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INTRODUZIONE

Definizione di SM

La sclerosi multipla (SM) ¢ una malattia inflammatoria demielinizzante del
sistema nervoso centrale, in cui il danno tissutale € determinato da un
processo autoimmune mediato prevalentemente dai linfociti T, con
distruzione della mielina, degenerazione assonale e gliosi (Composton &

Coles, 2002).

Epidemiologia della SM

Dagli studi epidemiologici sulla SM ¢ stata evidenziata una notevole
disomogeneita nella distribuzione della malattia nelle varie zone del mondo.
La caratteristica emersa fin dalle prime indagini epidemiologiche ¢ che la
frequenza diminuisce con il diminuire della distanza dall’equatore.
Secondo Kurtzke possono essere individuate tre zone:
1. Zona ad alta frequenza, con una prevalenza superiore a 30/100.000
abitanti, in genere compresa tra 50 e 120/100.000, che comprende
Nord Europa, parte degli Stati Uniti, Canada, Australia del sud e
Nuova Zelanda. Anche 1’ Italia appartiene a questa zona.
2. Zona a media frequenza, con una prevalenza fra 5 e 29/100.000
abitanti, che include il Sud Europa, il bacino del Mediterraneo, le

zone meridionali degli Stati Uniti e parte dell’ Australia.



3. Zona a bassa frequenza, con una prevalenza inferiore a 5/100.000
abitanti, localizzata in Asia, America latina, Africa e zone prossime
all’equatore (Kurtzke, 1993).

Nelle varie zone inoltre c¢’¢ una tendenza al mantenimento del gradiente
frequenza-latitudine, sebbene con differenze piu attenuate. Questo ¢ stato
evidenziato negli Stati Uniti (Hernan et al., 1999), in Australia (Hammond et
al., 1988) ed in Europa.

Nelle regioni scandinave i tassi di incidenza e prevalenza raggiungono valori
piu alti, ad esempio in Norvegia si registrano valori di prevalenza da
163,6/100.000 per le donne e 122,6/100.000 per gli uomini a 105/100.000 a
seconda delle zone (Dahl et al., 2004; Alstadhaug et al., 2005). In Svezia i
valori oscillano intorno a 150/100.000 abitanti (Sundstrom et al., 2003) ed in
Finlandia intorno a 105/100.000 (Sarasoja et al., 2004).

In Italia la prevalenza della malattia ¢ circa di 70-80/100.000 a seconda delle
zone (Ranzato et al., 2003; Ragonese et al., 2004), con punte piu alte in
Sardegna, di circa 150/100.000 abitanti. (Pugliatti et al., 2003).

Il Giappone, come del resto il continente asiatico, ¢ una zona con frequenza
molto bassa di malattia, con caratteristiche cliniche peculiari rispetto ai Paesi
occidentali. In questo Paese ¢ stata riportata una maggior frequenza della
neuromielite ottica di Devic, una variante della SM, ed inoltre, nei casi con
SM in forma classica, si repertano piu raramente rispetto ai pazienti dei Paesi

occidentali, bande oligoclonali di IgG nel liquor. Tuttavia, ¢ stato



recentemente riportato come nell’area metropolitana di Tokio la forma
classica della SM sia cinque volte piu frequente della neuromielite ottica, a
ridurre la differenza con le presentazioni cliniche piu tipiche in Europa e

negli Stati Uniti (Tanaka et al., 2005).

Eziologia della SM

L’eziologia della malattia ¢ ignota, ma si ritiene attualmente che la SM sia
dovuta ad un’abnorme risposta autoimmune diretta contro antigeni mielinici,
in seguito ad un’infezione virale o batterica. Oltre a fattori infettivi, vi sono
altri fattori ambientali e genetici considerati implicati nello sviluppo della
malattia.

A) Fattori infettivi

L’ipotesi di un ruolo dei fattori infettivi nella SM deriva da indagini che
riguardano popolazioni emigrate in zone a differente rischio di SM , oltre che
dagli studi che hanno evidenziato possibili ondate epidemiche della malattia.
Nei casi in cui la migrazione avviene prima dei 15 anni di eta, da una zona
ad alta prevalenza verso una con tassi piu bassi si osserva una diminuzione
del rischio di malattia, che viene invece mantenuto uguale al rischio del
Paese di origine per migrazioni in eta successive (Alter et al., 1971; Kurtzke
et al., 1985). In Islanda dopo la II guerra mondiale (Kurtzke et al., 1982) e
nelle Isole Faroe nell” Atlantico settentrionale si sono verificate tre epidemie

dal 1943 al 1973, di SM, dovute ad un agente eziologico che sarebbe stato



introdotto introdotto dalle truppe britanniche, che nel 1941-1942 occuparono
le isole (Kurtzke et al., 1986).

Fra gli agenti infettivi sospettati come possibili fattori eziologici o
quantomeno scatenanti la SM sono stati individuati, tra i virus, I’herpevirus 6
(HHV6), ampiamente indagato perché provoca infezioni latenti e ricorrenti
ed ha uno spiccato neurotropismo (Noseworthy, 1999; Lutton et al., 2004) ed
il virus di Epstein Barr, che ¢ stato associato in studi anche recenti alla SM
(Barzilai et al, 2007). Fra 1 batteri ¢ stata data importanza all’infezione da
Chlamidia pneumoniae. Per nessuno di questi ¢ stato perd dimostrato un
chiaro nesso patogenetico. I responsabili potrebbero essere piu agenti,
ubiquitari e comuni (Sospendra et al., 2005).

B) Fattori ambientali

Tra 1 fattori ambientali non infettivi ¢ stato ipotizzato che 1’esposizione ai
raggi UV, in quanto in grado di influenzare Dattivita di cellule
immunoregolatorie nonche la sintesi di vitamina D, abbia un ruolo nella SM.
Questa ipotesi ¢ stata formulata in base alle osservazioni che il gradiente di
prevalenza di malattia dipendente dalla latitudine. La forma attiva della
vitamina D (1,25-(OH)2 D3) possiede proprieta immunomodulanti ¢ sembra
essere un regolatore fisiologico dello sviluppo delle cellule T. Sono stati
dimostrati recettori per la vitamina D (VDR) a livello delle cellule
ematopoietiche sia della linea mieloide che linfoide, degli astrociti, delle

cellule gliali, dei neuroni e degli oligodendrociti. Questi recettori legano la



forma attiva della vitamina D e formano un complesso che regola la
trascrizione genica (Spach et al., 2004). La vitamina D interviene nella
regolazione dello sviluppo dei linfociti T, probabilmente influenzando la
produzione di quelle citochine che sono necessarie per la maturazione in
senso Thl o Th2, ovvero determinando I’inibizione della produzione di
interleuchina 12 (IL 12) (D’Ambrosio et al., 1998), che indirizza la
maturazione in senso Thl e la stimolazione della produzione di interleuchina
4 (IL-4) e fattore di crescita tumorale beta (TGF-f), che favoriscono la
maturazione dei linfociti T in senso Th2 (Cantorna et al., 1998).

L’azione dell’ambiente nell’influenzare lo sviluppo della malattia ¢ stata
anche collegata alla cosiddetta “hygiene hypothesis” secondo la quale i
bambini che sono esposti ad agenti infettivi solo in eta piu avanzata, come si
verifica nei paesi piu sviluppati economicamente, sarebbero piu suscettibili a

sviluppare allergie e malattie autoimmuni (Weiss, 2002).

C) Fattori genetici

L’importanza di fattori genetici ¢ stata evidenziata soprattutto dagli studi di
aggregazione familiare. Studi epidemiologici effettuati in famiglie con SM
hanno evidenziato come in una popolazione di individui con un rischio
generale di malattia dello 0,2%, il rischio sale al 3% nei parenti di primo

grado e all’ 1% nei parenti di secondo grado (Compston, 1997).



La presenza di un rischio ricorrente in parenti di primo, secondo e terzo
grado ha portato inizialmente ad ipotizzare la presenza di uno schema di
ereditarieta di tipo complesso, oligogenico (Sadovnick & Baird, 1988).
Tuttavia, studi recenti su fratelli cha hanno un solo genitore in comune non
sostengono 1’ipotesi di questo schema di ereditarieta, in quanto il tasso di
incidenza di malattia ¢ maggiore di quanto dovrebbe essere in rapporto a
quello presente in fratelli con entrambi 1 genitori in comune (Ebers et al.
2004). Se si considerano 1 bambini adottati nella prima infanzia da pazienti
affetti da SM ed 1 parenti adottivi di pazienti con SM, in entrambi i casi non ¢
stata dimostrata la presenza di un rischio aumentato rispetto alla popolazione
generale (Ebers et al. 1995), rendendo improbabile la possibilita che un
agente trasmissibile sia responsabile dell’aggregazione familiare nella SM.

I fratelli di pazienti con SM hanno un rischio di sviluppare la malattia di
circa 20-40 volte rispetto alla popolazione generale e complessivamente del
3.5% (Sadovnick & Baird, 1988). Studi sui gemelli hanno dimostrato che il
tasso di concordanza ¢ di circa dieci volte e due volte superiore per i
monozigoti e i1 dizigoti rispettivamente rispetto ai fratelli non gemelli (Willer
et al. 2003). Inoltre il fatto che la presenza della malattia in un figlio sia stata
messa in relazione al genitore affetto (Ebers et al. 2004) ed al periodo di
nascita (Willer et al. 2005), suggerisce che la suscettibilita alla SM derivi da
un’interazione complessa tra fattori genetici ed ambientali sia materni che

esterni. Ulteriori evidenze sulla difficolta a comprendere 1’esatta natura



dell’ereditarieta della SM derivano dagli studi di linkage che non hanno
mostrato risultati soddisfacenti (Ebers et al. 1996; Haines et al. 1996;
Kuokkanen et al. 1996; Sawcer et al. 1996; Kuokkanen et al. 1997; Oturai et
al. 1999; Broadley et al. 2001; Coraddu et al. 2001; Transatlantic Multiple
Sclerosis Genetics Cooperative 2001; Akesson et al. 2002; Ban et al. 2002;
Goedde et al. 2002; Dyment et al. 2004; Kenealy et al. 2004).

Nell’ambito degli studi di epidemiologia genetica, sono stati valutati diversi
geni che possono essere implicati nella SM, quali geni codificanti per
proteine del sistema immunitario, come le citochine, le immunoglobuline, i
recettori delle cellule T, gli antigeni HLA ed alcuni componenti del
complemento, oltre a geni codificanti per antigeni e precursori della mielina,
questi ultimi in quanto direttamente coinvolti nella SM. Ad eccezione degli
antigeni del sistema HLA, gli altri geni candidati non hanno portato a
significativi risultati in termini di associazione con la SM (Kenealy et al.,
2003). L’ associazione piu forte ¢ stata dimostrata con I’allele DR2 dell’HLA
di classe II (Hauser et al., 1989), ed il suo aplotipo corrispondente
DRBI1*1501 (Winchester et al., 1975); tuttavia il meccanismo con cui
esercita un effetto sul rischio di malattia non ¢ completamente chiaro (Hillert
1994). Benché sia stata dimostrata una forte associazione con questo aplotipo
non ¢ infatti esclusa la possibilita che il reale responsabile della suscettibilita
alla malattia sia o un secondo locus nella regione HLA indipendente dal

DRB1*1501, che agisce come fattore che aumenta il rischio di SM o un altro
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locus, non DRBI che si trova in linkage disequilibrium con 1’aplotipo DR15-
DQ6 all’interno della regione HLA (Dyment et al., 1997; Ligers et al. 2001).
Tutto cid0 dimostra come il ruolo del sistema HLA sulla suscettibilita di
malattia sia nella SM piu complesso che non la semplice presentazione
dell’antigene (Dyment et al. 2004). Al fine di indagare questo aspetto sono
stati effettuati numerosi studi, nel piu completo e recente dei quali sono state
identificate quaranta famiglie, nelle quali almeno quattro persone erano
affette da SM (Willer et al., 2007). I risultati hanno dimostrato la presenza
dell’allele HLA DRB1*1501 nel 70% degli affetti, senza tuttavia apportare
nuovi dati, probabilmente anche in relazione alla eterogenicita del locus
genico nelle varie famiglie e nell’ambito di una stessa famiglia. (Willer et al.,
2007). Ad oggi non si conoscono ancora i meccanismi molecolari per cui la
presenza di determinati alleli HLA conferisce suscettibilita allo sviluppo
della malattia (Sospendra et al, 2005).. Certamente la selezione del repertorio
di cellule T che giungono a maturazione nel timo, la loro successiva
attivazione e I’innesco della risposta immunitaria sono geneticamente
determinati, ed in questi processi un ruolo fondamentale ¢ svolto dagli

antigeni HLA.

