positivita per il CD3 e negativita per i CD14 ¢
CD19, marcatori inclusi nel canale DUMP per eliminare rispettivamente i monociti e le
cellule B.

Le cellule iNKT sono state identificate in base alla presenza della catena Va24JaQ del
TCR.

Sulla base dell'espressione o meno del CD4 e CDS, sono stati identificati i tre sottotipi
di cellule iNKT: CD4 +, CD8 + ¢ CD4-CDS-.

In ogni sottotipo cellulare di iNKT ¢ stata valutata inoltre I'espressione del CD161.

4.3. 1l fenotipo delle cellule NKT invarianti cambia nei pazienti con diverse

forme di sclerosi multipla

La percentuale di linfociti T e il loro numero assoluto sono risultati simili a tutti i
gruppi di pazienti, eccetto che per i pazienti con SM-RR trattati con NAT che hanno mostrato
di avere un numero maggiore di linfociti T rispetto ad altri pazienti trattati con farmaci DMT

(1 dati non sono stati mostrati).

Non sono state riscontrate differenze significative nel numero totale delle cellule iNKT
nei pazienti con diverse forme di SM (Figura 4.4 a) o tra pazienti con SM-RR trattati con

differenti DMT (Figura 4.4 b).
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Per quanto riguarda i vari sottotipi cellulari delle iNKT, i pazienti con RR- “ATTIVA”
ed 1 pazienti con SM-PP hanno mostrato di avere livelli superiori di cellule iNKT-CD4 +
rispetto ai controlli di pari eta (Figura 4.4 ¢), mentre nessuna differenza significativa ¢ stata

riscontrata nei pazienti RR che erano trattati con diversi farmaci immunomodulanti (Figura

4.4 d).

I pazienti con forma SP di malattia avevano livelli inferiori di cellule iNKT CD4 + che

esprimevano CD161 rispetto ai pazienti con RR “non attiva” (Figura 4.4 e).

Tra i pazienti trattati, quelli in terapia con NAT avevano una percentuale maggiore di
INKT CD4 + CD161+, mentre i pazienti RR trattati con IFN hanno mostrato una riduzione
delle della stessa popolazione cellulare, anche se queste differenze non hanno raggiunto una

significativita statistica (Figura 4.4 f).

4.4. Produzione di citochine da parte dei vari sottotipi cellulari di INKT

Per studiare la polifunzionalita delle cellule iNKT, abbiamo stimolato in un ampio set

di esperimenti le PBMC in vitro con uno stimolo massivo, cio¢ PMA / ionomicina.

Tuttavia, prima di iniziare questi esperimenti, abbiamo analizzato la risposta
polifunzionale in linee cellulari di iNKT generate da pazienti con SM o controlli e stimolate

con a-GalCer in presenza di elevate quantita di IL-2 e di uno strato di alimentazione autologo.

Abbiamo caratterizzato il fenotipo cellulare delle iNKT prima della purificazione e
dell'espansione delle cellule e abbiamo scoperto che dopo alcune settimane di coltura tutte le
cellule, sia quelle provenienti da pazienti con SM che dai controlli, presentavano quasi lo
stesso fenotipo con una drastica diminuzione delle cellule iNKT CD4 +, un aumento delle
cellule iNKT CD8 + e un significativo aumento delle cellule iNKT DN; inoltre quasi tutte le

cellule erano positive per il CD161.

Cosi abbiamo scelto di analizzare i cambiamenti fenotipici e funzionali dopo una
stimolazione a breve termine, ossia 4 ore, essendo consapevoli che PMA / ionomicina ¢ un
stimolo massivo, anche in grado di indurre la morte cellulare (in tutti i campioni abbiamo

usato un marker di vitalita per eliminare le cellule morte dall'analisi).
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In un gruppo rappresentativo costituito da 57 pazienti affetti da SM (suddivisi nei
seguenti gruppi: 13 pazienti con RR trattati con NAT, 11 pazienti con RR trattati con GA, 12
RR trattati con IFN, 5 pazienti con RR non attiva (NARR), 4 pazienti con forma PP, 12 con
forma SP) ed in 26 controlli corrispondenti di pari eta e sesso, abbiamo studiato la capacita
delle cellule iNKT di produrre citochine diverse mediante la colorazione intracellulare e la
citometria a flusso policromatica. Poiché in questa serie di analisi ¢ stata abbinata I'eta dei
pazienti con SM e i rispettivi controlli, abbiamo potuto utilizzare un solo gruppo di
controllo.

La strategia di gating utilizzata per identificare la produzione fino a quattro citochine

da parte dei sottotipi di iNKT ¢ mostrata in Figura 4.5.

I linfociti viventi T sono stati selezionati in base alla negativita per il colorante Live
Dead e per la positivita per CD3.

Le cellule iNKT sono state identificate in base alla presenza della catena Va24JaQ
del TCR.

E’ stata analizzata l'espressione del CD4 e del CD8 e la presenza intracellulare di
IFN-y, IL-17, TNF-a e IL-4 in ciascun sottogruppo di cellule iNKT di pazienti affetti da

varie forme di SM e nei pazienti sottoposti ai diversi trattamenti immunomodulanti.

In particolare abbiamo misurato:

v’ la risposta "totale", cioé¢ la somma di tutte le cellule positive per almeno un
marker ; tale dato fornisce il numero globale delle cellule in grado di rispondere ad
un stimolo producendo una determinata citochine;

v' la risposta "qualitativa', che descrive il contributo di ogni pattern funzionale al
totale della risposta.

Sorprendentemente, abbiamo notato che cellule iNKT dei pazienti affetti da SM e dei
controlli non hanno mostrato alcuna caratteristica polifunzionale significativa, ad eccezione
della co-produzione di IFN-y e TNF-a da parte delle cellule iINKT CD4-CD8- dei pazienti
con SM-RR trattati con differenti DMT.

I sottotipi cellulari delle cellule iNKT sono stati caratterizzati dalla produzione
predominante di citochine di tipo Thl e Th17, ma questa produzione di citochine non era
contemporanea a quella di altre molecole. Per questo motivo abbiamo riportato risultati che
si riferiscono alla produzione totale di ogni citochina da parte di ogni sottotipo cellulare

(numero % di cellule che producono una determinata citochina).
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4.5. 1 pazienti con SM secondaria progressiva hanno percentuali

superiori di cellule T natural Killer invarianti in grado di produrre IL-17

La percentuale di cellule iNKT CD4+ risultate anergiche dopo la stimolazione in
vitro ¢ simile nelle varie forme di malattia ed ammonta a circa il 70% del totale delle cellule
stimolate; tale dato ¢ sovrapponibile a quello dei controlli sani (Figura 4.6 a). Il restante

30% delle cellule iNKT CD4 + ¢ stato in grado di produrre citochine del tipo Thl e Th17.

