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Capitolo 1

La psoriasi

1.1 Definizione

La psoriasi € una comune malattia inflammatorideeorso cronico-recidivante,
caratterizzata da lesioni cutanee polimorfe (erERsquamose, pustolose e
infiltrative), che nelle forme piu comuni si locatano in sede tipica. Altrettanto
tipico e il quadro istopatologico in gran parte atterizzato dall'accelerato
turnover dei cheratinociti epidermici e dall'exadt di linfociti e di granulociti
neutrofili.*

La psoriasi viene attualmente considerata un’affezia carattere sistemico per il
coinvolgimento di numerosi organi e apparati deteata dall’associazione di
fattori genetici predisponenti e di fattori ambehscatenanti capaci di innescare

una reazione immunologica specifica mediata prexafeente da linfociti F.

1.2  Clinica

La prevalenza della psoriasi in Europa e negli U#ia dal 1% al 4% della
popolazione totale e dal 6% al 12% dei pazientimd¢ologici. La razza bianca e
la piu frequentemente colpita, mentre molto rafaeidenza nelle popolazioni di
colore. La malattia e praticamente assente fraegthimesi e gli indiani
d’America. In Italia la prevalenza della psoriagllieta adulta viene valutata
intorno al 3-4%. Le forme gravi di psoriasi rap@mgrebbero circa il 10%, con

un grave impatto sulla qualita di vita dei paziénti



La psoriasi colpisce i due sessi con uguale frezaueell’eta adulta, tuttavia in eta
infantile e giovanile le femmine sono piu colpita t5 e i 9 anni, mentre i maschi
tra i 15 e i 19 anni. Nei bambini compare spessomiodo eruttivo dopo

un’infezione streptococcica. Una familiarita € dstrabile in piu di un terzo dei

pazienti.

Pur potendo manifestarsi in qualunque eta, sontd risaontrati due picchi di
insorgenza: uno precoce (16-22 anni) ed uno tarve60 anni). | soggetti con
familiarita per psoriasi mostrano la tendenza aésordio precoce ed il rischio di
sviluppare la psoriasi nel corso della vita risi@taolte maggiore nei discendenti
dei soggetti affetti precocemente da questa malatispetto ai discendenti di
coloro che l'avevano sviluppata dopo i 30 anni.sorlio precoce si accompagna

anche ad una maggiore gravita delle manifestaZioni.

La psoriasi nella sua piu comune espressione alipsoriasi volgare (PV), si
caratterizza per la comparsa eruttiva di una ahiazze di dimensioni variabili, a
limiti netti, inizialmente eritematose, che in beetempo si coprono di un cumulo
di squame bianco-argentee, friabili. Una tipica owia semeiologica
(grattamento metodico di Brocq) permette di metiaereevidenza alcuni tipici
“segni” di grande importanza per la diagnosi. Piacgsamente possono essere
dimostrati in successione: segno della goccia da,ceol grattamento vengono
asportate le squame piu superficiali che appai@wcte e friabili come la cera,
mentre le sottostanti squame appaiono piu brillardi un intenso colore bianco-
argenteo per la penetrazione di aria tra le squaegno della membrana di
Duncan-Bulkley, se il grattamento continua dopor @asportato completamente il
cumulo squamoso si evidenzia una membranella rdseida ed umida, che si
lascia asportare in blocco e che corrisponde aglti piu bassi dell’epidermide
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localizzati immediatamente al di sopra del dermgillaae; segno della rugiada
sanguigna di Auspitz, proseguendo il grattamentgreivoca la rottura dei
capillari del derma papillare, che si manifesta tagomparsa di una emorragia

puntiforme.

Le chiazze psoriasiche possono assumere dimensimarse da qualche
millimetro a molti centimetri di diametro, ma dilso sono abbastanza uniformi
in uno stesso soggetto. Per questo sono statentdistiumerose varieta

morfologiche di psoriasiligbellal).

Tabella I. Classificazione della psoriasi volgare in base diinensioni delle
lesioni?

Psoriasi puntata Lesioni puntiformi, (varieta ctastica della
psoriasi esantematica post-streptococcica).

Psoriasi guttata Lesioni della grandezza di unacigo(varieta
caratteristica delle forme infantili post
streptococciche).

Psoriasi follicolare Lesioni inizialmente localizea livello dei
follicoli con aspetto simile al lichen planus.
Rara(frequente nei bambini).

Psoriasi nummulare Lesioni delle dimensioni di uraneta.
Psoriasi circinnata Lesioni ad anello per risalna centrale.
Psoriasi a carta geografica Lesioni di grandi disi@m a contorni

irregolari che ricordano una mappa geografica.

Psoriasi minima e atipica Lesioni di modesta engipgesso recidivanti e
autorisolventesi, localizzate in sede elettiva o
anomala (palpebre, sopracciglio, padiglioni e
meati auricolari, ascelle).

La PV puo, inoltre, essere distinta sulla base’atgéinsione delle lesioni
(circoscritta, diffusa, generalizzata o universaeulla base del decorso (forme a
decorso cronico-recidivante, a decorso acuto, foremttive e forme

hY

esantematiche). La psoriasi esantematica e raraassedi preferenziali di



localizzazione ma con distribuzione simmetrica. aearieta morfologicamente

di tipo puntato e frequente nei bambini, speciat®medopo un’infezione

streptococcica.

Qualsiasi area corporea puo essere colpita dalla ¥ le localizzazioni
preferenziali sono rappresentate dalle regioninssige degli arti, in particolare
dai punti di appoggio (gomiti, ginocchi), dal cuotapelluto e dalla regione
sacrale. Altre zone frequentemente interessate goele soggette a sfregamento
come la piega interglutea e I'area perineale. Eoitgmte sottolineare che nella
fase di attivita della malattia qualsiasi trauma;hee modesto, &€ capace di evocare
nel giro di 10-15 giorni la comparsa di tipiche nfestazioni psoriasiche:

isomorfismo reattivo o fenomeno di Koebner.

La PV puo assumere, in particolare sedi, carattelie morfologiche specifiche

che sono precisate nella Tabella .

Tabella II. Psoriasi volgare: localizzazioni particolari.

Psoriasi del cuoio capelluto

Localizzazione prevalentemente ai margini di inserz dei capelli, si estende di 1-2 cm sulla cute
glabra. Si puo associare con dermatite seborroisat®psoriasi” ed interessare il volto (palpelre,
aree seborroiche).

Psoriasi delle pieghe

Nel 30% circa dei pazienti con PV si ha interessamedelle pieghe inguino-crurali, ascellari,
sottomammarie, perineali, interdigitali. In quesaali I'attrito meccanico (fenomeno di Koebner) e
I'infezione daCandida albicansono spesso i fattori scatenanti di una psorgsnte. Puo essere
presente prurito. Mancano in genere le squaméesilane caratteristica € una chiazza eritematosa,
liscia, lucente, accompagnata da macerazione €ird@aando, oltre alle grandi pieghe, sono
interessate le superfici flessorie delle bracalelée gambe, anziché quelle estensorie, si parla(di
psoriasi inversa

Psoriasi dei genitali

Spesso € presente una chiazza unica, fissa, antiitcon squame scarse o assenti. Importante &
la diagnosi differenziale con il morbo di Bowenplaanite di Zoon e I'eritroplasia.




Psoriasi palmare e plantare

La PV si manifesta a livello delle aree palmo-pdainton lesioni eritemato-infiltrative a limiti

netti, ricoperte da squame bianco-giallastre foetet® aderenti, che possono complicarsi con
ragadi dolenti. Pud essere scatenata da stimaliatici anche professionali. Difficile la diagnos
differenziale con I'eczema ipercheratosico.

Psoriasi delle unghie

Un interessamento ungueale € presente in ciréa4i596 degli psoriasici ed in pitu del 70% dei
casi di psoriasi artropatica. Le unghie possoneresasna localizzazione esclusiva. Le alterazioni
ungueali sono rappresentate da depressioni pumififscanalature longitudinali della lamina,
accumulo sub ungueale di materiale ipercheratdsi@mccolo”, onicolisi, discromie giallastre o
rosa salmone “a macchia d'olio” (di Grotton).

Psoriasi delle mucose e delle pseudomucose

L’interessamento della mucosa orale & presentéease molto raramente, solo nella psoriasi
pustolosa generalizzata. Nella PV il dorso defigulia pud presentare lesioni eritematose, lisce| per
atrofia delle papille (lingua a carta geograficapodcature (lingua scrotale).

Generalmente la PV non si accompagna a sintomirgkni& prurito in genere e
assente o0 modesto, ma puo essere pronunciato eladiate eruttiva o in seguito
a certi trattamenti topici irritanti (antralina @tcame) o se associato a labilita
emozionale, alcolismo e alterazioni metabolichalgdie, etc.). Il prurito € inoltre
frequente nei giovani con PV eruttiva esantemat®ame abbiamo rilevato il
decorso della PV e abitualmente cronico-recidivacéeatterizzato, cioé da
periodi di latenza di durata variabile, con scakmenti o addirittura senza
manifestazioni cliniche evidenti e periodi di esdrazione. Piu raramente puo
persistere invariata spesso accantonata in alageecatanee, senza regredire, ma
anche senza peggiorare (PV cronica stazionaridla IR¥ eruttiva esantematica
si pud avere con frequenza una regressione sp@ntAceanto alla PV devono
essere considerate altre varieta cliniche che afwbidefinito con il termine di

“forme speciali” di psoriasi, tra cui si ricordano:

» Psoriasi eritrodermica: Forma particolarmente severa, presente nell’l-

2%dei pazienti. E frequentemente scatenata da &yraiala sospensione



di corticosteroidi sistemici (talora anche topiala infezioni acute, da
stress emotivi. Interessa oltre il 90% della superfcutanea, che si
mostra intensamente flogistica con eritema, ededegsguamazione e
formazione di squamo-croste. Spesso € presentesenexra onicopatia,
intenso prurito, sensazione di freddo e malessenergle. La perdita di
liquidi, elettroliti e proteine causa importantiteabzioni sistemiche.
Temibili complicanze sono le infezioni stafilocodoe sistemiche e le

polmoniti virali o batteriche.

Psoriasi pustolosalocalizzata: Palmo-plantare cronica(PPP) — tipo
Barber. Forma frequente, a decorso cronico, redestalla terapia,
caratterizzata da pustole sterili delle superf@inpari (eminenza tenar e
ipotenar) e delle superfici plantari; pud essesoeata a manifestazioni,
anche minime, di PV in sedi classiche. Le pustadiaggbrunastre sono
piatte e incassate nella cute ed essiccandosinesita squamo croste.
Palmo-plantare acuta— batteride pustoloso di Andrews. Forma rara,
caratterizzata da un’eruzione monomorfa di numerpastole sterili
palmo-plantari; occasionalmente pud essere messaelazione con
un’infezione batterica, ma di solito si tratta séiogmente di una variante
acuta di PPPAcrodermatite continua di Hallopeawariante di PP acuta
che interessa l'ultima falange delle dita delle mandei piedi, con
frequente e grave compromissione ungueale e p@a oateolisi della

falange distale.

Psoriasi pustolosa generalizzataTipo von Zumbusch.Eruzione acuta
disseminata di piccole pustole sterili, recidivaptintiformi, biancastre su

cute eritemato-edematosa, sub eritrodermica. lsgar@anche la mucosa
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orale e genitale ed & accompagnata da febbre|gigtranialgie, astenia.
Impetigo herpetiformis di Hebrgo della gravidanza), rara eruzione
pustolosa generalizzata, che si manifesta neli®estre di gravidanza ed
e correlata ad ipoparatiroidismo e ad ipocalcemipo eritema anulare
(eritema ricorrente marginato di Lapiére): eruzioriecoscritta o piu
frequentemente diffusa di placche eritematose matei con risoluzione
centrale e presenza di pustole alla periferia. pilacomune forma di

psoriasi pustolosa dell'infanzia ed ha andamentigoe.

Psoriasi volgare con pustole: Una o piu placche di PV presente da anni

sviluppano pustole in seguito a terapie topich&amti.

Psoriasi artropatica (osteo-artro-entesiopatia inflammatoria associaa
psoriasi):Forma oligoarticolare o simmetrica la varieta piu frequente
(70% dei casi) con interessamento interfalangetaldigielle mani e dei
piedi. In caso di interessamento tenosinovialeite assumono un aspetto
“a salsicciotto”. Artrite mutilante e anchilosantenteressa mani, piedi,
colonna vertebrale. Questa forma € rara e partivglate grave per le
erosioni ossee fino all'osteolisi e per I'evoluzponanchilosante e
deformante.Poliartrite simmetrica(simil-reumatoide), caratterizzata da
rigiditd mattutina, interessamento simmetrico dedigicolazioni delle
mani e delle articolazioni sacroiliache con isolditgruzioni articolari, ma
con fattore reumatoide negativo. Nella psoriagiogdtica sono frequenti
sia linteressamento ungueale (onicopatia psoaasiche lesioni

inflammatorie oculari.



1.3 Istopatologia

La cute nella psoriasi volgare presenta una tigrchitettura caratterizzata da una
spiccata acantosi con creste epidermiche allungateorma di clava, cui
corrisponde un allungamento delle papille dermidaies appaiono edematose e
coperte da pochi strati di cellule epiteliali apfiie. E documentabile
un’ipercheratosi molto accentuata, accompagnataadacheratosi con scomparsa
dello strato granuloso. Questa alterazione, cp#iaidella cheratinizzazione, e
correlata ad un'aumentata proliferazione epiderpgoa incremento di 4-5 volte
delle mitosi cheratinocitarie e conseguente ispemsio dell’epidermide; per
questo motivo i cheratinociti della cute lesionptesentano alcuni tipici marker
di proliferazione, come I'espressione del Ki-67fdamazione delle cheratine 6 e
16 e la prematura sintesi di involucrina. Inolteecute psoriasica, sia sana che
ammalata, mostra un’aumentata attivita prolifemtipyando viene trapiantata su
topi nudi. Sono inoltre dimostrabili accumuli diagiulociti neutrofili nello strato
corneo ispessito (microascessi di Munro-Sabouraud).

Nel derma papillare € abitualmente rilevabile edecagillari tortuosi ed ectasici
e venulizzazione delle anse capillari, con untiraib perivascolare costituito da
neutrofili, linfociti e monociti e macrofagi. Pastilare attenzione é stata posta alla
dinamica delle alterazioni istopatologiche: moltitéri concordano nel ritenere
che alterazioni infiammatorie dermiche (vasodiletag, edema papillare,
infiltrato leucocitario) precedono la proliferazerepidermica. Recentemente e
stato enfatizzato il ruolo delle modificazioni dwlicrocircolo: precocissimo |l
rigonfiamento delle cellule endoteliali e la fornm®e di lacune tra endoteliociti
contigui, seguito dalla comparsa di mastociti degtati e di cellule infiltranti

perivascolar?
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La lesione iniziale, delle dimensioni di una capoacdi spillo fpre pin point
lesion), mostra insieme alle alterazioni vascolari ecadéma papillare, un’intensa
migrazione di cellule, principalmente linfociti, Ihepidermide, accompagnato a

edema intercellulare (spongiosi).

La psoriasi pustolosa, in tutte le sue varietaasatterizza sul piano istologico per
la presenza, insieme alle alterazioni descritte precedenza a carico
dellepidermide e del derma, delle cosiddette pas&pongiformi di Kogoj
caratterizzate da un notevole accumulo di grantiloeutrofili nel contesto dello

strato malpighiano edematoso e con numerose ldntereellulari®

1.4  Eziologia

La psoriasi viene attualmente considerata una tmalateterminata dalla
combinazione di fattori genetici predisponenti datiori ambientali scatenanti, i
quali devono essere considerati soltamigger factors® Tra questifattori
scatenanti una particolare importanza deve essere attrilauiteaumi fisici, alle
infezioni ed ai farmaci. Una lunga serie di azidrmaumatizzanti fisiche e
chimiche puo determinare la comparsa della psoriadie abrasioni traumatiche
alle punture di insetti, dall'applicazione di sosta irritanti alle ustioni chimiche,
dai traumi chirurgici all'azione di radiazioni i@aanti o UV, dal semplice
sfregamento ripetuto all'esecuzione di tatuaggaocini. La possibilita di indurre
la malattia, in conseguenza di queste azioni tréichmfisiche e chimiche, é nota
col termine di reazione isomorfa o fenomeno di Keet(FK)? anche la possibile
comparsa di psoriasi in aree cutanee sede di msgmmalattie infammatorie

(herpes zoster, lichen planus, pitiriasi roseailigite, eczema, etc.) € stata
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considerata come un FK interpretato nella sua &mteziu estensiva. Il FK si
realizza molto piu frequentemente nelle fasi divaét della malattia; in studi
retrospettivi € stato documentato in una perceeatuatiabile dal 30% al 50% dei
pazienti con PV. Nei pazienti, nei quali & possiiihdurre il FK, la psoriasi
presenta una maggiore resistenza alla terapia @iluapido esordio. Molto piu
raramente €& stato osservato un effetto esacerdantmalattia indotto dal
congelamento o dall’esposizione alle radiazionagob artificiali ultraviolette.
Come noto, nella maggior parte dei pazienti psmiid®sposizione a queste
radiazioni naturali o artificiali ha un’azione faewole sulle manifestazioni
cutanee, tuttavia in una piccola percentuale di (26%) I'effetto pud essere
opposto (induzione o aggravamento di una psorigsepistente). Questi quadri
cutanei scatenati dalla fotoesposizione vengondnitlepsoriasi fotosensibile
(pf). La pf colpisce soprattutto soggetti di sedsmminile con fototipo | e
presenta un decorso recidivante. In uno studiontec® stato precisato che circa il
50% dei pazienti con pf presentava un’eruzionenpaffa solare (EPS) che
precedeva la comparsa delle lesioni psoriasicle stdsse sedi di localizzazione,
mentre nell’altra meta dei soggetti esaminati lenifegtazioni psoriasiche erano
insorte lentamente dopo fotoesposizione senzaeepsecedute da EPSAnche

le infezioni, specie delle alte vie respiratoriens state considerate da tempo
capaci di condizionare la comparsa della malattiai ogpeggiorarla nel suo
decorso, in percentuali variabili dal 15% al 76% ahesi. In particolare la forma
di psoriasi guttata acuta nei bambini consegueayniaa percentuale variabile dal
56% all’85% dei casi, ad un'infezione streptocoadielle tonsille o del farinde.
Lo Streptococcus pyogene-emolitico, gruppo A) e considerato il piu
importantetrigger factor,isolabile in seguito all'esecuzione di tamponenigeo

nel 26% dei pazienti con psoriasi guttata acutalel6% dei pazienti con una
12



forma di psoriasi cronica. | sierotipi dello strepdcco, isolati nei pazienti
psoriasici, non differivano da quelli dimostrabiki soggetti di controll8.Anche
I'infezione HIV puo rappresentare un importantedat scatenante della psoriasi,
che puo presentarsi sia in forma di psoriasi va@ldguttata o in larghe placche)
che come una dermatite psoriasiforme diffusa. ezidne da HIV si &€ dimostrata
capace di dare inizio alla malattia ed anche derdeihare la rapida ed estesa
riacutizzazione, spesso di notevole gravita, di psariasi presistente. Infine tra
gli agenti virali, di recente e stato attribuito importante ruolo scatenante ad
infezioni esantematiche come il morbillo e la valig, ad infezioni da herpes
zoster e soprattutto ad infezioni HPV-correlatea iffarmaci, capaci di scatenare
0 riacutizzare la psoriasi, vengono riportati gitiaalarici di sintesi, il litio, i
farmaci anti-ipertensivi ({-bloccanti e ACE inibitori). Inoltre, la repentina
sospensione di corticosteroidi sistemici pud prewecl'improvviso e rapido
aggravamento della malattia (0 un suo viraggio owensa forma eritrodermica o
pustolosa) mentre l'uso di corticosteroidi locasipecie se fluorurati, puo

aggravare una forma di PV o determinare la compdirgastole.