Patogenesi della SM

I meccanismo fisiopatologico piu caratteristico della SM, cio¢ la

demicelinizzazione, ¢ riconducibile sostanzialmente ad un danno delle cellule
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gliali che producono la mielina, mediato da una reazione immune
erroneamente diretta contro epitopi condivisi dall’agente infettante e dalla
mielina centrale (mimetismo molecolare) (Fujinami et al., 1985), ovvero una
primitiva proliferazione di cloni autoreattivi o una continua abnorme
stimolazione antigenica da parte di proteine mieliniche non riconosciute
come self. La reazione autoimmune ¢ caratterizzata dal coinvolgimento dei
linfociti, con un aumentato numero dei linfociti Thl antigene specifici
(Olsson et al., 1992; Voskuhl et al., 1993; Hemmer et al., 1996) ed una
riduzione delle cellule Ts (Antel & Arnason, 1979; Hafler et al., 1985),
un’aumentata produzione degli anticorpi verso gli antigeni del self (Iglesias
et al., 2001), una disregolazione delle citochine proinfiammatorie ed
antiinfiammatorie, varie alterazioni nella produzione di citochine responsabili
del fenotipo dei linfociti Th (Th1 e Th2) (Karp et al., 2000).

Dal punto di vista neuropatologico, I’elemento di base nella SM ¢
rappresentato dalle placche multifocali di demielinizzazione della sostanza
bianca nel sistema nervoso centrale, che possono presentarsi come attive o
inattive. La placca cronica inattiva della SM ¢ una lesione nettamente
circoscritta, con ridotta componente cellulare, senza evidenza di distruzione
attiva della mielina. Predomina la gliosi fibrillare, mentre la densita assonale
¢ spesso marcatamente ridotta. Gli oligodendrociti sono fortemente diminuiti
o assenti. Pud tuttavia essere ancora presente un grado variabile di

inflammazione, particolarmente nelle regioni perivascolari. La placca attiva
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mostra invece infiltrati inflammatori costituiti da linfociti T, pochi linfociti B
e plasmacellule ed un’intensa attivazione di macrofagi e microglia. Si
riscontra inoltre una sovraregolazione di diverse citochine pro-infiammatorie,
(interleuchina-2, interferone-gamma e fattore di necrosi tumorale alfa)
prodotte dai linfociti Thl, che si riscontrano inoltre nel liquor di pazienti con
malattia in fase attiva. Questo quadro anatomo patologico ¢ simile a quello
osservato nella encefalomielite allergica sperimentale autoimmune, un
modello sperimentale di malattia autoimmune Thl mediata, ¢ modello
animale di SM, che puo essere indotto in animali suscettibili mediante attiva
sensibilizzazione con tessuti del SNC, mielina, proteine della mielina o
cellule T autoreattive (Zamuvil et al., 1990; Wekerle et al., 1994).

Inoltre, gli studi di risonanza magnetica, eseguiti nelle fasi iniziali della
malattia, suggeriscono come la maggior parte delle lesioni sia preceduta dalla
rottura focale della barriera emato-encefalica. L’insieme di questi elementi
indica che la SM rappresenta una malattia primariamente determinata dai
linfociti Thl con secondario coinvolgimento dei macrofagi e distruzione
della mielina. In condizioni di integrita della barriera emato-encefalica si ha
un limitato traffico di cellule T prive di specificita antigenica, che la
attraversano, mediante molecole di adesione espresse sulla superficie dei
linfociti e le integrine presenti sulle superfici dei vasi sanguigni. La rottura
della barriera, come si verifica nella SM, puo facilitare I’ingresso di cellule T

potenzialmente autoreattive ed anticorpi all’interno del SNC . Una volta che
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le cellule T autoreattive sono penetrate all’interno del SNC, le
metalloproteasi della matrice, che degradano la matrice extracellulare e
distruggono ulteriormente la barriera emato-encefalica, facilitano il passaggio
di cellule immunitarie e di anticorpi secreti dai linfociti B. A seguito della
formazione del complesso trimolecolare (recettore della cellula T, peptide
antigenico e molecola del complesso maggiore di istocompatibilitd) insieme
ad altre appropriate molecole co-stimolatrici, 1 linfociti T si attivano a
produrre diverse citochine. Le citochine possono stimolare le cellule
immunitarie circostanti e la glia alla produzione di chemochine, che a loro
volta possono produrre sostanze chemoattraenti, che conducono al
reclutamento di altre cellule immunitarie nel SNC ed amplificazione della
risposta immunitaria (Aloisi et al., 2001). Le citochine pro-infiammatorie
all’interno del SNC attivano 1 macrofagi residenti e quelli provenienti dal
sangue; si ritiene che queste cellule contribuiscano al danno tissutale ed alla
demielinizzazione.

Tutte le lesioni demielinizzanti attive si osservano quindi nel contesto di uno
sfondo infiammatorio, composto principalmente da linfociti T e macrofagi. A
fronte della similitudine della reazione infiammatoria, a livello anatomo-
patologico, le lesioni possono essere suddivise in quattro differenti patterns
caratteristici di distruzione della mielina (Lucchinetti et al., 2000): I)
demielinizzazione associata ai macrofagi; II) demielinizzazione associata ai

macrofagi con precipitazione locale di immunoglobuline e complemento

14



attivato (demielinizzazione anticorpo mediata); III) demielinizzazione con
primaria alterazione nei processi oligodendrocitari piu distali e apoptosi degli
oligodendrociti (demielinizzazione associata ad oligodendropatia distale tipo
dying-back); IV) degenerazione primaria degli oligodendrociti nella sostanza
bianca che circonda le placche con secondaria distruzione della mielina.
L’identificazione di piu patterns di demielinizzazione, insieme a dati genetici
di suscettibilita alla malattia ed a studi di risonanza magnetica, ha suggerito
che diversi pazienti o sottogruppi di malattia presentano differenti
meccanismi patogenetici, convergenti sulla particolare vulnerabilita del
complesso mielina/oligodendrociti a diversi mediatori immunitari e tossici.

Sebbene la sclerosi multipla sia tradizionalmente considerata una patologia
causata principalmente da demielinizzazione con relativo risparmio
dell’assone, 1’osservazione che gli assoni vanno incontro a degenerazione
risale al secolo scorso, ma I’effettiva portata di questo processo ¢ stata
rivalutata ed enfatizzata solo in tempi recenti grazie all’introduzione di nuove
tecniche di microscopia e di risonanza magnetica. Una delle ragioni
dell’attuale interesse verso la patologia assonale nella SM deriva dal
riscontro di una correlazione tra il danno assonale ed il danno neurologico
irreversibile, non osservabile con altre misure cliniche o paracliniche
(Matthews et al., 1998; Arnold e Matthews, 2002). Poiché¢ il cervello presenta
una sua intrinseca capacita di compensare il danno assonale, il

raggiungimento di un certo grado di perdita assonale potrebbe indicare il
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momento di transizione tra la fase di ricadute e remissioni e la successiva
fase di progressione della malattia, con 1 conseguenti risvolti in ambito
terapeutico. I precisi meccanismi patogenetici attraverso i quali si realizzano
il danno assonale e la degenerazione neuronale nella SM non sono
completamente noti, ma probabilmente diversi meccanismi, immuno-mediati
e non, concorrono a realizzare il danno neurodegenerativo. I principali fattori
implicati nel determinare il danno assonale sono un aumento della
permeabilita dell’assolemma per disfunzione dei canali ionici, la
eccitotossicita da glutammato, 1’attivazione “a cascata” delle proteasi, i
radicali liberi, un alterato trasporto assonale, alterazioni glia-assone,
alterazioni della funzione mitocondriale. Vi sono inoltre altri fattori,
cellulari, anticorpali, mediatori dell’infiammazione, trofici, nonché una
inadeguata rimielinizzazione, che interagiscono con diversi meccanismi nel
determinismo del danno assonale. Una perdita assonale ¢ documentabile
nelle lesioni attive della SM ed ¢ presente gia nelle fasi molto iniziali di
formazione delle lesioni, quando D’infiltrato infiammatorio ¢ prevalente. La
perdita assonale puo essere causata, almeno in parte, dall’attacco dei linfociti
citotossici (CD8+), che sono in grado di rilasciare citochine in grado in vitro
di alterare I’integrita assonale, cosi come in vivo nel modello sperimentale
dell’encefalomielite murina, attraverso 1’attivazione della perforina, una
proteina citolitica in grado di creare pori nelle membrane citoplasmatiche

(Huseby et al., 2001; Steinman, 2001).
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Diversi mediatori aspecifici dell’infiammazione vengono rilasciati da
macrofagi e microglia attivata. Tra questi il il fattore di necrosi tumorale alfa
(TNF alfa), le metalloproteasi di matrice ed il NO sono considerati importanti
mediatori del danno assonale nella SM (Redford et al., 1997; Smith et al.,
2001; Neuman et al., 2002).

Anche gli anticorpi rilasciati dalle plasmacellule dell’infiltrato inflammatorio
possono contribuire al danno neuronale tramite attivazione del complemento
(Mead et al., 2002). Cio permetterebbe di opsonizzare peptidi assonali e di
indirizzare I’attacco immuno-mediato che porta alla degenerazione assonale.
Oltre al ruolo fondamentale di facilitare la conduzione nervosa, la mielina
serve a mantenere |’integrita assonale. In seguito alla degenerazione
mielinica, anche ’assone degenera; inoltre un assone demielinizzato ¢ piu
suscettibile ai danni generati da processi inflammatori ed € in generale piu
esposto a qualsiasi altro fattore lesivo. Tuttavia assoni degenerati in seguito a
degenerazione acuta (positivi alla proteina precursore dell’amiloide, marker
precoce di danno assonale) si associano a placche demielinizzate sia attive
che inattive, cosi come a lesioni rimielinizzanti, suggerendo che il danno
assonale pud essere indipendente dalla rimielinizzazione. Al processo di
demielinizzazione si contrappone sempre uno spontaneo processo riparativo
di rimielinizzazione, sostenuto dai precursori degli oligodendrociti (OPCs).
Se nella fase remittente della SM tale processo riparativo compensa il

processo distruttivo demielinizzante, nelle fasi avanzate della malattia esso
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diventa inadeguato ed incapace di prevalere sulla degenerazione assonale
ingravescente. Cid avviene per due possibili ragioni: una deplezione degli
OPCs, che implica sopravvivenza e reclutamento cellulare inadeguati, oppure
la presenza di OPCs o oligodendrociti maturi ma in numero inadeguato a
produrre mielina.

Ci0 che rimane da chiarire ¢ quindi se, come alcuni ricercatori ritengono il
questo processo degenerativo assonale sia del tutto indipendente dall’attivita
inflammatoria, e che questo pi o meno lento processo sia la vera essenza
della malattia, mentre le placche di demielinizzazione avrebbero un ruolo
sostanzialmente irrilevante, oppure se la degenerazione assonale secondaria
sia si un processo che comincia ad essere presente in una fase precoce della
malattia, ma che essa sia espressione di una conseguenza tardiva dell’insulto
inflammatorio. In base alla seconda ipotesi, I’insulto infiammatorio
comporterebbe la perdita del supporto trofico all’assone per esaurimento dei
processi di rimielinizzazione e per la ridotta produzione di energia dovuta al

mal funzionamento dei mitocondri.

Clinica della SM

Anche se i segni ed i sintomi della SM sono del tutto imprevedibili, esistono
pattern clinici piu frequenti; questi quadri riflettono la maggior ricorrenza
delle lesioni in particolari regioni della sostanza bianca. La maggior parte dei

pazienti presenta un esordio brusco con successive ricadute e remissioni.
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Solo una minoranza presenta un rapido peggioramento clinico. Il
deterioramento ¢ in genere lento ed avviene con ricadute non seguite da pieno
recupero funzionale, con conseguente disabilita. Il progredire della malattia ¢
il risultato di due meccanismi, da un lato un peggioramento a gradini causato
dall’incompleto recupero dalle lesioni acute, dall’altro da un lento e graduale
peggioramento che caratterizza le forme progressive.

Le manifestazioni piu comuni comprendono disturbi della sensibilita, disturbi
motori, cerebellari, bulbari ed autonomici. Alcune manifestazioni cliniche
sono patognomoniche: tremore, nistagmo e parola scandita sono i tre sintomi
che danno luogo alla triade di Charcot; la oftalmoplegia internucleare in un
soggetto adulto ¢ fortemente suggestiva di SM. Spesso gli attacchi iniziali
sono dovuti ad un coinvolgimento delle vie sensitive del midollo spinale, che
determina sensazioni disestesiche o parestesiche ai piedi, che dopo qualche
giorno tendono a salire o a determinare un vero e proprio livello di
sensibilita. L’interessamento del nervo ottico, sotto forma di neurite ottica o
retrobulbare costituisce un altro evento frequente; quest’ultimo pud anche
rimanere un evento isolato, ma la concomitanza di altre lesioni alla risonanza
magnetica nucleare ¢ patognomonica di SM. I soggetti che presentano segni
o sintomi singoli o multipli svilupperanno verosimilmente una sclerosi
multipla recidivante remittente, mentre quelli che presentano mielopatia o

disfunzione cerebellare andranno incontro a forme progressive di SM.
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Decorso della SM

La SM ha un decorso variabile e spesso imprevedibile. Tra le forme cliniche

si possono identificare quattro forme di malattia:

1)

2)

3)

4)

Recidivante-remittente  (SM-RR) caratterizzata da  ricadute
clinicamente evidenti seguite da completo recupero o deficit residui
dopo la risoluzione della crisi. Durante i periodi intercrtitici non vi ¢
alcuna progressione di malattia.