In particolare, i pazienti con SM-SP hanno mostrato di avere piu cellule INKT CD4+
(dato in %) in grado di produrre IL-17 rispetto ai pazienti PP ed ai controlli (Figura 4.6 b), e
1 pazienti NARR hanno una percentuale maggiore di cellule iNKT CD4 + che producono
TNF-a rispetto ai controlli (Figura 4.6 c¢). Non sono state riscontrate differenze nella

percentuale di cellule iNKT CD4 + che producono IFN-y (Figura 4.6 d).

Anche la percentuale di cellule iNKT CD8 + in grado di produrre citochine dopo
stimolazione in vitro ¢ risultata simile in tutte le forme di SM e nei controlli (Figura 4.6 e).
Tuttavia, 1 pazienti progressivi (sia SP che PP) hanno percentuali piu elevate di cellule iNKT
CDS8 + in grado di produrre IL-17 rispetto ai controlli, mentre i pazienti con NARR hanno
mostrato percentuali inferiori di queste cellule rispetto ai controlli (Figura 4.6 f). Inoltre, i
pazienti con RR “non attiva” avevano piu cellule iNKT CD8 + in grado di produrre TNF-a
rispetto ai controlli (Figura 4.6 g), mentre nel caso delle cellule iINKT CDS8 + non sono state

riscontrate differenze tra i gruppi riguardanti la produzione di IFN-y (Figura 4.6 h).
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4.6. 11 Natalizumab spegne la produzione di citochine pro-infiammatorie

da parte delle cellule T natural killer invarianti

Abbiamo studiato gli effetti di diversi trattamenti immunomodulanti sulla
polifunzionalita delle cellule iNKT nei pazienti con SM-RR e trattati con GA, IFN o NAT da
almeno 6 mesi.

La percentuale complessiva delle cellule iNKT CD4 + che hanno risposto ad una
potente stimolazione in vitro ¢ risultata simile in tutti i gruppi (Figura 4.7 a).

Tuttavia, 1 pazienti trattati con NAT hanno mostrato di avere percentuali inferiori di
cellule iINKT CD4 + che producono IL-17 rispetto ad altri trattamenti (Figura 4.7 b),
nonché livelli inferiori di cellule iNKT CD4 + che producono TNF-a rispetto ai pazienti in
terapia IFN (Figura 4.7 ¢ ). Nessuna differenza ¢ stata riscontrata nella produzione di IFN-y
(Figura 4.7 d) nei vari gruppi di pazienti trattati con vari farmaci .

Circa 1'80% delle cellule iNKT CDS8 + di pazienti trattati con NAT non ha risposto
alla stimolazione in vitro, una percentuale superiore a quella riscontrata nei pazienti che in
terapia con GA o IFN (Figura 4.7 e). Di conseguenza, questi pazienti hanno mostrato i livelli
piu bassi di cellule iNKT CD8 + in grado di produrre IL-17 (Figura 4.7 f), TNF-a (Figura
4.7 g) e IFN-y (Figura 4.7 h).

Per quanto riguarda le cellule iNKT DN (CD4-,CD8-), i pazienti trattati con NAT
avevano anche la percentuale piu elevata di cellule DN iNKT non in grado di produrre
citochine dopo stimolazione in vitro (quindi anergiche ) (Figura 4.7 i) e percentuali piu
basse di cellule iNKT DN che producono IL-17 (Figura 4.7 j), TNF-a 3,5 (Figura 4.7 k) e
IFN-y (Figura 4.7 1).

Considerando la polifunzionalita di queste cellule, abbiamo trovato che le cellule
iINKT DN che producono simultaneamente IFN-y e TNF-a, ma non IL-4 o IL-17, erano
diminuite nei pazienti trattati con NAT rispetto ad altri trattamenti (Figura 4.7 m).

Utilizzando il software SPICE, non sono state evidenziate modifiche significative per

quanto riguarda le altre combinazioni di citochine (i dati non sono mostrati).
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4.7. IFN e GA non inducono modificazioni fenotipiche delle cellule NKT

invarianti dopo 6 e 12 mesi di terapia

Infine abbiamo valutato se i trattamenti immunomodulanti, in particolare IFN e GA,
siano in grado di modificare la frequenza e il fenotipo delle cellule iNKT nei pazienti affetti
da SM, confrontando i dati ottenuti dai parametri immunologici prima di iniziare il
trattamento (in pazienti naive) con quelli ottenuti dopo 6 e 12 mesi di terapia.

Dei 17 pazienti arruolati inizialmente nello studio, 14 pazienti hanno completato 1 12
mesi di trattamento, di questi 8 sono stati posti in terapia con IFNf e 6 con GA.

I parametri immunologici, ovvero il numero e la percentuale delle iNKT e dei vari
sottotipi cellulari (CD4+, CD8+, DN, CD4+ CDI161+, CD8+ CD161+, CD161+) sono stati
confrontati ad ogni tempo (baseline, 6 e 12 mesi) nei due diversi gruppi di pazienti. Tali analisi
non hanno documentato differenze significative.

Anche la valutazione delle modificazioni nel tempo della stessa popolazione cellulare
all’interno dello stesso gruppo di pazienti non ha prodotto risultati significativi.

E’ possibile che la numerosita campionaria abbia influito sulla significativita statistica di

tali risultati.

4.8. Correlazioni tra dati clinici ed immunologici

La valutazione delle possibili correlazioni tra i parametri clinici (per lo studio trasversale

sono stati considerati nelle analisi: ’eta, il sesso, 1’eta ed 1 sintomi all’esordio della malattia, la
durata della malattia in mesi, i mesi dall’inizio di una terapia nei pazienti trattati, il relapse rate,
il tasso annuale di ricadute (ARR), ’EDSS ed il delta-EDSS nell’anno precedente, I’MS severity
score, tempo in mesi tra il prelievo e I'ultima ricaduta clinica, tempo in mesi dell’ultima RM

cerebrale e spinale e se attiva o no; per lo studio longitudinale sono stati considerati, oltre ai dati

al baseline: ’EDSS a 6 e 12 mesi, il delta-EDSS ed il numero di ricadute riferiti agli ultimi 12
mesi, mRio score ad un anno di trattamento, 1 “responders” alla terapia si/no, ed il “disability
progression”) ed immunologici dei vari sottogruppi di pazienti sono state eseguite mediante il
test delle correlazioni di Spearman (significativita statistica stabilita per un valore di p<0.025) e

successivamente 1’ analisi di regressione lineare.

61



Tali analisi non hanno documentato delle modificazioni statisticamente significative dei
parametri clinici nel confronto con i parametri immunologici dei pazienti, sia sia considerando
le varie forme di malattia che in relazione ai diversi gruppi divisi sulla base del trattamento con
diversi DMT. Non vi sono comunque al momento altri studi pubblicati in letteratura in cui siano
stati correlati tali parametri clinici (a parte la forma di malattia) e parametri immunologici simili

a quelli esaminati nel nostro studio.

