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INTRODUZIONE
Sclerosi multipla

La sclerosi multipla (SM) € una malattia infiammé&aronica del sistema nervoso centrale (SNC),
associata a demielinizzazione e danno assonale [1].

La malattia colpisce con frequenza doppia le damspetto agli uomini e, generalmente, insorge tra
i 20 e i 40 anni. Raramente puo essere diagnasticabambini di etd inferiore a 10 anni o in
pazienti di etd superiore ai 50 anni. La distribng della malattia ha una frequenza disomogenea
nelle diverse aree del pianeta: e piu frequenteorl Europa, nella zona meridionale del Canada e
settentrionale degli USA, Sud Africa, Australia ad\a Zelanda. In Italia la SM ha una prevalenza
di circa 100 casi ogni 100.000 abitanti [2].

| sintomi clinici sono correlati alla demielinizaame che colpisce il SNC, mentre il sistema
nervoso periferico (PNS) non viene invece coinvoltsintomi iniziali della malattia possono
includere debolezza muscolare a uno o ad entrailairty (specie a carico di quelli inferiori),
disturbi sensoriali, disturbi visivi tra cui la rmée ottica e diplopia (visione doppia), andatura
instabile e atassia (perdita progressiva della dinazione muscolare che rende difficoltosa
I'esecuzione dei movimenti volontari).

La malattia pud0 manifestarsi brutalmente con aladinquesti sintomi, ma in alcuni casi essi
possono essere cosi irrilevanti da non esserepgrdal paziente per lungo tempo.

Con il peggioramento della malattia alcuni pazieptiesentano disfunzioni alla vescica,
affaticamento e sensibilita al calore. | sintomica®lari includono il segno di Uhthof
(peggioramento transiente dei sintomi esistengdaguito ad aumento della temperatura corporea,
come ad esempio dopo l'attivita fisica o dopo ugrmacaldo) e il segno di Lhermitte (sensazione
di scossa elettrica che percorre la colonna vetel& gli arti inferiori in seguito alla flessiodel
collo), ma anche vertigini, spasmi muscolari eiaggni parossistici. | deficit cognitivi sono
comuni, soprattutto nei casi piu gravi, e includgeodita della memoria, problemi di attenzione,
difficolta nel risolvere i problemi. La depressioaenolto frequente nei pazienti durante il corso
della malattia e il suicidio € 7.5 volte maggiospetto ai soggetti non malati.

L'80%-85% dei pazienti segue un decorso di malditigpo recidivante-remittente (SMRR),
caratterizzato da episodi sintomatici acuti (detacerbazioni o ricadute), seguiti da una fase di
remissione in cui non si ha, pero, un recuperdgota50% di questi pazienti entra, poi, in fase
secondariamente progressiva (SMSP), in cui sitasad un declino costante delle funzionalita

neurologiche. Il 15%-20% dei pazienti a cui viemggdostica la SM e affetto, invece, dalla forma



primariamente progressiva (SMPP), in cui fin dadlirgere dei primi sintomi vi € un costante
peggioramento delle condizioni neurologiche [2].

La SM é una malattia difficile da diagnosticaregmanto i suoi segni e sintomi clinici possono
essere presenti anche in altre malattie. Tuttawre sstati proposti diversi criteri diagnostici per
facilitare e standardizzare la diagnosi nelle prifasi della malattia. Attualmente i criteri di
McDonald [3] mirano principalmente a una diagnosnnnvasiva basata sulle caratteristiche
cliniche, eventualmente con l'aggiunta di ulteriamalisi come la risonanza magnetica (MRI,
magnetic resonance imagipgutile per identificare la presenza e la locaizeone di lesioni
cerebrali, e 'esame del fluido cerebrospinale (CSF

Il 95% dei pazienti mostra aree di demielinizzaeidfesioni o placche) multiple e asimmetriche
nella sostanza bianca del SNC, maggiormente pieseit corpo calloso e nelle regioni
periventricolari. Inoltre nuove lesioni possonoegssndividuate dall’estrusione del metallo pesante
gadolinio che avviene nei pressi della barriearaterencefalica che risulta danneggiata ed € spesso
associata alla presenza di inflammazione periveriaaiche piu sofisticate possono ulteriormente
identificare lesioni a carico del midollo spinale.

I 90% dei pazienti mostra la presenza di bandgoclonali di tipo IgG dopo I'elettroforesi delle
proteine presenti nel CSF.

L’evoluzione della malattia si protrae per divedsradi. Mediamente la morte sopraggiunge 30
anni dopo la comparsa della malattia e questo faignthe I'aspettativa di vita di un paziente con
SM ¢ inferiore di 5 - 10 anni rispetto a indivican affetti [1].

Non esiste una cura per la SM. Le terapie attudenetilizzate sono indirizzate a ridurre e
migliorare il decorso della malattia. Il metilprésimlone, corticosteroide dalle proprieta
anti-infiammatorie, viene utilizzato nel trattamentella forma RR, in quanto € efficace nel ridurre
la gravita e la durata delle esacerbazioni. Soktam i corticosteroidi orali o IV non sono utilizza
per trattamenti a lungo termine, ma vengono sonstati per brevi periodi (giorni) per ridurre gli
effetti collaterali secondari ad un uso prolungette possono includere disordini gastrointestinali,
cambiamenti nello stato mentale e diverse infezibaiterapie a lungo termine includono invece
I'utilizzo di immunosoppressori 0 immunomodulantince ad esempio IFR-1a e 1b, glatiramer
acetato e natalizumab, che portano a una piu |emgressione della malattia. Tuttavia le forme
cliniche progressive sono resistenti a questodigoattamento.

L'eziologia della SM rimane ancora sconosciuta.eBvdati suggeriscono che fattori ambientali in
individui geneticamente suscettibili sono respoiisabh una alterata risposta immune contro

antigeniselfcon conseguente inflammazione, demielinizzazionewgodegenerazione.



| virus herpes simplex 1 e 2, il citomegalovirdssifus di Epstein-Barr, il virus del morbillo, del
parotite e della rosolia sono stati associati &Nhe potrebbero avere un ruolo nell'induzione della
risposta autoimmune.

Per quanto riguarda i fattori genetici, studlidkagehanno identificato una stretta associazione con
la malattia nella regione di classe Il (HLA-D) aeimplesso maggiore di istocompatibilita (MHC),
situata sul cromosoma 6p21. Altri geni di suscéitiébper la malattia sono il gene che codifica per
CD25, la catenar del recettore ad alta affinita per IL-2 (IL2-RA)ilegene che codifica per |l
recettore di IL-7 (IL7R). Altre indagini hanno inw@ coinvolto osteopontina (OPN), la proteina
basica della mielina (MBP), interferongiFN- y) e IL-2 [4].

Immunopatogenesi della SM

Diversi dati supportano I'ipotesi che la SM e unalattia autoimmune. In particolare:

cellule inflammatorie sono presenti nelle lesioairdelinizzanti;

- la suscettibilita della malattia € associata a gasinvolti nel controllo della risposta

immune;

- il decorso della malattia puo essere modificattedapie immunomodulanti;

- presenza di anticorpi oligoclonali nel CSF.
In aggiunta il modello animale della SM, encefalelité autoimmune sperimentale (EAE), presenta
diverse analogie con la malattia umana. Essa vretata immunizzando I'animale con proteine o
peptidi derivati dalla mielina come la proteina tpadipidica (PLP), la glicoproteina
oligodendrocitica (MOG) e la proteina basica defieelina (MBP). La malattia € mediata da
linfociti T CD4+ specifici per la mielina e pu0 ess trasmessa in animali sani in seguito
all'iniezione di queste specifiche cellule. Comdlané&SM, I'animale sviluppa una malattia con
decorso recidivante-remittente 0 progressivo cinicaratterizzato da inflammazione e
demielinizzazione a carico del SNC. Cellule T ngattcontro la mielina sono state identificate
anche nel sangue periferico e nel CSF di paziéfetiticda SM.
Deve essere ancora chiarito in che modo avvietig/Bzione periferica di queste cellule T reattive.
Il mimetismo molecolare (presenza negli agentittiiedi antigeni simili alself che possono
determinare una reazione autoimmune secondariaocqaoesti ultimi, dopo I'eliminazione dello
stesso) o l'esposizione costitutiva di antigeniladehielina sono alcuni dei meccanismi proposti.
Dopo l'attivazione periferica, i linfociti T autosétivi attraversano la barriera emato-encefalica.
Questo processo € mediato da molecole di adesibeejochine e metallo proteinasi della matrice
(MMPs). Una molecola chiave per questo processotedrinaa4pl (VLA-4, very late activation
antigen-4, espressa sulla superficie dei linfociti T attivehe interagisce con VCAM-Wvéscular

cell adhesion molecule )l espresso sulle cellule endoteliali [5]. L’antiso monoclonale



umanizzato natalizumab, utilizzato nel trattameaétla SM, blocca la subunita&4 dell'integrina,
inibendo cosi la migrazione delle cellule autoreathel CNS [6].

