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1 RIASSUNTO

Introduzione: La Sclerosi Laterale Amiotrofica ¢ una patologia neurodegenerativa
che colpisce 1 motoneuroni, causando la perdita del controllo muscolare. Nei
pazienti affetti, sono state osservate diverse alterazioni nel metabolismo del
[18]FDG in diverse aree del sistema nervoso, comprendenti il tronco encefalico e
il mesencefalo.

I neurofilamenti sono proteine strutturali dei neuroni e parte del citoscheletro che
vengono rilasciati dopo la morte cellulare. Le chitinasi invece sono enzimi il cui
compito ¢ rompere 1 legami glicosidici della chitina: si crede che tali molecole
abbiano un importante ruolo nell’infiammazione, angiogenesi e tumorigenesi. Lo
scopo del presente studio ¢ valutare se sia presente una correlazione tra I’aumento
della concentrazione di questi due biomarker e ’aumento del SUV a livello di

midollo allungato, ponte e mesencefalo, misurato tramite una [18]FDG PET-MRI.

Metodi: La popolazione esaminata ¢ composta da 25 pazienti con diagnosi di SLA,
1 quali hanno eseguito una [18]FDG PET-MRI cerebrale (Siemens Healthcare
Biograph mMR) con prelievo del liquor per la misurazione dei livelli di chitinasi e
neurofilamenti. Le scansioni PET-MRI sono state elaborate per mezzo del software
PMOD (PMOD Technologies LLC). E stato utilizzato il coefficiente di

correlazione di Pearson per testare 1’ipotesi di correlazione dello studio.

Risultati: Le concentrazioni normalizzate di neurofilamenti e chitinasi sono
risultate maggiori nei pazienti affetti da SLA, con aumentato uptake di [18]FDG
nel midollo allungato, ponte e mesencefalo. I pazienti con la forma di SLA bulbare
sembrano avere un piu alto metabolismo nel midollo allungato nonché piu alte
concentrazioni di neurofilamenti, anche se la correlazione statistica non €

statisticamente significativa.

Conclusioni: I risultati ottenuti mostrano come 1’ipermetabolismo del [ 18]FDG nel
tronco encefalico e nel midollo allungato sia associato a un incremento delle
concentrazioni di neurofilamenti e chitinasi. Questi risultati possono essere usati
per predire la severita della patologia, anche se ¢ certamente necessario disporre di

un maggior numero di casi per confermare questi risultati.






2 ABSTRACT

Introduction: Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease
that affects motor neurons causing loss of muscle control. In affected patients,
[18F]FDG metabolic abnormalities have been observed in many areas of the
nervous system including brainstem and mesencephalus. Neurofilaments are
structural proteins of the neurons and part of the cytoskeleton released after cellular
death. Chitinases are enzymes that break down glycosidic bonds in chitin, believed
to have an important role in inflammation, angiogenesis, and tumorigenesis. The
aim of the present study is to evaluate if there is a correlation between the increase
of concentration of these markers and the increase of SUV in the mid-brain, pons
and medulla oblongata, measured with [ I8F]FDG PET-MRI.

Methods: The population under examination is composed of 25 patients diagnosed
with ALS, who underwent a cerebral [18F]JFDG PET-MRI (Siemens Healthcare
Biograph mMR) with blood sampling for chitinases and neurofilaments. PET-MRI
images have been processed (reoriented and segmented) with the PMOD (PMOD
Technologies LLC) software. Pearson correlation coefficient has been used to test
the hypothesis.

Results: The average, normalized concentrations of neurofilaments and chitinases
were higher in patients which showed higher [18F]FDG uptake in mid-brain, pons
and medulla. Patients with bulbar amyotrophic lateral sclerosis (ALS) seem to have
higher hypermetabolism in medulla oblongata and higher concentrations of
neurofilaments although the statistic correlation is not clearly significant
Conclusions: Obtained results show that [ I8F]FDG hypermetabolism in brainstem
and medulla oblongata is associated with increased concentrations of
neurofilaments and chitinases
Neurofilaments, chitinases and [18F]FDG hypermetabolism may be used to predict
the severity of the disease, although studies with an increased sample number are

mandatory to confirm our results .