62



5. DISCUSSIONE

Lo scopo principale di questo studio ¢ stato quello di valutare, nel sangue periferico di
165 pazienti affetti da SM, la presenza di alterazioni fenotipiche e funzionali dei vari sottotipi
di cellule iNKT e di osservare eventuali differenze nelle diverse forme cliniche di malattia e in
risposta al trattamento con differenti terapie immunomodulanti, al fine di identificare diversi
profili immunologici di SM e di individuare possibili nuovi marcatori immunologici di malattia

e/o per la terapia.

5.1. Popolazione di studio

I dati clinici della popolazione esaminata, composta in totale da 165 pazienti con SM
nelle varie forme cliniche, sono paragonabili a quelli presenti in letteratura.

In particolare, ¢ noto dalla letteratura che la SM esordisce nel 70% dei casi trai 20 e i
40 anni e che il 70% dei pazienti con SM sono donne, con rapporto tra sessi di 2,5:17%.

Gli studi sulla storia naturale della malattia documentano che circa la meta dei pazienti
entra in una forma secondariamente progressiva (SP) dopo 15 anni di malattia®, mentre
approssimativamente il 20% esordisce con una forma progressivamente ingravescente fin
dall’inizio (PP)’. In entrambi i casi, I’etd media dei pazienti con forma progressiva di malattia &
di 40 anni’.

I pazienti arruolati in modo prospettico nel nostro studio sono stati in totale 165, di cui
122 (74%) femmine e 43 (26%) maschi, con eta media di 45,1+11,6 anni. Centoventuno
pazienti presentavano una forma RR, con eta media totale di 39,95+9,49 anni, mentre i1 pazienti
con forma SP e PP erano 44, con eta media pari a 55,37+6,59.

Per tale motivo, sono stati arruolati due diversi gruppi di soggetti di controllo, con eta
media pari a 38,75+4,7 (gruppo a) e di 52,83+7,1 (gruppo b), equiparabili e confrontati

rispettivamente con i pazienti RR e PR (SP+PP), in modo da evitare errori statistici relativi
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all’eta. I due gruppi di controllo non hanno mostrato differenze significative tra di loro per
nessuno dei parametri immunologici esaminati.

Il tempo medio di malattia era di 8,5+7,75 anni per le forme RR, di 21,16+7,83 anni per
le forme SP e di 13,5+8,1 per le forme PP di malattia.

Anche I’EDSS medio era notevolmente inferiore per i pazienti con forma RR (1,36 £1)
rispetto ai pazienti con forma progressiva di malattia (5,8 +1,5), rispettando quindi la storia

naturale della SM.

5.2. Dati immunologici

Nel campo delle malattie autoimmunitarie, I'importanza delle cellule iNKT ¢ stata
inizialmente riconosciuta attraverso 1'osservazione in vivo di topi privi di cellule iNKT, i quali
risultavano essere predisposti a sviluppare diverse malattie autoimmuni’">.

Nonostante siano stati effettuati diversi studi negli ultimi due decenni, esistono ad oggi
pochi dati, e non univoci, sul potenziale ruolo di queste cellule nella patogenesi della SM.

Pertanto, lo scopo principale di questo studio era di caratterizzare finemente le cellule
iINKT in un campione esteso di pazienti con SM , rispetto ai soggetti di controllo.

Studi precedenti hanno riportato risultati contrastanti in merito al numero di cellule
INKT nella SM, in particolare ¢ stata descritta sia una riduzione nel numero di tali cellule nel

301392 che un aumento®® o nessuna differenza’' rispetto ai controlli.

sangue periferico
I nostri risultati hanno evidenziato che non vi sono differenze nella percentuale e nel
numero assoluto di cellule iNKT totali né in relazione alle varie forme di malattia e né in
relazione ai diversi trattamenti con DMT. Tuttavia, abbiamo riscontrato cambiamenti
significativi nell ’analisi dei sottogruppi di cellule iNKT.
Inoltre, sono state individuate differenze funzionali, non solo nei pazienti con diverse
forme di SM, ma anche tra quelli trattati con i diversi DMT.

Le discrepanze nei risultati tra i vari studi precedenti possono essere attribuite a diverse

ragioni, tra cui incongruenze tecniche e metodologiche, per esempio nei diversi pannelli di
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anticorpi utilizzati per l'analisi fluorocitometrica delle cellule iINKT e strategie diverse
impiegate per la loro identificazione.

I1 nostro approccio si ¢ basato sulla strategia di individuazione di cellule rare: abbiamo
utilizzato sangue fresco e abbiamo analizzato almeno 10 milioni di eventi per campione, contro
1 100.000-200.000 eventi mediamente acquisiti negli studi precedenti.

Inoltre, negli studi precedenti sono state arruolate piccole coorti di pazienti, mentre nel
nostro studio abbiamo incluso non solo un numero molto maggiore di pazienti e controlli, ma i
vari gruppi di pazienti sono risultati anche molto piu omogenei, poiché abbiamo considerato
attentamente il profilo di attivita di malattia, il tipo di trattamento effettuato e 1'eta.

Abbiamo riscontrato che, nei pazienti con SM-RR, la percentuale di cellule iNKT non e
influenzata dai vari DMT. Altri studi avevano riportato in precedenza che il trattamento con
IFN-B aumentava la percentuale delle cellule iNKT Vo24 + circolanti’”. Tuttavia, le coorti di
pazienti trattati e non trattati erano relativamente piccole in questi studi.

Per quanto riguarda i sottotipi di cellule iNKT, nel nostro studio i pazienti con forma
RR “attiva” e i pazienti PP avevano una percentuale piu elevata di cellule iNKT CD4 +
rispetto al rispettivo gruppo di controllo. I pazienti con forma SP hanno mostrato la stessa
tendenza, anche se la significativita statistica non e stata raggiunta.

Questi risultati suggeriscono che sia la fase attiva della SM, ma anche la fase
progressiva di malattia, sembrano essere caratterizzate da una presenza piu sostenuta di cellule
INKT CD4 +, che probabilmente contribuiscono all'instaurazione e / o alla persistenza di uno
stato infiammatorio.

Abbiamo anche riscontrato che i pazienti con forma RR e senza attivita recente di
malattia hanno una percentuale piu alta di iNKT CD4 + che esprimono anche il CDI161
rispetto ai pazienti con forma SP.

Anche se il significato dell'espressione del CD161 da parte delle cellule iNKT deve
essere ancora chiarito, ¢ ampiamente accettato che tale recettore sia coinvolto nella regolazione
della funzione delle cellule iNKT e I’attivazione del CD161 migliora la proliferazione cellulare

delle iNKT*". Inoltre, l'espressione di CD161 ¢ associata a cellule T che presentano un
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fenotipo di memoria ed ¢ stata correlata alla secrezione di IL-17, una potente citochina

proinfiammatoria con un ruolo rilevante nella SM ***.

Per quanto riguarda la funzionalita delle cellule iNKT, studi precedenti hanno riportato
che linee cellulari espanse di iNKT CD4+ estratte da pazienti con SM-RR con malattia
"inattiva" (cio¢ in remissione) producono piu IL-4 rispetto a quelle ottenute da pazienti con
SM-RR durante una recidiva clinica o dai controlli, ¢ che sono funzionalmente deviate verso
un fenotipo Th2. Al contrario, le linee espanse di iINKT CD4- derivate dagli stessi pazienti non
sono funzionalmente orientate verso un fenotipo Thl o Th2’'°.