Le MMPs sono enzimi proteolitici coinvolti nella stliuzione della barriera emato-encefalica
mediante la degradazione della matrice extracedidadella membrana basale, ma hanno anche un
ruolo nella demielinizzazione, nell’attivazione ldetitochine e nel danno assonale. Sono stati
identificati elevati livelli di MMP-9 nel sangue pkerico e nel CSF di pazienti affetti da SM [7].
All'interno del SNC, microglia e macrofagi si comrgmno da cellule presentanti I'antigene (APC) e
presentano antigeni della mielina mediante il MHCGldsse 1l ai linfociti T CD4+ autoreattivi, che
vengono cosi riattivati e sono in grado di differi@ne nei diversi sottotipi linfocitari. La SM é
sempre stata considerata come una malattia autamemediata dai linfociti Telperdi tipo 1
(Thl), caratterizzati dalla secrezione di citochpre-infiammatorie come IFN; importante per
l'attivazione macrofagica. Tuttavia, numerosi studinno dimostrato che anche i Th1l7, che
secernono la citochina pro-inflammatoria IL-17, h@mn ruolo nella patogenesi di questa malattia.
Infatti sono stati riscontrati alti livelli di IL-1 nel sangue periferico, nel CSF e nel tessutdcalie

di pazienti con SM [8]. Inoltre la frequenza detiellule Th17 nel CSF dei pazienti & aumentata
durante le esacerbazioni rispetto alla fase di ssimme della malattia. La caratterizzazione
fenotipica di queste cellule ha rilevato una elavedpressione di marcatori di attivazione, molecole
co-stimolatorie e molecole di adesione rispette akllule Thl, mettendone il luce il potenziale
patogenetico [9].

E stato dimostrato che il numero di cellule T regolie (Treg) CD4+ CD25+ nel sangue periferico
e nel CSF di pazienti con SM e simile a quello st|jgetti sani, ma i pazienti hanno una ridotta
capacita di sopprimere la risposta immune contt@eani della mielina [10]. Tuttavia cellule Treg
Foxp3+ non sono state identificate nel tessutobcale di pazienti con SM e questo potrebbe
dovuto allassenza di soppressione da parte dedlg el CNS o a difetti nella migrazione o nella
sopravvivenza di queste cellule nel SNC [5].

Anche i linfociti T CD8+ svolgono un ruolo importannella patogenesi della SM. Essi sono
presenti nell’infiltrato inflammatorio delle lesipnerebrali di pazienti con SM [11]. Inoltre il or
trasferimento in modelli animali € in grado di imdula malattia [12], suggerendo un ruolo di
cellule effettrici nella patogenesi della SM. Il assonale €& correlato all’elevato numero di
linfociti CD8+ presenti nelle lesioni [13] e semlassere causato da un attacco diretto ai neuroni da
parte di queste cellule, mediato probabilmenteitidcio di diversi mediatori chimici.

L'importanza di una risposta umorale nella patogeriella SM é indicata dalla presenza di

immunoglobluline oligoclonali nel CSF dei paziefitd4]. Sono stati identificati anticorpi diretti



contro gli oligodendrociti che potrebbero contrileualla demielinizzazione da parte dei linfociti B
[15].

La demielinizzazione € la principale caratteristotiaica della SM, mentre la perdita assonale e
correlata alla progressione della malattia edgilecipale causa della disabilita neurologica [16].
Diversi meccanismi possono concorrere al dannonasésce alla conseguente demielinizzazione
cronica quali ad esempio un attacco diretto agdoas la presenza di mediatori solubili come
proteasi, citochine pro-infammatorie e radicalbeli rilasciati dall’ambiente infiammatorio
circostante e la mancanza di fattori neurotrofeciparte degli oligodendrociti [17].

Polineuropatia infammatoria demielinizzante cronia

La polineuropatia infammatoria demielinizzanteréoa (CIDP) € una malattia immuno-mediata
che colpisce il sistema nervoso periferico (PN8].[In seguito alla comparsa dei sintomi cliniei, |
CIDP é caratterizzata da una lenta progressiomegantinui peggioramenti presenti per almeno 8
settimane. Questo permette di distinguere la ClRlla AIDP (polineuropatia inflammatoria
demielinizzante acuta), anche meglio nota comeresmd di Guillain-Barré (GBS), caratterizzata
invece da una rapida progressione dei sintomiyatgiunge il culmine della gravita dopo appena 4
settimane.

Le caratteristiche cliniche della malattia sonoalebza muscolare prossimale e distale, associata a
perdita della sensibilita, riduzione (iporifless@mpssenza (areflessia) dei riflessi tendinei, gresa

di elevati livelli proteici nel fluido cerebrospilea(CSF) e diminuzione eterogenea della conduzione
dei nervi in seguito a demielinizzazione [19, 20].

La malattia pud manifestarsi in tutte le eta, matefrequente dopo i 50 - 60 anni nei soggetti di
sesso maschile. Le manifestazioni cliniche, I'aéténdorgenza e il diverso decorso della malattia
possono variare da paziente a paziente. A caugaedia eterogeneita sintomatica, la malattia non
viene spesso riconosciuta. Inoltre, la mancanzawhiuni criteri diagnostici e 'assenza di specifici
test contribuiscono a sottostimarne I'incidenzai tNeersi studi epidemiologici condotti finora la
prevalenza € stimata tra 1 e 7 casi su 100.00@rabif21]. Uno studio condotto su pazienti
provenienti dal nord Italia riporta una incidenz® casi/anno su 100.000 [22].

Il quadro clinico della CIDP presenta il coinvolginto selettivo del sistema nervoso periferico, di
entrambi gli arti distali e prossimali e di entragrib fibre motorie e sensoriali (in alcuni casicsial
fibre motorie o sensoriali possono essere intetesda inoltre caratterizzato da un peggioramento
con andamento progressivo o fluttuante [20]. Ocredimente possono essere affetti anche i nervi
cranici.

Sono state descritte diverse varianti della malagtilla base della distribuzione dei sintomi. Ad
esempio, la raracute onse€CIDP (a-CIDP) nella fase iniziale della malattiagratterizzata da una



rapida comparsa dei sintomi (molto simile e difffeente distinguibile dalla GBS), seguita
successivamente da una progressione cronica.
La CIDP pu0 essere associata a diverse condizoumli epatite C, malattia inflammatoria
intestinale, linfoma, gammopatia monoclonale dnsigato indeterminato (MGUS), infezione da
HIV (AIDS), trapianto d’organo e disordini del tess connettivale. Alcuni studi hanno dimostrato
che la CIDP é piu frequente in pazienti con dialmeédlito rispetto alla popolazione generale, ma
guesta affermazione non &€ ampiamente condivisdtrénda CIDP é stata anche riscontata in
pazienti affetti dalla malattia di Charcot-Mariedkb, suggerendo che differenti meccanismi
inflammatori sono presenti nelle neuropatie erei@ita possono contribuire alla disabilita.
La CIDP puo manifestarsi anche nell'infanzia. | et affetti hanno una comparsa dei sintomi piu
rapida, una disabilita maggiore nel culmine delkdatiia e hanno piu frequentemente un decorso di
tipo RR rispetto ai pazienti adulti. Tuttavia i pa#i piu giovani rispondono meglio al trattamesto
hanno un esito della malattia piu favorevole neglutermine.
Sono stati descritti tre tipi di decorso clinicdldeCIDP:

1) monofasico, caratterizzato dalla progressione debdattia fino alla completa remissione

senza ricadute dopo il trattamento;
2) recidivante-remittente (RR), caratterizzato da quéridi ricadute della malattia seguite a
periodi di completa remissione;

3) cronico progressivo, caratterizzato da un progvegseggioramento delle condizioni.
Circa il 20-35% dei pazienti affetti da CIDP haniaoforma RR, mentre il 7-50% dei pazienti
presentano la malattia nella forma monofasica.[21]
Diversi gruppi hanno proposto delle linee guida peglio definire e successivamente trattare in
modo opportuno questa malattia. In generale, lgndisi si basa principalmente sull'esame
obiettivo del paziente durante una visita neuraagivalutando la presenza dei sintomi clinici
caratteristici e sugli studi elettrofisiologici, elevidenziano spesso un rallentamento o un blocco
nella conduzione dell’impulso elettrico nei nerataressati per la presenza di demielinizzazione.
Per confermare la diagnosi possono essere richuéistiori esami di laboratorio per verificare
laumento delle proteine nel CSF (la conta celllaimane su valori nella norma o solo
leggermente aumentati) e la biopsia del nervo, rgémente quello surale, prova istologica della
presenza di demielinizzazione e rimielinizzaziospesso associata alla presenza di infiltrati
inflammatori.
La terapia € indirizzata principalmente a blocdargsposta immune per attenuare 'inflammazione
e il processo di demielinizzazione. Per questo yoatieve essere iniziata tempestivamente, anche

per prevenire il processo di perdita assonale skt che pud portare a disabilita permanente.



Solitamente per il trattamento della CIDP si usimo immunoglobuline intravenose, plasmaferesi
e corticosteroidi. Attualmente numerosi studi sandirizzati a valutare un eventuale effetto
benefico di trattamenti a base di immunosoppre$8fi

La prognosi a lungo termine dipende dall’eta dongenza della malattia, dalle forme cliniche della
malattia e dall'iniziale risposta al trattament@zRnti piu giovani con una rapida insorgenza della
malattia rispondono meglio al trattamento e hanna completa remissione, mentre nei pazienti
adulti (sotto i 60 anni) la completa remissione @adptrattamento si verifica con una minore
frequenza. Inoltre la debolezza prossimale e amso@ un tasso di remissione piu alto e ad una
migliore prognosi rispetto alle forme cliniche cdebolezza distale. Il decorso cronico progressivo
della malattia e la degenerazione assonale soturifptognostici negativi: pazienti con decorso
monofasico o di tipo RR hanno generalmente unanmsigmigliore. Di conseguenza la tempistica
per iniziare il trattamento dalla diagnosi dellalattza potrebbe essere un fattore molto rilevamde n
determinare una prognosi piu favorevole [21].

Patogenesi della CIDP

La CIDP e considerata una malattia immuno-mediedarm-specifica in cui 'immunita cellulare e
umorale interagiscono tra loro per organizzare tsposta contro antigeni presenti sul nervo
periferico. Nonostante siano stati condotti divestsidi, non & stato ancora identificato I'antigene
bersaglio responsabile di questa risposta autoinerfiLB.

Analisi immunoistochimiche di campioni di nervomhzienti affetti da CIDP mostrano la presenza
di cellule T con recettoryd, suggerendo una risposta a un antigene non poof28j. Inoltre nei
pazienti e stato riscontrato un aumento della auinaeione sierica del fattore di necrosi tumorale
(TNF-0) e IL-2, che suggeriscono una attivazione dellileeT [24, 25].

Studi condotti su analisi istologiche di campionelpvati da pazienti o da modelli animali
dimostrano la presenza di popolazioni di linfo€itiCD4+ e CD8+.

La migrazione delle cellule T attivate nel tessagovoso periferico dipende dall’interazione tra le
molecole di superficie presenti sulle cellule Teenholecole di adesione presenti sulle cellule
endoteliali. E stato dimostrato un aumento delléecmle di adesione, delle metallo proteinasi della
matrice extracellulare e delle chemochine nel C&Eiaervi di pazienti con CIDP [18, 21]. Inoltre
nelle biopsie di nervo surale di questi paziendiata rilevata una ridotta quantita di proteindedel
giunzioni cellulari occludentitight- junction), quali claudina-5dlaudin-5 e ZO-1 gona occludens
protein 1) [26]. L'insieme di questi dati suggerisce la mm@za di un danno alla barriera emato-
nervosa ljlood-nerve barriey, che puo quindi essere attraversata dalle cellulQueste ultime

devono successivamente essere riattivate nellag@aidoneurale, come e stato suggerito dal fatto



che le cellule di Schwann di campioni di nervo deignti con CIDP esprimono la molecola di
adesione e stimolazione delle cellule T CD58 [27].

L’apoptosi delle cellule T & inoltre compromessa pezienti con CIDP che mostrano una ridotta
funzione di Fas rispetto a pazienti affetti da G8Soggetti sani. Questa difettiva funzione ha
maggiore frequenza nei soggetti con decorso preigesiella malattia e che presentano danno
assonale, suggerendo che essa ha un ruolo nelréalmsviluppo della malattia, ma anche nella
sua evoluzione cronica [28]. In aggiunta é statwessivamente dimostrato che la valutazione della
funzione di Fas potrebbe avere utili implicaziorognostiche e terapeutiche in quanto permette di
distinguere i pazienti a-CIDP (caratterizzati da fumzione difettiva) e i pazienti GBS [29].

Anche la soppressione delle cellule T e difettregenti studi hanno dimostrato un ridotto numero e
funzione di cellule T regolatorie circolanti in atu pazienti affetti da CIDP [30].

Fattori genetici coinvolti nel controllo dell’'at@zione precoce delle cellule T potrebbero essere
importanti nella patogenesi della malattia: € stapmrtata una associazione con il genotipo
omozigote per una ripetizione di GA a basso nundempie nel gen&H2D2Ache codifica per la
proteina adattatrice specifica per le cellule T][3Questo genotipo potrebbe portare a una
compromesso controllo e una difettiva eliminazide#e cellule T autoreattive.

Il potenziale ruolo delle molecole co-stimolatodeme B7-1 (CD80) [32] e BB-1 [33] e stato
suggerito dal fatto che sono entrambi espressiamapioni prelevati da biopsie di alcuni pazienti. E
stato dimostrato che i topi NOD (diabetici non apksock-outper la molecola co-stimolatoria

B7-2 sviluppano spontaneamente una polineuropat@mmune molto simile a quella umana dal
punto di vista clinico, elettrofisiologico e morégjico [34]. Un’altra molecola co-stimolatoria,
ICOS é localizzata sulle cellule T e il suo ligandGOS-L) é stato identificato sui macrofagi
presenti nei nervi di pazienti affetti da CIDP [35]

| macrofagi nella CIDP hanno un duplice ruolo: de parte agiscono come cellule presentanti
I'antigene sostenendo la risposta autoimmune éattedl sono responsabili del danno alla mielina
[35], probabilmente aumentando la propria attif#tgocitica e citotossica, mediante il rilascio di
molecole quali radicali dell'ossigeno, metabolitielltbssido nitrico, metaboliti dell’acido
arachidonico, proteasi e componenti del complemgh8o 21]. E stato infatti dimostrato che i
macrofagi che invadono la guaina endoneurale espomciclo-ossigenasi 2 e citochine
proinfiammatorie [37].