Primariamente progressiva (SM-PP), in cui la progressione della
malattia ¢ ab inizio. I plateau sono occasionali ¢ temporanei; sono
possibili solo minimi miglioramenti. Questi pazienti non mostrano
riesacerbazioni acute.

Secondariamente progressiva (SM-SP) caratterizzata da continua
progressione della malattia dopo un periodo ti tempo descrivibile
come recidivante- remittente con o senza sovrapposizione di
ricadute, remissioni o plateau.

Progressiva con ricadute (SM-PR) in cui la malattia ¢ progressiva
ab inizio ma con chiare esacerbazioni acute seguite o meno da

completo recupero di functio laesa.

La SM-RR ¢ la forma piu frequente di SM , essendo presente nell’85% dei

casi. Essa ¢ caratterizzata dalla presenza di ricadute chiaramente definite con

recupero completo o con sequele e deficit residuo. I periodi tra le ricadute di
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malattia sono caratterizzati da assenza di progressione (Lublin et al., 1996).
Gli attacchi sono quindi acuti, successivi € ben delimitati nel tempo, durante i
quali compaiono nuovi sintomi o si riacutizzano sintomi gia esistenti,
intervallati da periodi di remissione.

Una meta dei soggetti con forma RR sviluppa una forma SP dopo circa 10
anni dall’esordio. Si pud quindi affermare che I’evoluzione della malattia ¢
caratterizzata da un’estrema variabilita individuale per la possibile diversa
combinazione nel tempo di recidive, remissioni e progressione.

La SM-RR ha inizio in genere nella seconda o terza decade di vita ed ¢ piu
frequente nel sesso femminile, con un rapporto femmine-maschi di 2:1. In
genere 1 sintomi evolvono in un periodo di alcuni giorni, si stabilizzano e
successivamente recedono nel giro di alcune settimane, spontaneamente o in
risposta alla terapia corticosteroidea (Noseworthy et al., 2000). Gli episodi di
disfunzione neurologica avvengono ad un intervallo di tempo variabile,
inizialmente con la media di uno all’anno, diminuendo stabilmente in seguito
(Compston & Coles, 2002). Alcuni fattori sono stati analizzati come possibili
scatenanti degli episodi, tra questi le infezioni virali delle prime vie aeree o
del tratto gastrointestinale, che nel 10% dei casi sono seguite da ricadute
(Compston, Coles, 2002). Le vaccinazioni invece non sembrano aumentare il
rischio di ricadute nei pazienti (Confavreux et al., 2001). Durante la
gravidanza si registra una diminuzione nella frequenza di ricadute, in

particolare nel terzo trimestre, ed un aumento nei primi tre mesi dopo il parto.
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Questo effetto ¢ stato messo in relazione col fatto che 1’unita feto-placentare
produce citochine, che riducono I’immunita cellulare della madre, mentre il
puerperio potrebbe invece essere associato con un’inversione di questo
bilancio di citochine (Confavreux et al., 1998).

L’eccessiva esposizione al calore, ed in particolare bagni molto caldi possono
scatenare nuovi attacchi (Fernandez, 2002).

I pazienti affetti da SM tollerano meno i1 sintomi quando sottoposti a
situazioni stressanti, ma 1 fattori psicologici in generale non influiscono
sull’attivita di malattia (Compston e Coles, 2002).

Alcune variabili che caratterizzano le prime fasi di malattia nella forma
recidivante-remittente influenzano il periodo di tempo che intercorre tra
I’esordio della SM e I’inizio della fase di disabilita irreversibile. La malattia
sembra avere, per lo meno nella prime fasi, un decorso piu favorevole nel
sesso femminile, nei pazienti di piu giovane eta, in coloro che mostrano un
completo recupero dopo il primo attacco e nei pazienti con un intervallo
maggiore tra il primo ed il secondo episodio. Per quanto riguarda le
manifestazioni cliniche iniziali, la neurite ottica sembra essere indicativa di
prognosi piu favorevole, al contrario dei casi che presentano una disfunzione
isolata delle vie lunghe, mentre in pazienti con una isolata disfunzione del
tronco encefalico i risultati sono intermedi. Quando perd il paziente

raggiunge un grado di disabilita tale da limitare la deambulazione a 500 metri
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senza aiuto o riposo, queste variabili non influenzano piu il decorso della
malattia (Confavreux et al., 2003).

Il grado di disabilita nella SM viene convenzionalmente quantificato
attraverso I’utilizzo della scala EDSS (Kurtze Expanded Disability Status
Scale), che comprende valori da zero (assenza di disfunzioni all’esame
neurologico) a dieci (morte per SM). Per assegnare il paziente ad un
determinato punteggio ¢ necessario valutare, mediante 1’esame obiettivo
neurologico, vari sistemi funzionali, tra cui il sistema piramidale, cerebellare,
sensitivo, il tronco encefalico, le funzioni vescicale ed intestinale, le funzioni
visive e mentali e, a seconda del coinvolgimento, ad ognuno di questi viene
associato un valore numerico, considerando 1’assenza di interessamento
patologico pari a zero. I valori cosi ottenuti permettono di assegnare al
paziente il punteggio della scala EDSS. C’¢ da considerare inoltre che a
partire dal livello 4 della EDSS viene specificamente valutata la capacita di
deambulazione, se la deambulazione ¢ eseguita autonomamente o con
necessitd di riposo o appoggio e la distanza per la quale puod essere
mantenuta. A partire dal livello 7 sdella EDSS ono compresi pazienti costretti
sulla sedia a rotelle; un punteggio di 8,5 ¢ assegnato a pazienti allettati per la
maggior parte del giorno (Kurtzke, 1983).

La SM sembra pertanto essere caratterizzata da un decorso in due fasi, in cui
il primo periodo, di durata variabile, ¢ influenzato dalle caratteristiche

cliniche di presentazione, mentre il secondo periodo non ¢ modificato dai
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sintomi e segni e dal decorso nelle prime fasi di malattia. Questo indica che
quando ¢ stata raggiunta una soglia di disabilita irreversibile, la patologia
entra in una via finale comune in cui la successiva progressione procede
indipendentemente dalla storia clinica precedente. Inoltre ¢’¢ da considerare
che I’accumulo progressivo di disabilita, dopo che il paziente ha raggiunto il
punteggio EDSS di 4, si sviluppa nella fase secondariamente progressiva
della malattia (Confavreux et al., 2000; Confavreux et al., 2003).

Per quanto riguarda la prognosi, nella forma RR 1 principali indicatori del
decorso della malattia sono rappresentati dalla frequenza e dalla gravita delle
ricadute, nonché dalla capacita di recuperare dagli attacchi. Circa il 20% dei
casi di RR rientra tra le forme benigne nelle quali, anche dopo oltre 20 anni
la disabilita risulta quasi assente; due terzi circa dei casi entro i 50 anni ha gia
accumulato una disabilita significativa per la presenza di difficolta del
cammino, sensazione di fatica e disturbi cognitivi. Nelle fasi avanzate di
malattia gli attacchi diventano rari, per cui il peggioramento clinico non pud
piu essere attribuito agli effetti acuti dell’infiammazione. L’accumulo di
disabilita che caratterizza questa fase ¢ dovuto ad una lenta e progressiva
degenerazione degli assoni.

Nei casi in cui si assiste ad una lenta progressione dei sintomi e si parla di

forma progressiva.
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In circa il 20% dei casi la malattia si presenta nella forma progressiva
primaria, nella quale si assiste ad un graduale declino funzionale fin
dall’esordio (Noseworthy et al., 2000).

L’eta media di esordio di questa forma ¢ 38,5 anni, circa dieci anni piu tardi
rispetto alla forma recidivante-remittante. Se perd vengono comparate le eta
medie di esordio della fase progressiva della malattia nei pazienti con PP-SM
e SP-SM, si pud osservare una coincidenza di queste, cio¢ sembra che la
malattia cominci la sua fase progressiva ad un’eta di circa quarant’anni.

Per quel che riguarda la frequenza nei due sessi, 1 maschi hanno un’eta di
picco dell’esordio di 30-35 anni, mentre per le donne si sale a 40-45 anni. In
generale il rapporto femmine:maschi affetti € di 1,3:1, se pero si considerano
le forme con eta di esordio piu avanzata, il rapporto fra i sessi raggiunge 2:1
a favore delle femmine, come si osserva anche tipicamente nella forma RR.

I fattori prognostici che sono risultati indicativi nella SM con questo fenotipo
clinico sono il grado di disabilita precoce ed il numero di sistemi funzionali
(motore, sensitivo, cerebellare ed altri) coinvolti a partire dall’esordio. E’
stata osservata una peggiore prognosi a lungo termine nei pazienti che
raggiungono una disabilita con EDSS di 3 in un tempo inferiore ai due anni,
rispetto ai pazienti con un decorso clinico piu lento. Inoltre nei pazienti che
gia dall’esordio presentano tre o piu sistemi coinvolti, la progressione verso

un grado di disabilita severa ¢ piu rapido (Cottrel et al., 1999 ; Ebers, 2004).
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La forma SP si ha in seguito alla forma RR in circa il 50% dei pazienti ad una
distanza di tempo di circa dieci anni dall’esordio di malattia (Fernandez,
2002). La SM-SP ¢ caratterizzata da segni persistenti di deficit neurologici,
con aumento continuo della disabilita.

Confrontando il decorso clinico delle due forme progressive di SM, ¢ stato
evidenziato che se le curve di sopravvivenza vengono considerate a partire
dall’inizio della fase di progressione della malattia, la differenza tra PP-SM e
SP-SM ¢ molto lieve.

Esistono anche differenze paracliniche tra le forme progressive; studi
effettuati con risonanza magnetica nucleare (RMN) seriata (esami mensili per
6 mesi) hanno dimostrato un numero maggiore di lesioni, piu grandi e con
maggiore tendenza alla confluenza, nei pazienti con forma SP di malattia
(Thompson et al., 1991).

L’aspettativa di vita dei pazienti affetti da SM ¢ solo lievemente diminuita
rispetto alla popolazione generale, di circa cinque-sette anni (Ebers, 2001).
Una delle caratteristiche della SM ¢ quindi [’estrema variabilita
nell’evoluzione finale tra i diversi pazienti, che si estende da casi cosiddetti
benigni in cui i pazienti rimangono pienamente funzionali in tutti i sistemi
neurologici dopo 15 anni dall’esordio della malattia (Lublin et al, 1996), a
forme maligne, in cui la malattia ha un decorso rapido e progressivo, che
porta ad una significativa disabilita in molteplici sistemi neurologici o a

morte in un tempo relativamente breve dall’esordio (Lublin et al., 1996).
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Risonanza magnetica nella SM

Con la risonanza magnetica (RMN) ¢ possibile visualizzare le lesioni tipiche
della SM. In pazienti con SM-RR e SM-SP, l’attivita di malattia viene
evidenziata da cinque a dieci volte piu frequentemente con la RMN che con
la valutazione clinica (McDonald, 1994). Le nuove lesioni che compaiono
nella sostanza bianca sono quasi sempre evidenziate da un’area nodulare di
aumento di contrasto in seguito a somministrazione di gadolinio nelle
immagini T1 pesate. Questo ¢ quasi invariabilmente associato ad una lesione
iperintensa, nella stessa localizzazione, nella sequenze pesate in T2. Circa il
65% delle aree di aumentato contrasto di maggiori dimensioni corrispondono
a lesioni ipointense visualizzate in sequenze T1 pesate senza mezzo di
contrasto. Nella maggior parte delle lesioni che captano il gadolinio,
I’aumento di contrasto si affievolisce e scompare in circa 4-6 settimane ed il
50% delle aree ipointense si risolve spontaneamente entro 4 settimane. Una
simile proporzione di quelle ancora visibili dopo un mese scompare nei
successivi 4-5 mesi. Il ritorno alla isointensita o ad una lieve ipointensita
nelle sequenze T1 pesate puod indicare una rimielinizzazione estesa o parziale.
L’estensione delle nuove lesioni T2 iperintense in genere diminuisce,
I’intensita si riduce progressivamente con la risoluzione dell’edema ed
avviene la riparazione del tessuto danneggiato. Tuttavia la maggior parte
delle lesioni, una volta visualizzate nelle sequenze pesate in T2, raramente

scompare. Inoltre, fin dalle prime fasi della SM, ¢ evidenziabile un certo
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grado di atrofia del tessuto nervoso, sebbene questo fenomeno sia

progressivo ed aumenti col decorso della malattia (Bakshi et al., 2005).