Dal punto di vista tecnico, nel nostro studio, le cellule iNKT CD4 + e CD4 - sono state
“ordinate” partendo da linee cellulari stimolate prima con a-GalCer, quindi sono state stimolate
con microsfere rivestite con anticorpi anti-CD3 / CD28 in presenza di IL-2 e identificate sulla
base della presenza di IL-4 e IFN-y nei supernatanti mediante un test ELISA. I nostri risultati
non documentano la presenza di un fenotipo di tipo Th2 delle iNKT CD4+ in vivo, ma indicano
comunque che la disfunzione della regolazione dell’immunita della SM potrebbe comprendere
anche le cellule iNKT CD4 +. Ritenendo che la produzione di citochine da parte delle iNKT
CD4 + e CD4- potrebbe riflettere cid che accade in vivo abbiamo preferito analizzare la
risposta funzionale delle cellule iNKT dopo una stimolazione a breve termine (cio¢ 4 ore) di
PBMC freschi isolati con PMA/ionomicina, allo scopo di mimare lo stato di attivazione iniziale
di tali cellule. Quindi i1 nostri dati sono scarsi paragonabili a quelli ottenuti dagli studi
precedenti in cui sono state utilizzate linee cellulari espanse di iNKT.

Nel nostro protocollo citofluorimetrico, abbiamo utilizzato un marcatore di vitalita, che
consente una misurazione precisa e accurata della produzione di citochine da parte delle cellule
viventi. Questo ¢ fondamentale perché un marcatore di vitalita ¢ considerato assolutamente

7 come le

essenziale per qualsiasi saggio che identifichi le celle la cui frequenza ¢ bassa’'
cellule iNKT. Inoltre, PMA / ionomicina ¢ uno stimolo massivo, anche in grado di indurre la
morte cellulare, e le cellule morte possono legarsi ad anticorpi in maniera non specifica, dando

risultati falsi.
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Noi abbiamo trovato che le cellule iNKT di pazienti con forme diverse di SM hanno
risposto ad una potente stimolazione in vitro producendo principalmente citochine del tipo Thl
e Thi7, cioe TNF-a, IFN-y e IL-17.

E interessante notare che non abbiamo riscontrato nessuna produzione di IL-4 né
risposte polifunzionali da parte delle iNKT.

1l fenotipo funzionale di tipo Thi/Thl7 e risultato essere nel nostro studio piu
pronunciato nei pazienti con SP, i quali hanno mostrato una maggiore produzione di IL-17 da
parte delle cellule INKT CD4 + e CDS8 + rispetto ai controlli, suggerendo quindi che la fase
progressiva della malattia é caratterizzata da attivazione e spostamento funzionale delle iNKT
verso un fenotipo proinfiammatorio stabile.

Sebbene ad oggi sia ancora controverso e poco chiaro il meccanismo patogenetico della
progressione della SM, ed in particolare, se, essa sia causata dai processi infiammatori o se il
danno assonale e I’infiammazione siano due processi che agiscono indipendentemente 1’uno
dall’altr0183, ¢ ormai indiscusso che vi sia una associazione stretta tra infiammazione e
neurodegenerazione in tutte le fasi della malattia'®, ¢ che I’entita del danno neuronale correla
con il grado di infiammazione'®, cosi come la perdita assonale correla con l'accumulo di
disabilita neurologica®'**".

Anche gli studi anatomo-patologici hanno piu recentemente evidenziato che, nella fase
progressiva di malattia, I’infiammazione all’interno del SNC ¢ abbondante e correla sia col
danno assonale che con la progressione di malattia. Inoltre, a livello istopatologico, la forma SP
di SM si caratterizza per la simultanea presenza di lesioni demielinizzanti nella sostanza bianca
del SNC, infiammazione diffusa, perdita assonale, cambiamento nel rapporto fisiologico tra
sostanza grigia e sostanza bianca cerebrale' %,

Studi precedenti hanno indicato una maggiore attivazione delle cellule immunitarie del
sangue periferico da pazienti con forma progressiva di SM, ma non ¢ chiaro se cio che accade a
livello periferico sia specchio di cio che avviene all’interno del SNC o se I’infiammazione
sistemica contribuisca all’inflammazione a livello intratecale e alla progressione della malattia.

Il primo studio effettuato per valutare il grado di infiammazione sistemica nelle fasi

progressive di malattia & stato condotto da Christensen e coll.’”
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aumento delle Th1, Th17 e delle cellule B attivate nel siero dei pazienti con forme progressive,
rispetto ai pazienti con forma RR e controlli. Essi inoltre, hanno riportato un’aumentata
espressione genica per interleuchine e recettori per interleuchine pro-infiammatorie (TNF-a, IL-
21r), dimostrando che queste cellule infiammatorie, sebbene confinate nel torrente ematico,
possono avere un ruolo nei meccanismi di progressione.

I nostri dati sulla funzionalita delle cellule iNKT, in particolare sulle cellule iNKT
CD4+ e CD8+ che producono IL-17 soprattutto nelle forme progressive di SM, supportano
l'ipotesi di un ruolo patogenetico dei processi infiammatori nel guidare la progressione della
malattia.

Studi recenti hanno documentato un ruolo fondamentale dell’IL-17 nella SM e la
presenza di una alterata regolazione dell'asse IL-23 / IL-17 nei pazienti con forma SP, che
correla con aumento del carico lesionale alla RM e maggiore atrofia cerebrale®”’.

Inoltre, studi condotti nel modello animale dell’EAE hanno documentato che le cellule
Th17 attivate contro la mielina hanno indotto specificamente la formazione di follicoli linfoidi
ectopici nel SNC, e che tale processo in parte dipende dall’ IL-17 **2,

E’ stato infine dimostrato che nei pazienti con SP le cellule infiammatorie si raccolgono
a formare all’interno del SNC delle strutture simil “follicolari” ectopiche perivascolari o
meningee e che questi follicoli costituiscono 1 siti in cui I’inflammazione viene perpetuata
nelle fasi croniche di malattia, che risulta compartimentalizzata all’interno del SNC'**!'"*1%¢ 15
presenza di questi follicoli ¢ associata inoltre ad un maggior grado di inflammazione meningea
diffusa e cio correla con il grado di demielinizzazione e di atrofia corticale®*">>

In definitiva, i nostri dati sullo stato funzionale delle cellule iNKT nei pazienti con SP
sono coerenti con l'ipotesi che le risposte Th17 svolgano un ruolo cruciale nello sviluppo delle

324,325,326

fasi progressive della SM , In parte tramite l'attivazione di iNKT e la secrezione di

citochine pro-infiammatorie di tipo Th1 e Th17.