Nonostante cio, fin dagli anni '80 & stato suggeui ruolo degli autoanticorpi nella patogenesi di
guesta malattia. Anticorpi contro proteine delleelini e gangliosidi sono stati pero identificati
sono in alcuni pazienti e quindi il loro significabon € stato ancora del tutto chiarito. L'iniedon

intraneurale di immunoglobuline purificate da patiecon CIDP in ratti porta al blocco della
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conduzione e a demielinizzazione del nervo [23].pkoteina zero della mielina (MPZ) e ritenuta
I'antigene responsabile di questo effetto in quatoo stati identificati autoanticorpi contro g@est
proteina nel siero di pazienti con CIDP [3Bjoltre nel modello murino il trasferimento di adé T
reattive contro questa proteina € in grado di irelda neuropatia [39]. Un altro promettente
candidato sembra essere la proteina periferica daklina 2 (PMP2) [40].

Il beneficio terapeutico derivato dalla plasmafegesonsiderato una importante prova a sostegno
del ruolo degli autoanticorpi nella patogenesia€@lIDP, ma i miglioramenti possono essere dovuti
alla eliminazione di altri mediatori dell'infiamm@ne come l'ossido nitrico, citochine e fattori del
complemento. Questi mediatori potrebbero contrdbual danneggiamento della mielina
(demielinizzazione) e determinare la conseguentditaeassonale che si verifica nella CIDP.

Il ruolo delle citochine pro-infiammatorie € supfao da studi che mostrano un aumento delle
concentrazioni sieriche di TNRn pazienti CIDP con una severa disabilita e undaaprogressione
della malattia.

Inoltre cellule B di pazienti affetti da CIDP hanuapa ridotta espressione di FCGR2B, un recettore
inibitorio che previene 'ingresso delle cellulenBl centro germinativo per diventare plasmacellule
IgG positive. Dopo il trattamento con immunoglobeli intravenose (1VIg), I'espressione di
FCGR2B aumenta in monociti e cellule B. Inoltre piazienti rispetto ai controlli presentano il
polimorfismo 386C/120A del promotore di FCGR2B, cieeriduce I'attivita stessa [21].
Osteopontina

Osteopontina (OPN) e una fosfoproteina glicositatdetizzata in una varieta di tessuti e cellule e
secreta nei fluidi corporei. E stata originarianeeitentificata come una proteina della matrice
ossea e successivamente come una citochina (Bt T-cell activatioh prodotta dai linfociti T
attivati e dalle linee cellulari trasformate. | ettori di OPN sono alcune integrine e varianti di
CD44, ubiquitariamente espressi sulla superficlellege e mediano I'adesione, la migrazione e la
sopravvivenza in diverse linee cellulari. Tramiteegta interazione OPN é in grado di partecipare a
diversi processi fisiologici e patologici commund healingrimodellamento osseo, tumorigenesi,
inflammazione, patologie cardiovascolari e malaitieoimmuni.

Nel sistema immunitario OPN e espressa in divgsscellulari quali macrofagi, neutrofili, cellule
dendritiche, cellule NK, linfociti B e T. L'aumentell’espressione di questa proteina € associata
alla patogenesi di diverse malattie autoimmuni, €oénstato dimostrato nella SM, nel lupus
sistemico eritematoso, nell’artrite reumatoide, I'aidrosclerosi, ma anche in altre malattie
inflammatorie come le malattie cardiovascolarimalattia infiammatoria intestinale e I'asma.

OPN e codificata da un gene polimorfis®P1(secreted phosphoproteir), ostituito da 7 esoni e

6 introni, localizzato nell'uomo sul cromosoma 424-g25). La proteinéull-length & costituita da
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314 residui amminoacidici e ha un peso molecoléue aria tra 25 e 80 KDa, a seconda delle
modificazioni post-traduzionali a cui € sottoposthe includono glicosilazione, fosforilazione e
taglio proteolitico ad opera della trombina. Questedificazioni sono essenziali per le diverse
attivita mediate da OPN.

OPN contiene un dominio RGIarginine-glycine-aspartate domgincomune alle proteine della
matrice extracellulare, importante per il reclutatoedelle integrineavpl, avp3, avps, avp6 e
avBl. In seguito al taglio proteolitico operato dalambina, OPN espone la sequenza peptidica
SVVYGLR, importante per promuovere I'adesione dekdlule che esprimono le integrind ea9
(091 e a4P7), come i leucociti. OPN subisce tagli proteolitamche da parte delle metallo
proteinasi in particolare della MMP-3 e della MMRP41].

OPN contiene inoltre una regione ricca di aspayt@dbe siti di legame per I'eparina e una regione
vicino al C-terminale che lega in modo specificeedse varianti di CD44, in particolare l'isoforma
-v6 e -v7. Questa interazione € importante peufeibne immunomodulatoria di OPN in quanto
riduce I'espressione della citochina anti-infiamanet IL-10 e favorisce invece la produzione della
citochina pro-inflammatoria 1L-12, polarizzando umgposta di tipo Thl [42].

Inoltre uno studio ha dimostrato che CD44v6 blod@poptosi Fas-mediata, interferendo
probabilmente con la trimerizzazione del recettaraportante per l'avvio del programma
apoptotico. OPN potrebbe favorire I'interazione @B44-v6 e Fas, esercitando cosi la sua azione
anti-apoptotica [43].

Recentemente € stata identificata una forma intcdaee di OPN (iOPN) che viene generata a
partire da un sito di trascrizione alternativo,adlerdi quello canonico, con conseguente perdita de
peptide segnale. Il ruolo principale attribuito@PIN & quello di favorire la polarizzazione delle
Th17, inibendo la produzione di IL-27, inibitoreltdi17, da parte delle cellule dendritiche [44].
Ruolo di OPN nell'immunita innata e acquisita

OPN é una proteina largamente espressa nelle ealkll sistema immunitario. | monociti sono
caratterizzati da bassi livelli della citochina ghero viene costitutivamente espressa in seguito al
loro differenziamento in macrofagi. L’espressionacnofagica di OPN puo inoltre essere regolata
positivamente in seguito a stimolazione con LPSN@®ltre € coinvolta nelle diverse funzioni dei
macrofagi come migrazione, attivazione, fagocitpsgduzione di citochine pro-infammatorie e
sintesi di ossido nitrico, in risposta a divergngtli infiammatori.

OPN e un fattore chemoattrattivo per i neutrofiliquanto favorisce il loro reclutamento nel sito
inflammatorio [41] . OPN inoltre & importante per funzione delle cellule dendritiche (DC): &
altamente espressa nelle DC immature e promuol@damaturazione [45] in seguito alla quale

esse migrano nei linfonodi periferici e presentéaiatigene alle cellule T.
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E stato dimostrato che le DC attivate da OPN prodaa loro volta IL-12 e TNk; sostenendo la
risposta Thl [46].

OPN é prodotta dalle cellule T attivate e, comevalie detto, &€ coinvolta nellimmunita cellulo-
mediata in quanto promuove la polarizzazione dedéule T in cellule Thl INF- secernenti. E
stato infatti dimostrato che I'mRNA di OPN e espg@es questo tipo cellulare e non nei Th2 [47].
La forma solubile della proteina potrebbe essemavotta nella proliferazione delle cellule T CD4+
e CD8+ e in aggiunta ne promuove la migrazione,odinato dal fatto che topi transgenici
caratterizzati da una sovra espressione di OPNrammstina aumentata percentuale di cellule CD4+
nei linfonodi [48]. Inoltre OPN stimola il differemamento delle cellule T favorendo I'espressione
di INF-y e CD40L nelle cellule T del sangue periferico, cona conseguente induzione
dell’espressione di IL-12 da parte dei monociti.aggiunta 'aumento dell’'espressione di CD40L
potrebbe spiegare I'abilita di OPN di indurre lalgerazione delle cellule B e la produzione di
anticorpi [49].

Ruolo di OPN nelle malattie autoimmuni.

L’azione pro-inflammatoria di OPN e la sua capadtapolarizzare la risposta Thl, mediante
I'abilita di incrementare la produzione di INFda parte delle cellule T e la produzione di IL€kR
parte dei macrofagi, possono in parte spiegare dinvolgimento di questa proteina
nell’autoimmunita [42].

Numerosi studi hanno dimostrato che OPN svolgeuahorin diverse malattie autoimmuni. Per
guanto riguarda la SM, OPN e la citochina maggion®messpressa nelle lesioni cerebrali dei
pazienti [50]. Inoltre i livelli proteici sono aumtati nel plasma di pazienti con decorso RR rigpett
ai pazienti con decorso progressivo, caratteridativelli proteici simili ai controlli [51].