3 INTRODUZIONE

3.1 GENERALITA SULLA SCLEROSI LATERALE AMIOTROFICA

La Sclerosi Laterale Amiotrofica (SLA) ¢ la piu frequente patologia dei
motoneuroni. Conduce a paralisi progressiva e la morte ¢ quasi sempre dovuta a

insufficienza respiratoria, che insorge di solito entro tre/cinque anni dall’esordio !.
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Figura 1%. La via motoria connette i motoneuroni superiori, i motoneuroni inferiori e il

sistema muscolo-scheletrico.

I primi casi di SLA furono probabilmente descritti da Aran, nel 18483, e
Cruveilhier, nel 18534, anche se ¢ stato Charcot nel 1869 a darne una prima vera
spiegazione in ambito medico. Egli era pienamente convinto che questa patologia
non fosse mai ereditaria, tuttavia qualche decina di anni dopo Kurland e Mulder
misero a punto uno studio nel quale venne dimostrato che circa il 10% degli affetti

da SLA presenta una forma familiare>S.

3.1.1 Epidemiologia

Recenti studi riportano un’incidenza globale della SLA tra 0.6 e 3.8 per 100 000
persone all’anno. Nel continente europeo, preso singolarmente, i numeri sono pero
leggermente maggiori (da 2.1 a 3.8 per 100 000 persone all’anno). La prevalenza

della patologia si attesta tra 4.1 e 8.4 per 100 000 persone, tuttavia va considerato



che la tendenza ¢ in leggero aumento nel corso degli anni. Non va dimenticato che
tra diverse regioni geografiche ed etnie il rischio di sviluppo della patologia ¢

differente, probabilmente a causa sia di fattori genetici che ambientali’.

3.1.2 Fattori di rischio e genetica

11 sesso maschile ¢ considerato un importante fattore di rischio per lo sviluppo della

patologia, cosi come hanno una certa rilevanza I’eta adulta e la familiarita.

Tra 1 fattori ambientali, un recente studio ha identificato come I’esposizione ad
acido nitrico, styrene, chromio, nickel e diclorometano possa contribuire allo

sviluppo della malattia ®.

Piu di venti geni sono stati ricollegati allo sviluppo della SLA: appare pero
complesso stabilire con certezza tutte le sequenze coinvolte, al punto che singole
mutazioni monogeniche riescono attualmente a giustificare la patologia in solo il
15% dei pazienti. Globalmente, I’ereditarieta della SLA ¢ elevata, attestandosi tra

i130 e il 60% °.
3.1.3 Fisiopatologia

Da un punto di vista neuropatologico la SLA ¢ caratterizzata dalla perdita di
connessioni neuromuscolari, da una forte retrazione assonale e dalla conseguente
morte cellulare dei motoneuroni superiori e inferiori. Oltre a ci0, si osserva
astrogliosi e microgliosi, con inclusioni ubiquitina-positive nei neuroni che non
vanno incontro a morte: in piu del 95% dei pazienti con SLA, tali inclusioni sono

costituite dalla proteina TDP-4310,
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Figura 2. Comparazione tra motoneurone sano e motoneurone patologico.



TDP-43 ¢ una proteina legante ’RNA/DNA ed ¢ coinvolta in vari processi cellulari,
quali la trascrizione, lo splicing, la maturazione e il trasporto del’RNA e la
formazione di granuli. La localizzazione di TDP-43 ¢ prevalentemente nucleare,
sebbene in piccola parte possa trovarsi anche nel citoplasma. L.’aumento dei livelli
di questa molecola nel citoplasma, associato alla riduzione della concentrazione nel

nucleo, ¢ proprio un indicatore della patologia'?.

Gli aggregati proteici, o piu semplicemente i loro precursori oligomerici, disturbano

la normale omeostasi proteica e inducono stress cellulare.

Numerose proteine leganti ’RNA sono coinvolte nella patogenesi della SLA. Le
principali, in questo senso, sono TDP-43 e FUS; ci sono poi altre proteine meno
conosciute, come 1’angiogenina (ANG), la senataxin (STX), la matrin-3 (MATR3),

oppure diverse ribonucleoproteine (come Al e A2B1)".

In normali condizioni, queste proteine sono allocate soprattutto nel nucleo, dove
hanno importanti funzioni nella trascrizione, nello splicing, nel metabolismo
dell’RNA non codificante e nella biogenesi del micro-RNA. Di conseguenza, una
riduzione dei livelli di queste proteine nel nucleo puo portare a grossi problemi per
quanto concerne la qualita del trascrittoma. Allo stesso modo, anche la
traslocazione nel citoplasma di questi aggregati puod portare a effetti tossici nella

cellula.