Per quanto riguarda la funzionalita delle cellule iNKT nei pazienti con forma RR

trattati con diversi farmaci immunomodulanti, abbiamo riscontrato che i vari i trattamenti
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immunomodulanti non hanno influenzato la risposta funzionale e polifunzionale delle cellule
iNKT, ad eccezione del NAT.

Infatti, abbiamo osservato che i pazienti trattati con NAT hanno livelli inferiori di
cellule iNKT che producono citochine Thl e Thil7, ovvero IL-17, TNF-a e IFN-y, rispetto ai
pazienti che assumono IFN o GA, suggerendo che questo farmaco biologico sia un modulatore
della funzionaita delle cellule iNKT.

Inoltre, i pazienti trattati con NAT avevano livelli inferiori di cellule iNKT DN che co-
producono IFN-y e TNF-a rispetto ad altri trattamenti.

NAT ¢ una delle terapie piu efficaci approvate per la forma RR di malattia'*°. Gli effetti
immunologici di questo farmaco sulle cellule del sangue periferico dei pazienti RR sono ancora
in parte da chiarire. Esso funziona in gran parte attraverso l'antagonismo dell’integrina VLA-4,
inibendo cosi la trasmigrazione dei leucociti attivati nel SNC>*". Tuttavia, probabilmente questo
non ¢ il suo unico meccanismo di azione biologico.

E stato dimostrato che nei pazienti trattati con NAT vi ¢ uno spostamento nel sangue
periferico dell’asse Th1/Th2 a favore di un profilo funzionale Thl, con una maggiore
espressione di citochine pro-infiammatorie circolanti, probabilmente a causa del sequestro
periferico di linfociti T attivati®>® .

Inoltre, recenti studi hanno suggerito che gli effetti del farmaco sulla ridistribuzione del
numero circolante delle cellule B, T ed NK possa verificarsi mediante 1’azione su markers di
attivazione, di co-stimolazione e segnali cellulari che coinvolgono altri attori cellulari®>’,

Finora, a nostra conoscenza, non sono stati ancora effettuati studi su pazienti con SM in
terapia con NAT che valutassero le modificazioni del profilo delle cellule iNKT durante il
trattamento.

Il possibile ruolo dei cambiamenti di profilo citochinico indotti dal trattamento con
NAT rimane in gran parte inesplorato e richiede ulteriori indagini.

Tuttavia, 1 nostri risultati sulla funzionalita delle cellule iNKT suggeriscono che NAT

potrebbe inibire la loro azione proinfiammatoria.
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6. CONCLUSIONI

Negli ultimi anni, le idee sviluppate nell’ambito della ricerca epidemiologica, genetica,
patologica, immunologica e neurobiologica, per cercare di identificare la causa e la patogenesi
della Sclerosi Multipla, hanno spostato lo studio della malattia da un sistema basato su approcci
esplorativi ad una disciplina produttiva, che occupa i primi posti nell’ambito delle scienze
cliniche.

Di conseguenza, stanno emergendo sempre piu quesiti in merito alla definizione e
classificazione della malattia, alle caratteristiche nosologiche, alle possibili cause, ai
meccanismi patogenetici e alla gestione dei pazienti.

L’individuazione di marcatori biologici, tra cui marcatori immunologici, indirizzati
all’identificazione di fenotipi immunologici correlati alle diverse forme di malattia, ma anche
alla prognosi, alla risposta ai farmaci e alla possibilita di sviluppare eventi avversi alle terapie,
consentirebbe di cambiare radicalmente 1’approccio del clinico nei confronti di questa malattia,
da un pensiero indotto per categorie cliniche ad uno per categorie biologiche e immunologiche,
valutando quali siano 1 meccanismi immuno-mediati in atto in quella determinata fase della
malattia per cercare di interromperli, e cio nell’ottica di una reale personalizzazione delle cure
dei pazienti e di ottimizzazione delle risorse.

L’obiettivo principale del nostro studio era quello di individuare possibili marcatori
immunologici di malattia e/o di terapia, che potessero aiutare il clinico nella gestione di questa
complessa patologia. Per tale motivo ci siamo concentrati su una particolare popolazione
cellulare, di recente scoperta ed interesse immunologico, ma ancora scarsamente caratterizzata

dal punto di vista fenotipico e funzionale nella malattia, ovvero le cellule iNKT.

Le cellule iNKT sono cellule T non convenzionali che risultano a ponte tra I’immunita
innata ed adattativa. Sono una popolazione rara di linfociti T derivati dal timo che esprimono
un TCR semi-invariante e altri antigeni tipici delle cellule NK e riconoscono i glicolipidi
presentati dal CD1d. Le cellule iNKT possono essere suddivise nei sottogruppi funzionali sulla

base dell’espressione o meno del CD4 e del CDS, e sono caratterizzate da una rapida funzione
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effettrice (cio¢ una potente secrezione di citochine e attivita citotossica) dopo l'attivazione e
mediano diverse e addirittura opposte funzioni immunitarie, inclusa la regolazione di malattie
autoimmuni, la sorveglianza dei tumori e la protezione contro le infezioni >’

I1 contributo di queste cellule alla patogenesi della SM ¢ stato studiato sia nei pazienti
con la malattia sia nei modelli sperimentali di topo, ed i diversi studi che hanno valutato sia la
frequenza che le funzioni delle cellule iNKT nei pazienti con SM hanno mostrato la presenza di
difetti sia quantitativi’’'** che qualitativi’'®*”, delle iNKT. Tuttavia, nei diversi studi sono
emersi risultati contraddittori e non ¢ ancora chiaro ad oggi se le cellule iNKT esercitino un
ruolo protettivo o proinflammatorio e dannoso.

In questo studio é stata eseguita una caratterizzazione approfondita della frequenza, del
fenotipo e della funzionalita delle cellule iNKT nelle diverse forme di SM e durante il
trattamento con diversi DMTs.

Abbiamo identificato in maniera rigorosa le cellule iNKT e abbiamo valutato i profili
funzionali attraverso la capacitda di produzione simultanea di diverse citochine
proinfiammatorie nei vari sottotipi di iNKT, utilizzando tecniche avanzate di citometria a flusso
policromatica.

Abbiamo riscontrato che la frequenza delle cellule iNKT totali era simile tra i pazienti
con forme diverse di SM e nei pazienti sottoposti a diversi trattamenti per la malattia, ma le
modifiche avvenivano tra i sottogruppi di iINKT e nella loro risposta funzionale dopo
stimolazione in vitro.

In particolare, abbiamo osservato uno spostamento funzionale verso un profilo
Th1/Th17 nei pazienti con SM, che ¢ stato piu importante nei pazienti con forma secondaria
progressiva. Questi infatti hanno mostrato una maggiore produzione di IL-17 da parte delle
iINKT CD4 + e CDS +.

Cio suggerirebbe che la forma SP ¢ caratterizzata da un'attivazione della cellula iNKT
orientata verso un fenotipo proinfiammatorio stabile e supporta I’ipotesi di un ruolo importante
dell'infiammazione anche nella fase progressiva di malattia.