In aggiunta, topiSPP1" (knock-outper il gene di OPN) sono resistenti alla forma pesgiva di
encefalite autoimmune sperimentale (EAE), modetionale della SM. La somministrazione di
OPN in questi topi induce ricadute piu ricorrertpn peggioramento della paralisi e delle
condizioni neurologiche. Inoltre, OPN favoriscest@gpravvivenza delle cellule T reattive contro la
mielina, dimostrando un ruolo nella comparsa dellacerbazioni e nella progressione della SM
[52].

Anche i Th17 hanno un ruolo nell’induzione e ngltogenesi della SM [53, 54]. Alti livelli di
OPN espressi dalle DC aumentano la produzione-di7lida parte delle cellule T, sia nel modello
animale sia nelluomo. Questo dimostra che OPN ghite essere un mediatore chiave per
I'amplificazione della risposta inflammatoria pregenella SM e potrebbe essere coinvolto anche

in altre malattie autoimmuni [55].
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Numerosi studi genetici sono stati condotti suirpolfismi presenti nel gen8PP1.In particolare
nel laboratorio di Immunologia del prof. U. Diangaron il quale collaboro, sono stati identificati
quattro polimorfismi (+282T>C nell'esone 6: rs4754750C>T nell'esone 7: rs11226616;
+1083A>G: rs1126772 e +1239A>C: rs9138 nel 3-UTdREe formano tre diverse combinazioni
aplotipiche (aplotipo A: 282T-750C-1083A-1239A; B82C-750T-1083A-1239C; C: 282C-750T-
1083G-1239C), associate allo sviluppo di diverselatia autoimmuni [56-60] | portatori
dell’aplotipo B o C hanno un rischio superiore db Yolte di sviluppare la SM [58], il diabete di
tipo 1 [59] e il lupus eritematoso sistemico [5&]un rischio superiore di 8 volte di sviluppare la
sindrome autoimmune linfoproliferativa (ALPS) [56tispetto agli individui omozigoti per
I'aplotipo A. Inoltre questi aplotipi influenzanmehe i livelli di OPN: gli aplotipi B e C sono
associati ad alti livelli di OPN rispetto all’apipd A nei pazienti affetti, probabilmente a causa d
un aumento della stabilita del’mRNA che codificar guesti due aplotipi.

Inoltre per quanto riguarda la SM, i pazienti ongozi per I'aplotipo A hanno una lenta
progressione della malattia nella forma SP e spimo una malattia piu moderata, caratterizzata da
una lenta evoluzione della disabilita.

Nella regione del promotore del geBEP1sono stati inoltre identificati 3 polimorfismi -86G,
-156G>GG e -443T>C, che potrebbero influenzardiViga trascrizionale del gene [61]. E stato gia
dimostrato che le variazioni -156G>GG e +1239A>QMis@ssociate allo sviluppo del lupus
eritematoso sistemico. In aggiunta gli individuirgadori di entrambi gli alleli suscettibili alla

malattia hanno un aumentato rischio di sviluppamaalattia [57].
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SCOPO DEL LAVORO
1. RUOLO DI OPN NELLA SM

Diversi studi hanno dimostrato che OPN ha un ruwdtla SM. In particolare OPN é la citochina
maggiormente espressa nelle lesioni cerebrali deiepti [50] e i livelli della proteina sono
aumentati nel plasma di pazienti con decorso Rpetis ai pazienti con forme progressive della
malattia e i livelli proteici aumentano duranteekacerbazioni [51]. Da precedenti analisi genetiche
condotte sul gene che codifica per OPN é stato stiraitm che i portatori omozigoti per I'aplotipo A
(+1239A) hanno un rischio di 1.5 volte piu bassosdiluppare la malattia rispetto ai portatori
dell’aplotipo B e C (+1239C): inoltre questi indivii hanno una lenta progressione della malattia
nella forma SP e sviluppano una malattia piu mddecaratterizzata da una lenta evoluzione della
disabilta [58].
Lo scopo del mio lavoro € stato quello di analiedarvariazione +1239 A>C e la variazione
-156G>GG presenti nel gene di OPN in soggetti taffiet SM. E stato precedentemente dimostrato
che queste due variazioni hanno un effetto combisal rischio di sviluppo del lupus eritematoso
sistemico [58]. Con questa analisi si vuole vegifecse questo effetto possa essere presente anche
nella SM. Inoltre sara valutato I'impatto di quegégiazioni sull’evoluzione della malattia.

2. RUOLO DI OPN NELLA CIDP
Dati sul ruolo di OPN nelle polineuropatie infiamimge sono molto scarsi. E stato dimostrato che
OPN e costitutivamente espressa nel sistema nepar#ferico e la sua espressione viene regolata
positivamente nel modello animale della neurit@atune sperimentale (EAN) [62].
Comi e al. hanno dimostrato che la funzione di &atifettiva in pazienti affetti da CIDR28] e
I'interazione di OPN con CD44-v6 potrebbe essermvaita nell’inibizione dell’apoptosi Fas-
mediata [43]. E stato inoltre dimostrato che OPNofisce la polarizzazione delle cellule Thl e
Th17, coinvolte nella patogenesi di diverse maatitoimmuni [42, 44]. Il ruolo delle Thl e delle
Th17 non é ancora del tutto delineato nella pategiedella CIDP, tuttavia uno studio recente ha
dimostrato che la frequenza delle Th17 é piu a#iaRBMCs (cellule mononucleate del sangue
periferico) e nel CSF di pazienti con una CIDPvattispetto ai pazienti in remissione, suggerendo
che queste cellule possano essere importantigellizione della malattia [62].
Sulla base di queste osservazioni lo scopo dellavioro € studiare se OPN pud avere un ruolo
anche nella CIDP, valutando i livelli plasmaticilldeproteina mediante un saggio ELISA nei
pazienti affetti da CIDP. Successivamente € stat@otta una analisi preliminare della variazione

+1239A>C presente nel gene di OPN, per valutareemupatuale associazione con la malattia.
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MATERIALI E METODI

Pazienti

Sono stati analizzati 728 pazienti affetti da Shagdosticati secondo i criteri di McDonald [3] e
1218 controlli di eta ed etnia correlata per ldazone +1239A>C e -156G<GG del gepeP1che
codifica per OPN.

Sulla base del decorso clinico i pazienti sona detniti come [64]:

- RR: verificarsi di esacerbazioni, ciascuna delleathudi almeno 24 ore e separate da almeno
un mese di inattivita, con recupero totale o sexj(ret447);

- PP: progressivo peggioramento dei sintomi e danisgmici dall'insorgenza per almeno 6
mesi, con presenza o meno di ricadute, con stab#iani occasionali e lievi miglioramenti
temporanei (n=71);

- SP: iniziale decorso di tipo RR seguito da un pgegivo peggioramento dei sintomi e dei
segni per almeno 6 mesi, con presenza o meno dduie, con lievi remissioni e
stabilizzazioni (n=210).

Sono state eseguite della misurazioni sull’esito:

- il tempo per raggiungere un punteggio >3.0 nel@as&DSS €xpanded disability status
scalg proposta da Kurtzke,

- il tempo per raggiungere un decorso progressivia dehlattia.

In accordo con Hawkins e McDonnel [65], la malattigpazienti che, dopo almeno 10 anni dalla
manifestazione, hanno una moderata disabilita gggid EDSS< 3.0) € definita SM benigna. |
pazienti che raggiungono la progressione secondarieo 10 anni dalla manifestazione sono
definiti rapidamente progressivi. | pazienti chenm@ntrano in questa definizione, sono stati esclu
dallo studio. Nei pazienti con decorso RR, il pggie di EDSS € stato valutato nella fase di
remissione. Il tasso di ricadute annuale primat@gtamento € stato rilevato per 327 pazienti con
l'inizio dell’'attacco (pazienti RR e SP).