Numerosi aspetti patologici della SLA sono da ricondurre all’importanza
dell’integrita del citoscheletro e del normale funzionamento del trasporto
assonale'*: mutazioni nella profilina-1 (PFN1) e nella tubulina alpha-4A
(TUBAA4A) solo raramente causano la SLA, ma quando accade si ¢ visto che

destabilizzano il network della tubulina e causano deficit nel trasporto assonale.

Mutazioni nell’estremita C-terminale della Kinesina-1, codificato dalla isoforma
5A della catena pesante della kinesina (KIF5A), potrebbero invece danneggiare il

trasporto anterogrado delle proteine cargo lungo i microtubuli!>!®,

Il complesso della dinactina ¢ un importante attivatore della dineina che stabilizza
il legame delle proteine cargo e modula la funzione motoria. Anche in questo caso,

mutazioni puntiformi che colpiscono il gene che codifica per la subunita del



complesso della dinactina (dinactinal) possono portare a SLA o FTD

(frontotemporal dementia).

Trattare la SLA come singola patologia ¢ un approccio quasi certamente sbagliato:
¢ molto piu probabile invece che SLA e FTD rappresentino gli estremi opposti di
un’unica patologia. Questo deriva dal possibile accumulo intracellulare (in
entrambi 1 casi) della proteina TDP-43, nonché dalla comune espansione di un

esanucleotide caratteristico all’interno del gene C9orf72!7.
3.1.4 Anatomia patologica
Aspetti macroscopici

Nella maggioranza dei pazienti affetti da SLA non si riscontrano anormalita
macroscopiche a livello cerebrale. Il midollo spinale spesso va incontro ad atrofia
nelle radici nervose anteriori. In alcuni rari casi si riscontra anche atrofia del giro
precentrale!®. Nei pazienti con demenza, potrebbe essere presente atrofia della
corteccia frontale e/o temporale; per quanto riguarda 1’atrofia, essa potrebbe essere

pit importante nel cervello dei pazienti con overlap SLA-FTD!$2!,
Aspetti microscopici

I principali cambiamenti consistono nella perdita neuronale e assonale. Si osserva
infatti la perdita di assoni mielinizzati nelle colonne anteriori e laterali del midollo
spinale, nonché una diminuzione delle dimensioni del corno anteriore del midollo
spinale, particolarmente evidente con la colorazione luxol fast blue che permette di

evidenziare le macchie di mielina!$22,

C’¢ degenerazione e perdita dei grandi motoneuroni del corno anteriore del midollo
spinale, dei nuclei motori inferiori del tronco encefalico, cosi come delle cellule di
Betz nella corteccia motoria (ben visibile con colorazioni standard quale
I’ematossilina ed eosina)!®?*-2>. Gli studi morfometrici del corno anteriore del
midollo spinale evidenziano una globale riduzione delle dimensioni dei neuroni nel
corno anteriore, non solo dei piu grandi motoneuroni a?®. C’¢ evidenza di riduzione
delle dimensioni del neurone, cosi come perdita e atrofia delle fibre nervose. Altri

aspetti da menzionare della SLA includono sia vacuolizzazione (grandi spazi vuoti



a fianco dei neuroni) che spongiosi (piccoli spazi vuoti che portano a formare una

trama simile a quella di una spugna).

I corpi di Bunina sono piccole inclusioni eosinofiliche intracellulari (le cui
dimensioni oscillano tra 1 3 e 1 6 micron) di forma rotondeggiante/ovale, presenti
nei motoneuroni del midollo spinale e nel tronco encefalico dei pazienti con SLA,
siano essi affetti da una forma familiare o sporadica. Sono ben visibili con
ematossilina ed eosina?’-?8, Tali inclusi sono piu frequentemente localizzati nel
citoplasma dei motoneuroni, anche se occasionalmente potrebbero essere rinvenuti
a livello dei dendriti?®. Il loro numero per ciascun neurone &€ molto variabile, inoltre
potrebbero spesso organizzarsi in catene e clusters. I corpi di Bunina sono stati
riscontrati raramente nelle cellule di Betz, nei neuroni dei nuclei oculomotori e nei
nuclei di Onuf3*32, A livello immunoistochimico, i corpi di Bunina dimostrano
positivita per la cistatina C, per la transferrina e con la peripherina®3-* hanno una
parziale colocalizzazione. Sono tuttavia negativi per molte proteine comunemente
associate con la neurodegenerazione, come ad esempio tau, a e [ tubulina,
sinaptofisina, proteine precursori dell’amiloide, proteina gliale fibrillare acida, o

sinucleina e p623333-37, E tuttora controverso pero se i corpi di Bunina siano positivi

per I’ubiquitina oppure no*®. 1l loro significato biologico & sconosciuto.