Inoltre, tra le terapie studiate, il NAT sembra modulare una riduzione delle cellule iNKT

che producono citochine Th1l e Th17. Quindi possiamo ipotizzare che questo farmaco biologico
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possa avere, tra gli altri effetti, anche una funzione di modulatore della funzione cellulare delle
iNKT.
Nel complesso, i risultati piu importanti del nostro studio sono legati alla funzionalita

delle cellule iNKT e alla loro capacita di modulare e influenzare I'omeostasi citochinica.

Dato che in generale la produzione di citochine delle cellule iNKT dipende dalla loro
distribuzione e localizzazione dei tessuti®', ulteriori studi sono necessari per indagare se il
profilo proinfiammatorio delle iNKT ¢ presente in altri tessuti e organi oltre il sangue periferico
dei pazienti con SM e se queste cellule possono esercitare effetti rilevanti per la patologia.

Tali informazioni potrebbero aiutare ad identificare dei marcatori biologici di malattia e
possibili marcatori predittivi di decorso, che infine potrebbero aiutare il neurologo nella scelta e
tempistica delle risorse terapeutiche da mettere in atto e a valutarne 1’efficacia o i danni che

possono causare, a selezionare meglio gli interventi terapeutici sui pazienti.
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8. FIGURE E TABELLE

People per
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Data not provided

Figura 1.1: prevalenza globale della sclerosi multipla nel 2013. Immagine riprodotta da
“Atlas of MS 2013”.

105



Sede

Sintomi

Segni

Encefalo

Disturbi cognitivi

Deficit di attenzione, ragionamento, funzioni
esecutive (precoci); demenza (tardiva)

Motori € sensitivi

Segni del motoneurone superiore

Affettivi (depressione)
Epilessia (raro)
Deficit corticali focali (raro)

Nervo ottico

Perdita unilaterale della vista

Scotoma, ridotta acuita visiva, ridotta percezione

dolorosa dei colori, difetto pupillare afferente
Cervelletto e vie Tremore Tremore posturale e d'azione, disartria
cerebellari
Goffaggine e deficit di Incoordinazione degli arti e atassia della marcia
equilibrio
Tronco encefalico | Diplopia, oscillopsia, Nistagmo, oftalmoplegia internucleare e altre
vertigini oftalmoplegie complesse

Disturbi della deglutizione,
Disturbi del linguaggio e
labilita emotiva

Disartria, paralisi pseudobulbare

Sintomi parossistici

Midollo spinale

Debolezza

Segni del motoneurone superiore

Rigidita e spasmi dolorosi

Spasticita

Disfunzione vescicale
Impotenza erettile
Costipazione

Altri

Dolore

Fatica

Sensibilita al calore e
intolleranza all'esercizio

Tabella 1.1 Segni e sintomi della Sclerosi Multipla, per sede
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1996 2013
MS clinical description MS disease modifiers
Subtypes Phenotypes
. With full recovery Not active*
,.li
/ from relapses Clinically
/,.f isolated
y syndrome = i ek
/- (CIS) A?tlve
/ ,'
Relapsing-remitting £
disease
(RRMS)
\ Not active*
N ’,’ 7
\\ Y
\\\I With sequelae/ Relapsi_ng-remitting
residual deficit disease \
after incomplete (RRMS) 3 _—
recovery Active
1996 2013
MS clinical description MS disease modifiers
Subtypes Phenotypes
Progressive accumulation
of disability from onset
PP with or without temporary
plateaus, minor remissions
:ﬁ‘ and improvements Progressive
f accumulation
| of disability
‘," from onset 7 Active* and with progression**
(PP)
f Progressive accumulation /= Active but without progression
Progressive of disability after initial Progressive .~
discase — SP re_lapsmg course, with or disease ~
without occasional relapses %= Not active but with progression
and minor remissions \_\
\ (sP)

\
\ % Not active and without
! Progressive progression (stable disease)

| accumulation

\ of disability after

| Progressive accumulation initial relapsing

| of disability from onset course

PR but clear acute clinical
attacks with or without
full recovery

Figura 1.2: descrizione dei fenotipi clinici della SM per la forma recidivante-remittente e progressiva
di malattia®. L attivita di malattia & determinata da ricadute cliniche nell’ultimo anno e/o attivita alla RM
(lesioni che assumono contrasto, nuove lesioni o aumentate di dimensioni). La progressione ¢ misurata
dalla valutazione clinica, effettuata annualmente. Se non sono effettuati i controlli richiesti, 1’attivita e la

progressione sono “indeterminate”.
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Presentazione clinica

Elementi ulteriori necessari per la diagnosi di sclerosi
multipla

>2 attacchi; evidenze cliniche oggettive di 2 lesioni o
evidenze cliniche oggettive di una lesione con evidenze
anamnestiche attendibili di un precedente attacco

Nessuno

>2 attacchi; evidenze cliniche oggettive di 1 lesione

Disseminazione spaziale, dimostrata da:

21 lesioni T, in almeno 2 di 4 regioni tipiche del sistema
nervoso  centrale (periventricolare, iuxtacorticale,
infratentoriale, midollo osseo); oppure

Attendere un ulteriore attacco clinico a carico di un sito
differente del sistema nervoso centrale

1 attacco; evidenze cliniche oggettive di 22 lesioni

Disseminazione temporale, dimostrata da:

Presenza simultanea lesioni asintomatiche captanti e non
captanti gadolinio in qualunque momento; oppure

Una nuova lesione T, e/o una o pilu lesioni gadolinio-
positive in una RM successiva, confrontata con una
scansione di riferimento, a prescindere dal momento di
acquisizione della scansione di riferimento; oppure
Attendere un secondo attacco clinico

1 attacco, evidenze cliniche oggettive di 1 lesione
(sindrome clinicamente isolata)

Disseminazione spaziale e temporale, dimostrata da:

Per la disseminazione spaziale:

21 lesioni T, in almeno 2 di 4 regioni tipiche del sistema
nervoso  centrale (periventricolare, iuxtacorticale,
infratentoriale, midollo osseo); oppure

Attendere un ulteriore attacco clinico a carico di un sito
differente del sistema nervoso centrale; e

Per la disseminazione temporale:

Presenza simultanea lesioni asintomatiche captanti e non
captanti gadolinio in qualunque momento; oppure

Una nuova lesione T, e/o una o pilu lesioni gadolinio-
positive in una RM successiva, confrontata con una
scansione di riferimento, a prescindere dal momento di
acquisizione della scansione di riferimento; oppure
Attendere un secondo attacco clinico

Progressione neurologica insidiosa suggestiva di sclerosi
multipla (PP-SM)

1 anno di progressione di malattia (determinato
retrospettivamente o prospetticamente) pit 2 o 3 dei
seguenti criteri:

Evidenza di disseminazione spaziale nell'encefalo basata
su 21 lesione T, nelle regioni tipiche (periventricolare,
iuxtacorticale o infratentoriale)

Evidenza di disseminazione spaziale nel midollo spinale
basata su 22 lesioni T, del midollo

Positivita del liquor (evidenze di bande oligoclonali e/o
elevato indice 1gG)

Tabella 1.2. Criteri diagnostici per la diagnosi di Sclerosi Multipla (McDonald 2010) o
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Proposed 2015 MAGNIMS DIS criteria

DIS can be demonstrated by the involvement™ of at least 2 out of 5 areas of the CNS as follows:

2 3 periventricular lesions

2 1 infratentorial lesion

2 1 spinal cord lesion

2 1 optic nerve lesion

= 1 cortical/juxtacortical lesion”

¥
If a subject has a brainstemn or spinal cord syndrome, or optic neurits, the symptomatic lesion|s) are not excluded from the criteria and contribute
to lesion coumt.