Per quanto riguarda la CIDP, I'analisi della vaioae +1239A>C é stata condotta su 53 pazienti.
La diagnosi € stata effettuata seguendo i criteltiAtcademia Americana di Neurologidd Hoc
Subcommitee of the American Academy of Neuroldd$ Alask Force, 199120].

Le analisi immunoenzimatiche per la valutazione loeilli di OPN plasmatica hanno interessato
invece un’altra casistica di 25 pazienti confrontatn 20 controlli, secondo la disponibilita del
materiale biologico in esame. Il plasma e statertto in seguito a prelievo di sangue periferico,
sottoposto a centrifugazione per 15 minuti a 3@00 ed e stato successivamente conservato a
-80°C.

| prelievi di sangue periferico sono stati otterprgvio consenso informato.
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Entrambi gli studi sono stati condotti seguendlinkee guida del comitato etico locale.

Saggio ELISA per la valutazione di OPN plasmatica

Per valutare la concentrazione plasmatica di OPNwnamnei pazienti e nei controlli € stato
utilizzato un saggio ELISA (IBL), in accordo conitedicazioni suggerite dalla ditta produttrice. |
campioni sono stati testati in doppio, in due espenti separati. La lettura della densita ottica é
stata effettuata con uno spettrofotomedtbuna lunghezza d’'onda di 450 nm (SpectraCouBier,
Rad).

Estrazione di DNA da sangue

I DNA utilizzato é stato estratto da campioni dngue intero eparinato, prelevato dai pazientiio da
soggetti sani. | campioni sono stati sottoposaaaggio con aggiunta di una soluzione fisiologica
(NaCl 0,9%) in rapporto 1:2 con il sangue stessor® stati centrifugati a 2500 rpm per 20 minuti
per eliminare il surnatante. Il lavaggio é stafmetuto per due volte. In seguito & stato aggiuinto i
tampone di emolis(5 mM MgChL esaidrato, 10% NP40) e i campioni sono stati nmanten
agitazione a temperatura ambiente per 10-15 mihempioni vengono centrifugati a 2500 rpm
per 20 minuti. Per rimuovere eventuali residui ki dal’emolisi e stato effettuato un ulteriore
lavaggio con soluzione fisiologica, centrifugandd rhinuti a 1500 rpm. Successivamente € stato
aggiunto il tampone di lisi (10 mM TRIS pH 8,2, 180M NaCl, 2 mM EDTA), SDS 20% (25uL
ogni mL di tampone di lisi) e proteinasi K (20 md/mwvvero 25 pL per ogni mL di tampone di lisi).

| campioni sono stati incubati a 37°C in agitazigpex 16 ore. La precipitazione delle proteine,
cosiddetta $alting-out é stata effettuata con I'aggiunta di una solueioin NaCl 6 M. Le proteine
precipitate sono state rimosse mediante centrifogaza 2500 rpm per 20 minuti. Il surnatante e
stato recuperato in nuove provette a cui e statguatp un ugual volume di etanolo per la
precipitazione del DNA. Il campione € stato manterin agitazione per 10-15 minuti per favorire
la precipitazione del DNA, visibile ad occhio nudoDNA e stato prelevato, avendo cura di non
frammentarlo, ed e stato lavato con etanolo 70%6ind il DNA ¢ stato risospeso in TE (10 mM
TRIS-HCI pH 7,5 e 1 mM EDTA pH 8). Se durante ladali recupero, il DNA non é visibile, &
possibile far precipitare il DNA mediante ultraag#fioigazione: € stato aggiunto etanolo (in rapporto
1:2 rispetto all’etanolo precedentemente utilizyacacetato di sodio 3 M (in rapporto 1:10 sul
volume totale). Il campione é stato mantenuto &C8@er due ore. A questo punto €& stato
centrifugato per 11000 rpm per 45 minuti a 4°C.cggsivamente € stato eliminato il surnatante e il

DNA depositato sul fondo del tubo e stato risospesSkE.
Quantificazione spettrofotometrica del DNA

La concentrazione di DNA estratto é stata detertaieamite lettura spettrofotometrica con lo
strumento Nanodrgg 2000c (THERMO Scientific)
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PCR (Polymerase Chain Reaction)
Le reazioni di amplificazione sono state eseguiten volume finale di 2nL, utilizzando circa 200
ng/uL di DNA. La miscela di reazione e compostaMgCl, 3 mM, dal buffer di reazione
contenente TRIS-HCI 200 mM a pH 8,4 e KCI 500 mhvirogen), da una miscela 0,2 mM di
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen) e d& 8J/juL di recombinant Tag DNA
Polymerasé&U/uL (Invitrogen).
Per I'amplificazione della regione 3'-UTR del getieOPN contenente la variazione nucleotidica
+1239A>C (si riferisce al cDNA dove +1 indica ildane di inizio ATG), (SNP ID: rs9138),
sufficiente per tipizzare i tre diversi aplotipgre stati utilizzati i seguengirimers(Sigma):

- OPN-F: 5’-gccgtgaattccacagccatg-3’

- OPN-R: 5'-ttgaatgtaataagaatttggtgg-3’.
Le condizioni della reazione di PCR sono le seguantciclo iniziale di denaturazione a 95°C per
5’, successivamente 35 cicli composti da una faseéetaturazione a 95°C per 20, una di
appaiamento a 65°C per 20” e una fase di allungd@ma 72°C per 30", seguiti da un ulteriore
ciclo di allungamento a 72°C per 7°. Il frammentmificato e costituito da 583 bp. Per il
sequenziamento automatico e stato invece utilizzafwimerinterno la cui sequenza é:

- OPN-seq 5'-tgctttatagcaaaatgaaag-3’.
Per 'amplificazione della regione al 5’ del gerentenente la variazione nucleotidica -156G>GG
(rs7687316) sono stati utilizzati i seguenti primer

- Promo-F: 5’-agccctctcaagcagtcatc-3’

- Promo-R: 5’-cctgtgttggtggaggatgt-3'.
La PCR e stata pero effettuata in condizioni di M@dnM, con una temperatuta di appaiamento di
55°C.
Elettroforesi su gel di agarosio
Per visualizzare il prodotto della PCR, ¢ statataffita una elettroforesi su gel utilizzando undjel
agarosio 1% in tampone TAE (TRIS-acetato 40 mM @d8EDTA ph 8), contenente GelRed
10000x (Biotium). Una piccola aliquota della reamodi PCR (3uL) é stata addizionata ad una
soluzione contenente 50% vol/vol glicerolo e 0,1%ar@e G (Sigma), per favorire il caricamento
dei campioni nel gel. Sono stati inoltre utilizzatime riferimento i pesi molecola@ene Ruler 1
Kb DNA ladder(Fermentas). L'esposizione ai raggi UV e la rilegae della fluorescenza che

permette la visualizzazione del DNA, e stata affg# con lo strumento Gel Doc 1000 (Biorad).
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Sequenziamento automatico

| prodotti di PCR sono stati purificati dall'eccesdi primerse di nucleotidi utilizzando gli enzimi
EXO (Esonucleasi I) e SAP $hrimp Alcaline Phosphatas@)SB) tramite un ciclo di incubazione
di 20 minuti 37°c e uno di 20 minuti a 80°C.

Le reazioni per il sequenziamento sono state diesarvendosi del kit specificaBl PRISM
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready React{@pplied Biosystem), dotato di
dideossinucleotidi marcati con differenti fluorosrio Seguendo il protocollo fornito dalla ditta, per
un volume finale di reazione di 10 pL, sono stduliaionati al DNA purificato, 2 pL di BigDye
Sequencing Buffer (in dotazione con il kit) e iirper (3,2 pM/pL)forward o reverse

La reazione di sequenziamento prevede il segueatggmma:

- denaturazione a 96°C per 1’

- denaturazione a 96°C per 10”

- appaiamento a 50°C per 5” 25 cicli

- estensione a 60°C per 4’

Il prodotto della reazione e stato ulteriormentdffpato mediante il kiMontage SEQ Sequencing
Reaction CleanugMontage), seguendo le istruzioni della ditta pittite. | campioni purificati
sono stati addizionati alla formamide, sottopostieaaturazione per 3 minuti a 95°C e sono stati
successivamente caricati sulla piastra ottica pesutcessiva analisi al sequenziatéBI(PRISM
3100 Genetics Analyser).