Numerose evidenze cliniche sembrano suggerire alenrei pazienti adulti, ma
anche nei bambini, 'importanza dtressorspsicosomaticl. Tuttavia, numerose
ricerche in questo settore non hanno documentagb psoriasici né disordini
della personalita, né tratti psicologici ben definira gli argomenti a favore di un
ruolo scatenante dei fattori psicogeni si ricoldgrevalenza del sintomo prurito,
assente nella descrizione classica della malattiaif@rito con elevata frequenza
nei soggetti psoriasici in seguito a stress emdavscomparsa della malattia (o la
sua netta riduzione statistica) quando gli indivelurovano ad affrontare pericoli

reali e non immaginari, come durante i periodi ibellil miglioramento della
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dermatosi in coincidenza con periodi di riposoydcanza, di abbandono delle
preoccupazioni e dei conflitti legati allambientie lavoro e/o familiare e un
peggioramento alla ripresa della vita abitualemiglioramento ottenuto con la

psicoterapia e l'ipnoterapia anche in forme grawrd.

Alcune abitudini di vita, soprattutto I'abuso dcabl e il fumo di sigaretta, sono
state considerate in passato condizioni scatensudi epidemiologici recenti
confermano la correlazione della malattia con théudi sigaretta, ma sembrano
ridimensionare il rischio conseguente all’abusaldool, cosi come l'importanza
di acidi grassi polinsaturi nella dieta.

Un peggioramento della malattia durante il periodestruale e in seguito
all'assunzione di estrogeni ad alte dosi & stapetutamente segnalato, ma
mancano conferme su studi controllati.

Mancano anche conferme su alcuni fattori metaboljciali ad esempio
I'ipocalcemia.

Tutti i fattori scatenanti esaminati sarebbero capdi indurre la malattia
attraverso un unico meccanismo effettore: I'attiovae dei linfociti T.

Questa attivazione potrebbe conseguire alla stmaie del sistema immunitario
del soggetto da parte di antigeni batterici o yirabprattutto se possiedono
epitopi cross reattivi con componenti epidermicbene le cheratine, si veda ad
esempio la proteina M e la cheratina K14 di tipoojspure la stimolazione
potrebbe conseguire da superantigeni, ad esemgiopgrantigene SPEC degli
streptococchi. A tale proposito € stato dimostraetappi SCID, che l'iniezione di
immunociti periferici, stimolati da un superantigere sufficiente ad indurre la

comparsa di lesioni psoriasiche in aree cutaneenmiddi un paziente affetto da

psoriasi, trapiantate su questi stessi topi. Sempiegi SCID, trapiantati con cute
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non lesionale, iniezioni intradermiche con un sapggene batterico e
contemporanee iniezioni intra-peritoneali con dellonononucleate del paziente,
stimolate con lo stesso superantigene, si sono diate capaci di provocare
lesioni psoriasiformf. Anche I'applicazione di quantita minime di supéigeni
sulla cute apparentemente sana di soggetti psariasn grado di dare inizio ad
una risposta inflammatoria.

E stata infine proposta nella psoriasi la possébii un’attivazione linfocitaria T
antigene-indipendente. Secondo questa ipotesienatinociti verrebbero attivati
direttamente da stimoli fisici o chimici, da tossibatteriche, da raggi UV oppure
da neuropeptidi liberati a livello cutaneo con amsente rilascio di citochine,
che indurrebbero [lattivazione dei linfociti T. (lie ipotesi non sono
mutualmente esclusive e possono essere diversawm@ertanti, in tempi differenti

0 in risposta a stimoli diversi.

1.5 Patogenesi’®

Come abbiamo gia rilevato, la psoriasi &€ determainda fattori genetici
predisponenti e da fattori ambientali scatenaatgui combinazione é in grado di
dare lavvio ai processi immunologici, alle altema® della proliferazione
cheratinocitaria e ai fenomeni neoangiogenetici cheatterizzano le lesioni
psoriasiche. L'importanza diattori genetici predisponenti nella psoriasi €
provata da numerosi studi di genetica classicaarapnti I'ereditarieta della
malattia all'interno delle famiglie e la sua prevata in determinate

popolazioni*®

E stato osservato che l'incidenza della psorigsiiéelevata nei parenti di pazienti

psoriasici, rispetto alla popolazione generalehange le analisi di segregazione
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genica non hanno mostrato un pattern di eredigabien definito. In particolare, €
presente una familiarita in oltre il 30% dei casgntre I'incidenza della malattia
nella popolazione generale &€ del 2-3%. Inoltre,gsttg che hanno un solo
genitore affetto presentano un rischio di sviluppkr psoriasi pari al 10-20%,
mentre tale rischio aumenta fino ad oltre il 50% ¢@so che entrambi i genitori
ne siano affetti. Molto interessanti sono infine gfudi sui gemelli, che hanno
dimostrato una concordanza nettamente maggiorgameelli monozigoti (pari al

65-72%) rispetto ai gemelli eterozigoti (15-30%%).

Nonostante tali evidenze, la psoriasi risulta essgra malattia molto complessa
dal punto di vista genetico, in quanto carattetazaa un’ereditarieta di tipo
multifattoriale poligenico. Negli ultimi anni num@si studi di genome-wide
linkage la cui capacita di identificare polimorfismi géiceé stata implementata
grazie al completo sequenziamento del genoma unt@ammo tentato di definire
quali fossero i geni predisponenti per la psoridsaii studi hanno dimostrato la
presenza di almeno 10 regioni cromosomiche, derateypsoriasis susceptibility
(PSORS) 1-10, associate in modo statisticamenteifis@tivo al rischio di
sviluppare la psoriadt. Tra esse, la regione cromosomica maggiormente
coinvolta nell’ereditarieta della psoriasi sembsaege PSORS1, localizzata nella
regione 21.3 del braccio corto del cromosoma 6 16)2 In tale regione,
considerata responsabile di circa il 50% della stiifxlita genetica della psoriasi,
sSono presenti tre geni strettamente associatinadiattia: HLA-C, che codifica
per una molecola appartenente al complesso maggiigseocompatibilita di tipo

I; CCHCRL1, che codifica per la coiled-caithelical rod protein, proteina con
probabile ruolo regolatorio della proliferazione eddtinocitaria altamente

espressa nella cute psoriasica; CDSN, che codgmala corneodesmosina,
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glicoproteina epidermica iperespressa nelle lestotanee della psoriasi con un
probabile ruolo nell’adesione intercorneocitari@a Essi il piu importante e il
gene HLA-C, ed in patrticolare il suo allele HLA-CWBILA-Cw*0602), che

sembra responsabile della cosiddetta psoriasipdi fi, o psoriasi familiare,
caratterizzata da un’eta di insorgenza precoce &), un’elevata familiarita ed

un decorso clinico peggiofé.

L’aplotipo HLA-Cw6 si riscontra in circa il 60% dei pazieoriasici, mentre

nella popolazione generale &€ presente solo nel #i&%casi. Gli individui

portatori del gene hanno un rischio 10-20 volte plavato di sviluppare la
psoriasi; inoltre, soggetti omozigoti per tale lalléhanno un rischio 2,5 volte
maggiore rispetto agli eterozigoti, oltre ad un’dtansorgenza della malattia piu
precoce. L'HLA-Cw6 sembra essere associato anchenadnaggiore estensione
delle lesioni psoriasiche e ad un maggior numereddive. Allo stesso modo, la
psoriasi guttata ed il fenomeno di Kobner sono idi fpequente riscontro nei
soggetti HLA-Cw6 positivi, mentre nei soggetti nidgae piu facile riscontrare

una psoriasi ungueale, una psoriasi pustolosa médmiare e una psoriasi
artropatia. L’associazione della psoriasi con HLAGCsupporta I'ipotesi che la
malattia abbia una patogenesi prevalentementepdiithmunomediato, dato il
coinvolgimento di tale gene sia nellimmunita inmathe in quella adattativa.
L'HLA-Cw6 svolge un ruolo nellimmunita innata, @hé €& in grado di

interagire con particolari recettori, i cosiddettiller immunoglobulin-like

receptors espressi su cellule NK e linfociti T NK, cellutbe svolgono un ruolo
di primo piano nelle risposte immuni di tipo innaoche sono implicate nella

patogenesi della psoriasi. Inoltre, 'HLA-Cw6 putbhare 'immunita adattativa,

in quanto questa molecola e espressa sulle celydaci di presentare I'antigene.

17



L'importanza di questo gene e confermata dal falte, come precedentemente
ricordato, la psoriasi guttata infantile, scatenaj@esso da una faringite

streptococcica, si riscontra in massima parte gysti HLA-Cw6 positivi*?

Come ricordato in precedenza, si stima che la regRSORS1 sia responsabile di
circa il 50% dell’ereditarieta della psoriasi, mannne spiega completamente la
predisposizione genetica; per questo motivo, soaitb ricercati altri geni con un
potenziale ruolo nella suscettibilita della makatfTra essi, sono stati identificati
geni espressi dai cheratinociti nelle fasi piu ae@ di differenziazione, tra cui
LCE3B e LCE3C1, che codificano rispettivamente lpdate cornified envelope
3B e 3C1, e geni coinvolti nella produzione deH2B e del suo recettore, nelle
risposte immunologiche che coinvolgono i linfodita2 (IL-4 e 1L-13) il nuclear
factorkB (NF«B) il TNF-a-induced protein 3 il TNF-a-induced protein 3-
interacting protein 1 Questi ultimi dati confermano il ruolo di priméapo svolto

dall'immunita nella patogenesi della psoriasi.

Numerose evidenze sperimentali hanno precisatol’el@mento centrale nella
patogenesi della psoriasi € rappresentato dalterata risposta immunologica
che si esprime con un’attivazione dei linfocitiTlale attivazione sarebbe capace
di influenzare la cinetica della proliferazione aggaimica, di determinare a carico
di queste cellule un’anomala regolazione metabal@arecettori e dei segnali di
trasduzione trans-membranari ed infine di indurpecdiche alterazioni del
microcircolo, responsabili delle caratteristichsid@i psoriasiche. Gli elementi
sperimentali e le evidenze piu significative a egeb dell'interpretazione

immunologica della patogenesi della psoriasi sappresentat&’
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- dalle citate associazioni tra psoriasi e genieolti nell’'immunita innata e
adattativi, in particolare alcuni aplotipi del gista HLA e geni che codificano per

specifiche citochine;

- dalla significativa e costante presenza di cell#l sistema immunitario,

in particolare cellule dendritiche e linfociti Telke lesioni cutanee della psoriasi;

- dal ruolo dei linfociti T e delle citochine neioaelli sperimentali di

psoriasi;

- dell’espressione immunomediata sulla membrana dtaratinociti di

alcune molecole adesive;

- dalla dimostrazione di un netto miglioramentoentito in pazienti con
psoriasi grave in seguito a trapianto di midolla, i contrappone la possibilita di

indurre la malattia dopo trapianto di midollo dandtore psoriasico;

- dai risultati terapeutici ottenuti con farmaci peai di controllare
I'attivazione del sistema immunitario ed in parteoe dei linfociti T, tra cui

ciclosporina A, tacrolimus, anticorpi monoclonaitiaCD3 e anti-CD4;

- dalla confermata efficacia dei “farmaci biologi¢cosi chiamati perché
prodotti attraverso metodiche di biologia molece)arTali farmaci hanno
rappresentato una vera e propria rivoluzione rteliapia della psoriasi poiché il
loro meccanismo d’azione, altamente selettivo, eotesdi ottenere degli ottimi
risultati clinici con riduzione degli effetti colberali rispetto alle terapie

tradizionali.

Esistono vari tipi di farmaci biologici utilizzatiella psoriasi, distinguibili in base

allo specifico bersaglio immunologico e alla lotougura molecolare. Tra essi, la
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categoria piu diffusa, nonché una delle prime akresstata utilizzata, € quella
degli inibitori del TNFea, molecola di fondamentale importanza nella pategen
della psoriasi, prevalentemente prodotta dalleuteelliendritiche e dai macrofagi,
in grado di determinare l'attivazione dei cheratitioe la promozione di una
risposta flogistica (orientata sia verso un pattéhil che Th17). | farmaci
biologici in grado di neutralizzare il TN&-sono rappresentati da due anticorpi
monoclonali, I'infliximab e I'adalimumab, e da umaoteina di fusione di tipo
recettoriale, I'etanercept. Altri farmaci biologer la terapia della psoriasi hanno
come bersaglio molecole presenti sui linfociti TFa ti quali ricordiamo
I'efalizumab e l'alefacept. L'efalizumab € un awtipo monoclonale rivolto
contro il CD11a, una molecola di adesione coinvol& traffico linfocitario;
nonostante la sua efficacia nella terapia dellaiasio tale farmaco é stato ritirato
dal commercio a causa dellinsorgenza di leucoeopétia multifocale
progressiva in alcuni pazienti trattati. L’alefatégnvece una proteina di fusione
umana che interagisce con il CD2 presente suidififd, e ne impedisce il
legame con LFA-3 (espresso dalle CD) e quindi premdone l'attivazione; tale
farmaco e stato approvato dalla FDA negli Statitimientre il suo utilizzo in
Europa non é ancora permesso. Infine, molto regenite, € stato realizzato un
nuovo farmaco biologico, I'ustekinumab, anticorpomaclonale il cui bersaglio
terapeutico e rappresentato dalla proteina p40urstéb presente sia nell'lL-23
che nell'lL-12. Tale farmaco sarebbe quindi caramato da una notevole
selettivita, in quanto e capace di inibire speaifnente i linfociti di tipo Thl e
soprattutto Th17, che come illustreremo successvd presentano un ruolo

rilevante nella patogenesi della malattia.
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Negli ultimi anni, inoltre, accanto al ruolo di prdo piano svolto dai linfociti T e
quindi dallimmunita adattativa, numerosi studi han documentato un
coinvolgimento sempre piu rilevante detimunita innata nella patogenesi della
psoriasi. Nelle pagine seguenti verranno analizztdéeticamente le varie
componenti immunologiche che prendono parte alldugpo delle lesioni

cutanee in corso di psorid$i.

Come e noto, l'immunita innata fornisce una rapiieposta difensiva nei
confronti di agenti esogeni che vengono riconosaitraverso recettori non
specifici. Recentemente, alterazioni dei meccanigtta base dell'immunita
innata sono stati evidenziati in numerose malatitanee immunomediate, tra cui

la psoriasi.

Varie evidenze suggeriscono un ruolo particolarmesignificativo dell'IFN&
(citochina correlata con I'immunita innata) nelttagenamento della psoridsiln
particolare, da molto tempo € noto che la teramin FN-0 € in grado di
scatenare in soggetti geneticamente predispostiRthaln accordo con questa
interpretazione, le cellule dendritiche plasmoditdiCDp), che rappresentano la
principale fonte di IFNa, risultano aumentate in modo significativo ne#isibni
psoriasiche. Le CDp esprimono il TLR-9, recettotee i lega a complessi
formati dalla catelicidina (LL37, peptide antimibioo prodotto dai cheratinociti)
associata a frammenti di DNA self (anch’essi derivaai cheratinociti andati
incontro a morte cellulare a seguito di eventi sstamti), determinandone
I'attivazione e quindi la produzione di IF- Le CDp possono essere attivate
anche dai complessi catelicidina-RNA self, semprerdyine cheratinocitaria,
capaci di legarsi ai TLR7 e 8. Al riguardo, risuiteolto interessante I'evidenza

sperimentale che l'imiquimod, farmaco in grado ttivare i TLR-7 e -8, € in
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grado di indurre manifestazioni cutanee psoriagifatopo applicazione topica su

modelli murini.