A
This combined terminology indicates the involvement of the white matter next to the cortex and'or the mvolvement of the cortex, thereby
expanding the term “juxtacortical” lesion.

Figura 1.3. MAGNIMS consensus Guidelines, 2016'"". Raccomandazioni d’uso della Risonanza
Magnetica nella diagnosi e nella gestione dei pazienti con Sclerosi Multipla.

109



Medication

Route/Frequency

Efficacy v. PBO

Impact on relapses v.
active Tx

Adverse Events

Interferon beta-1b SC/QOD 34% reduction in ARR Comparable to GA Flu-like symptoms,
at -2 years transaminase elevation,
skin site reactions,
frequent NABs
Interferon beta-la SCOwW 18% reduction in ARR Inferior to interferon Flu-like symptoms,
at ~2 years beta-1a SC TIW, GA, transaminase elevation
FNG, DAC-HYP in
reducing relapses
Interferon beta-la SCTIW 30% reduction in ARR Comparable to GA, Flu-like symptoms,
at ~2 years superior to interferon transaminase elevation,
beta-1 IM skin site reactions,
frequent NABs
Pegylated Interferon SC/QOW 39% reduction in ARR Flu-like symptoms,
beta-la at~1 year transaminase elevation,
sk in site reactions
Glatiramer Acetate SCQD 29% reduction in ARR Comparable to Skin site reaction, post-
SCTIW at ~2 years interferon beta-1b and injection systemic
interferon beta-la TIW reaction
Superior to inter feron
beta-la IM in ARR
reduction
Dimethyl Fumarate POYBID 34%, 53% reduction in Flushing, GI symptoms,
ARR at ~ 2 years PML
Fingolimod POYQD 55% reduction in ARR Superior to inter feron Transaminase elevation,
at 2 years beta-la QW in ARR bradyarrythmia,
reduction Macular edema,
PRESS, PML,
Cryptococccosis,
Kaposi sarcoma,
Primary CNS
lyvmphoma
Teriflunomide POYQD 31, 36% reduction in Similar to interferon Transaminase elevation,
ARR at -2 years beta-la SC Teratogenicity,
TEN(toxic epidermal
necrolysis)
Mitoxantrone IV/Q 3months 38% reduction in ARR Cardiotox icity,
at ~2 years Promyelocytic
leukemia, transaminase
elevation
Natalizumab IV/Q 4 weeks 67% reduction in ARR PML, HSV
at encephalitis,
hepatotoxicity
Alemuzumab IV/annual Superior to interferon De novo auto immunity,
beta-1a SC in reducing Herpes reactivation,
relapses Burkitt’s lvmphoma.
Listeria meningitis
Daclizumab* SC/month Superior to inter feron Transaminase elevation,
beta-la IM in reducing cutaneous reactions
relapses
Ocrelizumab * IV/6 months Superior to interferon Herpes reactivation

beta-la SC in reducing

relapses

Tabella 1.3. Farmaci approvati per il trattamento della SM**, Sigle (in inglese): PBO- placebo, ARR-
annualized relapse rate, BID-twice daily, CNS-central nervous system, DAC-HYP- daclizumab-high yield
process, HSV- herpes simplex virus, IM- intramuscular, [V- intravenous, NAB neutralizing antibody, PO- by
mouth, PML- progressive multifocal leukoencephalopathy, PRES- posterior reversible encephalopathy
syndrome, QOD- every other day, QOW- every other week, SC- subcutaneous, TEN- toxic epidermal
necrolysis, TIW- three times weekly
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Type of TCR

Invariant Va24-Ja18 TCR a-chain (preferentially
paired with a VB 11-containing TCR -chain)

Non-classical MHC class I-related restriction
molecule

CD1d

Antigens that are recognized

Glycolipid antigens, including a-
galactosylceramide and a variety of self, microbial
and synthetic lipid-based antigens

Frequency in peripheral blood

0.01-0.1% of lymphocytes (highly variable among
individuals)

Frequency in other tissues

0.01-0.1% of lymphocytes in spleen and bone
marrow, ~1% of liver lymphocytes and 10% of
omentum lymphocytes, but low in thymus

Cell surface markers

NK cell antigens (such as CD161), CD25, CD69
and CD122

Phenotype

Effector memory

Subsets

CD4+, CD8+ and CD4-CD8-

Cytokine secretion upon activation

A mixture of Th1 (IFN-y, TNF-a) and Th2
cytokines (IL-4, IL-12, IL-13), and under certain
conditions IL-10 and Th17 cytokines (IL-17 and
IL-22)

Cytotoxic activity

Yes

Physiological function

Protective and regulatory immune functions,
including inhibition of autoimmune disease
development, tumor surveillance and protection
against infections

Tabella 1.4.: caratteristiche delle cellule NKT invarianti umane, tratta da Bianchini e al,

2017, e modificata™”.
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Pz SM (tot) RR di nuova RR RRin tp RR in tp con RRin tp Sp PP
diagnosi. “non attive” con IFNB GA con NAT
(ARR) (NARR)

N° pazienti 165 17 19 31 29 25 24 20
Maschi. n (%) 43 (26) 6(35) 4(21) 8 (25) 6(21) 4 (16) 6(25) 9 (45)
Femmine. n (%) 122 (74) 11 (65) 15 (79) 23 (75) 23 (79) 21 (84) 18 (75) 11(55)
Eta. anni * 45.1£11.6 35.5+8.7 51.147.7 (40; | 42.9+8.4 40.748.2 (29; | 35.5+9.7 55.7+7.9 57.2+7.4
Range (min; (19; 66) (21;52) 64) (24; 58) 56) (19; 51) (38; 66) (47; 65)
max)
Eta all’esordio. 33.8+10.1 33.7£9 31.4+9.5 34+8.4 3449.3 27.9+7.9 34+10.2 43.1£11.7
anni*
Durata di 135.7+ 24.5+23.5 237.4+98.5 105.8+78.1 79.4+58.2 90.3+52.7 259.1+10 | 166.7+94.1
malattia 107.7 4.4
(mesi)*
delta-ARR 02+0.6 0.9+0.6 0.1+0.2 0.1+0.3 0.1+0.4 0.6+1.2 0 0
(riferito ai 12
mesi di follow
up)
MS Severity 3.2+29 2.8+2.7 0.6+0.5 1.6+1.6 242.1 3.442.5 6.4+2.2 6.2+2.6
score*
EDSS* 2.6+2.4 1.3+1.1 1.+0.7 1.3+1.4 1.1+£0.9 2.1+1.3 6.4+1.2 5.242
delta — EDSS
(riferito ai 12
mesi di follow | 0 120.4 21213 -0.1+0.3 0+0.4 0+0.1 -0.1+0.4 0202 | 0.2+0.4
up)