Analisi statistica

L’analisi delle frequenze genotipiche e le misurazidell’esito sono state comparate applicando il
test dely? con la correzione di Yate. Il tasso di ricadutawme i dati ottenuti dal saggio ELISA
sono stati comparati mediante I'utilizzo del teshrparametrico Mann-Whitney U. | valori di P

sono stati ottenuti effettuando un test a due eoldesignificativita statistica corrisponde a P£0.0
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RISULTATI

1. RUOLO DI OPN NELLA SM

1.1 Analisi della variazione nucleotidica +1239A<@h pazienti con SM

SNP + 1239
Genotipi MS (n=728) controlli (n=1218)
AA 335 (46) 634 (52)
AC 314 (43) 486 (40)
CcC 79 (11) 98 (8)
AA 335 (46) 634 (52)
Non-AA 393 (54) 584 (48)

OR=1.27 P=0.011 (95% CI: 1.05 1.54)

Figura 1.1: Distribuzione delle frequenze genotipiche per lasiazone nucleotidica +1239A>C del gene di OPN in
pazienti con SM e controlli. Sono indicati il numedei soggetti e nelle parentesi le proporzionileldtequenze
genotipiche. La distribuzione genotipica rispetequilibrio di Hardy-Weinberg (dati non mostratl):analisi statistica

& stata effettuata con il test géla due code.

Sono stati analizzati 728 pazienti con SM e 12X8rodi per la variazione nucleotidica +1239A<C
presente nel 3' UTR del gene che codifica per OPNtata osservata questa variazione perché
permette di discriminare tra l'aplotipo A (omozigger l'allele +1239A) e l'aplotipo non-A

( portatori dell’'allele +1239C). Da questi dati ey che la frequenza degli omozigoti per l'allele
+1239A e ridotta nei pazienti rispetto ai contr@l6% contro 52%; P=0.011) e questi mostrano un

rischio inferiore di 1.27 di sviluppare la malattispetto ai portatori dell’allele +1239C.

1.2 Analisi della variazione nucleotidica -156G<G@ pazienti con SM

SNP — 156
Genotipi MS (n=728) controlli (n=912)
GG/GG 78 (10.7) 112 (12.3)
G/GG 304 (41.8) 384 (42.1)
G/G 346 (47.5) 416 (45.6)

OR=0.91 P=0.25 (95% CI: 0.79 1.06)

Figura 1.2: Distribuzione delle frequenze genotipiche perdaazione nucleotidica -156G<GG del gene di OPN in
pazienti con SM e controlli. Sono indicati il numedei soggetti e nelle parentesi le proporzionil@dtequenze
genotipiche. La distribuzione genotipica rispetegquilibrio di Hardy-Weinberg (dati non mostratl).analisi statistica

& stata effettuata con il test géla due code

La variazione nucleotidica -156G>GG situata nadigione del promotore del gene che codifica per
OPN e stata analizzata in 728 pazienti con SM ec@h®olli. L’analisi delle frequenze genotipiche

non mostra nessuna differenza significativa traguaize controlli.
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decorso della SM

1.3 Analisi delle variazioni +1239A<C e -156G<GG fia progressione e nel

Genotipi

+1239A>C -156G>GG +1239A>C

-156G>GG

AA C GG/GG G AA C

GG/GG G
Rapidamente progressiva 57 (20) 127 (37) 18 (27) 166 (30) 3(5) 181 (32)
Lentamente progressiva 228 (80) 216 (63) 58 (73) 386 (70) 57 (95) 387 (68)

P<0.0001 P=0.311 P<0.0001
SM benigna 110(38) 84(24) 36(46) 158(28) 35(52) 159 (28)
SM non benigna 183 (62) 263 (76) 42 (54) 404 (72) 32(43) 414 (72)

P=0,001 P=0.0018 P=0.0002

Figura 1.3: Distribuzione delle frequenze genotipiche sullaebdsi diversi esiti della malattia. Nella tabellar®
indicati il numero di pazienti nel rispettivo stattella malattia, mentre le proporzioni sono indiedta parentesi. |
pazienti inclusi in questo studio sono i paziewth decorso RR (lentamente progressivi) o con EB3YSM benigna
dopo 10 anni dalla manifestazione; i pazienti claggiungono un decorso SP (rapidamente progressivijhe
raggiungono EDSS>3 entro 10 anni dalla manifestagiol pazienti che hanno un decorso RR e meno dinhd di
followup (29/728) o decorso PP (71/728) sono satilusi dall'analisi di progressione; i pazientic&DSS3 e meno
di 10 anni di followup (88/728) sono stati escld&ill'analisi di disabilita. L'analisi statistica éstata effettuata
comparando i differenti esiti con il test gél L’analisi di progressione @ stata effettutata628 pazienti: 285 AA, 343
non-AA, 78 GG, 562 non-GG, 60 AAGG, 568 non-AAG@ndlisi della severitda della malattia & stata imee
effettuata su 640 pazienti: 293 AA, 347 non-AAGT 562 non-GG67 AAGG, 573 non-AAGG.

Per stabilire I'impatto delle variazioni +1239A>CX6G<GG nell’evoluzione della malattia sono
state valutate le frequenze genotipiche sulla blafla progressione e della severita della malattia.
La progressione della malattia e stata valutatapawamdo i pazienti che passano dalla forma RR
alla forma SP entro 10 anni dalla manifestaziorniéa dealattia e sono stati definiti rapidamente
progressivi (n=184) e quelli che rimangono RR dtearl0 anni (lentamente progressivi, n=444).
La severita della malattia &€ stata invece valutat&#rontando i pazienti con punteggio EBS®
dopo 10 anni dalla manifestazione della malattM {f&nigna, n=194) e quelli che raggiungono un
punteggio >3 entro 10 anni (SM non-benigna, n=446).

La frequenza dei pazienti lentamente progresssigeificativamente maggiore negli omozigoti per
l'allele +1239A rispetto ai portatori dell’allelel239C (80% contro 83%; P=0.0001), mentre non e
stata osservata alcuna differenza tra gli omozigetil'allele -156GG e i portatori per l'allele -
156G (73% contro 70%; P=0.3). | pazienti omozigmr entrambi gli alleli +1239A e -156GG
mostrano una frequenza significativamente maggiogazienti lentamente progressivi rispetto ai
portatori dell’'allele +1239C e/o -156G (95% con@®%; P=0.0001) e agli omozigoti per l'allele
+1239A (95% contro 80%; P=0.0094).

Inoltre le proporzioni dei pazienti con SM benigsano significativamente maggiori negli
omozigoti +1239A rispetto ai portatori +1239C (38&mtro 24%; P=0.0001) e negli omozigoti per
-156GG rispetto ai portatori -156G (46% contro 28%40.0018). | pazienti omozigoti per entrambi
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(+1239A e -156GG) mostrano una proporzione piu ditpazienti con SM benigna rispetto ai
portatori +1239C e/o -156G e agli omozigoti per 392 in modo statisticamente significativo
(52% contro 38%; P=0.038).

1.4 Impatto clinico delle variazioni +1239A<C e -16G<GG sulle esacerbazioni
della SM

Genotipi
AA C GG/GG Non-GG AAGG CG
N=153 N=174 N=33 N=294 N=26 N=301
Tasso di ricadute 0.5(0.2-1) 1.3(0.6-1.7) 0.8(0.4-1.2) 1.1(0.5-1.3) 0.6 (0.3} 1.2 (0.5-1.5)
P=0.01 P=0.09 P=0.06

Figura 1.4: Tasso di ricadute in pazienti con l'inizio dellatico con diversi genotipi del gene di OPN. | numeri
indicano la media annua di ricadute . L'analisi ittica € stata effettuata con test Mann-Whithney dlle code.