Diagnosi di SM

Una caratteristica fondamentale della SM ¢ che le lesioni si presentano
disseminate nello spazio, ovvero colpiscono siti anatomici differenti, e nel
tempo. Ottenere una evidenza oggettiva di disseminazione nello spazio e nel
tempo ¢ essenziale per poter porre una diagnosi sicura. Quindi nella
valutazione del paziente ¢ essenziale considerare il numero di “attacchi”, cio¢
gli episodi di deficit neurologico della durata di almeno 24 ore, separati tra
loro da almeno 30 giorni, e I’evidenza clinica oggettiva della presenza di
lesioni in siti anatomici diversi. Oltre all’obiettivita clinica, anche la RMN
puo essere utilizzata per dimostrare la tipica disseminazione nello spazio. La
RMN permette infatti di evidenziare la presenza di piu lesioni nelle sequenze
T2 pesate, in sedi anatomiche tipiche, e di lesioni captanti il mezzo di
contrasto, oltre a mostrare la disseminazione nel tempo, in base ad immagini
ottenute a distanza dal primo episodio clinico.

L’esame del liquor permette di identificare la natura infiammatoria del
processo patologico, ed il reperto tipico, riscontrabile nel 90% dei casi, ¢ la
presenza di bande oligoclonali di IgG, diverse da bande eventualmente

presenti nel siero, con linfociti inferiori a 50/ml.
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Nell’ analisi dei potenziali evocati visivi (PEV) il reperto tipico della SM,
compatibile con un’area di demielinizzazione, ¢ I’aumento della latenza, ma
con forma dell’onda conservata; questo tipo di indagine puo essere utilizzato
per dimostrare una ulteriore lesione, quindi il criterio di disseminazione
nello spazio. Nella forma primariamente progressiva della malattia 1’esordio
¢ insidioso, con un deficit neurologico progressivo in assenza dei tipici
attacchi. In questo caso sono fondamentali: 1’analisi del liquor per dimostrare
che la patologia ¢ di tipo infiammatorio, la dimostrazione della
disseminazione nello spazio, per mezzo della RMN e dei PEV e la
disseminazione nel tempo, che in questo caso puo essere costituita da una

progressione continua per un anno (Mc Donald et al., 2001).

Terapia della SM

Nella SM i trattamenti farmacologici variano a seconda della fase e del
decorso di malattia: cortisonici ad alto dosaggio (boli di metilprednisolone)
durante D’episodio acuto, farmaci immunomodulanti (interferone-f3,
copolimero-1) ed immunosoppressori (mitoxantrone) nella forma RR, al fine
di prevenire le ricadute e rallentare la progressione. 1 farmaci
immunomodulanti invece non mostrano in genere efficacia nella forma SP
senza ricadute, dove trovano invece indicazione gli immunosoppressori, in

particolare il mitoxantrone (MIT).
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Corticosteroidi

I corticosteroidi sono il farmaco principale per un trattamento sintomatico
durante le fasi di ricaduta nella SM (Calabresi, 2004). In particolare il
metilprednisolone, in genere somministrato per via endovenosa a dosi di 500-
1000 mg al giorno per 3-5 giorni, rende piu rapido il recupero dopo 1’attacco
acuto (Zivadinov, 2005). I corticosteroidi sembrano in grado di ridurre la
durata dell’episodio acuto e la morbilita a breve termine, ma non i successivi
deficit permanenti (Compston & Coles, 2002). Tali farmaci esplicano il loro
effetto a vari livelli: diminuiscono la migrazione di linfociti T autoreattivi e
la risposta di questi agli antigeni, riducono 1’espressione di molecole di
adesione sia a livello delle cellule endoteliali che sui monoliti; riducono la
produzione di citochine proinfiammatorie e la secrezione di metalloproteasi
nel sito di infiammazione. Inoltre sembrano efficaci nella riparazione della
barriera ematoencefalica, che ¢ alterata nella sede di formazione delle

placche (Pozzilli et al., 2004).

Farmaci immunomodulanti

L’ interferon B-1b (INFB-1b) (BETAFERON®R) ad un dosaggio di 8 milioni
di unita (8 MIU) per via sottocutanea, a giorni alterni (The IFNB Multiple
Sclerosis Study Group, 1995), I’ interferon B-1a (INFB-1a) (AVONEXR) 30
ug intramuscolo una volta a settimana (Jacobs et al., 1996) e I’ interferon [3-

la (REBIF®) a dosi di 22 o 44 pg sottocute tre volte alla settimana
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(PRISMS Study Group, 1998) sono efficaci nel ridurre la frequenza di
ricadute di circa il 30% nella SM-RR. Durante il trattamento sembrano
inoltre in grado di rallentare anche la progressione della malattia come
evidenziato tramite RMN.

L’interferon beta (INFB) ¢ una proteina di 166 aminoacidi, appartenente al
gruppo delle citochine, prodotta dai fibroblasti, dalle cellule epiteliali e dai
macrofagi in risposta ad infezioni virali, batteriche o protozoarie. Inoltre 1
linfociti T secernono IFN-f in risposta alla interleuchina 2 (IL-2), mentre i
macrofagi secondariamente alla stimolazione con interleuchina 1 (IL-1) e
fattore di necrosi tumorale alfa (TNF-a) (Prieto et al., 2003). L’azione
fisiologica della molecola ¢ di tipo antivirale e antinflammatorio, oltre che
immunomodulante (Dhib-Jalbut, 2002). La proteina si lega al proprio
recettore sulla superficie cellulare ed induce una cascata di eventi
intracellulari che portano alla trascrizione di specifici prodotti genici ed alla
produzione di proteine dalle proprieta antinfiammatorie, antivirali ed
immunomodulanti.

L’INFB-1a viene sintetizzato con tecniche di ingegneria genetica in cellule di
mammifero, utilizzando la sequenza del gene naturale (Stuart et al., 2004).
L’INFB-1b viene invece prodotto in cellule di Escherichia Coli e la molecola
che ne deriva ¢ una proteina non glicosilata, con la sostituzione di una serina
al posto di una cisteina in posizione 17 della catena, in cui ¢ inoltre eliminata

una metionina terminale (Prieto et al., 2003).
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Il meccanismo d’azione principale, responsabile dell’efficacia terapeutica
dell’ IFN-B nella SM non ¢ ancora noto con certezza. Non c¢’¢ evidenza
clinica che ’interferon beta sia in grado di penetrare a livello del sistema
nervoso (Dhib-Jalbut, 2002), quindi la sua azione modulante sul sistema
immunitario avverrebbe a livello periferico. L’IFN-f inibisce la
proliferazione dei linfociti T e la produzione da parte loro di interferone
gamma (IFN-y), citochina proinfiammatoria, che attiva le cellule della linea
monocito-macrofagica ed aumenta 1’ espressione di molecole di adesione
sulle cellule endoteliali, fenomeno necessario per la traslocazione dei linfociti
T autoreattivi nel sistema nervoso centrale (Yong et al., 1998).

Un altro effetto dell’INFp consiste nella riduzione dell’attivazione dei
linfociti T mediante 1’inibizione della presentazione dell’antigene da parte
delle cellule presentanti I’antigene (APC). Per I’attivazione delle cellule T ¢
necessario in primo luogo il legame tra le molecole HLA di classe II sulle
APC ed il recettore per I’antigene sui linfociti T (TcR); inoltre ¢
fondamentale 1’interazione tra molecole costimolatorie presenti sulle due
cellule, come B7-CD28 ¢ CD40-CD40L. L’ IFN-f riduce sia I’espressione
delle molecole HLA che delle molecole costimolatorie (Yong et al., 1998;
Dhib-Jalbut, 2002).

L’IFN-B sembra inoltre favorire la risposta antinfiammatoria di tipo Th2

(Dhib-Jalbut, 2002), azione importante nella SM in quanto nelle lesioni
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inflammatorie in tale patologia ¢ presente ua risposta Thl mediata, con
produzione di citochine ad azione proinfiammatoria.

L’IFN-B ¢ anche in grado di ridurre la diapedesi dei linfociti T nel sistema
nervoso attraverso la barriera ematoencefalica, determinando la diminuzione
dell’espressione di molecole di adesione a livello delle cellule endoteliali e la
produzione di metalloprateasi della matrice. L’attivita di queste ultime,
prodotte dai linfociti T, determina infatti la degradazione della membrana
basale e danneggia la barriera ematoencefalica (Yong et al., 1998).

Un’altra molecola che appartiene, come gli interferoni, alla categoria degli
immunomodulanti, e che trova indicazione nella SM, ¢ il glatiramer acetato o
copolimero-1 (COPAXONE®). Se somministrato alla dose di 20 mg per via
sottocutanea, quotidianamente, si ¢ dimostrato efficace nel ridurre la
frequenza delle ricadute nella SM-RR (Johnson et al.,1995).

Il glatiramer acetato o copolimero-1 ¢ un peptide sintetico formato da quattro
aminoacidi, presenti anche nella struttura della proteina basica della mielina
(MBP), un antigene coinvolto nella risposta autoimmunitaria nella SM. Il
galtiramer acetato ¢ stato originariamente sintetizzato al fine di indurre nel
modello animale di SM, I’encefalite allergica sperimentale (EAE), la
malattia, ma viceversa si ¢ dimostrato in grado di prevenirne lo sviluppo. Il
copolimero-1 influenza il sistema immunitario con vari meccanismi. In primo
luogo ha la capacita di inibire 1’attivazione dei linfociti T reattivi contro la

MBP, inoltre stimolerebbe I’induzione di cellule Th2 antinfiammatorie. Un
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altro meccanismo con cui agirebbe il glatiramer acetato nella SM ¢ favorendo
la penetrazione dei 1 linfociti T reattivi diretti verso la molecola stessa nel
sistema nervoso centrale. Tali linfociti quindi cross-reagirebbero con antigeni
mielinici e verrebbero indotti a produrre una serie di citochine
antinfiammatorie (Dhib-Jalbut, 2002).

Le molecole di IFN-3 e glatiramer acetato possono provocare la formazione
di anticorpi, leganti o neutralizzanti, che sono in grado di bloccare ’attivita
biologica del peptide (Vartanian et al., 2004).

L’ IFN-B1b ¢ piu immunogeno dell’ IFN-B1a. Cido pud essere dovuto al fatto
che I’ IFN-Bla ¢ identico alla proteina naturale mentre I’IFN-B1b ha una
sequenza lievemente differente, non ¢ glicosilato e pud quindi presentare una
diversa struttura terziaria e quaternaria (Giovannoni, 2003). In seguito alla
produzione di questi anticorpi pud diminuire 1’efficacia terapeutica dei
farmaci. In genere vengono prodotti in un intervallo di tempo variabile da tre
a diciotto mesi dopo I’inizio del trattamento, ma la diminuzione dell’efficacia
clinica della terapia si rende evidente dopo diciotto mesi e si manifesta
inizialmente con un aumento della frequenza di ricadute e del carico lesionale
visibile alla RMN (Vartanian et al., 2004).

Gli studi che sono stati effettuati con questi farmaci non hanno tuttavia

dimostrato un effetto a lungo termine nella malattia, che comprende un

periodo di diverse decadi (O’ Connor, 2002).
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La terapia con questi agenti ¢ a lungo termine, e, sebbene generalmente siano
ben tollerati, possono verificarsi vari effetti collaterali, alcuni tali da dover
sospendere la terapia.

Per quanto riguarda la terapia con INFf, I’effetto collaterale piu frequente ¢
la comparsa di una sintomatologia simil-influenzale, che si verifica in circa il
60% dei pazienti, ed ¢ caratterizzata da una combinazione di sintomi quali
febbre, mal di testa, stanchezza, brividi e malessere. Tale sintomatologia
compare tra due e sei ore dall’iniezione e recede nell’arco di ventiquattro
ore. Per prevenire queste manifestazioni ¢ comunemente consigliata
I’assunzione di faramaci antinflammatori non steroidei prima dell’iniezione
ed eventualmente in seguito. Nel caso di somministrazione per via
sottocutanea si possono osservare reazioni nella sede di iniezione, che vanno
da eritema e dolore fino ai casi piu rari di necrosi cutanea, che deve essere
trattata tempestivamente con terapia antibiotica ed eventualmente necessita
I’interruzione della terapia o il passaggio alla somministrazione
intramuscolare. Il trattamento con IFN-B pud essere responsabile della
comparsa di una sintomatologia di tipo depressivo o accentuarne la gravita in
pazienti gia affetti. Inoltre si possono verificare alterazioni, generalmente
lievi, dei parametri ematochimici ed ematologici con leucopenia,
neutropenia, linfopenia ed aumento delle transaminasi epatiche.

Altri tipi di effetti collaterali possono essere cefalea e mialgia, che in genere

accompagnano la sindrome simil-influenzale, ed alopecia, che ¢ una
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manifestazione piuttosto rara (4% dei pazienti) ed ha tipicamente un carattere
ciclico. Esistono inoltre una serie di effetti avversi di maggiore gravita, come
epatite, insufficienza epatica, leucemia mieloide cronica ed anormalita della
funzione tiroidea, compreso il morbo di Graves ( Langer-Gould et al., 2004).