Figura 3%. Riscontro di corpi di Bunina in paziente con SLA.
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La complessita delle cellule gliali ¢ tale che recenti studi hanno dimostrato il loro
ruolo cruciale nella neurodegenerazione tipica della SLA%. L’astrogliosi reattiva
circonda i motoneuroni degenerati sia nei pazienti con SLA che nei modelli animali
sperimentali*'3,  Gli astrociti reattivi, invece, mostrano un’aumentata
immunoreattivita per il GFAP e per la proteina legante il calcio S100p ed esprimono
markers infiammatori come COX-2, I’ossido nitrico sintetasi inducibile (iNOS) e
anche NOS neuronale. Un aumento degli astrociti GFAP-immunoreattivi ¢
particolarmente evidente nella materia grigia del corno anteriore del midollo
spinale, dove normalmente gli astrociti esprimono GFAP a bassi livelli. Le
inclusioni citoplasmatiche ialine e 1 markers dello stress ossidativo e nitrativo

accompagnano I’evoluzione patologica astrocitaria**3.

L’attivazione della microglia ¢ un aspetto critico della neuropatologia della glia. E
stato correlato, nella SLA, alla degenerazione dei motoneuroni superiori*®. La
microglia attivata, in risposta al distress neuronale, rilascia varie citochine pro-
inflammatorie, portando a un alto grado di inflammazione nel cervello dei pazienti
con SLA. La microglia rilascia anche specie reattive dell’ossigeno come il
superossido e 1’ossido nitrico, cosi come chemochine e fattori neurotrofici®’.
Sembra che la neuroinfiammazione sia un’arma a doppio taglio: in parte protegge

dalla neurodegenerazione e in parte la guida.

3.1.5 Ciriteri diagnostici

Sostanzialmente, non esiste un vero e proprio test per fare diagnosi di SLA. Percio,
la diagnosi ¢ principalmente clinica con il supporto dell’elettroneuromiografia,
mentre altre indagini vengono eventualmente effettuate per escludere tutte quelle

patologie che mimano la SLA a livello sintomatologico.

I criteri diagnostici, detti di “El Escorial”, sono stati ideati nel 1994 per
standardizzare 1’arruolamento dei pazienti nei trial clinici*®. Globalmente, vennero
definiti quattro livelli di diagnosi: definitiva, probabile, possibile, sospetta. Essi
dipendono dalla disseminazione del danno sia a livello dei motoneuroni centrali che
periferici, in quattro specifiche regioni anatomiche: area bulbare, cervicale, toracica

e lombare. Il problema di questi criteri risiedeva nel fatto che erano considerati
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troppo stringenti, sicché vennero revisionati nel 2000 in modo da aumentare la
sensibilita diagnostica. Venne percid aggiunta [’analisi elettrofisiologica con
I’introduzione anche di una nuova categoria, ossia quella della “laboratory-
supported probable ALS”*°. Con questa modifica i criteri vennero denominati di
“Airlie House”, i quali avevano si una buona specificita ma avevano anche in questo
caso una sensibilita discutibile, specialmente nelle fasi precoci della patologia. Ne
risultd pertanto un forte ritardo diagnostico con limitazione del recruitment dei

pazienti per i trial clinici®,

Nel 2006, una commissione di esperti in neurofisiologia pubblico dei nuovi criteri
diagnostici (detti di Awaji-shima), 1 quali raccomandavano di usare 1 dati
elettrofisiologici per porre la diagnosi di SLA3!. Questi nuovi criteri diedero ai test
elettrodiagnostici lo stesso peso delle alterazioni cliniche per la diagnosi di danno
dei motoneuroni inferiori, al punto che la categoria “laboratory-supported probable
ALS” scomparve. Molti studi hanno illustrato la migliore sensibilita dei criteri di
Awaji-shima rispetto alla revisione dei criteri di El Escorial, specialmente per

quanto riguarda la SLA a manifestazione bulbare>2-4,
I criteri di El Escorial prevedono:
Presenza di:

- Degenerazione dei motoneuroni inferiori rilevati all’esame
obiettivo, esami elettrofisiologici e neuropatologici.