Nelle lesioni cutanee della psoriasi sono aumerdatde le cellule dendritiche
mieloidi (CDm), che esprimono il CD112.Tali cellule, una volta attivate a
seguito dell'interazione con complessi catelicidiRidA self oppure con I'IFNx
prodotto dalle pDC, vanno incontro a maturazionsoro in grado di produrre
grandi quantita di citochine proinflammatorie, ¢xa I1L-6, IL-12, IL-23 e TNF«,

la cui secrezione favorisce anche l'attivazion@mh risposta immunitaria di tipo
acquisito. Anche i cheratinociti svolgono un rudigrimo piano nella patogenesi
della malattia in quanto sono capaci di attivaienfiunita innata dando cosi
avvio alla risposta inflammatoria in grado di gerer la lesione psoriasica.
Innanzitutto i cheratinociti sono capaci di liberarumerosi peptidi antimicrobici
tra cui, oltre alla gia citata catelicidina, vannicordate lep-defensine e la
psoriasina (S100A7). Tali peptidi, accanto alliaté antimicrobica, presentano
una funzione chemotattica e pro-inflammatoria, stamdo numerosi tipi di
cellule immunitarie tra cui le cellule dendriticteei linfociti T. | cheratinociti
hanno inoltre un ruolo coadiuvante nelle reaziamfiammatorie cutanee, in
quanto sono in grado di attivarsi a seguito dd##tazione con varie citochine
prodotte dalle cellule dendritiche e dai linfoditi e sono in grado a loro volta di
produrre citochine e chemochine coinvolte nellaganesi della psoriasi, tra cui
IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a. Altri tipi cellulari facenti parte dell'immunitannata
sembrano svolgere un ruolo patogenetico rilevaet rsviluppo della psoriasi.

Tra essi devono essere citati:

i granulociti neutrofili (GN), il cui accumulo Hia cute psoriasica € uno

dei marker istopatologici piu caratteristici detfalattia, essi vengono richiamati
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in sede lesionale grazie allabbondante produzmin€XCLS. Il ruolo dei GN,
ancora da definire, potrebbe essere rappresenstonantenimento del danno
tissutale a carico dei cheratinociti con conseguelitterazione di antigeni

epidermici e di molecole proinflammatorie;

- le cellule NK e i linfociti T NK, caratterizzatiall'espressione di CD1d,
CD94 e CD161, che sono in grado di secernere, @teatell’attivazione indotta
dai cheratinociti, grandi quantita di citochine ipf@ammatorie attivamente

coinvolte nella patogenesi della psoriasi, tral'tEN- y;°

- I macrofagi, ritenuti tra i maggiori produtton @NF-a e capaci inoltre di
secernere citochine quali IL-12 e IL-23, in grado imdirizzare la risposta

Immunitaria adattativa rispettivamente verso urnigoatdi tipo Thl e Th17.

Accanto allimmunita innata, il cui ruolo é statdentificato solo recentemente,
nella patogenesi della psoriasi opera in modo detemnte anchd'immunita

adattativa, che vede come attore principale il linfocita T.

Fino agli anni '90, la psoriasi era ritenuta unodine della proliferazione e della
differenziazione cheratinocitaria. Successivamergéato chiarito che l'iperplasia
epidermica caratteristica della psoriasi era ittéaaama conseguenza di alterazioni
immunologiche determinate dall’attivazione dei d¢ioti T. Lo studio
immunoistochimico di lesioni psoriasiche recenti &tive documenta che le
cellule infiltranti il derma sono in prevalenza fboiti T maturi (CD3+) che
appartengono alla sottoclasse CD4+ e mostrano seigrittivazione (DR+
CD25+). | linfociti T CD8+ sono dimostrabili in mame quantita e sono
prevalentemente localizzati nell’epidermide. L’asial delle caratteristiche

immunologiche del TCR delle cellule CD4+ infiltrafd cute lesionale psoriasica
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rivela una significativa espansione oligoclonale \(32, V35-1 e \{36, da
considerare l'espressione di una attivazione litdoi@ da superantigeni. |l
reclutamento dei linfociti T a livello cutaneo agme tramite specifiche molecole
di adesione, tra cui vanno ricordati il CLA, l'iggena alpfl e il CD103 (o
integrina a4p7), iperespresse sui linfociti T localizzati netlate psoriasica.
blocco dell'interazione di tali molecole con i logpecifici substrati a livello
cutaneo inibisce, in modelli animali di psoriasiyeclutamento di linfociti T e
quindi lo sviluppo delle lesioni psoriasiche. Fagochi anni fa, si riteneva che i
linfociti coinvolti nella patogenesi della psoriafdssero prevalentemente i
linfociti T polarizzati in senso Thl, in quanto le citochine maggiormente
espresse da cloni linfocitari T espansi a partaeellule estratte da cute lesionale
risultavano essere IFN-e IL-12. L’attivita dei linfociti Thl nella psors era
confermata dal fatto che tali citochine, e in martre I'lFN-y, fossero in grado di
promuovere l'inflammazione cutanea grazie ancha alpacita di attivare i
cheratinociti. Recentemente, tuttavia, &€ stato dinato che un’altra popolazione
linfocitaria, i cosiddettilinfociti Th17, svolge un ruolo determinante nella
patogenesi della malattia. Ci0 e stato confermattire che in studi
immunopatologici a livello delle lesioni cutanee del sangue di pazienti
psoriasici, anche da recenti studi clinici che larmimostrato una notevole
efficacia nella terapia della psoriasi da partel'a®icorpo monoclonale
ustekinumab, che € in grado di legarsi alla pratggd0 (subunita presente sia
nell'lL-12 che nell’lL-23). L’IL-23, come precisemo, € capace di orientare la

polarizzazione dei linfociti T CD4+ in senso Th7.

| linfociti Th1l7 sono caratterizzati dalla capaciih produrre IL-17 e altre
citochine ad essa correlate (tra cui IL-21, IL-28.€6). Numerosi studi hanno
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precisato che le cellule T CD4+ secernenti IL-Bppresentano una linea
cellulare distinta, il cui sviluppo, a partire deepursori indifferenziati, & guidato
da citochine e fattori di trascrizione specificia tcui sembrano essenziali,
nell'uomo, I'lL-23 e, in minor misura, ILf}, IL-6 e IL-21, mentre piu discusso
nel promuovere la differenziazione in senso Thl7l guolo del TGFf

(fondamentale invece per lo sviluppo dei linfodital7 nel topo). Sia a livello
lesionale che a livello sierico dei pazienti pssida € stata ripetutamente
documentata un’aumentata espressione di IL-17 1|LH222 e IL-23"¥Inoltre,

I linfociti Th17 sono stati riscontrati in perceatumagagiori rispetto ai soggetti

sani di controllo sia in circolo che a livello coémo.

Il ruolo dei linfociti Th17 nella patogenesi defpgoriasi sarebbe duplice: da una
parte essi sarebbero in grado di indurre una ipsi@lcheratinocitaria; dall’altro
lato, favorirebbero l'induzione e il mantenimentelld flogosi cutanea, grazie
anche al richiamo di cellule proinflammatorie elle lesionale. L'IL-17, infatti,
stimola la secrezione di chemochine in grado daat i granulociti neutrofili, tra
cui CXCL8, CXCL1 e CXCLS5; inoltre, induce la secmz da parte dei
fibroblasti di IL-6, di cui & stata precedentementerdata la capacita di indurre il

differenziamento dei linfociti T verso un patterirtigo Th17.

Accanto all'lL-17, la citochina IL-22 sembra fondantale per la patogenesi della
lesione psoriasica, in quanto in grado di favoriee proliferazione dei
cheratinociti, di alterarne i processi di differeone e di stimolare la
produzione di peptidi antimicrobici cheratinocitahi sottolineare I'importanza di
tale molecola, molto recentemente € stata ideatdicuna popolazione
linfocitaria, quella dei cosiddettinfociti Th22, in grado di produrre IL-22 ma

non IL-17 e quindi da considerarsi distinta da Gudki linfociti Th17 stessi. |
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linfociti Th22 presentano un homing preferenzialdivello cutaneo e, piu in

particolare, a livello epidermico; oltre a stim@adrattivazione cheratinocitaria
mediante I'lL-22, sono in grado di promuovere kpaste immunitarie (sia innate
che adattative) mediante linduzione della prodneioda parte degli stessi
cheratinociti, di citochine quali I'lL-7 e I'lL-15Queste citochine sono a loro
volta in grado di stimolare i linfociti T e le cele NK. Significative sono anche le
ricerche che hanno dimostrato che il TMFeitochina di cui € ben nota l'attivita
nella psoriasi, sia in grado di stimolare la pradoe di IL-22 e di favorire la

differenziazione dei linfociti T naive in Th17 e IZh?°

L’analisi molecolare del TCR, eseguita su linfociistratti dalle lesioni
psoriasiche, permette di dimostrare che la risplastacitaria T nella psoriasi €
antigene-dipendente. Infatti, sembra essere presemelevata restrizione del
TCR con riarrangiamenti altamente ripetitivi, inglici un’amplificazione dei
linfociti T di tipo clonale. Inoltre, i riarrangiaemti del TCR sembrano essere
stabili nel tempo all'interno dello stesso paziemteon € dimostrabile il fenomeno
dell’epitope spreadingrali riarrangiamenti sembrano essere sovrapploaiiche

in pazienti differenti, suggerendo la presenzaangdsoriasi di un antigene
comune, che rappresenterebbe il bersaglio spedaiktla risposta immunologica.
In base al mimetismo molecolare con antigeni d8lieeptococcus. pyogenak
principale agente infettivo scatenante la psoriasino stati individuati vari
autoantigeni potenzialmente coinvolti nello scateeato della psoriasi, tra cui la
cheratina 6, la cheratina 17, I'ezrina, la masplagyerossiredoxina 2 e la heat
shock protein 27. Tuttavia, non esistono ancora damclusivi sulla natura

dell'autoantigene(i) coinvolti nella patogenesildgisoriast!
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Accanto ai linfociti T helper, caratterizzati del¥pressione di CD4, come rilevato
in precedenza, nella psoriasi sono presenti arofeciti T CD8+ o citotossici,
sul cui ruolo nella patogenesi della malattia e equossibile bersaglio terapeutico
e stata posta notevole attenzione negli ultimi admalogamente ai linfociti
CD4+, tali cellule possono essere classificate anevsottopopolazioni in base
allo specifico pattern di produzione citochinica. garticolare, i linfociti CD8+
presenti nell’epidermide psoriasica sono in gradprddurre IL-17; per questo
motivo, sono stati definiti linfociti Tcl7. Tali tele sarebbero in grado di
determinare l'attivazione dei cheratinociti medean& produzione in loco di
citochine tra cui le piu importanti sarebbero lesse sintetizzate dai linfociti
Th17, ovvero la IL-17 e la IL-22. A confermare ibgsibile ruolo dei linfociti
CD8+ nella patogenesi della psoriasi, occorre Botetare che la loro attivazione
awviene grazie all'interazione con molecole dell’®Hii | classe e che, come &
stato riportato in precedenza, I'aplotipo HLA-CwéIItMHC di | classe appare

associato con maggiore frequenza alla psoffasi.

Negli ultimi anni e stata studiata in modo apprafiém un’altra popolazione di
linfociti T, quella deilinfociti T regolatori (Treg). | linfociti Treg sono
caratterizzati dalla capacita di sopprimere l'attione e la proliferazione dei
linfociti T effettori, svolgendo quindi un ruolo fidamentale nella regolazione
delle risposte immunitarie, oltre che nella tollera verso gli antigeni self.
Esistono vari sottotipi di linfociti Treg, clasgiéiti in base alla presenza di
specifici marcatori, alla capacita di secernere tpr di citochine regolatorie e,
soprattutto, alla modalita con cui si sviluppanobase a questi elementi, possono
essere distinti i linfociti Treg naturali, che drigno dal timo, e i linfociti Treg

adattativi, che originano in periferia a partirelidéociti T naive e possono essere
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distinti in linfociti T reg di tipo 1 (Trl), caradtizzati dall’espressione di IL-10, e
in linfociti Th3, caratterizzati dall’espressioneT5F-3. Il sottogruppo che fino
ad oggi e stato piu ampiamente studiato in patalegrappresentato dai linfociti
Treg naturali, che sono caratterizzati dal punto wsta molecolare
dall'espressione di CD4, CD25 e, soprattutto, diXPQ, ritenuto ad oggi il
marcatore maggiormente specifico dei linfociti Tre&dterazioni numeriche o
funzionali a carico di tali cellule sembrano essella base della perdita della
tolleranza e quindi della patogenesi di numeros&tiiea autoimmunitarie. Pur
essendo necessari ulteriori studi, nella psoriasilsano essere presenti delle
alterazioni a carico dei linfociti Treg naturaln particolare, se dal punto di vista
numerico non sembrano esserci deficit degni devdi sia a livello del sangue
periferico che delle lesioni cutanee, i linfocitre§ naturali, documentati nei
pazienti con psoriasi, presentano delle alteraZiomionali che ne impedirebbero
'azione immunosoppressiva, facilitando quindi ti\ezione linfocitaria e lo

scatenamento della flogosi a livello lesiorAle.

Come sottolineato in precedenzacheratinociti svolgono un ruolo di primo
piano nella psoriasi, in quanto possono essereideras una delle componenti
principali della risposta immunologica innafa.Le loro alterazioni piu

significative possono essere schematizzate commseg

- Alterazioni della proliferazione: i cheratinocitpresenti nella cute
psoriasica presentano un notevole accorciamentocadd cellulare ed un
corrispondente aumento delle mitosi e dell'indiceprbliferazione; allo stesso
modo, il tempo di transito epidermico dei cheratitiaisulta ridotto da 45 a 37

ore. Tali alterazioni nel complesso determinanaatevole aumento giornaliero
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della produzione di cellule epidermiche con la eguente comparsa di

un’iperplasia epidermica tipica della malattia.

- Alterazioni ultrastrutturali e molecolari: all'mentata proliferazione dei
cheratinociti, nella psoriasi si associa anche ulbao modificazione

ultrastrutturale, che comprende tra l'altro la @duwne dei tonofilamenti e la
diminuzione del numero dei desmosomi, e alterazaorarico di alcune molecole
che rappresentano dei marker di differenziazionerighardo € da sottolineare
'aumento delle citocheratine 6 e 16, espressiomeprdliferazione e la

concomitante riduzione di altre citocheratine, espione di differenziazione

cheratinocitaria.

- Alterazioni dell'apoptosi: nella cute psoriasisaassiste ad una riduzione
della fisiologica apoptosi normalmente riscontralaillivello epidermico; inoltre, i
cheratinociti psoriasici sembrano essere maggiomnegsistenti ai agli stimoli
proapoptotici. Tali alterazioni, associate all’aumtee del loro indice di
proliferazione, sarebbero in grado di favorire danparsa dell'iperplasia a livello

dell’'epidermide psoriasica.

- Alterazioni biochimiche: i cheratinociti psoriasipresentano numerose
alterazioni biochimiche, tra cui vanno sottolinedealterazioni a carico dei
segnali di trasduzione di membrana, in particodekrecettore per épidermal
growth factore del sistema dei nucleotidi ciclici, con consedeestimolo alla

proliferazione.

Accanto alle alterazioni immunologiche e alle digfioni cheratinocitarie, il terzo
fattore che entra in gioco nello sviluppo delledas psoriasiche e rappresentato

dallaneoangiogenest® Una delle caratteristiche istopatologiche piliciyai della
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psoriasi € infatti la presenza di un aumento deteno, di una dilatazione e di una
modificazione morfologica dei capillari a livelloelle papille dermiche,
alterazioni che si svilupperebbero addirittura piecocemente dell'iperplasia
epidermica. A livello cellulare, si riscontra unnaento della proliferazione delle
cellule endoteliali dell'ansa capillare venosa ocmomseguente venulizzazione
dell’ansa intrapapillare, mentre a livello ultragtarale si rileva la formazione di
una membrana basale pluristratificata e fenestnaegiodoteliali con lacunegapg
tra endoteliociti. Queste alterazioni contribuiscom stimolare [liperplasia
epidermica aumentando il flusso ematico nella ps@riasica di circa due volte
rispetto alla cute normale. Le modificazioni delrocircolo nella psoriasi sono
determinate dalla aumentata produzione di numemeiliatori, tra cui i piu
importanti sono rappresentati déscular Endotelial Growth FactoMVEGF), dal
TNF-a, dall'lL-8 e dall'lL-17. Tali fattori determinerdiero anche un’aumentata
espressione da parte degli endoteliociti di var@eeole di adesione necessarie
per il reclutamento a livello lesionale delle cHluinfiammatorie che si

riscontrano nella cute psoriasica.

Nelle pagine precedenti & stato sottolineato comré fattori siano responsabili
dello sviluppo delle lesioni cutaneén corso di psoriasi. Tuttavia, esistono ancora
dei punti da chiarire nella patogenesi della mi@a& cominciare da quali siano i
fattori che determinino I'avvio delle alteraziommunologiche documentate nella
cute psoriasica. Innanzitutto, nonostante numemsdenze suggeriscano una
patogenesi di tipo autoimmunitario mediata daidaiti T, non sono ancora stati
evidenziati con certezza gli antigeni (self o neff)sverso i quali, in soggetti
geneticamente predisposti, sarebbe indirizzatsp@sta immunologica. Ricerche

recenti sottolineano il ruolo svolto nella psoriggittata da superantigeni di
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origine batterica in grado di determinare I'attivae linfocitaria T. Anche se |l
ruolo di questi antigeni non pud essere generdbizaautte le forme di psoriasi,
sembra sicuro I'intervento, nelle fasi precoci detialattia, dell'immunita innata:
in particolare di specifici peptidi antimicrobicome la catelicidina, liberati da
cheratinociti geneticamente alterati e probabilreexttivati da vari stimoli. Questi
peptidi si legherebbero a molecole di DNA o RNAf,sa&hch’esse di presumibile
origine cheratinocitaria, dando luogo a complessiolegplari che
rappresenterebbero quindi potenziali autoantigemi grado di scatenare
'autoimmunita. Successivamente i complessi pepédiimicrobici-DNA self
sarebbero in grado di attivare le cellule dendréie, conseguentemente, di dare
I'avvio alla risposta immunitaria adattativa media linfociti Th1l e, soprattutto,
Th1l7 e Th22. Le gia descritte alterazioni genetidhtipo “iperattivante” a carico
dei loci codificanti per le citochine associatélail3 e per I'NF«B, associato
all'ipoespressione dei geni dell’lL-4 e dell'IL-1%vorirebbero ulteriormente la
polarizzazione della risposta in senso Thl e ThEttivazione di questi specifici
subset di linfociti T e la conseguente espansi¢oeate condizionerebbe anche la
generalizzazione dello stato di sensibilizzaziogé specifici antigeni a tutto
I'organismo. Le fasi successive sarebbero corredite produzione di citochine
(come IFNy, IL-17, IL-22 e numerose altre) capaci: 1) di prmvere e
automantenere la risposta inflammatoria a livelerngico; 2) di favorire la
neoangiogenesi e l'attivazione degli endotelio@tin conseguente reclutamento
di cellule inflammatorie; 3) di indurre la prolifezione cheratinocitaria, favorita
anche da alterazioni predisponenti dei cheratintraitcui la aumentata resistenza

all'apoptosi, con conseguente iperplasia dell’epidde.
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Tutte queste alterazioni immunologiche, da cui geiiverebbero le alterazioni
istopatologiche caratteristiche della lesione @sica, sarebbero favorite da un
insufficiente meccanismo di controllo secondaridea difetti funzionali a carico

dei linfociti Treg.