Gli effetti collaterali piu comuni del glatiramer acetato sono reazioni nel sito
di iniezione, reazioni sistemiche in seguito alla somministrazione, dolore
toracico e linfoadenopatia. Le reazioni nella sede di iniezione comprendono
eritema, infiammazione, indurimento e dolore. Si pud anche manifestare
lipoatrofia, dovuta ad un deterioramento delle cellule adipose sottocutanee,
che si evidenzia come una lieve depressione cutanea. Immediatamente dopo
la somministrazione, in circa il 10% dei pazienti, si manifestano reazioni
sistemiche, caratterizzate da arrossamento (flushing) vasodilatazione, dolore
toracico, palpitazioni, ansieta, dispnea, senso di costrizione alla gola ed
orticaria. Questi sintomi possono durare da trenta secondi a mezz’ora, ma
recedono spontaneamente ¢ non richiedono trattamento. Dolore o senso di
costrizione toracica transitori si verificano in circa il 20-25% dei pazienti, ma
non sono associati ad eventi ischemici cardiaci, come dimostrato da
registrazioni ECG. Dal 12 al 33% dei pazienti presenta linfoadenopatia, non
dolorosa, in genere a localizzazione inguinale ma che pud anche essere
generalizzata e si manifesta in genere dopo vari mesi di trattamento. Di fronte
a questa evenienza ¢ indicata una sospensione del trattamento con

I’esecuzione di esami ematici specifici per accertare che [ipertrofia
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linfonodale sia causata al farmaco e non da una neoplasia ematologica
(Langer-Gould et al., 2004).

Sebbene la terapia con IFN-f3 riduca la frequenza di ricadute di circa il 30%,
non tutti i pazienti rispondono in maniera ottimale (Waubant et al., 2003).

Per identificare quali pazienti non rispondono alla terapia possono essere
considerati, dopo un periodo di almeno sei-dodici mesi dall’inizio del
trattamento, alcuni parametri. In primo luogo il decorso clinico, ed in
particolare il numero di ricadute all’anno e la loro frequenza rispetto al
periodo precedente alla terapia, ed in particolare le ricadute coinvolgenti piu
sistemi neurologici e quelle seguite da incompleto recupero funzionale.
Inoltre, il giudizio soggettivo sia del medico che del paziente nell’
identificare un lieve peggioramento in funzioni che coinvolgono le attivita
quotidiane, anche se non obiettivabile con cambiamenti nell’esame clinico,
nonché eventuali alterazioni rivelate dalla RMN ed indicative di una
persistente attivita di malattia. Tra queste hanno importanza il carico
lesionale nelle sequenze T2 pesate, la frequenza e 1’entita di lesioni captanti il
mezzo di contrasto (Cohen et al., 2004).

Per quanto riguarda la terapia con IFN-f nella forma SP della malattia, 1
risultati degli studi clinici sono stati contrastanti.

Nello studio europeo sull’ IFN-B1b nella SM-SP (European Study Group on
Interferonfl-b in Secondary Progressive MS, 1998) il farmaco si ¢

dimostrato efficace nel diminuire la frequenza di ricadute, la progressione
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della disabilita e le misure di attivita di malattia alla RMN. Questi risultati
non sono stati pero replicati in un successivo studio condotto negli Stati Uniti
(Goodkin et al., 2000) e neanche nello studio SPECTRIMS (Secondary
Progressive Efficacy Clinical Trial of Recombinant Interferon-beta-1a in MS
Study Group, 2001), in cui il trattamento era costituito dall’ IFN-B1a.

La differenza piu importante tra questi studi consiste nella popolazione di
pazienti selezionata, perché nello studio europeo i soggetti avevano una
malattia di piu breve durata, erano piu giovani ed il 70% aveva presentato
ricadute nei due anni precedenti all’inizio dello studio, fattori indicativi di
uno stadio di malattia con notevole attivita infiammatoria. Al contrario i
pazienti coinvolti negli studi statunitense e SPECTRIMS presentavano una
malattia di piu lunga durata, erano piu anziani ed avevano una bassa
frequenza di ricadute nel periodo precedente allo studio. Questi dati
sembrano indicare che la maggior efficacia della terapia con INF[3 si possa
ottenere in quei casi che presentano una componente di inflammazione attiva
nella malattia. La fase SP della SM sembra essere dominata principalmente
da fenomeni neurodegenerativi, fatto che spiegherebbe la minor efficacia di
un intervento terapeutico teso alla modulazione del sistema immunitario

quale ¢ appunto la terapia con IFN-f.
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Farmaci immunosoppressori

Nei pazienti con SM-RR che presentano una scarsa risposta al trattamento
con IFN-B o glatiramer acetato, possono essere considerate altre opzioni
terapeutiche (Jeffery, 2004 ; Rizvi et al., 2004 ; Stuart et al., 2004). Gli
immunosoppressori trovano inoltre indicazione nella SM-SP. Farmaci
immunosoppressori quali il metotrexate, I’azatioprina e la ciclofosfamide
sono stati studiati in combinazione con I’ IFN-B ed hanno mostrato un
miglior controllo dell’attivita di malattia (Jeffery, 2004). L’efficacia di tali
terapie pero ¢ stata riportata solo in piccoli studi pilota (Stuart et al., 2004) e
questi farmaci non sono specificamente indicati ed approvati per la terapia
della SM. L’unico farmaco immunosoppressore approvato nel 2000 negli
Stati Uniti D’ America ed in Europa per il trattamento della SM-SP, SM-RR
in fase di peggioramento, o SM-SP con ricadute progressive, al fine di ridurre
la disabilita neurologica e/o la frequenza delle ricadute cliniche ¢ il

mitoxantrone (Edan & Morrisey).

Mitoxantrone
Il MIT ¢ un agente antineoplastico, sintetizzato nel 1979 e sviluppato come
analogo del farmaco citotossico doxorubicina, dotato di minor

cardiotossicita.
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Studi clinici hanno dimostrato come il MIT sia capace di ridurre il numero di
ricadute, di determinare una stabilizzazione o un miglioramento del quadro
clinico ed una riduzione del numero di lesioni captanti gadolinio in pazienti
con SM-RR o SM-SP (Edan et al., 1997; Krapf et al., 1998; Hartung et al.,
2002; Goodin et al., 2003). Anche nei modelli pre-clinici, di SM, come
I’encefalomielite allergica sperimentale, la somministrazione di MIT inibisce
e ritarda la comparsa di manifestazioni patologiche in forma acuta e

recidivante-remittente (Lublin et al., 1987).

Meccanismo d’azione

I1 MIT ¢ un composto antracenico la cui struttura somiglia a quella del nucleo
antraciclinico della doxorubicina e della daunorubicina. Si lega al DNA
producendo rottura dei filamenti ed inibizione della biosintesi sia di DNA che
di RNA (Katzung, 2000). Gli enzimi topoisomerasi I e II interagiscono col
DNA nei processi di trascrizione, replicazione e ricombinazione, alterano la
conformazione del DNA producendo delle rotture transitorie a singolo
(topoisomerasi I) o doppio (topoisomerasi II) filamento. Inoltre catalizzano la
riparazione della rottura del DNA. Il mitoxantrone ¢ un inibitore della
topoisomerasi II, agisce provocando rotture nel DNA perché induce la
formazione di un complesso terziario DNA-farmaco-topoisomerasi II. Il
farmaco, intercalato nel doppio filamento di DNA, oltre ad inibire la

topoisomerasi I, danneggia i filamenti, in quanto capace di generare radicali
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liberi e gruppi nucleofili che alchilano il DNA. (Clementi-Fumagalli, 2001).
I1 MIT quindi provoca il blocco della mitosi ed impedisce la proliferazione
cellulare; inoltre puod indurre I’apoptosi nelle cellule bersaglio (Bhalla et al.,
1993). Usato come agente chemioterapico, il MIT ¢ citotossico per le cellule
tumorali, tuttavia nel trattamento della SM il farmaco provoca la morte di
cellule normali, che svolgono deleterie funzioni autoimmuni (Fox, 2004).

Il MIT ¢ dotato sia di attivita immunosoppressiva che immunomodulante.
(Neuhaus et al., 2004). L’attivita immunosoppressiva si attua sia sulla
componente cellulare che su quella umorale del sistema immunitario,
attraverso 1’inibizione delle cellule Th, I’incremento dell’attivita delle cellule
Ts (Fidler et al., 1985), I’inibizione dell’attivita demielinizzante da parte dei
macrofagi (Watson et al., 1991), ma anche la soppressione di funzioni
proprie dei linfociti B, quali la presentazione dell’antigene (Neuhaus et al.,
2004), la demielinizzazione mediata da anticorpi e la mielinolisi mediata dal

complemento (Fidler at al., 1986 ;Watson et al., 1991).

Effetti collaterali

Gli effetti collaterali che si riscontrano in piu del 10% dei casi sono: nausea,
alopecia, infezioni, disturbi mestruali, stomatite, amenorrea, leucopenia,

aritmie, aumento delle gamma-glutamiltranspeptidasi (y-GT). Gli effetti
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indesiderati che si riscontrano in una percentuale che va dall’1l al 10% dei
casi sono: anomalie urinarie, elettrocardiografiche, costipazione, rinite,
granulocitopenia, diarrea, leucopenia, anemia.

Ai dosaggi comunemente usati ¢ tuttavia prevedibile la comparsa di
leucopenia, raramente fino a valori inferiori a 1000 elementi/ml. La
leucopenia ¢ solitamente transitoria, raggiunge il nadir verso il decimo
giorno, per poi tornare ai valori normali intorno al ventesimo giorno. Puo
verificarsi trombocitopenia e, con minore frequenza, anemia.

In alcuni casi si pud avere una colorazione blu delle sclere, delle vene, del
tessuto perivenoso ¢ delle unghie. Nella zona di iniezione si pud inoltre
verificare una flebite. Nausea e vomito sono riscontrati raramente e
comunque, nella maggior parte dei casi in forma lieve e transitoria. Possono
comparire sintomi a carico del sistema nervoso, tra cui sonnolenza,
confusione, ansieta e parestesie. Nei casi in cui si verifica alopecia, questa ¢
in genere di modesta entita e reversibile. Raramente si possono verificare
modificazioni di alcuni parametri di laboratorio, come aumento degli enzimi
epatici, della bilirubinemia, della creatininemia e dell’azotemia.

Per via degli effetti immunosoppressivi possono verificarsi infezioni del
tratto urogenitale. Inoltre il farmaco pud impartire alle urine una colorazione
blu-verdastra nelle prime 24 ore dopo la somministrazione.

Disturbi cardiovascolari, che solo raramente sono di rilevanza clinica

comprendono: riduzione asintomatica della frazione di eiezione del
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ventricolo sinistro, modificazioni del tracciato ECG, episodi di aritmie acute
e cardiomiopatia. Nella sua forma piu grave la tossicita cardiaca si manifesta
con il quadro dell’insufficienza cardiaca congestizia e puo verificarsi sia
durante il trattamento con MIT, sia in un periodo che va da mesi ad anni
dopo la sospensione della terapia. Il rischio di cardiotossicita aumenta con la
dose cumulativa, soprattutto se superiore a 120 mg/m’, ma pud presentarsi
anche per dosaggi minori se sono presenti fattori di rischio cardiaco. Una
malattia cardiovascolare in atto o latente, una precedente o concomitante
irradiazione dell’area mediastinica, la precedente terapia con altre
antracicline o antracenedioni o il concomitante utilizzo di altri farmaci
cardiotossici possono aumentare il rischio di tossicita cardiaca.

Il MIT inoltre non deve essere utilizzato in corso gravidanza, perché puo
provocare danni fetali, e durante 1’allattamento, in quanto viene escreto nel
latte materno. Le donne in eta fertile devono evitare una gravidanza per tutta
la durata della terapia e per i sei mesi successivi alla sospensione. Anche se
non sono noti con certezza gli effetti della terapia con mitoxantrone sulla
fertilita, ¢ noto che il farmaco pud provocare danni al DNA e quindi ¢
possibile che induca infertilita irreversibile. (Novantronec®, scheda tecnica).
Nei vari studi clinici effettuati sull’efficacia della terapia nella SM, il
trattamento con mitoxantrone ¢ risultato in genere ben tollerato (Hartung et
al., 2002). Gli effetti collaterali pit comuni sono stati leucopenia e

neutropenia transitorie, nausea, infezioni delle vie urinarie, piu frequenti nei
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pazienti che presentano disturbi della minzione ed in particolare ritenzione
urinaria. Nelle donne sono piuttosto frequenti anomalie del ciclo mestruale,
nelle pazienti di eta inferiore ai 35 anni si ¢ verificata amenorrea secondaria
prolungata in circa il 7% dei casi, mentre I’amenorrea permanente & piu
frequente in soggetti di eta piu avanzata e puo arrivare al 14% nelle donne di
eta superiore ai 35 anni. (Cohen & Mikol, 2004). Gli effetti piu gravi, come
lo scompenso cardiaco e I’insorgenza di leucemia, si osservano molto
raramente. I MIT ¢ attivamente captato dai cardiomiociti e all’interno di
queste cellule forma complessi con il ferro che portano alla formazione di
radicali liberi dell’ossigeno, tossici per il tessuto cardiaco. In una revisione
dei dati derivanti da tre studi clinici diversi lo scompenso cardiaco si ¢
verificato nello 0,15% dei casi, mentre una riduzione asintomatica della
frazione di eiezione del ventricolo sinistro ¢ stata riscontrata in meno del
2,2% dei casi (Ghalie et al., 2002).