- Degenerazione dei motoneuroni superiori rilevati all’esame
obiettivo.

- Progressiva diffusione di segni o sintomi all’interno di una regione
anatomica o ad altre regioni, determinata all’anamnesi o all’esame

obiettivo.
Assenza di:

- Evidenza elettrofisiologica o anatomopatologica di altri processi
patologici che potrebbero spiegare 1 segni di degenerazione di

motoneuroni superiori e/o inferiori.
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- Altri processi patologici documentati da tecniche di neuroimaging

che potrebbero spiegare i segni clinici ed elettromiografici osservati.

Segni di sofferernza del primo MN  Segni di sofferenza del secondo MN

Ipertono spastico Atrofia muscolare
Perdita di destrezza muscolare Debolezza muscolare
Sindrome pseudobulbare Fascicolazioni

Riflessi alterati

Segno di Babinski e di Hoffmann

Tabella 1. Segni di coinvolgimento dei motoneuroni superiori e inferiori rilevabili per

porre diagnosi di SLA.

La diagnosi clinica di SLA puo essere categorizzata in vari livelli di certezza in
base alla presenza di segni di coinvolgimento dei motoneuroni superiori e inferiori
in una o piu regioni anatomiche all’esame obiettivo. La classificazione prevede una
divisione del sistema motorio in quattro regioni anatomiche all’esame obiettivo. La
classificazione prevede una divisione del sistema motorio in quattro regioni

anatomiche: regione bulbare, cervicale, toracica, lombosacrale.

I motoneuroni inferiori che afferiscono alla regione bulbare sono i motoneuroni
craniali del bulbo, mentre alle regioni cervicale, toracica e lombosacrale afferiscono

i motoneuroni delle corna anteriori del midollo spinale.
Seguendo tali criteri clinici si puo classificare la diagnosi di SLA in>>:

- Clinicamente possibile — presenza di segni clinici di

compromissione del I e II motoneurone in un solo distretto corporeo
oppure segni del II motoneurone in due o piu regioni, oppure segni
clinici di compromissione del 1 e II motoneurone in due distretti
corporei senza segni del I motoneurone posti all’estremita cefalica

rispetto a quelli del I1;

- Clinicamente probabile, con supporto di laboratorio — presenza di
segni di compromissione del I motoneurone in uno o piu distretti

corporei e evidenza EMG di coinvolgimento del secondo
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motoneurone in almeno due regioni, con 1’esclusione di altre cause
tramite indagini di imaging e protocolli clinici di laboratorio;

- Clinicamente probabile — segni clinici di compromissione del I e 11

motoneurone in almeno due distretti corporei e segni del I

motoneurone posti all’estremita cefalica rispetto a quelli del II;

- Clinicamente definita — segni clinici di compromissione del I e II

motoneurone in tre regioni.

L’elettroneuromiografia ¢ un importante aiuto per la diagnosi di SLA. Permette di
dimostrare la presenza di degenerazione a livello dei motoneuroni inferiori nei
soggetti clinicamente affetti, ma supporta anche la disseminazione del disordine
nelle aree clinicamente libere da malattia. Nei pazienti con sintomi dovuti al
coinvolgimento dei soli motoneuroni superiori, I’elettroneuromiografia puo essere
d’aiuto per scovare dei danni anche ai motoneuroni inferiori. Per poter parlare di
degenerazione dei motoneuroni inferiori nei muscoli, questa deve essere sia attiva
(fibrillazioni potenziali, onde acute positive, FPs) che cronica (potenziale di unita

motoria neurogenica o recruitment neurogenico)>’.

Figura 4°. Illustrazione schematica di una elettromiografia.

L’esame tramite ago permette di analizzare fibre muscolari, in modo da registrare
anomalie di attivita a riposo che corrispondono alla separazione funzionale tra le

fibre muscolari e i loro motoneuroni. Il tempo speso per cercare le fibrillazioni
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potenziali, onde acute positive e specialmente i1 potenziali di fascicolazione
impattano direttamente sulla sensibilita della registrazione®’. 1 potenziali di
fascicolazione possono essere riscontrati anche in altre patologie cosi come anche
in persone sane. Tuttavia, in un possibile quadro clinico, potrebbero rappresentare
un importante elemento diagnostico. Cosi, numerosi autori hanno provato a
differenziare i potenziali di fascicolazione benigni da quelli patologici della SLA:
durante la SLA, le FP sono di solito di morfologia complessa con quattro o piu fasi,
aumento di durata e ampiezza. Le FPs sono spesso instabili con un aumento del
nervosismo del paziente®'. Mills non rilevo alcuna differenza nella morfologia delle
FPs per distinguere la SLA da una condizione benigna, tuttavia notd una maggiore
frequenza e un maggior numero di doppie FPs nel caso di una patologia

degenerativa dei motoneuroni®.