Per valutare I'impatto clinico di queste variazio@istato analizzato il tasso di ricadute annuo in
pazienti con diversi genotipi all'inizio degli atzhi. L’analisi € stata effettuata sui 327 pazienti
(153 AA, 174 non-AA) di cui erano disponibili i datinici. Il tasso di ricadute e significativament
pil basso nei pazienti omozigoti per +1239A rigpedt portatori dell’allele +1239C (0.5/anno
contro 1.3 anno; P=0.01), mentre non sono statdenziate differenze significative tra gli
omozigoti -156GG e i portatori -156G (0.8/anno cont.1/anno; P=0.09) o tra i soggetti con
entrambi i genotipi protettivi e quelli che portaaloneno un allele predisponente (0.6/anno contro
1.2/anno; P=0.06).
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2. RUOLO DI OPN NELLA CIDP

2.1 Valutazione dei livelli plasmatici di OPN in paienti con CIDP

OPN 45
ng/mL _
9 10 | P=0.17 A
35 |
30 |
AAA
25 | A
o0 | mn R
5 [ 0| Ny | A‘AA ‘A:AAAA
10 | _ I A
5 | Hnm u
0 n"
Controlli CIDP

Figura 2.1: Dosaggio dei livelli plasmatici di OPN nel plasmigpdizienti con con CIDP (n=25) e nei controlli (n&R

Le linee indicano la concentrazione media per aguippo (137.5 ng/mL per i controlli e 178.2 ng/mér p pazienti).
L'analisi statistica € stata effettuata con il tddéann-Whitney a due code.

E stato effettuato un saggio ELISA per OPN umaneasupioni di plasma prelevati da 25 pazienti
con CIDP confrontati con 20 controlli

| dati mostrano che i livelli plasmatici della peota sono piu elevati nei pazienti rispetto ai
controlli (media CIDP: 178.2 ng/mL; controlli: 1%7.ng/mL), anche se la differenza non é

statisticamente significativa (P=0.17).

2.2 Analisi della variazione nucleotidica +1239 A>@h pazienti con CIDP

SNP + 1239
Genotipi CIDP (n=53) controlli (n=1218)
AA 25 (47) 634 (52)
AC 22 (42) 486 (40)
CcC 6 (11) 98 (8)
AA 25 (47) 634 (52)
Non-AA 28 (53) 584 (48)

OR=1.22 P=0.57 (95% CI: 0.68 2.18)

Figura 22: Distribuzione delle frequenze genotipiche per laazdone nucleotidica +1239 A>C del gene di OPN in
pazienti con CIDP e controlli. Sono indicati il nero dei soggetti e tra parentesi le proporzioniledrequenze
genotipiche. La distribuzione genotipica rispetegquilibrio di Hardy-Weinberg (dati non mostratl).analisi statistica

& stata effettuata con il test géla due code.
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La variazione nucleotidica +1239 A>C, localizzatl 8 UTR del gene OPN é stata analizzata
anche in 53 pazienti con CIDP.

La frequenza degli individui omozigoti per l'allelel239A €& inferiore nei pazienti con CIDP

rispetto ai controlli (47% contro 52%) e mostrano rischio inferiore di 1.22 di sviluppare la

malattia rispetto ai portatori dell'allele +1239@nche se non si raggiunge la significativita

statistica (P=0.57).
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DISCUSSIONE E PROSPETTIVE FUTURE

OPN & una citochina coinvolta nell’autoimmunitastto dimostrato che alcune variazioni del gene
di OPN sono associate a diverse malattie autoimifi@ib60]. In particolare Chiocchetti e al. [58]
hanno dimostrato che gli omozigoti per la variaeigii239A presente nel 3' UTR del gene di OPN
ha un effetto protettivo nello sviluppo e nell’ewpione della SM. Questo genotipo infatti ha un
rischio inferiore di 1.56 volte di sviluppare la la#ia. Inoltre D’Alfonso e al. [57] hanno
dimostrato che le variazioni +1239C e -156G hanmeffietto combinato sullo sviluppo del lusus
eritematoso sistemico. In questo contesto I'analisiata estesa in pazienti con SM, anche tenendo
conto delle conoscenze emerse dal precedente lautieoSM. | risultati da me ottenuti mostrano
che i gli omozigoti per l'allele +1239A hanno ursahio inferiore di 1.27 di sviluppare la SM
rispetto ai portatori dell’allele +1239C e di coggenza hanno una lieve protezione nei confronti
della malattia. Questi dati sono in accordo conllgatenuti precedentemente anche se il rischio
risulta inferiore, probabilmente a causa del fatte la casistica € stata ampliata e a causa delle
differenze interindividuali presenti nelle due stishe.

L’'analisi della variazione -156G<GG non ha inveceidenziato differenze statisticamente
significative tra i pazienti e i controlli (OR=0.9P=0.25), indicando che questa variazione non e
associata allo sviluppo della malattia.

Successivamente € stato valutato I'impatto di gquestiazioni nel decorso della malattia. | dati
ottenuti confermano la correlazione tra la variaeiag1239A>C e la progressione della malattia. In
aggiunta gli omozigoti per l'allele +1239A mostrann tasso di ricadute annuo inferiore rispetto
agli altri pazienti.

| pazienti omozigoti per entrambe le variazioni 392 e -156GG hanno una malattia piu moderata
con una lenta progressione della disabilita e atolpassaggio alla forma SP rispetto ai pazienti
portatori di +1239C e/o -156G e agli omozigoti paitele +1239A.

In conclusione la variazione -156GG in omozigosisgente nel 5’ del gene di OPN conferisce una
ulteriore protezione per lo sviluppo della SM, sdputto nei pazienti portatori del genotipo
protettivo (omozigoti per +1239°) al 3' UTR del gerQuesti dati confermano che il gene di OPN

potrebbe avere un ruolo nello sviluppo e nella pFsgione della SM.
Nella seconda parte della relazione sono statirtafioi dati preliminari di uno studio volto a

identificare il ruolo di OPN nella CIDP, malattiaratterizzata da un attacco autoimmune al sistema
nervoso periferico. Inizialmente é stata valutatadncentrazione di plasmatica di OPN che risulta
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essere piu elevata nei pazienti rispetto ai cdiptrahche se questo dato non raggiunge la
significativita statistica.

Successivamente € stata analizzata la variaziop893A>C del gene di OPN in 53 pazienti affetti
da CIDP. L’analisi delle frequenze genotipiche dstn@ che i portatori dell’allele +1239A sono
inferiori nei pazienti rispetto ai controlli (47&entro 52%) e mostrano un rischio inferiore di 1,22
di sviluppare la malattia rispetto ai portatori lddlele +1239C, anche se non si raggiunge la
significativitd statistica (p=0.57). Nonostante ,cia loro frequenza & molto simile a quella
riscontrata precedentemente in pazienti affetMa(soggetti AA: 46% SM contro 47% CIDP).

| dati qui ottenuti dimostrano che i portatori ¢ilele +1239A potrebbero avere una protezione per
lo sviluppo della CIDP e insieme al fatto che ieliv della proteina sono maggiori nei pazienti
rispetto ai controlli, OPN potrebbe avere un rualquesta malattia.

In futuro vogliamo aumentare i soggetti inclusiloedtudio e vorremmo analizzare meglio se la
presenza di queste variazioni possa influenzaveliilplasmatici della proteina. E stato dimostrat
che i portatori dell’aplotipo B e C mostrano altielli di OPN rispetto all’aplotipo A in diverse
malattie autoimmuni, tra le quali anche la SM [58hgliamo valutare se 'aumento di OPN che
abbiamo osservato nei pazienti con CIDP é dovutnaamaggiore frequenza degli aplotipi Be C o
semplicemente alla presenza di infammazione. @Quesdlisi non e stata eseguita perché non erano
disponibili i plasmi dei soggetti utilizzati nelfalisi genetica e quindi non e stato possibile
correlare la frequenza allelica con la concentraziglasmatica di OPN negli stessi soggetti.

In aggiunta vorremmo analizzare se la frequenzicdl possa influenzare la progressione della
malattia osservando le diverse frequenze nellersiviorme cliniche della malattia, in modo simile

allo studio che é stato condotto per la SM.
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