Gli inibitori della topoisomerasi II, di cui il MIT fa parte, sono associati
all’insorgenza di un tipo particolare di leucemia acuta legata al trattamento.
Nei pazienti trattati con questi chemioterapici per malattie oncologiche, ¢
spesso sottoposti a polichemioterapia, quasi tutti 1 casi si verificano entro
due-quattro anni dall’inizio della terapia. Questa forma di leucemia spesso €
caratterizzata dalla presenza di una traslocazione bilanciata delle bande
cromosomiche 11g23 e 2122 e in genere risponde al trattamento

antileucemico. Dalla revisione dei dati di tre diversi studi clinici € emerso che
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I’incidenza di leucemia acuta indotta dal trattamento con MIT nei pazienti
affetti da SM ¢ di circa lo 0.07%, molto inferiore rispetto alle percentuali
osservate nei pazienti affetti da cancro e trattati con polichemioterapia
comprendente anche il MIT (Ghalie et al., 2002).

Anche se il MIT ¢ uno dei farmaci piu efficaci nel trattamento della SM
(Edan et al., 1997, Hartung et al., 2002) e determina un rallentamento della
progressione di malattia nei pazienti non rispondenti alle terapie
immunomodulanti, molti pazienti con SM particolarmente aggressiva non
traggono benefici dal trattamento. In tali circostanze sono necessari ulteriori e
piu incisivi interventi terapeutici, attualmente non disponibili. Una
possibilita di intervento nei pazienti che non traggono benefici dal MIT
potrebbe essere rappresentata dal potenziamento ottenuto tramite 1’impiego

del G-CSF in aggiunta al MIT.

G-CSF

Indicazioni terapeutiche

Il G-CSF, fattore che stimola la formazione di colonie di granulociti, viene
utilizzato per ridurre la durata della neutropenia e l'incidenza della
neutropenia febbrile in pazienti trattati con chemioterapia citotossica standard
per affezioni maligne (con l'eccezione della leucemia mieloide cronica e delle

sindromi mielodisplastiche) e per la riduzione della durata della neutropenia
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in pazienti sottoposti a terapia mieloablativa seguita da trapianto di midollo
osseo considerati a maggior rischio di neutropenia severa prolungata.

Il G-CSF ¢ inoltre indicato per la mobilizzazione delle cellule autologhe
progenitrici del sangue periferico (PBPC) da solo o dopo chemioterapia
mielosoppressiva, per accelerare il recupero emopoietico mediante

reinfusione di tali cellule, dopo terapia mielosoppressiva o mieloablativa.

Effetti collaterali

Gli effetti indesiderati del G-CSF sono costituiti da disturbi gastrointestinali
(nausea, vomito e diarrea), anoressia, cefalea, astenia, febbre, dolori
muscoloscheletrici, dolore alle ossa, rash cutaneo, alopecia, reazione nel sito
di iniezione e leucocitosi. Gli effetti indesiderati meno frequenti sono il
dolore toracico, la reazione da ipersensibilita (anafilassi e broncospasmo) e le
artralgie. Sono stati riportati casi di infiltrati polmonari che hanno portato a

una sindrome da distress respiratorio acuto.

G-CSF e malattie autoimmuni

L’osservazione, che i progenitori emopoietici, normalmente rappresentati nel
sangue periferico in concentrazione trascurabile, potevano essere mobilizzati
mediante la somministrazione di fattori di crescita, tra cui il G-CSF, in
associazione ad immunosoppressori (Siena et al., 1989; Bensinger et al.,

1993), ha consentito 1’utilizzo del G-CSF anche per la mobilizzazione di
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cellule staminali emopoietiche, nella fase precedente il trapianto di midollo
osseo nelle neoplasie ematologiche. In base a questa attivita, piu
recentemente il G-CSF ¢ stato impiegato quindi per la mobilizzazione
precedente il trapianto autologo di cellule staminali in pazienti affetti da
patologie autoimmuni, nelle forme resistenti al trattamento con le terapie
convenzionali (Burt et al., 1998a; Espigado et al., 2003), inclusa la sclerosi
multipla (Fassas et al., 2000; Mancardi et al., 2001; Fassas et al., 2002;
Carreras et al., 2003). La procedura del trapianto autologo di cellule staminali
ematopoietiche in pazienti affetti da sclerosi multipla, si € rivelata, tuttavia,
ad alto rischio di morbilita (infezioni) (Fassas et al., 2002) e di mortalita
(Tyndall et al., 1999), per cui tale trattamento ¢ al momento utilizzato in
maniera limitata.

In prospettiva il G-CSF, potrebbe agire in sinergia con il MIT nella
regolazione del sistema immunitario nei pazienti affetti da SM. Cio ¢
supportato da recenti dati della letteratura che indicano come il G-CSF
presenti proprieta immunoregolatrici. Il G-CSF determina infatti una risposta
antinflammatoria, attraverso il rilascio di citochine con attivita
antinfiammatoria (IL-6, IL-8, IL-10, INF-o) da parte dei linfociti Th2, e
I’inibizione della produzione di citochine proinfiammatorie (IL-2, IFN-y) da
parte dei linfociti Th1, sia in vitro che in vivo (Hartung et al., 1995; Pan et al.,
1995; Sloand et al., 2000; Rutella et al., 2002; Rutella et al., 2004). Inoltre il

G-CSF determina una riduzione della proliferazione dei linfociti T CD4+ e
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CD8+ (Pan et al., 1995; Mielcarek et al., 1997; Rutella et al., 1998) o anergia
(Rutella et al., 2004), mediata dai monociti attraverso la produzione di IL-10
(Mielcarek et al.,, 1998). Le evidenze riguardanti le proprieta
antiinfiammatorie del G-CSF hanno giustificato la necessita di valutare le sue
potenzialita terapeutiche nell’ambito delle malattie autoimmuni. A tale
proposito uno studio sul modello murino della SM, I’encefalite allergica
sperimentale, in cui la reazione inflammatoria ¢ scatenata dall’attivazione di
cellule Thl autoaggressive con produzione di citochine proinfiammatorie
(Antel & Owens, 1999; Goverman et al., 1993), ha dimostrato come la
somministrazione di G-CSF all’esordio delle manifestazioni cliniche,
determini nel sistema nervoso centrale, un quadro lieve di demielinizzazione,
un ridotto reclutamento delle cellule T, una risposta autoimmune
inflammatoria di entita limitata e bassi livelli di mRNA di citochine e
chemochine (Zavala et al., 2002). A livello periferico la risposta immunitaria
¢ caratterizzata da un incremento di citochine antinfiammatorie (IL-4, TGF-
) e una riduzione di citochine proinfiammatorie (TNF-a, INF-y) (Zavala et
al., 2002). Oltre a presentare proprietd immunoregolatrici attraverso 1’attivita
diretta sulle cellule T, il G-CSF determina la mobilizzazione dal midollo
osseo di cellule mesenchimali staminali. Studi recenti hanno evidenziato
come tali cellule presentino un effetto immunosoppressivo sia in vitro che in
vivo (Stagg & Galipeau, 2007), che si esplica attraverso 1’azione su vari

componenti del sistema immunitario, quali le cellule T, le cellule presentanti
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I’antigene, le cellule “natural killer” e le cellule B (Stagg & Galipeau, 2007).
Tale effetto indiretto del G-CSF ¢ certamente da considerare nell’ambito di
un sua applicazione in pazienti con SM-SP, nei quali [D’effetto
immunosoppressore del MIT verrebbe quindi potenziato dalla
somministrazione di G-CSF.

L’insieme delle osservazioni cliniche e sperimentali disponibili supportano il
potenziale utilizzo del G-CSF, in aggiunta al mitoxantrone, quale piu incisiva
procedura terapeutica nel trattamento della SM resistente alle terapie

convenzionali.

SCOPI DELLO STUDIO
Lo scopo primario dello studio ¢ stato quello di valutare gli effetti della
mobilizzazione di cellule staminali emopoietiche mediante MIT e G-CSF, in
confronto a monoterapia con MIT, in pazienti affetti da sclerosi multipla
refrattaria al trattamento. A tal fine sono stati valutati:
1) Larisposta clinica, mediante esame neurologico e scale di valutazione
(EDSS, Ambulation Index, SNRS) (EDSS, Kurtzke,1983; Hauser et
al., 1983; Sipe et al., 1984).
2) I numero di lesioni demielinizzanti evidenziate alla RMN
dell’encefalo.
3) La modulazione immunologica tramite studio delle sottopopolazioni

linfocitarie e del profilo citochinico.
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Lo scopo secondario dello studio ¢ stato quello di valutare la tollerabilita
al trattamento combinato con MIT e G-CSF, in confronto a monoterapia con
MIT, sulla base dei parametri:

1) Numero di episodi infettivi emergenti

2) Eventi avversi

MATERIALI E METODI

PAZIENTI

Sono stati inclusi nello studio 14 pazienti affetti da sclerosi multipla
refrattaria al trattamento convenzionale. Tutti i pazienti gia sottoposti a
terapia con MIT sono stati randomizzati in due gruppi di trattamento, uno in
monoterapia con MIT e I’altro con MIT e G-CSF.

I criteri di inclusione dei pazienti sono stati: 1) eta compresa fra 18 e 70 anni;
2) pazienti con diagnosi di SM-SP clinicamente definita, in terapia con MIT
alle dosi di 12 mg/m” e.v. ogni 3 mesi (per un numero non superiore alle otto
somministrazioni), fino ad una dose cumulativa massima di 120 mg/m® ; 3)
punteggio iniziale alla EDSS > 4.

I pazienti, prima di essere sottoposti alla randomizzazione, hanno effettuato i
seguenti esami: 1) profilo ematochimico e delle citochine (interleuchina 2-
IL2, interleuchina 6-IL6, interleuchina &-IL8, interleuchina 10-IL10,
interleuchina 12-1L12, fattore di necrosi tumorale alfa TNF-a, recettore I del

fattore di necrosi tumorale alfa- TNFRI, recettore II del fattore di necrosi
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tumorale alfa- TNFRII, fattore di crescita tumorale beta-TGF-p, interferone
gamma-INF-y, fattore stimolante le colonie granulocitarie-macrofagi (GM-
CSF) sette giorni dopo ['ultima somministrazione di MIT; 2) RMN
dell’encefalo senza e dopo somministrazione di mezzo di contrasto
(gadolinio) nei trenta pit 0 meno sette giorni precedenti il trattamento. I
parametri di valutazione hanno incluso la determinazione alla RMN del
numero (e del volume totale) delle lesioni T2-pesate e delle lesioni captanti
contrasto in T1 dopo iniezione di gadolinio, oltreche la determinazione ¢ la
quantificazione del carico lesionale ipointenso in T1; 3) valutazione
neurologica (EDSS, Ambulation Index, SNRS) nei trenta piu o meno sette
giorni precedenti la mobilizzazione.

Il follow-up dello studio ha previsto le seguenti valutazioni: 1) a dieci e
ventuno giorni dopo 'ultima somministrazione di  MIT, profilo
ematochimico, delle citochine e dosaggio delle sottopopolazioni linfocitarie;
2) a trentasette giorni dopo 1’ultima somministrazione di MIT e ogni sei mesi
per 1 successivi diciotto mesi, RMN encefalo 3) a trentasette giorni dopo
I’ultima somministrazione di MIT e ogni sei mesi per i successivi diciotto

mesi, valutazione neurologica (vedi flow chart).
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PIANO DI TRATTAMENTO

Nel gruppo in monoterapia con MIT, quest’ultimo ¢ stato somministrato alla

dose di 12 mg/m?” in 100 cc sol. fisiol. e.v., a 60 gtt/min.
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Nel gruppo in terapia con MIT e G-CSF, il MIT ¢ stato somministrato alla
dose sopra citata. Dopo una settimana ¢ stato aggiunto e somministrato per
sette giorni consecutivamente il G-CSF alla dose di dose 5 pg/Kg due volte al
giorno s.c.

A giorni alterni 1 pazienti sono sottoposti a controllo dell’esame
emocromocitometrico, esame obiettivo e monitoraggio citofluorimetrico

delle cellule CD34+.

ANALISI STATISTICA

I valori delle scale e delle citochine dei due gruppi di pazienti sono stati
analizzati mediante il test di Wilcoxon per dati non parametrici.

Inoltre ¢ stato applicata anche ’analisi ANOVA per misure ripetute.

RISULTATI

Valutazione clinico-neurologica.

Abbiamo esaminato i valori dei test clinici in due gruppi di pazienti con SM-
SP comparabili per eta (t-test, p=0.29) e sesso: quello in trattamento con solo
mitoxantrone (6 M/l F; eta: 42,1 £ 10,5) e quello in trattamento con
mitoxantrone + G-CSF (5 M/2 F; eta: 45,3 £ 8,6).