Sono stati effettuati altri approcci rispetto alla valutazione con ago per individuare
delle FPs, come per esempio tramite elettrodi di superficie o ultrasuoni che
combinano i vantaggi di un metodo non invasivo insieme al fatto di poter allargare

la superficie di analisi®*°,

L’analisi dei potenziali di unita motoria e il loro pattern di recruitment ¢ la seconda
fase dell’esaminazione con ago. Le anormalita che vengono registrate dipendono
dalla denervazione e dai processi di reinnervazione compensatoria. La morte dei
motoneuroni porta alla reinnervazione delle fibre motorie orfane da parte di unita
motorie sane con, come conseguenza, MUP rimodellate le cui dimensioni, durata e

numero di fasi saranno aumentati!.

Il danno dei motoneuroni inferiori viene mantenuto nelle regioni cervicali e lombari
quando il pattern neurogenico attivo e cronico ¢ presente in due muscoli di
differente innervazione radicolare e trunculare. Nell’area bulbare e toracica, €
necessario che sia coinvolto almeno un muscolo. Questo implica un’analisi attenta
delle quattro regioni anatomiche. Sfortunatamente, i muscoli bulbari (stiloglosso,
genioglosso, sternocleidomastoideo) e toracici (paraspinale, retto addominale) sono
troppo spesso dimenticati, quando potrebbero essere invece di grande valore per

mettere in relazione il coinvolgimento dei motoneuroni inferiori con la SLA®2.

Le conduzioni nervose motorie devono essere sistematicamente registrate in modo

da confermare la diagnosi di SLA ma anche per poter escludere gli altri disturbi
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motori: in questo senso, 1’esplorazione deve essere estesa oltre 1 territori
clinicamente colpiti. Classicamente, gli studi sulla velocita di conduzione motoria
sono inalterati nella SLA ad eccezione dei potenziali d’azione motoria composti
(CMAP), la cui ampiezza pud diminuire in base all’amiotrofia legata alla

degenerazione dei motoneuroni inferiori.

Le anomalie della conduzione nervosa sensoriale non sono rare nella SLA,
indipendentemente dalla neuropatia associata®’: nei pazienti con SODI1 ereditaria,
ad esempio, si possono riscontrare disturbi sensoriali®. Pertanto, la diagnosi
complessiva di SLA non deve essere confutata sulla base delle sole anomalie dello
studio della conduzione nervosa sensoriale, in particolare se limitate a una lieve
diminuzione delle ampiezze del potenziale d’azione del nervo sensoriale negli arti
inferiori, con sintomi sensoriali clinici assenti o limitati e la cui stabilita relativa

contrasta con la progressione del coinvolgimento motorio.

Altri strumenti elettrodiagnostici come I’EMG a fibra singola, macro-EMG o
MUNIX sono proposti per la comprensione della fisiopatologia e il conteggio delle

unitd motorie piu che per la diagnosi®>%°.

3.1.6 Studi di neuroimaging

MRI

Recenti applicazioni della MRI nella SLA si sono focalizzate sia nell’analisi dei
cambiamenti strutturali delle sequenze T1-pesate valutate mediante approcci di
analisi automatica sia, in una moltitudine di studi, sull’analisi dei cambiamenti delle

connessioni neuronali (microstrutturali).

La maggior parte dei recenti studi basati sulla risonanza magnetica nella SLA ha
utilizzato la risonanza magnetica per diffusione, in particolare ’imaging del tensore
di diffusione (DTI), che ¢ stato ampiamente studiato per dedurre alterazioni

microstrutturali all’interno del cervello e del midollo spinale®’.

Nella valutazione dell’anatomia patologica, oltre al principale riscontro di ridotta
anisotropia frazionaria e aumento della diffusivita media del tratto corticospinale
(associato a una maggiore gravita della malattia e a un piu rapido tasso di

progressione), altre aree extramotorie e integrative sono state affrontate mediante
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imaging pesato in diffusione (DWI)%. In un recente studio trattografico di MRI, ¢
stato possibile dimostrare che le alterazioni diffuse della diffusivita nelle
parcellazioni talamiche motorie ed extramotorie erano rilevabili al basale, mentre
il declino nel tempo ha influenzato selettivamente le sottoregioni talamiche

associate alla connettivita del lobo frontale e temporale®.

