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Background

Le malattie demielinizzanti a carattere inflammet@¢iDD), come la sclerosi multipla (SM) e i
disturbi dello spettro della neuromielite otticadM®SD) (1,2) sono caratterizzate da ripetuti
attacchi inflammatori immunomediati a cui sono assoprocessi neurodegenerativi; questi
fenomeni diventano clinicamente rilevanti in fagaazate della malattia. Nella MS il bersaglio
principale é rappresentato dalla guaina mielinidagi oligodendrociti, mentre gli astrociti sono
principalmente aggrediti nella NMOSD. Linfociti TBeautoreattivi possono giocare un ruolo attivo
nei processi patogenetici in quanto producono niedisolubili e sono coinvolti nella regolazione
e secrezione di citochine e chemochine; a supplbqaesto ulteriore meccanismo di danno, nella
SM sono stati riscontrati aggregati linfocitariegati in specifiche aree meningee.

Gli approcci terapeutici sono piuttosto efficaci modulare la reattivita immunitaria nel SNC ma
non sono in grado di contrastare i meccanismi dregiegenerazione; nonostante la ricerca
intensiva, non sono stati identificati chiari biaiwetori utili per prevedere il decorso della madatt

o la risposta al trattamento, in particolare peagpetti sopra indicati di neruodegenerazione. La
proteina della catena leggera del neurofilamenteL{\ stata recentemente descritta come
biomarcatore di danno neuronale intra-assonalenmesalla proteina acida fibrillare gliale (GFAP),
guest'ultima come biomarcatore di attivazione/lasiastrocitaria (3,4). NFL e GFAP sono infatti
proteine presenti nella struttura citoscheletrica geguito di lesioni neuroassonali o gliali, vemg
ritrovate nello spazio extracellulare.

Sono state inoltre descritte interazioni tra lehpatys immuno-correlate e biomarcatori di danno
neuronale e attivazione degli astrociti; approftednalisi molecolari e proteiche di questi process
interconnessi potranno fornire nuove informaziadiaspatogenesi e sulla prognosi per queste
malattie.

Scopo dello studio

Il progetto prevede I'analisi dei livelli sierici 8IFL e GFAP, in parallelo ad un pannello di
citochine e chemochine immuno-correlate, in paz@nt IDD. In un gruppo ristretto di campioni
IDD (n=20) sono stati misurati elevati livelli dif\L rispetto ad un gruppo di campioni controllo
(n=9) (p=0,04, t-test due code). Intendiamo quprdseguire questa analisi, applicando protocolli
in microfluidica, implementando la casistica e, giestessi soggetti gia analizzati, valutando anch
tempi successivi (T = 6 mesi e T = 12 mesi).

Fondazione L.R.C.C.S. Istituto Neurologico Carlo Besta |
Via Celoria |1,20133 Milano - Tel 02 2394 |
CF 01668320151 - Pl 04376340156 - wwwiistituto-besta.it



( Fondazione I.R.C.C.S.
Istituto Neurologico Carlo Besta

Sistema Socio Sanitario

$ Regione
Lombardia

Piano dello studio

Attivita Tempi previsti
Determinazione NFL e GFAP in microfluidica 5 mesi

Analisi citochine e chemochine mediante piattaforma | 5 mesi
multiparametrica

Analisi statistica di correlazione dei risultagport finale. | 2 mesi

| Costo del progetto | € 10.000,04

Metodi

Dimensione del campione, dati clinici, campioni biologici

Questo studio e di tipo preclinico e prevede I'aiamediante protocolli in microfluidica e
multiparametrici di campioni di siero, conservatlla banca biologica dell'Unita Operativa
Neurologia IV, e sono stati prelevati da pazientioatrolli dopo la firma del consenso informato
per l'utilizzo dei campioni stessi per scopi sdfet Le determinazioni di NFL, GFAP e di
citochine e chemochine saranno eseguite su camgaalificati al fine di garantire I'anonimato dei
dati. Saranno analizzati almeno 50 campioni digrazicon IDD e un pari numero di campioni da
individui sani, abbinati per eta e sesso, come lagmne di controllo. Saranno inclusi anche
pazienti con IDD e in follow-up clinico, per unalw&zione a T=6 e T=12 mesi. | pazienti affetti da
SM o da NMOSD soddisfacevano rispettivamente iedriti McDonald revisione 2017 (5) e i
criteri di Wingerchuk del 2015 (6). | risultati sano stratificati per sesso, eta di insorgenzadell
malattia, durata della malattia al prelievo.

Analisi del biomarcatori

| livelli di NFL e GFAP saranno misurati utilizzamduna piattaforma di microfluidica ad alta
sensibilita. Le citochine e le chemochine pro enfiammatorie saranno quantificate mediante kit
multiparametrici (piattaforma Luminex). Verra in@ltvalutato un pannello di fattori solubili
immuno-correlati che includera IFN-IL-2, TNF-o (subset Thl - attivita immunitaria cellulo-
mediata); IL-4, IL-5, IL-10 (subset Th2 - attivam® e mantenimento della risposta immunitaria
umorale); IL-17, IL-21 e IL-22 (subset Th17 — asatea processi autoimmuni). Nuove molecole o
mediatori immunoinfiammatori solubili saranno ewaimente aggiunte alle analisi programmate.

Analis statistica

La distribuzione normale (gaussiana) dei dati satatata mediante test di Kolmogorov-Smirnov.
Dati sperimentali con distribuzione non parametsaeanno analizzati con test di Mann-Whitney-
Wilcoxon, mentre i dati normali saranno analizzatn test ANOVA o con t-test. L'elaborazione dei
dati e analisi statistica verra eseguita con iltveafe Prism v5.0 (GraphPad). Il livello di
significativitap sara fissato a <0,05.

Diffusione dei risultati
| risultati dello studio saranno considerati pea pubblicazione scientifica.
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| dati e le conclusioni della ricerca saranno djatil a clinici e scienziati coinvolti nella ricerca
sulle IDD e ad associazioni di pazienti, mediagidicina generale, per un generale beneficio della
societa civile e dei singoli soggetti.
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