I dati delle scale EDSS, Ambulation Index e SNRS sono rappresentati nelle
tabelle 1, 2, 3 per il gruppo di pazienti con SM - SP e MIT e nelle tabelle 4,

5, 6 per il gruppo di pazienti con SM - SP e MIT+G-CSF. I rispettivi valori
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medi per il gruppo con il G-CSF sono rappresentati nelle figure 1, 2, 3.
L’analisi statistica dei dati clinici non ha mostrato differenze significative tra
1 due gruppi, indicando tuttavia una tendenza alla stabilizzazione del decorso

della malattia dopo G-CSF.

Valutazione strumentale (RMN)

Per quanto riguarda 1’analisi delle lesioni demielinizzanti osservate mediante
RMN senza e dopo somministrazione di gadolinio, si ¢ riscontrato in un solo
paziente del gruppo SM-SP e MIT un incremento del carico lesionale dopo
la somministrazione del MIT che si ¢ aumentato nelle successive valutazioni
di follow-up. Negli altri sei pazienti non ¢ stato osservata nessuna variazione
rispetto alla valutazione di base. Nel gruppo dei pazienti con SM-SP e
MIT+G-CSF, un paziente ha presentato una diminuzione del carico lesionale
dopo trenta giorni dall’assunzione del G-CSF. In un altro paziente di questo
gruppo vi ¢ stato, invece, un aumento del carico lesionale dopo Ia
somministrazione del MIT che pero non ha subito variazioni alle successive

valutazioni effettuate dopo I’assunzione di G-CSF.

Valutazione ematochimica

Il dosaggio delle citochine ha rilevato come i valori si discostassero dal
range della normalita per la IL2 (vedi Tab. 7), in tutti i cinque pazienti

esaminati e per tutte e tre le valutazioni; per la IL6 (vedi Tab. 8), in quattro
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pazienti solo per alcune valutazioni; per la IL8 (vedi Tab .9), solo in un
paziente in una sola valutazione; per la IL10 (vedi tab. 10) in tutti e cinque 1
pazienti, maggiormente alla seconda e terza valutazione; per la IL12 (vedi
Tab, 11) solo in un paziente per una sola valutazione; per il TNF alfa (vedi
Tab. 12) in due pazienti alla seconda e terza e prima e seconda valutazione,
rispettivamente; per il TNFRI (vedi Tab. 13) ed il TNFRII (vedi Tab. 14)
solo negli stessi due pazienti alla seconda valutazione; per il TGF beta 1
(vedi Tab. 15) in quattro pazienti, dei quali solo per uno in tutte e tre le
valutazioni e per gli altri in una sola; per 'INF gamma (vedi Tab. 16) in
nessun paziente; per il GM-CSF (vedi Tab. 17) nei tre pazienti esaminati,
alla terza, alla prima e seconda, e prima valutazione, rispettivamente.

I valori medi delle citochine sono rappresentati nelle figure da 3 a 14.
All’analisi statistica con ANOVA per misure ripetute si € riscontrata una
tendenza alla significativita per il TGF beta 1. Il test di Wilcoxon ha rivelato
una significativita (P<0.062) per I’ IL 12.

11 dosaggio citofluorimetrico delle cellule T CD34+ nei giorni successivi alla
somministrazione del G-CSF ha mostrato che i pazienti non hanno raggiunto

valori tali da indicare un’avvenuta mobilizzazione.

DISCUSSIONE

Nell’ultimo decennio sono stati sviluppati nuovi farmaci per il trattamento

dei pazienti affetti da SM, che hanno consentito di passare da un’era in cui ci
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si limitava alla terapia sintomatica ad un’era in cui si dispone di terapie in
grado di influire sul decorso della malattia, attraverso 1’utilizzo dei cosi detti
“disease-modifying drugs”. Molti pazienti possono attualmente trarre
beneficio dall’'uso di farmaci immunomodulanti, cha agiscono come
“disease-modifying drugs”, quali gli IFN-B ed il glatiramer acetato per le
forme RR, per ridurre la frequenza di recidive, ’attivita della malattia alla
RMN e per rallentare lo sviluppo di disabilita. Per le forme piu aggressive di
SM-RR sono inoltre utilizzati il MIT ed il natalizumab (Tysabri; anti-vla-4
ab). Per 1 pazienti con SM-PR ¢ stato recentemente approvato 1’utilizzo dell’
IFN-B1b, mentre i pazienti con SP il solo MIT. Considerato che solo circa il
40% dei pazienti risponde adeguatamente al trattamento con le terapie
attualmente approvate per la SM, numerose trattamenti sono in corso di
sperimentazione, per nessuna delle quali ¢ tuttavia ad oggi possibile
prevedere se sara in grado di superare per efficacia e tollerabilita le attuali
terapie disponibili per la SM.

Le strategie terapeutiche in corso di sperimentazione includono: 1) gli
anticorpi monoclonali quali I’alemtuzumab (Campath-1), il daclizumab
(Zenapax; anti-cd25 ab), il rituximab (Rituxan o mabthera; anti-cd20 ab); 2)
gli immunomodulanti quali il fingolimod (FTY-720), la teriflunomide, il
laquinimod, gli inibitori della fosfodiesterasi, I’acido fumarico, le statine; 3)
gli immunosoppressori quali la cladribina, il temsirolimus (rapamicina); 4) il

trapianto di cellule staminali ematopoietiche.
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Il trapianto di cellule staminali ematopoietiche rappresenta un passo ulteriore
nel trattamento della SM. In particolare il trapianto autologo di cellule
staminali ematopoietiche include la mobilizzazione e la conservazione delle
cellule staminali ematopoietiche autologhe, con successiva reinfusione delle
cellule staminali. Per ottenere ci0 ¢ tuttavia necessario effettuare nei pazienti
la immunosoppressione mieloablativa, attraverso 1’utilizzo di chemioterapici
in combinazione e spesso irradiazione corporea totale (Tyndall et al., 1999).
Questo trattamento, effettuato nell’ultimo decennio in gruppi di pazienti con
SM, ha dimostrato una notevole soppressione dell’attivita infiammatoria
nella maggior parte dei casi, ma anche, piuttosto frequentemente, una certa
progressione di malattia (Fassas et al., 2000; Mancardi et al., 2001; Fassas et
al., 2002; Burt et al., 2003; Nash et al., 2003; Saiz et al., 2004; Saccardi et al.,
2005; Ni et al., 2006; Samijn et al., 2007). Inoltre la mortalita dovuta al
trapianto ¢ riportata in una percentuale variabile dal 5% all’ 8% nei pazienti
in cui ¢ stato effettuato il trapianto autologo di cellule staminali (Saccardi et
al., 2006). La procedura comporta inoltre nel 50% dei casi la comparsa di
effetti collaterali quali disturbi gastrointestinali ed alopecia; meno
frequentemente infezioni, febbra da neutropenia, sindrome da “engraftment”,
disturbi neurologici transitori, emorragie, disfunzioni di organi (polmoni,
cuore, reni, fegato). I rischi a lungo termine includono la insufficienza
gonadica, I’infertilia e le neoplasie. I dati derivanti da questi studi indicano,

quindi, che la procedura potrebbe essere molto efficace, ma allo stesso tempo
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che comporta dei rischi notevoli. Proprio 1’elevato rapporto rischio/beneficio
ha fatto si che il trapianto autologo di cellule staminali non sia ancora stato
sperimentato in uno studio fondamentale controllato. Nel trapianto autologo
di cellule staminali il razionale consiste nella capacita della chemioterapia
mieloablativa, con o senza irradiazione corporea totale, di sopprimere un
sistema immunitario alterato e le sue componenti cellulari prima della
procedura di reinfusione di cellule staminali ematopoietiche. La successiva
differenziazione in tutte le linee emopoietiche delle cellule staminali
emopoietiche reinfuse determina la ricostituzione di un sistema immunitario
“nuovo” e “tollerante” (Muraro et al., 2003). La completa assenza di nuova
attivita infiammatoria nella maggior parte dei pazienti trattati con trapianto
autologo di cellule staminali ¢ stata dimostrata per almeno uno degli studi
effettuati (Mancardi et al., 2001) ed inoltre studi sul sistema immunitario
dopo trapianto hanno dimostrato che il repertorio delle cellule T ¢ sia piu
complesso che completamente rinnovato dopo il trapianto rispetto a quello
prima del trapianto (Muraro et al., 2005).

Lo scopo del trapianto autologo di cellule staminali nella SM ¢ quello di
ottenere una significativa modificazione del decorso della malattia fino ad
indurrne una remissione stabile e completa. L’ipotesi che le cellule staminali
trapiantate possano migrare negli organi danneggiati dall’infiammazione,
determinando cosi un recupero funzionale, ha certamente suscitato notevole

interesse medico ma anche un certo grado di confusione semantica. Le
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evidenze che supportano I’integrazione nel sistema nervoso centrale e la
transdifferenziazione delle cellule di origine ematopoietica in cellule nervose
sono infatti controverse (Castro et al., 2002; Mezey et al., 2000; Mezey et al.,
2003; Wagers et al., 2002; Weimann et al., 2003). Nel modello murino della
SM, D’encefalite allergica sperimentale, ¢ stato osservato che il trapianto di
cellule staminali ematopoietiche pud prevenire la demielinizzazione
autoimmune o arrestarne la progressione, ma non far regredire il danno gia
presente (Karussis et al., 1993; Burt et al., 1998b). Ulteriori studi sono quindi
necessari per chiarire se la capacita delle cellule staminali ematopoietiche di
promuovere la riparazione di cellule nervose o degli oligodendrociti sia
realmente piu efficace rispetto alla riparazione spontanea che avviene nelle
fasi di remissione di malattia nella SM.

Tra 1 fattori di crescita ematopoietici utilizzati per la mobilizzazione delle
cellule staminali emopoietiche nella fase precedente il trapianto autologo di
cellule staminali, il G-CSF rappresenta il “gold standard”. Il G-CSF presenta
inoltre altre proprieta, tra cui quella di interagire con il sistema immunitario,
determinando 1’attivazione delle cellule Th2 ed una modulazione della
produzione citochinica, come dimostrato in modelli sperimentali di malattia
autoimmune, quali il lupus eritematosus sistemico, ’artrite reumatoide, il
diabete mellito e la sclerosi multipla (Rutella et al., 2005; Rutella et al.,
2007). Nel modello murino di SM, la encefalite allergica sperimentale, ¢

stato dimostrato che il trattamento per sette giorni con G-CSF all’esordio
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clinico di malattia, determina un diminuito reclutamento delle cellule T nel
sistema nervoso centrale, oltre ad uno spostamento della risposta immunitaria
da Thl a Th2, con conseguente produzione di citochine ad attivita
antinfiammatoria (Zavala et al., 2002). Inoltre, uno studio effettuato
utilizzando la tecnica del “microarray”, su placche di pazienti con SM, ha
evidenziato come il G-CSF sia espresso maggiormente nelle placche con
inflammazione rispetto a quelle inattive (Lock et al., 2002), suggerendo un
ruolo del G-CSF nel controllo del processo autoreattivo. I MIT, benché
rientri nella categoria dei farmaci immunosoppressori, non altera I’assetto
citochinico in pazienti affetti da SM-SP, suggerendo che molto
probabilmente 1’azione terapeutica del MIT non dipende esclusivamente
dalla sua azione immunosoppressiva (Angelucci et al., 2006). Prendendo in
considerazione 1 principali studi clinici, si pud dire che il MIT ¢
moderatamente efficace nel ridurre la progressione di malattia nei pazienti
con SM-SP a breve termine (Martinelli Boneschi et al., 2005) e che
comunque una certa percentuale di pazienti con forme piu aggressive di
malattia trae un beneficio relativo dal trattamento. Partendo da tali
presupposti, in questo studio abbiamo somministrato a pazienti con SM-SP,
che avevano effettuato la terapia con MIT, il G-CSF.

I dati analizzati non hanno rilevato variazioni statisticamente significative
degli indicatori clinici di malattia dopo trattamento con il G-CSF, anche per

osservazioni cliniche con follow-up prolungato (18 mesi).
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La relativa modesta dimensione del campione esaminato pud essere un
fattore responsabile della mancata osservazione di significativita statistica.
Tuttavia D’inclusione nello studio di una popolazione campionaria piu
numerosa avrebbe richiesto un periodo di osservazione nettamente piu lungo,
ed avrebbe esposto un maggior numero di pazienti agli svantaggi potenziali
del trattamento con G-CSF — trattandosi di una valutazione terapeutica
sperimentale. L’analisi di gruppi piu numerosi di pazienti potrebbe tuttavia in
futuro dare maggiori indicazioni sul piano della riposta clinica al trattamento.
Per quanto riguarda il trattamento con G-CSF, la bassa percentuale di
linfociti T CD34+, rilevata nei pazienti dopo la somministrazione del
farmaco, dimostra la mancata efficacia della procedura di mobilizzazione
delle cellule staminali ematopoietiche. Cio puo essere dovuto al fatto che il
MIT non presenta buone proprieta come mobilizzatore di cellule staminali in
associazione al G-CSF. A tale proposito bisogna considerare che negli studi
in cui ¢ stato effettuato il trapianto autologo di cellule staminali
ematopoietiche nei pazienti con SM-SP, il regime di mobilizzazione ha
previsto 1’utilizzo di un altro farmaco immunosoppressore in associazione al
G-CSF, la ciclofosfamide (Fassas et al., 2000; Burt et al., 2003; Nash et al.,
2003; Saiz et al., 2004; Saccardi et al., 2005; Ni et al., 2006; Samijn et al.,
2007). Tuttavia, 1’'unico farmaco immunosoppressore approvato come
“disease-modifying drug” per il trattamento della SM ¢ il MIT, e per tale

motivo ¢ stato inevitabile associare tale immunosoppressore al G-CSF.
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Sulla base delle indicazioni rilevate dall’analisi delle citochine, si puo inoltre
ipotizzare che per ottenere una risposta clinica significativa sarebbe stato
utile arruolare i pazienti in una diversa fase della malattia, quando cio¢
I’attivita infiammatoria mediata dai linfociti T ¢ ancora preponderante. Cio
avrebbe consentito inoltre al G-CSF di esplicare a pieno la sua attivita
immunomodulante anche con una somministrazione in cicli ripetuti. I
pazienti inclusi nello studio erano invece consistentemente in una fase di
progressione di malattia, in assenza di attivita infiammatoria — come rilevato
alle indagini RMN, caratteristica irrinunciabile per il rispetto della eticita per
un trattamento sperimentale.