I risultati di una metanalisi di studi DTI trasversali e longitudinali nella SLA hanno
supportato il modello della progressione della malattia assonale cortico-efferente e
hanno fornito ulteriori prove per I’approccio basato sul DTI allo schema di

stadiazione proposto della SLA, con diffusioni associate di inclusioni TDP-4370,

Per quanto riguarda i nuovi approcci tecnici del DTI alla SLA, sono stati sviluppati
nuovi modelli come la dispersione dell’orientamento dei neuriti e I’imaging della
densita®”, con D’obiettivo di separare la densitd dei neuriti dalla dispersione
dell’orientamento, e questa tecnica ha dimostrato una significativa riduzione
dell’indice di densita dei neuriti nella CSTs e del corpo calloso nella SLA,
suggerendo la perdita di densitd assonale in queste vie, insieme alla riduzione
dell’indice di dispersione dell’orientamento all’interno del giro precentrale’'. La
combinazione multiparametrica di diverse tecniche di risonanza magnetica ¢ stata
utilizzata in un numero crescente di studi ed ¢ della massima importanza per il

settore.

Un buon esempio ¢ la spettroscopia del tensore di diffusione (DTS) che combina la
specificita compartimentale della spettroscopia RM con la sensibilita
microstruttuale del DTI e consente di valutare le proprieta della microstruttura
tissutale specifica della cellula sondando la diffusione dei metaboliti cerebrali

intracellulari.

Questa integrazione multiparametrica delle tecniche MRI, in aggiunta agli studi
multimodali con PET"?, sara un elemento importante delle direzioni future della
MRI nella SLA. La stratificazione dei sottotipi di SLA progredira sostanzialmente
mediante I’imaging di pazienti affetti da SLA con specifiche mutazioni genetiche
sottostanti. Questo approccio ¢ stato recentemente dimostrato sia in pazienti con
mutazioni di espansione nel gene CO9orf72 (che hanno mostrato una diffusa
riduzione dell’integrita della sostanza bianca in uno studio DTI’? basato sull’intero

cervello) sia in pazienti con SLA correlata a malfunzionamento dell’enzima
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superossido dismutasi (SOD1), i quali hanno dimostrato alterazioni frazionali

dell’anisotropia tra i controlli e la forma sporadica di SLA4.
PET

Sono stati compiuti sforzi utilizzando la PET per generare classificazioni piu
moderne e basate sulla biologia della SLA e dei suoi sottotipi. La PET ¢ una tecnica
di imaging in vivo non invasiva che fornisce dati funzionali in grado di svelare
piccoli cambiamenti a livello molecolare, esplorando i dati sia grazie ad analisi
regionali che di network. Proprio per questo, I’imaging nella SLA ¢ stato basato su
radiotraccianti PET mirati al metabolismo dei neuroni, microglia e astrociti, densita

di recettori e proteine, nonché stress ossidativo.
PET mediante [18F]FDG

Fin dalle prime indagini eseguite tramite PET, la maggior parte degli studi di
neuroimaging ¢ stata eseguita con il 18-fluorodesossiglucosio, principalmente a
seguito dell’ampia disponibilita e del costo relativamente basso di questo
radiotracciante. Il crescente interesse nel determinare il modello di distribuzione del
metabolismo cerebrale nella SLA e nei suoi sottotipi clinici ha portato a due studi
in cui, per la prima volta, sono state reclutate ampie coorti di pazienti affetti da
SLA7576, T risultati di queste indagini convergono nel descrivere un pattern di
distribuzione costituito da un significativo ipometabolismo nelle regioni
prefrontale, frontale, precentrale e postcentrale (bilateralmente), associato a un
significativo ipermetabolismo nelle regioni posteriori della corteccia occipitale e
medio-temporale, cervelletto, mesencefalo e tratto corticospinale. Questa scoperta
molto particolare, atipica per gli studi funzionali che indagano sulle patologie
neurodegenerative, pud essere considerata la firma metabolica piu specifica della
SLA. La ridotta densita neuronale nelle cellule piramidali nella corteccia motoria e
nelle loro proiezioni al midollo spinale provoca una diffusa attivazione reattiva
della microglia e astrocitosi. Tale proliferazione di astrociti sembra essere il
principale  determinante  dell’assorbimento di  glucosio dai  capillari
intraparenchimali e si traduce, a sua volta, in un aumento relativo del segnale
correlato al [18F]FDG nei pazienti affetti da SLA rispetto ai controlli’®. Nello
studio di Van Weehaeghe et al.”’, I’ipometabolismo frontale era predittivo di una