Tabella 4.1.: caratteristiche cliniche e demografiche dei pazienti arruolati nello studio, con varie forme di

SM e trattati con diversi farmaci immunomodulanti. RR, relapsing-remitting; SP: forma secondaria

progressiva; PP: forma primaria progressiva; IFN: B-interferonela; GA: glatiramer acetato; NAT:
natalizumab; * Media £ SD; ARR: anualized relapse rate; EDSS: Expanded Disability Status Scale.
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Baseline 6 mesi 12 mesi
N° pazienti con SM- RR 17 17 17
EDSS* 1.1£1.2 1.4+1.1 1.5%£1.2
delta — EDSS * a 12 mesi / / 0+0.8
numero di ricadute nell’anno 11+0.6 / 0.2+0.4
precedente *
delta - ARR anno precedente / -0.83+0.6
Terapie effettuate per la SM
IFN Beta 0 8 8
Glatiramer Acetato 0 6 6
“Responder” (no/si) / / 3117
Disability progression / / 3117

Tabella 4.2.: dati clinici a 6 e a 12 mesi nei pazienti con SM recidivante remittente seguiti in modo
longitudinale. RR: relapsing-remitting; ARR: anualized relapse rate; EDSS: Expanded Disability Status
Scale. * Valori espressi come media = DS; Responder = Si: mRIO score 0-1. No: mRIO score>1 dopo 12
mesi; Disability progression= aumento > 1 punto all’ EDSS (0.5 se ’EDSS al basale era > 6)
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Figura 4.3.: strategia di gating per I’identificazione delle cellule iNKT circolanti e per i vari sottotipi
cellulari. Un primo “gate” ¢ stato impostato sulla dispersione laterale in avanti (FSC)-H versus FSC-A per
eliminare doppioni e aggregati, poi altri due gate sono stati effettuati sul "tempo di acquisizione" e per le
cellule viventi, secondo la negativita per la colorazione Live Dead.

I linfociti CD3 + T sono stati identificati per la positivita al CD3, dopo la rimozione dei monociti (CD14 +)
e delle cellule B (CD19 +), riconosciuti nel canale DUMP. Quindi, le cellule iNKT sono state definite in
base alla positivita per la catena Va24JaQ del TCR. Infine, sono state identificate le cellule INKT CD4+,
CD8+ e CD4-CD8- ¢ in tutti questi sottotipi cellulari ¢ stata valutata I'espressione di CD161.
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0.20+ 0.37
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0.10

% of INKT cells
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Figura 4.4. Frequenza e fenotipo delle cellule iNKT nei differenti gruppi di SM. (a) Percentuale delle
iNKT nei pazienti con diverse forme di SM; (b) Percentuale delle iNKT nei pazienti RR trattati con diversi
farmaci; (c) Percentuale delle INKT CD4+ nei pazienti con diverse forme di SM; (d) Percentuale delle iINKT
CDA4+ negli RR trattati con diversi farmaci; (e) Percentuale delle iNKT CD4+ che esprimono il CD161 nei
pazienti con diverse forme di SM; (f) Percentuale delle iNKT CD4+ che esprimono il CD161 negli RR trattati
con diversi farmaci. YCTR, controlli giovani (<46 anni); OCTR, controlli piu vecchi (>46 anni); NARR,
relapsing-remitting non attive; ARR, relapsing-remitting attive; PP, primariamente progressive; SP,
secondariamente progressive; GA, glatiramer acetate; IFN, p-interferon la; NAT, natalizumab.
*p<0.05.
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Figura 4.5.: strategia di gating per l’identificazione della produzione di citochine da parte dei
sottotipi delle cellule iNKT. Sono stati impostati diversi gate, per escludere i doppioni in base ai
parametri fisici (area di dispersione laterale e altezza), quindi per escludere le cellule morte e per
identificare i linfociti T CD3+ e infine per riconoscere le cellule iNKT e i vari sottotipi sulla base
dell’espressione del CD4 e CD8. Tra le cellule iNKT CD4+, CD8+ e CD4-CD8- ¢ stata quantificata la

produzione di IFN-y, IL-17, TNF-a e IL-4.
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Figura 4.6. Produzione di citochine da parte dei sottotipi di iNKT CD4+ e CD8+ in pazienti con SM non
sottoposti a terapie: CTR= controlli (N=26), NARR= pazienti con forma relapsing-remitting non trattati con
farmaci (N=5), PP= pazienti con forma primaria (N=4) ed SP= forma secondaria progressiva (N=12). (a)
percentuale di iNKT CD4+ che non producono citochine dopo stimolazione in vitro (“not responding”); (b)
produzione totale di IL-17 dalle iNKT CD4+; (c) produzione totale di TNF-a da parte delle iINKT CD4+; (d)
produzione totale di IFN-y da parte delle iNKT CD4+; (e) percentuale di non responding tra le iNKT CD8+; (f)
produzione totale di IL-17 dalle iNKT CD8+; (g) produzione totale di TNF-a da parte delle iINKT CD8+; (h)
produzione totale di IFN-y da parte delle INKT CD8+. *p<0.05.
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Figura 4.7. Produzione citochinica da parte dei sottotipi di iNKT nei pazienti con RR sottoposti a
trattamento con diversi farmaci immunomodulanti. Nei pazienti con forma relapsing remitting di
Sm e trattati con glatiramer acetato (N=11), interferone -la (N=12) o natalizumab (N=13): (a)
percentuale di non responding tra le iNKT CD4+; (b) produzione totale di IL-17 dalle iNKT CD4+; (c)
produzione totale di TNF-a da parte delle iNKT CD4+; (d) produzione totale di IFN-y da parte delle
INKT CD4+; (e) percentuale di non responding tra le iINKT CD8+; (f) produzione totale di IL-17 dalle
iINKT CD8+; (g) produzione totale di TNF-a da parte delle iNKT CD8+; (h) produzione totale di IFN-y
da parte delle iNKT CD8+;

(i) percentuale di non responding tra le iNKT CD4-CD8-; (j) produzione totale di IL-17 dalle iNKT
CD4-CDS8-; (k) produzione totale di TNF-a da parte delle iNKT CD4-CDS8-; (1) produzione totale di
IFN-y da parte delle iNKT CD4-CD8-; (m) produzione simultanea di IFN- y e TNF-a da parte delle
iINKT CD4-CDS8-. GA, glatiramer acetato; IFN, interferon Peta-la; NAT, natalizumab. *p<0.05;
*#p<0.01.
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