In sintesi, il trattamento sequenziale con G-CSF dopo MIT ¢ stato ben
tollerato in tutti 1 pazienti, con [’assenza pressoch¢ completa di
manifestazioni avverse. Il trattamento tuttavia non ha mostrato di indurre un
beneficio clinicamente rilevabile e significativo, ad indicare che la sola
procedura di mobilizzazione delle cellule staminali ematopoietiche non
seguita dal regime di condizionamento e dal successivo trapianto autologo di
cellule staminali, non ¢ sufficiente per questo obiettivo terapeutico. Sulla
scorta dei risultati ottenuti, la somministrazione di G-CSF associato a MIT
non rappresenta quindi al momento una strategia terapeutica alternativa nella

SM-SP.
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Tabella 1. Valori di EDSS nei pazienti con SM - SP e mitoxantrone (MIT)

INIZIALI |SESSO |ETA'|EDSS |EDSS EDSS a|EDSS a|EDSS a
30 gg|30 gg|6mesi |12 mesi |18 mesi
prima di |dopo il
G-CSF | GCSF
Cv M 56 6 6,5 6,5 6,5 6,5
BA M 30 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5
CR M 40 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
GA M 35 5,5 6 6 6 6
CF F 34 6 6 6 6 6
DA M 44 6 6 6 6 6
DC M 56 7 7 7 8 8
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Tabella 2. Valori di Ambulation Index (AI) nei pazienti con SM - SP e

mitoxantrone (MIT)

INIZIALI |SESSO |ETA' |AI 30 gg|AI 30 gg|Alaé6 Alal12 |Alal8
prima di|dopo il | mesi mesi mesi
GCSF GCSF

Cv M 56 7 7 7 7 7

BA M 30 5 5 5 5 5

CR M 40 7 7 7 7 7

GA M 35 4 5 5 5 5

CF F 34 5 5 5 5 5

DA M 44 8 8 8 8 8

DC M 56 9 9 9 9 9
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Tabella 3. Valori di SRNS nei pazienti con SM - SP e mitoxantrone (MIT)

INIZIALI |[SESSO |ETA' |SNRS 30|SNRS 30(SNRS a|SNRS a|SNRS a
gg prima | gg dopo | 6 mesi 12 mesi |18 mesi
di GCSF |il GCSF

Cv M 56 60 60 60 60 60

BA M 30 63 63 63 63 63

CR M 40 50 50 50 50 50

GA M 35 57 57 57 57 57

CF F 34 57 57 57 57 57

DA M 44 40 40 40 40 40

DC M 38 38 38 38 38 38
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Tabella 4. Valori di EDSS nei pazienti con SM - SP e MIT+G-CSF

INIZIALI | SESSO | ETA' | EDSS EDSS EDSS a | EDSS a | EDSS a
30 gg |30 gg| 6mesi 12 mesi | 18 mesi
prima dopo il
di GCSF
GCSF
LP F 43 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
MA M 33 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5
DFC M 57 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
LN F 44 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
BS F 56 3 2,5 2,5 2,5 2,5
AR F 44 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
GP F 40 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
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Tabella 5. Valori di Ambulation Index (AI) nei pazienti con SM - SP e

MIT+G-CSF
INIZIALI | SESSO | ETA' Al 30 | Al 30| Ala Al a Al a18
gg gg 6 mesi | 12 mesi | mesi
prima | dopo il
di GCSF
GCSF
LP F 43 5 6 6 6 6
MA M 33 4 4 4 4 4
DFC M 57 8 8 8 8 8
LN F 44 5 5 5 5 5
BS F 56 2 1 1 1 1
AR F 44 4 4 4 4 4
GP F 40 5 5 5 5 5
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Tabella 6. Valori di SRNS nei pazienti con SM - SP e MIT+G-CSF

INIZIALI | SESSO | ETA' | SNRS SNRS | SNRS | SNRS | SNRS
30 gg |30 gg|a a 12/a 18
prima di | dopo il | mesi mesi mesi
GCSF GCSF

LP F 43 65 63 63 63 63

MA M 33 59 59 59 59 59

DFC M 57 44 44 44 44 44

LN F 44 53 53 53 53 53

BS F 56 68 71 71 71 71

AR F 44 58 58 58 58 58

GP F 40 49 49 49 49 49

95




Tabella 7. Valori di interleuchina 2 (v.n.:

SP e MIT+G-CSF

NR pg/ml) nei pazienti con SM -

INIZIALI | SESSO ETA’ IL2: IL2: IL2:
dosaggio al | dosaggio dosaggio
tempo 0 3ggdopo |14 gg dopo

G-CSF G-CSF

LN F 44 0,1 31,1 NR

BS F 56 71,3 36,7 8,1

MA M 33 35,9 12,3 21,3

GP F 40 47 61 8,9

AR F 44 40 28,2 47,6

Tabella 8. Valori di interleuchina 6 (v.n.: 0,0-8,5 pg/ml) nei pazienti con

SM - SP e MIT+G-CSF

INIZIALI |SESSO ETA’ IL6: IL6: IL6:
dosaggio al|dosaggio dosaggio
tempo 0 3ggdopo |14 gg dopo

G-CSF G-CSF

LN F 44 4,2 1,3 36,6

BS F 56 41,5 23,7 6,8

MA M 33 10,7 2,8 5,6

GP F 40 26,2 36,3 10,1

AR F 44 3,7 3,8 14




Tabella 9. Valori di interleuchina 8 (v.n.: 0,0-47 pg/ml) nei pazienti con

SM - SP e MIT+G-CSF

INIZIALI |SESSO ETA’ ILS: ILS: IL8:
dosaggio al|dosaggio dosaggio
tempo 0 3 ggdopo |14 gg dopo

G-CSF G-CSF

LN F 44 1 2 0,8

BS F 56 0,8 2 1

MA M 33 2 50 1

GP F 40 0,6 0,4 0,3

AR F 44 0,5 0,2 0,3

Tabella 10. Valori di interleuchina 10 (v.n.: 0,0-8,9 pg/ml) nei pazienti con

SM - SP e MIT+G-CSF

INIZIALI |SESSO ETA’ IL10: IL10: IL10:
dosaggio al|dosaggio dosaggio
tempo 0 3 gg dopo|14 gg dopo

G-CSF G-CSF

LN F 44 1,7 78 116,2

BS F 56 37,5 25 25,1

MA M 33 5,4 14,6 7,9

GP F 40 8 17,8 11,9

AR F 44 6,8 21,2 12,3




Tabella 11. Valori di interleuchina 12 (v.n.: 16,5-590,1 pg/ml) nei pazienti

con SM - SP e MIT+G-CSF

INIZIALI |SESSO ETA’ 1L12: 1L12: IL12:
dosaggio al | dosaggio dosaggio
tempo 0 3 gg dopo|14 gg dopo

G-CSF G-CSF

LN F 44 50 186 113

BS F 56 63 103 122

MA M 33 90 34 504

GP F 40 100 76 283

AR F 44 22 0 80

Tabella 12. Valori di TNF-a (v.n.: 0,0-14,0 pg/ml) nei pazienti con SM -
SP e MIT+G-CSF

INIZIALI |SESSO ETA’ TNF-a: TNF-a: TNF-a:
dosaggio al|dosaggio dosaggio
tempo 0 3 gg dopo|14 gg dopo

G-CSF G-CSF

LN F 44 10,8 31,8 160

BS F 56 126,4 73,1 10,1

MA M 33 5,8 11,6 11

GP F 40 4,1 6 13,1

AR F 44 8,7 13,8 10,4




Tabella 13. Valori di TNFRI (v.n.: 0,3-2,9 ng/ml) nei pazienti con SM - SP

e MIT+G-CSF

INIZIALI |SESSO ETA’ TNFRI: TNFRI: TNFRI:
dosaggio al | dosaggio dosaggio
tempo 0 3 gg dopo|14 gg dopo

G-CSF G-CSF

LN F 44 2,7 3,2 2,2

BS F 56 2 3,4 14

MA M 33 1,2 1,7 1

GP F 40 2 2,5 1,3

AR F 44 1,9 2,9 1,1

Tabella 14. Valori di TNFRII (v.n.: 1,91-8,51 ng/ml) nei pazienti con
SM - SP e MIT+G-CSF

INIZIALI |SESSO ETA’ TNFRII: TNFRII: TNFRII:
dosaggio al | dosaggio dosaggio
tempo 0 3 gg dopo|14 gg dopo

G-CSF G-CSF

LN F 44 4,5 12,5 7,4

BS F 56 33 9,8 3,2

MA M 33 3,6 4,1 3,5

GP F 40 3,6 9 5

AR F 44 3,9 8.4 4,2




Tabella 15. Valori di TGF- (v.n.: 19-71 ng/ml) nei pazienti con SM - SP e

MIT+G-CSF

INIZIALI |SESSO ETA’ TGF-p: TGF-f: TGF-p:
dosaggio al|dosaggio dosaggio
tempo 0 3 gg dopo|14 gg dopo

G-CSF G-CSF

LN F 44 151 11,9 8,9

BS F 56 93,3 49,3 67,3

MA M 33 45 42 54

GP F 40 35 33 139

AR F 44 35 30 93

Tabella 16. Valori di INF-y (v.n.: 0,0-0,89 U/ml) nei pazienti con SM - SP

e MIT+G-CSF

INIZIALI |SESSO ETA’ INF-y: INF-y: INF-y:
dosaggio al | dosaggio dosaggio
tempo 0 3 gg dopo|14 gg dopo

G-CSF G-CSF

LN F 44 0,1 0,1 0,2

BS F 56 0,1 0,1 0,1

MA M 33 0,3 0,1 0,2

GP F 40 0,2 0,2 0,1

AR F 44 0 0,1 0,1
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Tabella 17. Valori di GM-CSF nei pazienti con SM - SP e MIT+G-CSF

INIZIALI |SESSO ETA’ GM-CSF: |GMCSF: GMCSF:
dosaggio al | dosaggio dosaggio
tempo 0 3 gg dopo|14 gg dopo

G-CSF G-CSF

LN F 44 4,2 1,3 36,6

BS F 56 41,5 23,7 6,8

MA M 33 10,7 2,8 5,6

GP F 40 26,2 36,3 10,1

AR F 44 3,7 3,8 1,4

LEGENDA:

interleuchina 2: IL 2; interleuchina 6: IL 6; interleuchina 8: IL 8§;

interleuchina 10: IL 10; interleuchina 12: IL 12; fattore di necrosi tumorale

alfa: TNF-a; recettore I del fattore di necrosi tumorale alfa: TNFRI; recettore

II del fattore di necrosi tumorale alfa: TNFRII; fattore di crescita tumorale

beta: TGF-B; interferone gamma: INF-y; fattore stimolante le colonie

granulocitarie-macrofagi: GM-CSF

Tempo 0: appena prima della somministrazione di G-CSF

In italico: valori al di fuori del range di normalita
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EDSS (range 0-10)

Ambul. Index (range 0 - 9)

Figura 1 - EDSS (valori medi; 5 paz con MIT+G-CSF)
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pg/ml (v.n. NR)

SNRS (range 0-100)

Figura 3 - SNRS (valori medi; 5 paz con MIT+G-CSF)
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pg/ml (v.n. 0,0-8,5)

Figura 5 - Interleuchina 6
(valore medi; 5 paz. con MIT+G-CSF)
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Figura 6- Interluchina 8
(valori medi; 5 paz. con MIT+G-CSF)
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pg/ml (v.n. 0,0-14,0)

ng/ml (v.n. 0,3-2,9)

Figura 9 - TNFalfa
(valori medi; 5 paz. con MIT+G-CSF)
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Figura 11 - TNFRII
(valori medi; 5 paz. con MIT+G-CSF)
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Figura 12 - INF gamma
(valori medi; 5 paz. con MIT+G-CSF)
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