1.6 Diagnosi e diagnostica differenziale

La diagnosi di psoriasi volgare € abitualmente ataiveea facile per la tipica
presentazione clinica, per la positivita della setw cutanea, per la

localizzazione topografica degli elementi eritemsq@amosi. Tuttavia alcune
difficolta diagnostiche possono porsi per le laczadizioni particolari: puo risultare
difficile, infatti, differenziare una sebopsoriadalla dermatite seborroica, la
psoriasi palmo-plantare dalleczema ipercheratgsida psoriasi inversa

dall'intertrigine da candida e dalla tinea crurig, PV cronica stazionaria in

regione sacrale dal lichen simplex. L’esame clirdcourato, i reperti istologici, la
videocapillaroscopia, che dimostra su cute lesmabillari tortuosi con aspetto
a gomitolo, ed alcuni esami di laboratorio (per déssame micologico

microscopico e colturale) sono quasi sempre dirtmeAppare invece

particolarmente ardua la diagnosi della psoriasiima e atipica, che facilmente
puo essere interpretata come una dermatite atopicaczema da contatto, una
dermatite seborroica, una micosi. In questi capalaiente e meticolosa ricerca di
lesioni, anche modeste in sedi tipiche, e lintsa@sento ungueale possono
consentire di porre il sospetto diagnostico, chesdme istopatologico potra
successivamente chiarire. Per le “forme speciali"psoriasi, la diagnostica

differenziale si pone nella varieta eritrodermica ¢e altre forme di eritrodermia
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(post eczematosa, post dermatite atopica, postadiéenseborroica, da farmaci),
con i linfomi (sindrome di Sezary), con il pemfifoliaceo e la pitiriasi rubra
pilare. Le forme di psoriasi pustolosa circoscrigtangono problemi di diagnosi
differenziale soprattutto con le epidermomicosi e dermatiti eczematose
microbiche e/o disidrosiche, mentre le forme pusel generalizzate devono
essere differenziate dalle altre dermatosi nelithé e in special modo con la
sindrome di Sneddon e Wilkinson, che presenta frufisccide con accumulo di
pus in sede declive (= ipopion) su fondo eritemataglisposizione figurata. La
psoriasi artropatica infine pone problemi di diagjratifferenziale con la spondilo-

artrite anchilosante (per le localizzazioni ile@ysdi) e con I'artrite reumatoide.

Attualmente non esiste un metodo capace di racediutte le possibili “misure”

di gravita della malattia psoriasica, intesa notiasto in termini di patologia

cutanea, ma anche di qualita della vita, impatiogbegico e sociale, disabilita,

comorbidita associate, presenza di lesioni ungueddi. Pur riconoscendone
numerosi limiti, la modalita piu frequentementetagaer valutare la gravita della
malattia € loPsoriasis Area and Severity INnd@RXASI). La formula per il calcolo

del PASI e la seguente:

0,1 (Eh + Ih + Dh) Ah + 0,2 (Eu + lu + Du) Au + O,@&t + It + Dt) At + 0,4 (EI
+ 11 + DI) Al

h: testa; u: arti superiori; t: tronco; I: arti @nfori; A: area affetta,

Punteggio (0-6) O = nessun interessamento; 1 = <I0% 10 <30%; 3 = 30
<50%; 4 = 50 <70%; 6 = 90-100%.

E: eritema; I: infiltrazione; D: desquamazione.

Punteggio (0-4) O = assente; 1 = lieve; 2 = moderat= marcato, 4 = molto

marcato.
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Un altro metodo per misurare la gravita della @srfrequentemente usato € la
Body Surface Area(BSA), un indice basato sulla determinazione della

percentuale di superficie corporea affetta dalléattia.

Infine i criteri internazionali adottati per la ughzione della gravita della psoriasi

sono presenti nell@abellalll.

Tabella lll. Criteri per la valutazione della gravita della pasi volgare.

Criteri dell'Efficacy Working Party European Medici nes Agency,

Gravita della psoriasi modificati

Assenza stabile di lesioni. Segni minori/border(jpiting ungueale,
In remissione o minima | desquamazione cuoio capelluto). Poche chiazzeésigiaorate dal

paziente.
Lieve BSA <10%, PASI <10; buon controllo da parédlalterapia topica.
Moderata BSA >10 A) PASI 10-20; ricorso a terapia sistemiossbile e non
problematico.
BSA >10%, PASI 10-20; mancata risposta a teragmacéooppure
Moderata-severa BSA <10% ma lesioni in aree “problematiche” (visaperfici palmo-
plantari).
S BSA >20%, PASI >20 0 BSA <20%, ma importanti mastiézioni
evera S . . : .
locali o instabile o rapidamente progressiva. RsAlidante.
Severa a prognosi Psoriasi pustolosa generalizzata; eritrodermiai@sios; associazione
riservata con sintomi sistemici e possibile “skin failure”.

Per valutare I'impatto sulla qualita della vitaudilizzano “strumenti specifici”
come ilDermatology Life Quality Inde¢DLQI). In base alla regola del “dieci”, &
stato proposto che valori superiori a 10 di PASAB DLQI possono permettere

di identificare una psoriasi severa.

II gruppo GRAPPA Group for Research and Assessment of Psoriasis and
Psoriatic Arthritis), ha proposto una classificazione in vari gradjiivita anche

per la psoriasi artropatica (PsA)apella | V).
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Tabella V. Criteri di gravita della PsA secondo il gruppo GRAA.

PsA Lieve Moderata Severa
>5 articolazioni; danno| =5 articolazioni; danno
<5 articolazioni; no radiografico, radiografico severo;
danno radiografico; no| inadeguata risposta inadeguata risposta
perdita di funzionalita | terapeutica; moderata | terapeutica; grave
Periferica articolare; minimo perdita di funzionalita | perdita di funzionalita
impatto su QoL; articolare; moderato | articolare; notevole
gravita lieve secondo i| impatto su QoL; impatto su QolL;
paziente. gravita moderata gravita marcata
secondo il paziente. secondo il paziente.
Assiale Ejﬂlggengtlai;/ae ’articolare Perdita di funzionalita Fallimento terapeutico
0 BASDAI >4, |
conservata.
1-2 distrett interessatl; >2 distretti interessati ¢ >§rgli?;r3tit:‘tljrrl1t;<r)?zaslietlg (
Entesite funzionalita N . ali ¢ percr
conservata. perdita di funzionalita. | e fthmepto
terapeutico.
Dattilite Dolore assente o lieve| Erosioni o perdita di Fallimento terapeutico)

funzionalita normale.

funzionalita.

BASDAI: Bath Ankylosing Spondylitis Disease Actiyitndex; BSA: superficie cutanea affetta; PASI: fisis Area and
Severity Index; QoL: qualita della vita.
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Capitolo 2

| linfociti Th17

2.1 Introduzione

| linfociti T helper CD4 (Th) sono cellule fondamentali nella regolaziomdied
risposte immunitarie. Vari tipi di cellule Th ongno a partire dalle cellule T
indifferenziate (in seguito alla loro attivaziona gdarte delle cellule presentanti
I'antigene e sotto l'influenza di diversi segnalbi specializzano nella produzione
di specifiche citochine. Nel 1986 per la prima sofiono state individuate da
Coffman e Mosmann due linee cellulari distintecdédlule T helper tipo 1 (Thl) e

tipo 2 (Th2)?*?

Le cellule Thl regolano l'immunita cellulare ateeso la produzione di
interferoney (INF-y) e l'attivazione di macrofagi, mediano la difesarso

patogeni intracellulari (come Mycobacterium tubdéwsis) e sono responsabili
delle risposte di ipersensibilita ritardata (coffietradermoreazione di Mantoux e

le reazioni da contatto indotte da apteni).

Le cellule Th2, invece, mediano I'immunita umoraletervengono nelle reazioni
IgE da ipersensibilita e, attraverso la produziatie IL-4, IL-9 e IL-13,

contribuiscono alla protezione nei confronti di gsmiti extracellulari (come gl

elminti).?32°
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L'esatto meccanismo che porta alla polarizzaziaiia dellula Th naive in senso
Thl o Th2 non é stato completamente chiarito. ESymibile che una precoce
produzione di IFNy, IFN-a. 0 IL-12 da parte delle cellule dell'immunita inmat
induca la differenziazione delle cellule in sendul Tattraverso l'attivazione di
Signaling Transducer and Activator of Transcriptibn(STAT1) o di STAT4

capaci di attivare T-bet, responsabile dell'espwassdi geni specifici Thl.

Come é noto, le proteine STAT sono proteine a ipzatione citoplasmatica,
coinvolte nell'importante via di trasduzione defjrsa@le Jak/STAT. In risposta a
diversi stimoli citochinici, le molecole enzimateldak (Janus Kinase) fosforilano
le molecole STAT, permettendone la dimerizzazioridogo trasporto nel nucleo,
dove funzionano da fattori di trascrizione attraeeit legame a specifiche regioni

promoter del DNA?

Per la differenziazione delle cellule in senso BaPebbe invece necessaria una
precoce produzione di IL-4 (in assenza di IL-12%)e dnduce l'attivazione di
STAT6 e promuove l'espressione di GATA-binding pmot 3 (GATA3),
essenziale sia per la differenziazione TH2 chel@@roduzione di IL-£3% Le
cellule Natural Killer sono responsabili della puatbne di IFNy, le cellule
dendritiche plasmocitoidi sono la maggiore fontelllN-a, mentre le cellule
dendritiche mieloidi sono le responsabili delladunione di IL-12 ovvero della
piu potente citochina capace di indurre il proceds@olarizzazione in senso

Th13!

In condizioni normali queste due popolazioni linfade (Thl e Th2) sono in
equilibrio tra loro, modulandosi negativamente @genda: I'lL-4 € infatti capace di

inibire I' IFN-y e vicevers¥ mentre, T-bet interagisce, inibendo GATAS3.
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E' stata individuata anche una terza popolazioneetile T helper, capace di
produrre sia citochine Thl che Th2, chiamati liitioE helper tipo 0 (ThO}* In
questo ambito, negli ultimi anni si & inserita immva famiglia di cellule T CD4
helper, caratterizzate dalla capacita di produtrdd? e per questo chiamate
linfociti T helper tipo 17 (Th17¥>*® Numerosi studi concordano nell'affermare
che le cellule T CD%4secernenti IL-17 rappresentino una linea cellutfistinta,

il cui sviluppo, a partire da precursori indiffemetti € guidato da citochine e
fattori di trascrizione specifici. E' stato dimagt infatti che la differenziazione e
la sopravvivenza di tali cellule sono regolate indm totalmente indipendente
dalle linee di cellule T helper precedentementecrites>=° In vitro, la
differenziazione di cellule CD4in cellule produttrici di IL-17 avviene
efficacemente solo in assenza di citochine Thl 2, Tin quanto, citochine e
fattori di trascrizione specifici delle due clagsincipali di T helper regolano
negativamente l'espressione di IL-17. Inoltre, Wellgia differenziate in senso
Th17 sono insensibili agli effetti inibitori del@tochine Thl e Th3>*® Da questi
dati e' possibile ipotizzare che, in condizioni mah, esista nell'organismo un
fine meccanismo costituito da citochine coinvolédlandiffernziazione delle linee
Thl e Th2 che controlla, reprimendole, le cellukelT. Non e ancora chiaro se i
linfociti Th17 possano a loro volta inibire lo ayipo delle altre popolazioni T
helper. E' stato tuttavia osservato che in vitid;23 o I'IL-17 stessa possono

sopprimere la differenziazione cellulare in senka Pur in presenza di IL-1%.

E' stato ipotizzato che i linfociti Thl fossero maolti nella genesi delle malattie
autoimmuni organo-specifictf.Tuttavia in seguito a studi effettuati su modelli
murini & stato dimostrato che la presenza di uettifdell' IFNy, del recettore

dell'lFN-y (IFN-yR) o di IL-12 non annulla, anzi, in alcuni casi dagce,
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l'instaurarsi e la gravita di processi morbosi amtpuni. Inoltre, topi privi di
IFN-y, di IFNyR o STAT1l sono particolarmente suscettibili allefiatite
sperimentale autoimmune e allo sviluppo di uveitéoinmune®=° Tutto cid
suggerisce l'esistenza di un‘altra linea celluthséinta dalle altre coinvolta nella

genesi dell'autoimmunita.

I linfociti Th17 sono stati ritrovati sia nei tophe nell'uomo, ma le caratteristiche
fenotipiche, funzionali e il meccanismo respongabliél loro sviluppo appaiono

diverse nelle due specie.

2.2 | linfociti Th17 nel topo

Numerosi studi sono stati condotti su modelli artimmaurini. Nel 2006, tre gruppi
di ricerca indipendenti hanno dimostrato che nebta principali responsabili
della differenziazione dei linfociti Th17, a paetida cellule T naive, sono Il

Transforming Growth Factdy (TGF) e I'lL-6.4042

La completa differenziazione Th17 richiede I'espi@®e del retinoic acid-related
orphan receptoyt (RORyt) e RORy, entrambi dipendenti da STAT3 e attivati
preferenzialmente dall'lL-6, IL-21 e IL-23. TuttavilL-6 da sola non € in grado
di attivare RORt. Invece il TGFB risulta assolutamente necessario, sia per
indurre il processo di produzione di IL-17 nelldlde T naive sia per indurre
I'espressione di IL-23R, consentendo alle cellulevien di differenziazione di

rispondere allo stimolo indotto da IL-23 che nemuove la loro maturaziorfé.

I TGF-B promuove lo sviluppo delle cellule Th17 e, inibenb-bet e GATA3,
sopprime la generazione di cellule Thl e Thi tal modo il TGFB gioca un

ruolo determinante nella patogenesi delle malatt@®@immuni. Inoltre, TGH, in
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assenza di IL-6 ma in presenza di IL-2, aumentgpi&ssione del fattore di
trascrizione FOXP3 nelle cellule CD£D25, trasformandole in linfociti Treg
inducibili, che sopprimono la risposta immunitaridAttraverso questo
meccanismo il TGHE- stimola la tolleranza immunologica. Inoltre, per
completezza, si ricorda che il T@Finduce la produzione di IgA a livello della

mucosa intestinal®&.

Anche I'lL-6 possiede una doppia funzione: promulaveviluppo della risposta
Th1l7, attraverso STAT3 e contemporaneamente eadogdi inibire l'induzione
TGF-B-dipendente di linfociti Treg FoxP3 Il suo ruolo pro-inflammatorio &
confermato dal fatto che il trattamento dell'enkefasperimentale autoimmune
(modello sperimentale murino della sclerosi mudt)pton anticorpi anti-1L-6
migliora la sintomatologia neurologica e topi prdii IL-6 sono resistenti a tale

patologia®®

Da queste ricerche risulta quindi probabile chestesso precursore cellulare
indifferenziato possa diventare cellula regolatal@dla risposta immunitaria Treg
FoxP3 o Th17 proinfiammatoria, con ruoli quindi totalmermpposti, a seconda

dell'ambiente citochinico in cui si trova.

Anche le molecole costimolatorie necessarie peratesso di differenziamento
sono diverse da quelle richieste per le linee TAh2 cellule T CDZ isolate da
topi privi di fattori di trascrizione propri dellenee Thl e Th2 mantengono la
capacita di differenziarsi in vitro in cellule Th1Zio significa che nessuno di
questi fattori di trascrizione & necessario perstpuprocesso di differenziazione e
che sono in causa fattori distinti. Finora e statdividuato un solo fattore
specifico, ovvero il gia citato ROR Si tratta di un recettore nucleare espresso

solo nelle cellule ematopoietiche, in particolaadielcellule linfocitarie fetali che
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partecipano alla formazione dei linfonodi e dellacphe di Peyer, delle cellule
linfocitarie intestinali e dei timociti; questo fate nucleare & anche espresso dalle
cellule Thl7 e dalle cellule producenti IL-17 pmsenella lamina propria
intestinale. Numerosi dati sperimentali fanno suppoche contribuisca (in
concerto con altri fattori) alla differenziazionegdieste cellule nel topo, ma sono

necessarie ulteriori ricerche per precisarne ltatfunzionale®®

2.3 | linfociti Th17 nelluomo

Lo sviluppo della linea Th17 nelluomo non corrisde esattamente a quella del
topo. Nel 2007 diversi studi dimostrarono che il FF non induceva la
differenziazione in senso Th1l7, ma anzi, la bloacaosi come era capace di
inibire la produzione di IL-17 da parte di linfdctt.*”*° Fu proposto invece che la
combinazione di IL-f e IL-6 o IL-13 e IL-23 potesse promuovere la
differenziazione Th17 nelle cellule umane. L'annocgssivo tre nuove ricerche
provarono indipendentemente che TEFe al contrario un fattore essenziale per
la differenziazione delle cellule Thl7 umane. Tarebbe necessario per
I'espressione di RORC2 (equivalente a RORwrino), ma in presenza di un
eccesso di TGB-la sua espressione e la sua funzione sono InR@RC, in
questo caso, pud essere disinibito solo in presgintas, IL-23 o IL-21°°2 Studi
ancora piu recenti ipotizzano che i linfociti Thp@ssano originare da precursori
T CD16ICD4", cellule che esprimono costituzionalmente sia ROR& IL-
23R, suggerendo che l'espressione di RORC2 nonndipela TGH. Di
conseguenza TGF-non avrebbe di fatto un ruolo nella differenzia&odei

linfociti Th17, ma potrebbe agire indirettamentéando l'attivita delle cellule
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producenti IFNy. Quest'ultimo, insieme a IL-4, IL-12, IL-27, soppe la

differenziazione, cosi come l'espressione di citeeh17°3

Anche il ruolo di IL-2 e diverso tra uomo e animatell'uomo infatti la mancata
espressione di IL-2 inibisce completamente lo gyatudi cellule Th17, cosi come
quella delle cellule Thl e ThO; cido indica un suwmbabile ruolo nella
sopravvivenza delle cellule °F.Per definire meglio le cellule Th17 umane sono
state studiate con particolare attenzione le @rstiche del fattore di trascrizione
RORyt, dimostrando che nelluomo l'espressione di fateore e ristretta alle
cellule T della memoria producenti IL-17, in paol@re alle cellule CCR6

CCR4 >

2.4 |l ruolo dell'lL-23

L'IL-23 appartiene alla famiglia della IL-12, cheug importante regolatore della
differenziazione in senso Thl ed € composta dabeisita p35 e p40. L'IL-23 e
un eterodimero che contiene la stessa subunitadedlOL-12 ma legata alla
subunita p19. Anche i corrispondenti recettori ltastruttura simile: il recettore
dell' IL-12 e composto da IL-19R e IL-12R32, mentre quello di IL-23 contiene
IL-12RB1 associato a IL-23R. In corso di flogosi, I'lL-23prodotta dalle cellule
dendritiche attivate dall'antigene e dai macrofagzialmente si pensava che I'IL-
23 fosse responsabile della differenziazione dmdliile Th1l7. L'ipotesi derivava
dal fatto che l'espressione di IL-17 da parte ddbtiti T CD4" & fortemente
stimolata da IL-23 e che topi con deficit di p18pd immunizzazione, mostrano
una normale risposta Th, ed invece una scarsa piwti di cellule producenti

IL-17. Tuttavia il IL-23R non e espresso sulle gIT indifferenziate, ma in una
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sottopopolazione di cellule T CD4della memoria; quindi questa citochina,
almeno in vitro, ha solo la funzione di promuov&esopravvivenza e favorire
I'espansione di cellule Th17 gia differenziateL{2B € comunque necessaria per
la funzione effettrice di queste cellule, infattillale Th17 gia differenziate, solo
in presenza di questa citochina mantengono il lfmootipo di linfociti T
produttori di IL-17; se ristimolate invece con IL-Biventano cellule Thl e

producono IFNy.

2.5 Il ruolo dell' IL-27 °*

Come precedentemente accennato, I'lL-27, altro merdblla famiglia dell'lL-
12, regola negativamente lo sviluppo delle celldlel7. E' una citochina
eterodimerica, composta dalla proteina trascritagene 3 indotto dal virus di
Epstein Barr e dalla catena p28. L'IL-27 é legateha all'lL-6: la subunita gp
130 del recettore di IL-6 e la subunitda WSX-1 fonoal recettore dell'lL-27 (IL-
27R) espresso su alcune cellule del sistema imamimicome i linfociti T CD4

o i linfociti T CD8"). L'IL-27 contribuisce alla polarizzazione in seriBhl, in
quanto aumenta l'espressione di T-bet e della agi2rdi IL-12R; allo stesso
tempo riduce l'espressione di GATAS, specifico alelsposta Th2. Studi recenti
hanno dimostrato che I'lL-27 puo anche limitareanbe le risposte Thl e Th2,
coinvolte nella risposta a vari tipi di infeziora gharassiti. Infatti, topi carenti di
IL-27R sviluppano un'esagerata risposta T helpearde la fase acuta di varie
patologie indotte da vari protozoi come toxoplasimosorbo di Chagas,
leishmaniosi, e infestazioni da elminti. Da solaire grado di inibire la
differenziazione Th17 innescata da IL-6 e TfRel topo; quindi, pur essendo

legate dalla condivisione di un componente recat®riL-6 e IL-27 hanno effetti
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opposti. Per il suo effetto soppressivo su questiele € richiesto STAT1, anche

se ancora non e noto il meccanismo esatto.

2.6 Funzione dei linfociti Th17

I linfociti Th17 sono importanti produttori di ILYJA e IL-17F, ambedue sono
interleuchine appartenenti alla famiglia dell'lL-&@e comprende anche IL-17B,
IL-17C, IL-17D e IL-E (nota anche con il nome di-®5). L'IL-17A e IL-17F
agiscono su diversi tipi di cellule (come fibrollagellule endoteliali, cellule
epiteliali, cheratinociti e macrofagi); inducono paoduzione di altre citochine
(come IL-6, il granulocyte-macrophage CSF (G-CSffanulocyte-macrophage
CSF (GM-CSF), IL-1, transforming growth factor (Tg); tumor necrosis factor
(TNF-a)), molte chemochine (come monocyte chemoattrageotein (MCP)-1,
macrophage inflammatory protein (MIP)-2) e diversmstaglandine (come
PGEZ2). Attraverso questa attivita le cellule Thanio la capacita di stimolare e
richiamare 1 granulociti neutrofili nel sito detifiammazione. Inoltre i linfociti
Th17 sarebbero capaci di rilasciare anche altecluihe come IL-21, IL-22, e
IFN-y. Si tratta di molecole pleiotropiche, ma che seomvolte, a vario titolo

nella perpetuazione del danno.

2.7 Ruolo dei linfociti Th17 nelle malattie autoimnoini

Utilizzando l'ibridazione in situ € stato possibiledovare un elevato numero di
cellule esprimenti mMRNA-IL17 nel fluido cerebrosgi@ e nel sangue periferico
di soggetti con sclerosi multipfa.Inoltre & stato dimostrato che i linfociti Th17

umani sono capaci di mediare la distruzione deHdariéra ematoencefalica e
44



l'inflammazione del sistema nervoso centrale aisy il reclutamento dei
linfociti T CD4+>® Sia IL-17, sia IL-23p19 sono stati trovati néérs e nel
liquido sinoviale di molti pazienti con artrite meatoide>’*® L'IL-17 & stata
ritrovata anche nel siero e nei tessuti dei soggett lupus eritematosdo affetti
da sclerosi sistemic¢d.Elevati livelli di IL-17 sono stati individuati @he nel
siero e nei tessuti intestinali di pazienti affelti malattia di Crohf:®? malattia
celiaca e nella cute di pazienti affetti da pat@oigpfiammatorie cutanee come
dermatite indotta dal nichel, psoriasi e dermatttEpica®*®* E' doveroso tuttavia
effettuare alcune precisazioni. Innanzitutto noaneora definito se il semplice
ritrovamento di IL-17 nei liquidi biologici o neiessuti di pazienti affetti da
malattie autoimmunitarie possa di per sé avereifgigto patologico. Nel 2009
O'Connor e collaboratori hanno addirittura afferonette I'IL-17 avesse un ruolo
protettivo. Studiando modelli animali sperimentilcolite, hanno dimostrato che
l'inflammazione risultava meno severa nel topaue cellule T non potevano
produrre I'lL-17 (confermandone il ruolo pro-infiamtorio), ma I
inflammazione risultava piu grave nei topi in celidellule T erano deficitarie del
recettore per I'lL-17 e quindi incapaci di risporedallo stimolo (che suggerisce il

ruolo apparentemente anti-infiammatorio dell'lL-) A%

Infine, si deve anche puntualizzare, che nella gerte degli studi
precedentemete citati, i risultati sono stati aitedosando la presenza di mMRNA
dell'lL-17 nei tessuti e/o misurando la proteina ligiidi biologici. Andando a
studiare invece la presenza effettiva di cellulel® nei tessuti, i risultati
cambiano nettamente. Nei pazienti con artrite reaide@ ad esempio i linfociti

Th1 sono maggiormente rappresentati rispetto a7 fh1
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2.8 Plasticita dei linfociti Th17

Sulla base degli studi pubblicati negli ultimi mesemersa l'ipotesi che i linfociti
Th1l7 possano essere cellule dotate di elevata tigtas, in grado cioe di
trasformarsi in altri tipi cellulari in seguito @mbiente citochinico in cui si
trovano. E' stata dimostrata ad esempio I'esistdnmaa popolazione di linfociti
Th17 umani che in presenza di IL-12 e IFFNiducono l'espressione di RORC,
aumentano l'espressione di T-bet e diventano cagiaprodurre IFNy, oltre
all'lL-17A (linfociti Th17/Thl) oppure solo IFN-(linfociti Th1l) ma non la sola
IL-17.%" Inoltre un piccolo numero di linfociti Th17 in menza di IL-4 esprimono
GATA3 e diventano capaci di produrre IL-4 (cellilh17/Th2)*® Wang e
collaboratori hanno dimostrato inoltre che, stimdi@ con citochine
proinflammatorie (IL-B, IL-6, IL-21) i classici linfociti Th2 murini, qusti
diventano capaci di produrre IL-£711 risultato tuttavia non & stato confermato
da altri gruppi di ricerca. Resta ancora da dedinliruolo di queste popolazioni
(Th1l7, Th17/Th1, Thl) nella patogenesi delle m@&attitoimmuni con 'obiettivo
di individuare nuove possibilita terapeutiche. A peoposito € stato dimostrato
che I'anticorpo monoclonale umano che inibiscegaime dei ligandi al recettore
sia dell'lL-12 che dell'lL-23 riduce le alterazioassociate all'artrite psoriasica,

confermando l'ipotesi che Thl e Th17 cooperingonetesso infiammatorio.
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Capitolo 3

Scopo dellaricerca

La psoriasi € una comune dermatosi cronica cheata gier lungo tempo

considerata dal punto di vista patogenetico comedisordine primario dei

cheratinociti, nei quali una disfunzione della regmne dell’'omeostasi cellulare
avrebbe determinato una proliferazione incontrallassociata ad un alterato
processo di differenziazione cellulare. Successardm tuttavia, € stato
dimostrato che il principale meccanismo patogenetita base dell’insorgenza
della malattia e rappresentato in realta da umatierisposta immunitaria mediata

da linfociti T CD4."*

Fino a pochi anni fa, il sottotipo di linfociti Tr@valentemente coinvolto nella
psoriasi era ritenuto essere quello dei linfocitilT capaci di produrre grandi
quantita di citochine con dimostrata attivita p&togtica nella psoriasi quali TNF-
a e IL-2, a cui si associava una concomitante rwoheidell’espressione delle
citochine appartenenti ad un pattern di tipo Th2, ¢ui IL-4 e IL-137%"

Recentemente, come abbiamo rilevato in precedenmmerose evidenze
sperimentali hanno suggerito che una popolazioméoditaria di recente

acquisizione, quella dei linfociti Th17, possa gk un ruolo di primo piano

non solo nella patogenesi di numerose malattie irmntanitarie un tempo
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attribuite ai Thl, ma anche in quella della psériay”’*"’In accordo con questa
ipotesi, studi recenti hanno dimostrato un aumelaiolinfociti IL-17-secernenti

nella cute lesionale e nel sangue periferico digrdizcon psoriasi®’®

Altre popolazioni di linfociti T sembrano implicateella malattia; tra esse,
devono essere ricordati i linfociti T Treg. Alcustudi hanno individuato nella
psoriasi uno shilanciamento tra i linfociti T etfwt, tra cui i linfociti Th17, e i
Treg, suggerendo lipotesi che una riduzione nucaero una alterazione
funzionale dei Treg con conseguente ridotta ca@doimunoregolatoria possa
scatenare l'instaurarsi della risposta infammataila base della patogenesi della
psoriasi’>® La totalita di questi studi, come ricordato in qeeenza, ha
focalizzato l'attenzione sui cosiddetti Treg nalyrehe si sviluppano a livello
timico e sono caratterizzati dall’espressione tatsta di CD25 e FOXP3, mentre
al momento non esistono in Letteratura ricerche aitt@ano analizzato gli altri
sottotipi di Treg, tra cui i cosiddetti linfocitirT, appartenenti a i Treg adattativi o
inducibili, che si distinguono dai precedenti pgrchpacita di originare a livello
periferico e di produrre grandi quantitd della citma regolatoria 1L-18" Altri
elementi rimangono da chiarire relativamente allaudei linfociti T nella
patogenesi della psoriasi. In particolare, le coange relative alla correlazione
delle varie popolazioni linfocitarie potenzialmereplicate nella malattia (Th1l,
Th2, Th17, Treg) con la gravita delle manifestazmimiche e con la risposta alle
terapie, tra cui le moderne terapie biologiche teasall’inibizione del TNFa,

SONOo ancora estremamente limitate.

Riguardo a quest'ultimo punto, nonostante I'effieadegli inibitori del TNFe
sia ormai stata dimostrata da numerosi studi ¢lis@no molto esigui i dati sulla

loro eventuale capacita di interagire con i priatipsottotipi di linfociti T
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coinvolti nella patogenesi della psorid&t®®?

Per chiarire questi punti, nel presente studio sstadi valutati gli effetti di
etanercept, un farmaco biologico capace di inikirdNF-a, e di acitretina,
farmaco appartenente al gruppo dei retinoidi chesigole una comprovata
efficacia nel trattamento della psoriasi, su alcaagopopolazioni di linfociti T
CD4" e CDS capaci di produrre citochine appartenenti ai patfdl, Th2, Trl e,
in particolare, Th1l7. Tali indagini sono state cottel sia sulla cute lesionale
(mediante metodica immunoistochimica* e citofluceinica) che a livello del
sangue circolante (esclusivamente con metodicdlumtametrica) di pazienti
affetti da psoriasi volgare. Inoltre, sono stataliazate a livello sierico mediante
metodica immunoenzimatica* le principali citochipeodotte dal pattern Th17
prima e dopo la terapia. Per controllo, sono statilizzati campioni cutanei e
campioni siero-ematici di pazienti affetti da detiteaatopica (DA) e di soggetti

sani.

* Le parti relative allo studio immunoistochimicoramunoenzimatico, eseguite nelle prime fasi
di questa ricerca di durata triennale, sono gite gtabblicate (vedi note 18 e 19 in bibliografia).
Nei capitoli seguenti verranno sinteticamente tigibte metodiche utilizzate, i risultati otteneti

commenti ad essi relativi, in quanto funzionaliwalltarieta della presente ricerca.
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Capitolo 4

Materiali e metodi

4.1 Pazienti

Il nostro studio e stato condotto in accordo aliee guida della dichiarazione di
Helsinki; ogni paziente ha fornito il proprio conse informato per la
partecipazione allo studio.

Sono stati arruolati 30 pazienti (14 maschi e I6nfene; eta mediana 46,5 anni,
range: 28-68) affetti da psoriasi volgare in placcimoderata/grave, senza
interessamento articolare, rispondenti ai criteeldyibilita per il trattamento con
farmaci biologici (vedi Allegato 1).

| pazienti erano sovrapponibili in termini di preeati trattamenti, durata e fase
di attivita della malattia. Sono stati esclusi dadtudio pazienti in trattamento
sistemico e/o topico nelle 4 settimane precedeiicliisione nello studio;
pazienti minori di anni 18; pazienti in gravidanzan allattamento; pazienti con
significative alterazioni degli esami di laboratoriscontrate durante la fase di
screening; pazienti con comorbilita non controllgt@zienti con storia o fattori di
rischio per infezioni gravi, per neoplasie, per ati@ linfoproliferative, per
tubercolosi attiva o latente.

Quindici pazienti (6 maschi e 9 femmine, eta mealidh anni, range 32-68) sono

stati trattati con etanercept (iniezioni sottocemndi 50 mg di farmaco
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somministrate 2 volte la settimana), mentre gti 46 (8 maschi e 7 femmine, eta
mediana 48 anni, range 28-66) sono stati trattati acitretina (0,4 mg/kg/die).
Entrambi i gruppi sono stati trattati per un pedatbmplessivo di 12 settimane.
Per controllo, sono stati inoltre arruolati 10 @euti affetti da DA (5 maschi e 5
femmine, eta mediana 41 anni, range 23-54), oltt® aontrolli sani (5 maschi e
5 femmine, etd mediana 43.5 anni, range 28-59).

Per ogni paziente é stata compilata una schedauiirsano stati indicati la
valutazione clinica (comprensiva di PASI), i parémematici e laboratoristici, i
precedenti trattamenti e la terapia in corso; talkitazione é stata eseguita al
tempo di inclusione nello studio (TO) e al termuhe trattamento (T1). Infine,
ogni paziente e stato sottoposto a TO e a T1 sslaiautanea e prelievo ematico
per l'esecuzione delle indagini immunoistochimicheitofluorimetriche e
sierologiche. In particolare, le biopsie cutaneg&lasono state eseguite in sedi

adiacenti rispetto a quelle delle biopsie cutarsegeite a TO.

4.2 Analisi immunoistochimica®

Come precedentemente riportato, da tutti i pazieggetto dello studio sono stati
prelevati campioni di cute lesionale mediaptexchda 4 mm a TO e T1. Tali
campioni sono stati immediatamente congelati irtakquido e quindi conservati
a —80°C per poter eseguire le ricerche immunoigtaiche mediante la metodica
fosfatasi alcalina/antifosfatasi alcalina (APAAP).

La metodica APAAP pu0 essere cosi sintetizzateammenti cutanei impiegati
per la ricerca sono stati tagliati al criostato spessore diim; le sezioni cosi

ottenute sono state montate su vetrini portaoggetioo state fissate per 10’ in

acetone e quindi fatte asciugare a temperaturaesteoper 30'.
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Queste sezioni, dopo un lavaggio in Tris HCI 50 raNdH=7,6 (TBS) per 20,
sono state preincubate in camera umida per 20'se@o di capra (Normal Goat
Serum) diluito 1:5 in TBS. Il siero é stato rimossmn un lavaggio in TBS e le
sezioni sono state poi incubate per 2 h con glcargi monoclonali anti-CD4
(DAKO), anti-CD161 (Miltenyi Biotec), anti-ROR (R&D Systems) e anti-
CCR6 (R&D Systems).

In seguito le sezioni montate sui vetrini portadgeono state incubate per 40’
con immunoglobuline di coniglio anti-topeapbit anti-mouse RAM) (DAKO)
diluite 1:30 in TBS, e dopo lavaggio sono statigessati per 40’ con il complesso
APAAP diluito 1:50.

Per aumentare l'intensita della marcatura, i pagsagn gli antisieri RAM e
APAAP sono stati ripetuti una seconda volta. Infidepo un ulteriore lavaggio
con TBS, i vetrini sono stati messi per 20’ nel hagdi sviluppo, ottenuto
miscelando al momento dell’'uso le seguenti soluzion

50 mL di tampone Tris HCI 50 mM, a pH=8,7;

25 mg di naftolo-AS-bifosfato (Sigma) in 0,3 mLdimetilformamide (Merk);

10 mg di sodio nitrito in 0,250 mL diJ@ bidistillata, ai quali sono aggiunti 0,1
mL di una soluzione di fucsina (Merk) al 5% in HZN;

18 mg di levamisol (Sigma) sciolto in 0,1 mL di®ibidistillata, al fine di inibire
le fosfatasi endogene.

Infine i vetrini sono stati lavati in TBS per 2@glorati con ematossilina di Mayer
(Merk) precedentemente diluita 1:5 in®bidistillata, sciacquati in ¥ corrente
e montati con Resinmouth (Pabish).

Per ogni vetrino e stato allestito in parallelo eontrollo negativo, sostituendo
I'incubazione con I'anticorpo monoclonale con l'il@zione con tampone TBS. |

preparati cosi ottenuti sono stati osservati arosicopio ottico. Per ogni sezione,
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il numero delle cellule positive e stato calcoldéodue osservatori indipendenti su
tre campi (400X) adiacenti. | risultati sono sedpressi come mediana [25°-75°

percentile].

4.3 Analisi immunoenzimatica (ELISA)"

| pazienti di entrambi i gruppi di trattamento sostati sottoposti a prelievi di

sangue venoso a TO e T1. | campioni di sangue statoraccolti in provette

sterili non eparinizzate e lasciati sedimentare 3#ra temperatura ambiente e
quindi centrifugati a 1200 giri/minuto per 10'. iled cosi ottenuti sono stati
stoccati a -80°C.

Il dosaggio delle citochine oggetto di studio (IZ;1IL-22, IL-23) & stato

effettuato con metodica ELISA (enzyme-linked immsmibent assay)

utilizzando i kit disponibili in commercio &D System, Minneapolis, USA)

seguendo le istruzioni suggerite dalla casa pradett

Ogni misurazione e stata eseguita in duplicatop stati considerati ammissibili
esclusivamente coefficienti di variazione tra le aoisurazioni inferiori al 15%. |

dati ottenuti mediante l'indagine sierologica sorstati espressi come

concentrazione mediaDS.

4.4 Analisi citofluorimetrica
Reagenti
E stato utilizzato comeediumRPMI 1640 (VLE, Seromed, Berlino, Germania)

supplementato con L-glutamina endotoxin-free 2 mi¥ly di aminoacidi non

essenziali, 1% di piruvato di sodio (Sigma Chemi€al) e 2-ME 2x16° M

(Merck, Darmstadt, Germania). Il PMA, la ionomicina brefeldina A e la
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saponina sono state tutte acquistate dalla SigmallLL2 e stata acquistata dalla
Novartis (Proleukin®). Gli anticorpi monoclonalita@€D3, anti-CD4, anti-CD8,
anti-1L-4, anti-IFNy, anti-IL-17, anti-IL-8 e anti-IL-10 purificati eomiugati con i
fluorocromi sono stati acquistati dalla Becton Diadon (San Jose, CA). Gli
anticorpi monoclonali isotipici di controllo purifati e coniugati ai fluorocromi
sono stati acquistati dalla Southern Biotechnolaggociates (Birmingham, AL).
Isolamento delle cellule mononucleate circolan®{fC)

Le PBMC dei pazienti e dei controlli sono statdas®m mediante centrifugazione
di sangue intero fresco secondo gradiente di Fléglaque, seguita da due
lavaggi con 0.1 M PBS pH 7.2 sterile. 1%1@llule sono state stimulate in modo
policlonale con PMA (10 ng/ml) e ionomicina (M) per 5 ore, di cui le ultime
due in presenza di Brefeldina A (/ml) e successivamente analizzate per la
produzione intracellulare di citochine e per I'esgsione di molecole di superficie
mediante un citometro a flusso BDLSR Il (Becton Kinson, Mountain View,
CA).

Isolamento dei linfociti infiltranti dalle biopsieutanee

I linfociti T attivati sono stati isolati entro 4re dalle biopsie eseguite su cute
lesionale dopo frammentazione meccanica delle estéSgccessivamente sono
stati posti in piatti da 24 pozzetti in umediumcontenente il 10% di FCS
inattivato dal calore (HyClone, Logan, UT), in pFega di 20 IU/ml di rIL-2. Le
cellule sono state ulteriormente espanse per Ifigieediante I'aggiunta di rlL-2
(20 U/ml) e, infine, i blasti T cosi ottenuti sostati raccolti, lavati, contati e
1x1C cellule sono state stimolate in modo policlonatene precedentemente
descritto.

Analisi citofluorimetrica della produzione di citoine

L’analisi citofluorimetrica della sintesi delle otthine e stata eseguita come
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descritto in pubblicazioni precedeffi. Brevemente, dopo la stimolazione
policlonale, il PBMC e i blasti T ottenuti dallesieni cutanee sono stati lavati due
volte con PBS, pH 7.2, fissati per 15 min con fddeale (2% in PBS, pH 7.2),
lavati due volte con 0.5% BSA in PBS, pH 7.2, pahlkzzati con PBS pH 7.2
contenente 0.5% BSA e 0.5% saponina, e incubatilpemin a temperatura
ambiente con l'anticorpo monoclonale specifico@ii3, anti-TCRi, anti-
TCRyd, anti-CD4, anti-CD8, anti-IL17, anti-IFM- anti-IL4, anti-IL-10 e anti-
IL8). Dopo il lavaggio, le ellule sono state analizzate, determinando l'aiea d
positivita mediante un anticorpo monoclonale asgocper isotipo tramite un
citofluorimetro FACSCalibur, utilizzando il programma CellQueste{Bn
Dickinson). In tutte le analisi citofluorimetrichepno stati acquisiti un totale di
10" eventi per ogni campione, valutando le cellule GII38TCRop" e
CD3'CDS8'TCRaup". | risultati dell’analisi citofluorimetrica sonotati espressi

come percentuale medtadeviazione standard (DS).

4.5 Analisi statistica

| risultati della valutazione clinica (PASI) soniat espressi come mediane 25
75" percentile]. L'analisi statistica tra i due grugpipazienti psoriasici (trattati
con etanercept e con acitretina) € stata esegeitiiamte il test non parametrico di
Mann—-Whitney. Le analisi multiple tra i vari grupmima e dopo trattamento e i
controlli sono state eseguite mediante il test parametrico di Kruskal-Wallis
con la correzione di Bonferroni. Per l'analisi &@ata delle citochine sieriche e
stato inoltre utilizzato il test t di Student. st inoltre valutata mediante il test
della regressione lineare (o0 correlazione di Spaajna correlazione tra i dati

ottenuti dallo studio citofluorimetrico e sierologi e la gravita della malattia
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valutata tramite il PASI score. Sono stati conatlesignificativi valori dip <

0.05.
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Allegato 1

Criteri di elegibilita dei farmaci biologici (Smith CH, Anstey AV, Barker JNWN, et al.
British association of Dermatologists guidelines for use of biological interventions in
psoriasis 2005. Br J Dermatol 2005;153:486-9)

Per essere idonei al trattamento i pazienti deywasentare una psoriasi severa,
come definito in (a) e soddisfare almeno uno décrelencati in (b):

(a) Psoriasi graverichiede un PASI score o uguale a 10 (0o un BSA 10
gualora il PASI non sia applicabileJun DLQI> 10. Inoltre la malattia deve aver
mostrato i caratteri di gravita per almeno 6 messere resistente al trattamento,
tanto da dover richiedere una terapia sistemicasitnazioni particolari, ad
esempio nel caso di una psoriasi acrale invalidamtehe se il paziente non
soddisfa pienamente il criterio appena elencato,ygualmente essere idoneo per
il trattamento.

(b) Deve essere soddisfatto ameno uno dei seguemnitieri:

) Aver sviluppato o essere ad alto rischio di svieggaimportanti effetti
tossici a causa dell@rapie sistemiche convenzionalio quando le
terapie convenzionali non possono essere impiegate

1)) Avere 0 aver sviluppato intolleranza o alle terapistemiche (o
I'impossibilita di assumerle)

1)) Mancata risposté alle terapie sistemiche convenzionali

V) Malattia tale da richiedere continui interventi egastamenti
terapeutici

V) Presentare o aver presentato condizioni cliniclternorbidita tali da
impedire I'uso di terapie sistemiche

V1) Presentare una psoriasi grave, instabile e a astihiita (eritrodermia
0 psoriasi pustolosa generalizzata)

VII)  Presentare una artropatia psoriasica che soddisiieri di elegibilita
della British Society of Rheumathology per il testtento con anti-
TNF-a , in associazione alle manifestazione cutanee

Terapie sistemiche convenzionaliacitretina, ciclosporina, metotrexathe, UVB
a banda stretta e PUVA-terapia.

’Mancata risposta alle terapie sistemiche convenzionali & definitane una
risposta clinica insoddisfacente (ossia meno déb 50 miglioramento del PASI
score di base o del BSA quando il PASI score namapplicabile, o meno di 5
punti di miglioramento del DLQI di base) per almeBomesi di durata del
trattamento alle seguenti dosi per i singoli farmarlsporina 2.5-5 mg/kg/die;
metotrexathe 15-30 mg in singola somministraziorstirsanale (orale,
sottocutanea, intramuscolare); acitretina 25-50dregJVB a banda stretta 350
applicazioni; PUVA 150-200 applicazioni.
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Capitolo 5

Risultati

5.1 Analisi clinica

A TO, sia il gruppo di pazienti trattato con etamggt che quello trattato con
acitretina mostravano un valore di PASI sovrappai22.1 [25°-75° percentile:
17.8 — 23.6] e 22.4 [19.8 — 26], rispettivamentBppo 12 settimane di
trattamento (T1), 10 pazienti su 15 (66%) del gouppttato con etanercept e 5 su
15 (33%) del gruppo trattato con acitretina hanttenuito una risposta di tipo
PASI-75 (ovvero una riduzione del valore PASI maggio uguale 75% rispetto
al PASI iniziale), mentre 14 pazienti su 15 (93%l @ruppo trattato con
etanercept e 10 su 15 (66%) del gruppo trattatoacitnetina hanno ottenuto una
risposta di tipo PASI-50 (ovvero una riduzione delore PASI maggiore o
uguale al 50% rispetto al PASI iniziale). Il valommediano PASI era
significativamente inferiore a T1 rispetto a TOentrambi i gruppi (etanercept:
4.2 [2.4 — 6.3]p < 0.001; acitretina: 10.3 [6 — 15.14< 0.001). Tutavia, a T1, |l
gruppo trattato con etanercept mostrava valori P&@iificativamente inferiori

rispetto al gruppo trattato con acitretipe=0.002).
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5.2 Analisi immunoistochimica®

Nella cute dei pazienti psoriasici, i linfociti T D&  erano localizzati
prevalentemente a livello del derma papillare esede perivascolare nel derma
superficiale, con alcuni elementi a livello degliasi epidermici piu profondi. I
loro numero, valutato nelle lesioni di entrambirugpi (trattati con etanercept o
acitretina), era sovrapponibile a quello riscomiraei pazienti affetti da DA
(etanercept: 84[79.5-97.7], acitretina: 82[74.5¢91. DA: 79[72.5-80.7],
rispettivamente).

Sia etanercept che acitretina erano in grado derahare una riduzione
significativa del numero dei linfociti CD4a T1 rispetto a TO (etanercept:
26[19.5-31.5], TO vs T1p < 0.0001; acitretina: 41[35.5-52.2], TO vs Ppl=
0.007). Inoltre, le biopsie cutanee dei pazierditéti con etanercept mostravano
un numero di linfociti T CD4+ ridotto rispetto a anto riscontrato nei pazienti
trattati con acitretina, seppur senza una evidsigaificativita statistica g =
0.08).

Le cellule CD161 erano localizzate nelle stesse aree delle ceG@d’. Il loro
numero era significativamente aumentato in entramigruppi di pazienti
psoriasici rispetto ai pazienti con DA (etanerceft[27-38.7]; acitretina:
34[30.5-37.5]; DA: 4[1.5-5.7]). A T1, il numero del cellule CD161 era
significativamente ridotto nei pazienti trattatincetanercept ma non in quelli
trattati con acitretina (etanercept: 8[5.2-9.7], V® T1: p < 0.0001; acitretina:
23[16.7-28.5], TO vs T1p = ns). Inoltre, non venivano riscontrate differemel
numero di cellule CD161tra i pazienti trattati con etanercept a T1 e Zigati
con DA.

Come precedentemente descritto per CD4 e CD161, marcatura

immunoistochimica per RORera prevalentemente distribuita a livello delleea
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perivascolari e papillari del derma superficialel'ierno dell'infiltrato
inflammatorio e, in minor misura, nell'epidermidd. numero delle cellule
RORyt+ presenti a livello della cute lesionale era Higativamente elevato in
entrambi i gruppi di pazienti psoriasici a TO rigpeai pazienti con DA, dove
I'espressione di tale molecola veniva riscontragelusivamente in 6 frammenti
cutanei su 10 (etanercept: 16.5[15-18.7]; aciteetih7[12.7-18.7]; DA: 1.5[0-
3.5]; gruppo etanercept e gruppo acitretisdDA: p < 0.0001). A T1, le cellule
RORWt" erano significativamente ridotte rispetto a TO gelppo di pazienti
psoriasici trattato con etanercept (3[1.2-4.7],vBOT1: p = 0.004), ma non in
quello trattato con acitretina (11[6.5-14.5], TOVE: p = ns). Inoltre, il numero
delle cellule ROR" era sovrapponibile nelle biopsie cutanee dei pdizie
psoriasici trattati con etanercept a T1 e in quidiepazienti con DA.

Infine, nella cute lesionale psoriasica, la distzibne del CCR6 era
sovrapponibile a quella degli altri marcatori désicressendo localizzata nel
contesto dell'infiltrato infiammatorio. 1l numeroetie cellule CCR6 era
sovrapponibile in entrambi i gruppi di pazienti cpsoriasi a TO, mentre era
significativamente ridotto nelle biopsie cutanesideali di pazienti con DA
(etanercept: 24[19-30.2]; acitretina: 23[17.2-302RA: 5[2.2-7.7]; etanercept e
acitretinavs AD: p = 0.0003). Le cellule CCR@isultavano ridotte a T1 sia nel
gruppo trattato con acitretina che in quello ttatteon etanercept, ma solo in
quest’ultimo si raggiungeva la significativita sséita (etanercept: 6[3.2-10.5], TO
vs T1:p = 0.002; acitretina: 14[9.7-17.2], TO vs = ns).

Riassumendo, mentre il numero dei linfociti CD4+a esovrapponibile nelle
lesioni cutanee dei pazienti con psoriasi e inlguédi pazienti con DA, tutte le
altre molecole, considerate specifiche per i liftfoth17 e per i loro precursori,

risultavano maggiormente espresse nella psorgsetto alla DA. Inoltre, solo la
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terapia con etanercept era in grado di ridurre @dansignificativo il numero delle
cellule CD161, RORt" e CCR6 presenti nella cute lesionale, riportandone il

valore a livelli sovrapponibili a quelli riscontraielle lesioni cutanee di DA.

5.3 Analisi immunoenziamticd®

A livello del siero dei pazienti psoriasici primadepo la terapia con etanercept e
acitretina, sono state analizzate le concentrazainiL-17, IL-22 e IL-23,
citochine correlate al pattern linfocitario Th1i.particolare, IL-17 e IL-22 sono
state individuate in tutti i pazienti, mentre IL-88n é stata riscontrata né a livello
del siero dei pazienti né a livello del siero dantrolli sani.

| pazienti psoriasici mostravano livelli di IL-17gsificativamente superiori
rispetto ai controlli sanip(= 0.001). Inoltre, nei pazienti con psoriasi, atat
riscontrata una correlazione statisticamente saativa tra i valori di PASI e le
concentrazioni di IL-17 g = 0.003). Etanercept e stato in grado di ridurre
significativamente i valori di IL-17 rispetto ai leai riscontrati prima del
trattamento § < 0.001), mentre acitretina non ha determinatoiazami
significative. Da sottolineare come, dopo 12 sditim di terapia, le
concentrazioni di IL-17 presenti nei pazienti @#ttcon etanercept fossero
sovrapponibili a quelle dei controlli sani.

Analogamente a quanto osservato per IL-17, andhelli di IL-22 erano piu
elevati nei pazienti con psoriasi rispetto ai colfitsani (o < 0.001). Tuttavia, non

é stata riscontrata alcuna correlazione tra le eunazioni di IL-22 e i valori di
PASI. Nel gruppo trattato con etanercept, dopoetnsane di terapia, i valori di

IL-22 risultavano ridotti rispetto a quelli riscoati prima del trattamentg (=
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0.01), mentre acitretina non era in grado di modik le concentrazioni di tale

citochina.

5.4 Analisi citofluorimetrica: linfociti circolanti nei pazienti con psoriasi

prima del trattamento

L’analisi citofluorimetrica e stata inizialmente rmptta sui linfociti CD4+
circolanti, valutando le percentuali dei linfociti-17*IFN-y~ (Th17), IFNy'IL-
17 (Thl), IL-17'IFN-y"(Th17/Th1), IL-4, IL-10" e IL-8" nei pazienti psoriasici,

nei controlli sani e nei pazienti con DA (Tab.1gFLA; Fig. 2).

Psoriasis Healthy Controls Atopic dermatitis
CD4" T cells
IL-17°IFN-y 2.78+1.80 0.87+0.40 0.23+0.30
IL-17°IFN-y 0.62+0.53 0.39+0.23 0.10£0.20
IFN-YIL-17" 19.99+11.03 32.68+7.02 29.65+20.42
IL-4* 1.06+0.50 1.56%0.32 2.1+0.86
IL-10" 2.05+0.93 1.9940.80 2+1.27
IL-8 12.11+6.67 3.69+2.69 5.83+3.04
CD8' T cells
IL-17°IFN-y 0.44+0.59 0.13+0.08 0.07+0.12
IL-17°IFN-y 0.49+0.74 0.24+0.22 0.07+0.08
IFN-YIL-17" 45.76x+18.90 49.41%+15.19 47.28+24.16
IL-4* 1.09+0.94 0.32+0.26 2.57+1.85
IL-10" 1.3941.29 0.94+0.74 1.12+0.67
IL-8" 10.13+£12.21 3.52+2.57 5.15+4.15

Tabella 1.Percentuali dei linfociti T circolanti CD4 CD8 capaci di produrre IL-17,
IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-8 in pazienti con psoriasi, degitite atopica e controlli sani; i dati
sono espressi come mediaeviazione standard.

| linfociti Thl7 erano maggiormente rappresentadi pazienti con psoriasi
rispetto ai controlli sani e ai pazienti con DAdpasi vs controlli sanip = 0.02;
psoriasi vs DAp = 0.02). Inoltre, la coespressione di IL&IFN-y, che identifica

la popolazione dei linfociti Th17/Th1 recentemesdscritta’’ risultava essere pitl
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frequente nella psoriasi che nella DA € 0.026), mentre non venivano
riscontrate differenze tra i pazienti psoriasicicentrolli sani. In accordo con tali
risultati, | pazienti con psoriasi mostravano anaghemaggior numero di linfociti

T IL-8" rispetto ai controlli sani e ai pazienti con DA@piasi vs controlli sanp

< 0.001; psoriasi vs DA = 0.033).

Sono state inoltre analizzate le cellule Cprimenti IL-4, per identificare i
linfociti appartenenti al pattern Th2; tali cellutisultavano ridotte nei pazienti
con psoriasi e nei controlli sani rispetto ai patiieon DA (psoriasi vs controlli
sani:p = 0.006; psoriasi vs DA < 0.001). Non sono state identificate differenze
significative tra i tre gruppi presi in esame, iogeriguardo alle percentuali dei

linfociti T IFN-y'IL-17" (Th1) e IL-10+ (Trl) (Fig. 1A).

Un dato interessante emerso in questa fase dedleca € stato il riscontro di una
correlazione tra le percentuali di linfociti cireoki IL-17'IFN-y” (Th17) e IL-8
presenti nei pazienti psoriasici e la gravita detlalattia calcolata con l'indice
PASI (Fig. 3A), mentre non e stata individuata akucorrelazione tra la
percentuale delle altre cellule analizzate e ibkaldi PASI stesso. Infine, era
presente una correlazione tra la gravita della ttnala il rapporto tra linfociti IL-
17'e IL-10", sottolineando quindi la presenza a livello ciacwé dei pazienti
psoriasici di uno sbilanciamento verso un patterripb Th17 rispetto ad un

pattern di tipo regolatorio.

Successivamente € stata analizzata I'espressidie rdedesime citochine nei
linfociti CD8" circolanti. Non sono state riscontrate differetizei pazienti con
psoriasi, quelli con DA e i controlli sani riguardtie percentuali dei linfociti IL-
17'1IFN-y", IFN+y'IL-177, IL-17°IFN-y", IL-10" e IL-8" (Fig. 1B). Unica

differenza & stata riscontrata riguardo ai linfo@D8" esprimenti IL-4, che nei
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pazienti psoriasici erano maggiormente rappresemigppetto ai controlli sani ma
nettamente ridotte rispetto ai pazienti con DA (@=0 vs controlli sanip =
0.016; psoriasi vs DAp = 0.007)(Fig. 1B). Al contrario di quanto riscoritrgoer

i linfociti CD4" circolanti, non & stata identificata alcuna caz@ne tra la

percentuale dei linfociti CD&ircolanti nei pazienti psoriasici e i valori dhBI.

5.5 Analisi citofluorimetrica: linfociti T lesionali nei pazienti con psoriasi

prima del trattamento

Per valutare la presenza di eventuali differenzeitreperti ottenuti a livello

circolante e quelli relative allorgano bersaglielld malattia, sono stati isolati
linfociti T attivati dalle lesioni cutanee dei pamti con psoriasi e, per controllo,
anche dalla cute dei pazienti atopici. Tali linfosbno stati poi espansi in vitro ed
infine ne é stata valutata la capacita di produwitechine a seguito di una

stimolazione policlonale (Tab. 2; Fig. 2; Fig. 4A).

Psoriasis Atopic dermatitis
CD4' T cells
IL-17°IFN-y 18.14+11.65 2.88+0.89
IL-17"IFN-y 8.41%5.11 1.1+0.55
IFN-YIL-17" 42.341+24.56 47.28+17.17
IL-4* 2.01£1.26 20.5417.21
IL-10" 2.58+2.13 3.242.11
IL-8" 8.27+3.96 7.56+5.65
CD8' T cells
IL-17"IFN-y 3.2945.22 0.94%1.15
IL-17"IFN-y 4.1443.21 1.1+0.95
IFN-YIL-17" 77.231£13.34 63.3+25.92
IL-4* 13.8+14.38 2.47+3.36
IL-10" 1.13+0.90 0.8£0.41
IL-8" 4.76%3.52 3.02+2.44

Tabella 2. Percentuali dei linfociti T lesionali CD4 CDS8 capaci di produrre IL-17,
IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-8 in pazienti con psoriasi, degitite atopica e controlli sani; i dati
sono espressi come mediaeviazione standard.
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Per quanto riguarda i linfociti CD4la percentuale di quelli IL-TFN-y” e IL-
17 IFN-y" era maggiore nella cute psoriasica rispetto a guadtipica g = 0.009 e

p = 0.004, rispettivamente). Al contrario, non vi revadifferenze significative
relativamente alla percentuale dei linfociti IFNE-177, IL-10" e IL-8', mentre,
come ci si attendeva, il numero dei linfociti ThZzpementi IL-4 era
significativamente ridotto nelle lesioni cutaneé piEzienti con psoriasi rispetto a

quelli con DA < 0.001).

Come era stato precedentemente rilevato riguardnfaciti CD4" circolanti,
veniva riscontrata una correlazione diretta trgpéacentuale dei linfociti Th17,
Th17/Thl e IL-8 presenti nelle lesioni cutanee dei pazienti cooripsi e la
gravita della malattia(Fig. 3B), analogamente ad correlazione di quest'ultima
con il rapporto tra linfociti IL-17e 1L-10". Una correlazione inversa era invece
riscontrabile tra la percentulale di linfociti lesali di tipo regolatorio secernenti

IL-10" e i valori di PASI (Fig. 3B).

Sono stati isolate dalla cute e analizzati andiefdciti CD8" (Tab. 2; Fig. 4B),
con risultati sovrapponibili a quelli dei linfoci€D4". Infatti, sia le cellule IL-
17'IFN-y" che quelle IL-11FN-y" erano maggiormente rappresentate a livello
cutaneo lesionale nella psoriasi che nella OA 5 0.04 per entrambe le
popolazioni cellulari). Al contrario non le perceali di linfociti T IFN-y*IL-17,
IL-10" e IL-8" erano sovrapponibili nella psoriasi e nella DA,nine, come
riscontrato per i linfociti CD4 anche i linfociti infiltranti CD8 in grado di
esprimere IL-4 erano maggiormente rappresentald m¥A rispetto alla psoriasi

(p=0.004).
Infine, e stata identificata una correlazione pesitra la percentuale di linfociti
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CDS8" esprimenti IL-17 localizzati nella cute lesiondle pazienti con psoriasi e

la gravita della malattia (Fig. 3C).

5.6 Analisi citofluorimetrica: effetto di etanercep e acitretina sui linfociti T

circolanti nei pazienti con psoriasi

by

Nella fase successive dello studio, & stato valutaffetto della terapia con

etanercept e con acitretina sulle popolazioni titfsie CD4 e CD8 (Tab. 3;

Fig. 5).

Blood Skin
CD4' T cells After etanercept  After acitretin ~ After etanercept  After acitretin
IL-17°IFN-y 0.99+0.65 2.34+0.67 7.10£8.25 19.074£4.51
IL-17°IFN-Y 0.35+0.27 0.78+0.38 6.26£5.36 8.02+2.46
IFN-YIL-17 27.7216.46 21.87+6.21 41.89+11.97 44.78+16.76
IL-4* 1.19+0.55 1.03+0.94 2.06£1.52 2.47+1.73
IL-10" 2.06+0.87 1.89+0.92 6.08%3.11 2.87£1.22
IL-8* 5.64+1.91 10.1316.26 4.04+4.81 6.72+2.71
CD8' T cells
IL-17°IFN-y 0.09+0.12 0.40£0.42 0.82+0.67 2.97+£1.41
IL-17°IFN-y 0.16+0.19 0.31£0.35 1.04+0.85 3.42+1.92
IFN-YIL-17 55.51+15.71 50.95+23.54 75.22+14.57 72.94+13.03
IL-4* 0.95+0.97 1.05+£0.91 2.04£1.53 2.01+£1.41
IL-10" 0.91+0.77 1.14+1.52 1.87+£1.35 1.21+0.67
IL-8" 2.94+2.29 12.67£16.56 1.89+1.29 3.42+1.79

Tabella 2. Percentuali dei linfociti T circolanti e lesion&@lD4" e CD8 capaci di
produrre IL-17, IFNy, IL-4, IL-10 e IL-8 in pazienti con psoriasi, prine dopo
trattamento con etanercept o acitretina; i datosespressi come medtadeviazione
standard.

Nonostante entrambi i trattamenti si siano dimaisgfficaci nella riduzione delle
lesioni psoriasiche dopo 12 settimane, solo etapée stato in grado di ridurre in
modo statisticamente significativo la percentuaks tinfociti circolanti IL-

17 IFN-y” CD4' nei pazieti psoriasici, mentre I'acitretina nondimostrato tale
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attivita (o = 0.002) (Fig. 5A). Inoltre, e interessante rilevahe i pazienti trattati
con etanercept mostravano percentuali di linfoditl7 circolanti simili a quelli
dei controlli sani, mentre i pazienti trattati cacitretina continuavano a mostrare
percentuali di queste cellule significativament@ gievate (post-acitretina vs

controlli sani:p = 0.009).

Al contrario, nessuna delle due terapie utilizzatsetata in grado di modificare
significativamente le percentulai dei linfociti @danti IL-17'IFN-y* (Fig. 5A),
anche se i pazienti psoriasici trattati con etag@renostravano una riduzione di
tali cellule, definite Th17/Th1, rispetto a quetattati con acitretinap(= 0.002).
Inoltre, solo etanercept riduceva il numero deifolaiti circolanti capaci di
produrre IL-8 dopo 12 settimane di teragie=(0.002) (Fig. 5A). In accordo con
tale risultato, i pazienti trattati con etanercepl, contrario di quelli trattati con
acitretina, mostravano percentuali di linfociti & -sovrapponibili a quelli dei

controlli sani (post-etanercept vs post-acitretpa:0.017).

Infine, non sono state riscontrate differenze nedecentuali delle cellule IFN-

IL-17, IL-4" e IL-10" nei due gruppi di trattamento (Fig. 5A).

Analogamente a quanto osservato per le popolatitioicitarie CD4, anche i
linfociti CD8" con fenotipo Th17 risultavano ridotti nei paziemtattati con
etanercept. Come mostrato in Fig. 5B, infatti, atamento di 12 settimane con
etanercept era in grado di diminuire la percentdaldinfociti IL-17°IFN-y~ (p =
0.024) e IL-8 (p < 0.001) rispetto ai valori riscontrati nei paziembn trattati.
Inoltre, le percentuali di tali cellule erano siggativamente inferiori nel gruppo
trattato con etanercept rispetto a quello trattato acitretina = 0.014 ep =

0.039, rispettivamente).
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Al contrario, non sono state riscontrate differemekative alla percentuale dei
linfociti CD8" con fenotipo IFNy" IL-17", IFN-y", IL-4" e IL-10" nei due gruppi

di trattamento (Fig. 5B).

5.7 Analisi citofluorimetrica: effetto di etanercep e acitretina sui linfociti T

lesionali nei pazienti con psoriasi

Analogamente a quanto riscontrato a livello cirntda anche a livello delle
lesioni cutanee psoriasiche e stata osservataidumgiane significativa rispetto ai
valori basali dei linfociti Th17, caratterizzati ld@notipo IL-171FN-y- CD4',
dopo il trattamento eseguito con etanercppt 0.046), mentre nessuna differenza
e stata riscontrata dopo acitretina (Tab. 3; FA). 6n Fig. 7, sono riportati gli
istogrammi relativi ai linfociti secernenti IL-17 dn caso rappresentativo. Inoltre,
dopo 12 settimane di terapia, la percentuale dfoditi T IL-17" era
significativamente inferiore nei pazienti trattabn etanercept rispetto a quelli
trattati con acitretinap(= 0.001). Allo stesso modo, la proporzione deidaiti
CD4" esprimenti IL-8 era significativamente ridottapesto ai valori pre-terapia
nei pazienti trattati con etanercept< 0.049) ma non con acitretina (Fig. 6A).
Altro dato interessante € risultata essere la d@pdcetanercept di incrementare
le percentuali dei linfociti Trl IL-10nella cute dei pazienti psoriasici rispetto ai
valori dimostrati prima della terapig & 0.014), cosa che invece non € stata
riscontrata dopo la terapia con acitretina (Fig).8A accordo con tale risultato, la
percentuale di tali cellule era statisticamente glgvata nel gruppo trattato con

etanercept rispetto a quello trattato con aciteefp = 0.01). Le percentuali dei
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linfociti T IL-17°IFN-y", IFN-y'IL-17", e IL-4", invece, sono rimaste inalterate

dopo entrambi i trattamenti (Fig. 6A).

Abbiamo in seguito valutato se tali effetti esexttitla etanercept e acitretina sui
linfociti CD4" presenti nelle lesioni cutanee della psoriasi §s®e essere
riscontrati anche a carico dei linfociti CD8Tab. 3; Fig. 6B). In accordo con i
risultati ottenuti in precedenza, la terapia canetcept si € dimostrata capace di
ridurre significativamente, rispetto ai valori ottéi nei pazienti non trattati, le
percentuali dei linfociti T CD8secernenti IL-17- e IL-17/IFN- (p = 0.049 ep =
0.024, rispettivamente), mentre la terapia conretaita non ha mostrato tale
attivita. Da sottolineare che il gruppo trattaton cetanercept mostrava valori di
linfociti T IL-177IFN-y” e IL-17'IFN-y" sovrapponibili a quelli riscontrati nelle
lesioni cutanee di DA e significativamente inferiospetto ai pazienti trattati con
acitretina p < 0.001 e = 0.003, rispettivamente). Come osservato in preceal
anche i linfociti T CD8 secernenti IL-8 erano significativamente ridottivello
cutaneo dopo il trattamento con etanercept 0.007), ma non dopo quello con
acitretina. Nessuno dei due farmaci e stato in@didnodificare le percentuali

dei linfociti CD8' lesionali secernenti IFN--1L-4 o IL-10.
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Capitolo 6

Discussione

La psoriasi € una malattia inflammatoria cronicatanega a patogenesi
immunomediata in cui e stato dimostrato un ruoltogenetico determinante da
parte dei linfociti T. Negli ultimi anni numerosiusli hanno tentato di chiarire i
meccanismi molecolari alla base della malattia, particolare riferimento al

ruolo di alcune popolazioni linfocitarie potenzianie coinvolte nella risposta

inflammatoria alla base delle manifestazioni cutadella psoriasi.

In particolare, numerosi dati sperimentali hannaiahmente dimostrato come i
linfociti T polarizzati in senso Thl fossero in doadi promuovere e mantenere la
flogosi riscontrata nella cute lesionale dei pazipsoriasici. Come rilevato in
precedenza, tuttavia, negli ultimi anni € emers@ ain’altra popolazione
linfocitaria recentemente identificata, quella defociti Th17, sia determinante
per lo sviluppo della malattia mediante la secnezidi citochine capaci di attivita
pro-infiammatoria, tra cui I'lL-17, e citochine imgrado di promuovere

I'iperproliferazione e I'alterata differenziaziodei cheratinociti, come I'lL-22.

Numerosi elementi rimangono tuttavia da chiarir&atreamente al ruolo dei
linfociti T nella patogenesi della psoriasi. In {@olare, le conoscenze relative
alla correlazione delle varie popolazioni linfocika potenzialmente implicate
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nella malattia (Th1, Th2, Th17, Tregs) con la giadelle manifestazioni cliniche
e con la risposta alle terapie, tra cui le modetempie biologiche basate

sull’inibizione del TNFe, sono ancora estremamente limitate.

Nel presente studio, abbiamo approfondito tali argeti mediante una accurata
analisi dei linfociti T appartenenti a vari pattammunologici, con particolare
attenzione al pattern Th1l7, nei pazienti con psori@iali indagini sono state
condotte sia a livello della cute lesionale chesdelgue circolante prima e dopo il
trattamento con un farmaco anti-T&IF I'etanercept, e con un farmaco di
controllo di provata efficacia nella terapia dedsoriasi, I'acitretina, appartenente

alla classe dei retinoidi.

Innanzi tutto I'indagine clinica, valutata tramitecalcolo del PASI prima e dopo
un trattamento della durata di 3 settimane, haesvgto come entrambi i farmaci
risultassero significativamente efficaci nella déthne delle manifestazioni
psoriasiche. L’etanercept, tuttavia, determinava a urrisposta clinica

significativamente maggiore rispetto all’acitretindimostrando di avere una

efficacia superiore come gia evidenziato in studcpdent®*°

Successivamente, nella prima fase di tipo speriaberdello studio, sono state
condotte un’indagine immunoistochimica volta allalutazione dei marcatori
specifici dei linfociti Th17 e dei loro precurs@m particolare ROR, CD161 e
CCR6) nelle lesioni cutanee dei pazienti psoridsice un’indagine
immunoenzimatica per I'analisi sierologica dellénpipali citochine prodotte da
tali linfociti Th17 (IL-17, IL-22, IL23)* Tali indagini sono state eseguite in

pazienti psoriasici non in trattamento e dopo t@rapn etanercept e acitretina.
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| risultati dell’analisi immunoistochimica, in sagu confermati da studi
successivi, hanno dimostrato che i linfociti Thli7lero precursori sono presenti
nella psoriasi e il loro numero e significativamemhaggiore rispetto alla DA,
altra malattia cronica in cui i linfociti T svolgorun ruolo primario dal punto di
vista patogenetico. Dopo il trattamento con etagp@ral numero di tali risultava
significativamente inferiore rispetto a quello ostrato nei pazienti trattati con
acitretina, suggerendo un’attivita inibitoria sgiea di tale farmaco sul pattern

dei linfociti Th17*®

Analogamente, il nostro studio sierologico ha ditrads nei pazienti psoriasici
non trattati un aumento delle citochine secrete Ildd#ociti Th1l7, che si
riducevano fino a raggiungere valori comparabilgwelli dei soggetti sani di

controllo esclusivamente nel gruppo trattato cametcept®

Tali risultati hanno rappresentato quindi una contedel ruolo dei linfociti Th17
nella patogenesi della psoriasi e del possibiletiff inibitorio specifico di
etanercept su tale popolazione cellulare, costitoequindi una premessa per la

seconda parte di tipo sperimentale di questa iacerc

In quest'ultima, & stata condotta un’indagine gioticitofluorimetrico sulle
popolazioni linfocitarie T CD4e CDS§ in grado di esprimere IL-17, IFM-IL-4,

IL-10 e IL-8 sia a livello cutaneo che del sangureatante nei pazienti con
psoriasi volgare. Anche in questo caso sono séitati gli effetti di etanercept e,

come terapia di controllo, di acitretina, sulleigaioni dinamiche di tali cellule.

Per prima cosa abbiamo valutato la percentualee dedfrie sottopopolazioni
linfocitarie T in 30 pazienti con psoriasi non tadit confrontando i risultati con

quelli ottenuti in soggetti sani di controllo epazienti con DA. Il dato principale
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emerso dalla nostra analisi € stata la presenzm diumero significativamente
elevato di linfociti Th17 e Th17/Thl nelle lesianitanee e nel sangue circolante
di pazienti con psoriasi rispetto ai controlli, dahe ci ha permesso di confermare
il ruolo di tali cellule nella patogenesi della rattia, come riportato in numerosi
studi della Letteratur&. " In particolare, mentre | linfociti Th17 e Th17/Thl
localizzati a livello cutaneo svolgono probabilmeentn ruolo di primo piano
nell'induzione delle lesioni psoriasiche attravedsoproduzione di numerose
citochine patogenetiche tra cui I'lL-8 e le giaandate IL-17 e IL-22, quelli
riscontrati a livello circolante possono rappreaestsia cellule in transito da o
verso la cuté’ sia cellule responsabili della flogosi di tipotsimico riscontrata
comunemente nei pazienti psoriasici, idi cui le ginuni espressioni fenotipiche

di tipo patologico sono costituite dalla psoriasiapatica e dell’aterosclero¥.

Inoltre, pur in contrasto con un precedente lavBmma in accordo con Zhang e
collaboratori®® il nostro studio ha dimostrato una diretta comiglae tra le
percentuali dei linfociti T CD4presenti a livello lesionale e a livello circolarih
grado di produrre IL-17 da sola (linfociti Th17)im combinazione con IFN-
(linfociti Th17/Thl) e la gravitd della psoriasipesssa mediante il valore di
PASI. Da sottolineare come tale dato rappresensi ulteriore conferma del
rilevante ruolo patogenetico di queste due popofazilinfocitarie nella

patogenesi della malattia.

Analogamente a quanto riscontrato per i linfocitiCD4’, anche i linfociti T

CD8" con fenotipo Th17 e Th17/Thl erano aumentati nelite psoriasica
rispetto a quella dei pazienti con DA utilizzatno® controllo. In accordo con tali
risultati, alcuni studi hanno recentemente dimaéstum incremento dei linfociti T

CD8" IL-17-secernenti nelle lesioni cutanee di pazientn psoriast?®®
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suggerendo che non solo i linfociti T helper CPeha anche i linfociti T CD8

siano responsabili delle alterazioni patogenetddita cute psoriasica.

Altro risultato, ampiamente atteso, del nostro istudhe tra I'altro conferma un
dato ormai acquisito della letteratura e statasitontro di ridotte percentuali di
linfociti CD4" e CD8 IL-4-secernenti (pattern Th2) sia nella cute leale che
nel sangue circolante dei pazienti psoriasici tigpa quelli con DA, mentre non
sono state evidenziate differenze nelle percenteililinfociti T IFN-y" tra i
pazienti con psoriasi, DA e i controlli sani. Notesde possa apparire a prima
vista piuttosto sorprendente, quest’ultimo riswaltatiggerisce che il peso relativo
della flogosi mediata dai linfociti Thl nella patogi della psoriasi vada
rivalutato alla luce delle recenti acquisizioni $nfociti Th17, confermando che
questi ultimi rappresentano probabilmente i priatiprotagonisti del processo
immunologico che determina lo sviluppo della maéatin accordo con questa
teoria, molto recentemente Res ef?ahanno dimostrato una percentuale
sovrapponibile di linfociti T IFNY presenti a livello dermico in pazienti
psoriasici e in controlli sani, nonostante questimi presentino un numero
significativamente inferiore di linfociti T infilanti la cute rispetto ai pazienti con

psoriasi.

Infine, mentre alcuni studi hanno in precedenzdizzato il ruolo dei linfociti
natural Treg Foxp3 nella psoriast>®*%® per la prima volta nella presente
ricerca e stata valutata la popolazione dei linfodireg IL-10-secernenti,
appartenenti al sottogruppo dei linfociti Trl,\elio del sangue circolante e delle
lesioni cutanee di pazienti con psoriasi. Nonostahtfatto che, sia a livello

ematico che a livello cutaneo, non siano stateviddate differenze relative alle

percentuali dei linfociti CD4e CDS§ in grado di produrre IL-10 tra pazienti con
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psoriasi, pazienti con DA e controlli sani, &€ stdtmostrata una correlazione
negativa tra la percentuale dei linfociti CDH.-10-secernenti presenti a livello
lesionale e la gravitd delle manifestazioni cutamksla psoriasi calcolata
mediante il PASI; tale dato suggerisce quindi chme deficit relativo della

popolazione linfocitaria di tipo regolatorio deilTpotrebbe svolgere un ruolo
nella patogenesi delle lesioni psoriasiche. Altabodinteressante in accordo con
tale ipotesi e risultato essere la correlazionatipasdel rapporto tra cellule IL-

17" e IL-10", definito come IL-17/IL-10" cell ratio, con I'estensione delle lesioni
cutanee. Dal punto di vista concettuale, un aumdntale rapporto indica una
relativa maggiore presenza di linfociti T effettgratogeneticamente attivi (in
questo caso linfociti Th17 IL-I¥ con una concomitante riduzione di linfociti
Treg con funzione anti-inflammatoria e immunosoppréa (in questo caso
linfociti Trl1 IL10%); come diretta conseguenza, risulta che la malattpresenta

con una maggiore estensione e gravita quandoddiinfTrl sono relativamente

ridotti e quindi non in grado di controbilanciafaumentata attivita patogenetica

dei linfociti Th17.

Mentre numerosi studi hanno valutato i linfociti if pazienti psoriasici non
trattati, esistono pochi dati relative alle modificoni di tali popolazioni cellulari
dopo la terapia e, in particolare, dopo un tratt@meon inibitori del TNFa. Per

quanto riguarda | linfociti Th17, Zaba e collaboraf® valutando la cute
lesionale e non lesionale di 20 pazienti con psgrinanno dimostrato che
etanercept € in grado di ridurre sia I'espressidnenediatori pro-inflammatori
prodotti dalle cellule dendritiche che stimolangtaliferazione dei linfociti Th17
(in particolare I'lL-23), sia le molecole effettriprodotte dai linfociti Th17 stessi

(tra cui IL-17, IL-22, CC chemokine ligand 20palefensina 4). Lo stesso gruppo
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ha dimostrato che, in 15 pazienti con psoriasiyi¢posta ad etanercept era
correlata all'inibizione dell’espressione dei geassociatial pattern ThF?.
Quaglino e collaboratdfi hanno dimostrato, in una coorte di 19 pazienti
psoriasici, una riduzione dell’espressione dellRN®ssaggero da parte di geni
relativi ai pattern Thl e Thl7 a seguito di unténaento di 12 settimane con
etanercept. Infine Kagami et al, analizzando 5 gydricon psoriasi trattati con
infliximab, hanno dimostrato una riduzione dei dati Thl7 a livello

circolante?®

In accordo con questi risultati della Letteratun@] presente studio abbiamo
dimostrato che una terapia con etanercept, al @ontdi quella con acitretina, e
in grado di ridurre in modo significativo la pertagale dei linfociti Th17 e dei
linfociti CD8" IL-17-secernenti nella cute e nel sangue circelalei pazienti con
psoriasi. Da sottolineare come, dopo 12 settimanderhpia, nei pazienti
psoriasici la proporzione dei linfociti IL-17era sovrapponibile a quella dei

controlli sani.

Nel complesso i nostri risultati suggeriscono chenostante una dimostrata
efficacia di entrambi i farmaci nella riduzione léelesioni cutanee psoriasiche,
solo etanercept e in grado di inibire specificaraehpathway linfocitario Th17,
mentre I'efficacia di acitretina e probabilmenteggdea ad altri fattori, tra cui
I'azione sulla proliferazione e la differenziaziockeratinocitaria. In particolare,
gli effetti di etanercept sui linfociti Th17 possoassere spiegati dalla capacita di
tale farmaco di inibire la maturazione delle calutlendritiche e la loro
produzione di citochine proinfiammatorie, determmida in questo modo una
riduzione nell’attivazione e, probabilmente, nel@oliferazione degli stessi

linfociti Th17.”
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Inoltre il TNF-a, che rappresenta la principale molecola bersaigita terapia
con etanercept, € collegato al pathway dei linfothl7 tramite due vie di
segnale: una via diretta, in quanto in grado durngl la secrezione di IL-17 da
parte dei linfociti®® una via indiretta, mediata dall'induzione dell@guzione di
IL-1B che, a sua volta, € in grado di favorire la matiorze delle cellule
dendritiche con conseguente produzione di IL-23pcbtina chiave nella
differenziazione dei linfociti T naive in linfocifih17°* Di conseguenza, il blocco
di TNF- da parte di etanercept rappresenta una ulteripiegazione della

riduzione dei linfociti T IL-17-secernenti a livellcutaneo e circolante nei

pazienti con psoriasi.

Un altro punto interessante emerso dai nostri tASulé rappresentato
dallaumento delle percentuali dei linfociti Trl -010" a livello della cute
psoriasica dopo la terapia con etanercept, fenonumo invece non € stato
riscontrato nei pazienti trattati con acitretinaai @ati in nostro possesso non e
possible stabilire se etanercept € in grado di povere I'espansione della
sottopopolazione Trl dei linfociti T regolatori, pppe se il loro incremento e
secondario alla concomitante riduzione dei linfo€il17. Alcuni studi recenti,
tuttavia, hanno dimostrato che gli inibitori del F inducono un aumento del
numero dei Tregs e una riduzione del rapporto itvoditi T effettori e Treg,
determinando quindi un complessivo effetto antiamimatorio?>®* In accordo
con tali lavori, nel nostro studio si osservavaelgvato rapporto tra i linfociti T
IL-17" e IL-10" nelle lesioni psoriasiche prima della terapia {I#IL-10" ratio =
7), che si riduceva notevolmente dopo la terapia e@mnercept (IL-17IL-10"
ratio = 1.1), mentre rimaneva pressoché inalterad gruppo trattato con

acitretina (IL-17/IL-10" ratio = 6.6).
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Infine, i nostri risultati hanno evidenziato anal@a significativa riduzione nella
percentuale dei linfociti T CDO4e CDS§ in grado di produrre IL-8 sia a livello
cutaneo che a livello circolante nei pazienti &tatton etanercept. Come e noto,
I'lL-8 possiede una notevole attivita chemiotattiwai confronti dei granulociti
neutrofili, che rappresentano la principale popiolag cellulare riscontrata nelle
lesioni psoriasiche in fase attiVa’® Dal momento che la produzione di tale
citochina sembra essere indotta sia dal TNEhe dall'lL-17}" la riduzione delle
percentuali dei linfociti T IL-8 dopo il trattamento con etanercept, ma non dopo
quello con acitretina, appare del tutto coerentpué essere considerato un
ulteriore meccanismo attraverso il quale si giuatia guarigione delle lesioni

cutanee nei pazienti con psoriasi.

In conclusione, il nostro studio ha fornito ulteri@videnze sul ruolo della
popolazione dei linfociti Thl7 nella patogenesilalgdsoriasi. Inoltre, i nostri

risultati suggeriscono che etanercept e in gradaibire tale pattern linfocitario

in modo specifico, determinando inoltre una condame riduzione

dell'espressione di IL-8, citochina chiave nellagognesi delle lesioni cutanee
della malattia, e del rapporto Th17/Trl, spostamdeenso tollerogenico e quindi
anti-inflammatorio la risposta immunitaria presenée pazienti psoriasici. Queste
attivita possono quindi contribuire alla comprovatficacia di etanercept nel
trattamento della psoriasi, suggerendone quindiifmo in altre malattie mediate
dai linfociti Th17 e giustificandone la maggioriaitt terapeutica nei confronti di

un farmaco tradizionalmente utilizzato nella pssir@me I'acitretina.
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Fig. 1. I linfociti T circolanti dei pazienti con psoriasi presentano un fenotipo
di tipoTh17. | linfociti T circolanti di pazienti con psoriasP§0), dermatite
atopica (AD) e controlli sani (HC) sono stati aivin modo policlonalén vitro e
valutati per [I'espressione intracellulare di varieitochine mediante
citofluorimetria. Nel grafico sono riportate le pentuali (media + deviazione
standard) dei linfociti CD4(A) e CD8 (B) esprimenti IL-17|FN-y, IL-4, IL-10

0 IL-8. *: p<0.05, *p<0.01, *** p<0.005
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Fig. 2. Una notevole percentuale dei linfociti CD24 circolanti o lesionali
prelevati da pazienti con psoriasi esprime IL-17.Cellule mononucleate
circolanti o linfociti T attivati isolati dalle lésni cutanee di pazienti con psoriasi
sono stati attivatin vitro e valutati per I'espressione di IL-17 e IfNwnediante
citofluorimetria. Nellimmagine & riportato I'immurfienotipo dei linfociti CD4

di un caso rappresentativo.
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Fig. 4.1 linfociti T lesionali prelevati da pazienti con psoriasi esprimono un
fenotipo di tipo Th17. | linfociti T lesionali di pazienti con psoriasi $B) e
dermatite atopica (AD) sono stati attivati in maaiaiclonalein vitro e valutati
per I'espressione intracellulare di varie citochinediante citofluorimetria. Nel
grafico sono riportate le percentuali (media = deiwone standard) dei linfociti
CD4" (A) e CD8 (B) esprimenti IL-17)FN-y, IL-4, IL-10 o IL-8. *:p < 0.05,
**p<0.01, *** p<0.005.
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Fig. 5. Etanercept, ma non acitretina, € in grado di modittare il fenotipo dei
linfociti T circolanti nei pazienti con psoriasi. | linfociti T circolanti di pazienti

con psoriasi

sono stati attivati in modo policlenan vitro e valutati per

I'espressione intracellulare di varie citochine maete citofluorimetria prima (T0)
e dopo (T1) terapia con etanercept o acitretind. gdafico sono riportate le
percentuali (media *+ deviazione standard) dei titfadCD4" (A) e CD8 (B)
esprimenti IL-17]FN-y, IL-4, IL-10 o IL-8. *:p < 0.05, **p<0.01, *** p<0.005.
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Fig. 6. Riduzione dei linfociti T IL-17- e IL-8-secernentinella cute di pazienti
psoriasici dopo il trattamento con etanerceptl linfociti T attivati di pazienti
con psoriasi sono stati isolate dale lesioni cuggmama (T0) e dopo (T1) terapia
con etanercept o acitretina. Le cellule sono stgpansén vitro mediante riL-2,
attivate in modo policlonale e valutate per I'esgiene intracellulare di varie
citochine mediante citofluorimetria. Nel graficonsoriportate le percentuali
(media * deviazione standard) dei linfociti CDiA) e CD8 (B) esprimenti IL-
17,IFN-y, IL-4, IL-10 0 IL-8. *:p < 0.05, **p<0.01, *** p<0.005.
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Fig. 7. Effetto di etanercept sul fenotipo dei linfociti Tlesionali nella cute dei
pazienti psoriasici.| linfociti T attivati di pazienti con psoriasi sorstati isolate
dale lesioni cutanee prima e dopo terapia con etapeo acitretina. Le cellule
sono state espansevitro mediante rIL-2, attivate in modo policlonale eutate
per I'espressione intracellulare di IL-17 mediaot®fluorimetria. Nel grafico

riportato in istogrammi il fenotipo dei linfociti TCD4+ di un caso
rappresentativo.
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