minore sopravvivenza, il che indica questo dato come un potenziale fattore di
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rischio per una rapida progressione della malattia. Quest’ultima variabile ¢ stata
anche indagata in uno studio in cui la diminuzione del metabolismo del glucosio in
10 pazienti affetti da SLA era inversamente correlata alla durata dei sintomi

clinici’®.

La FDG-PET ¢ stata utilizzata anche per evidenziare le differenze metaboliche tra
SLA e sindromi di Parkinson positive, raggiungendo un’accuratezza fino al 90%
per i diversi metodi statistici implementati. Tuttavia, quando ci si concentra sul suo
valore nel discriminare 1 pazienti affetti da SLA con esordio spinale e bulbare, non

sono state riscontrate differenze statisticamente significative”.

Il valore attuale del [18F]FDG PET in ambito clinico ¢ stato attentamente valutato
da un gruppo di esperti nel campo della medicina nucleare e della neurologia®.
Hanno analizzato le piu rilevanti indagini [18F]FDG mediante il modello
Population, Intervention, Comparison, Outcome (PICO) valutando il valore
incrementale fornito rispetto alle informazioni risultanti dai test clinici eseguiti di
routine®’, concludendo che il [18F]FDG PET offre buone prove a supporto della
diagnosi di SLA. Anche se 1’uso della [18F]FDG PET in ambito SLA non ¢ ancora
giustificato come indagine di routine, potrebbe comunque rappresentare un
potenziale biomarcatore utile nella valutazione trasversale e longitudinale della

diffusione delle lesioni.
3.1.7 Biopsia muscolare e nervosa

Quando la clinica e le analisi elettrofisiologiche o laboratoristiche hanno esiti atipici
per la SLA, per escludere una sindrome mimica come la miosite a corpi inclusi puo
essere utile 1’esecuzione di una biopsia. Questa ¢ di particolare utilita nel caso in
cui ci sia la necessita di dimostrare una disfunzione dei motoneuroni inferiori in una
regione corporea, quando 1 segni clinici o elettrofisiologici non sono presenti o

dubbi®!.
3.1.8 Esami di laboratorio
Esistono alcuni test laboratoristici che potrebbero risultare alterati nella SLA:

¢ Enzimi muscolari (CK, ALT, AST, LDH)

e (Creatinina sierica, dovuta alla perdita di massa muscolare scheletrica
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e Ipocloremia e aumento dei bicarbonati (dovuti a una compromissione
respiratoria avanzata)

e Livelli aumentati di proteine nel liquido cerebro-spinale (raramente sopra i

100 mg/dL)

Al fine di escludere inoltre una sindrome mimica di SLA vanno indagati anche:

Autoanticorpi, per patologie autoimmuni come la miastenia gravis

e Dosaggi ormonali, per ipertiroidismo o iperparatiroidismo

Indici infiammatori e di infezione (come HIV, HTLV-1, malattia di Lyme,

malattia di Creutzfeldt-Jacob, sifilide)

Livelli ematici e urinari di piombo/mercurio, per intossicazione da metalli

pesanti

Deficit di esosaminidasi A/B, che sono deficit ereditari enzimatici ®'.
3.1.9 Analisi del liquido spinale

Nell’iter diagnostico della SLA ¢& compresa anche [D’analisi del liquor
cerebrospinale. Il principale scopo ¢ quello di analizzare la permeabilita della
barriera ematoencefalica, che risulta alterata nel 46% dei pazienti. Dall’analisi del
CSF si possono supporre 1 meccanismi fisiopatologici alla base della patologia,
inoltre cid permette anche una eventuale diagnosi precoce presintomatica, cosi
come un’eventuale nuova strategia terapeutica. [ marker ricercati sono di vario tipo:
marker di disfunzione della barriera ematoencefalica, oppure di degenerazione
neuroassonale, stress ossidativo, alterata neurotrasmissione, fattori neurotrofici
alterati, marcatori di inflammazione e autoimmunita, marker di attivazione della

glia®.

In linea con il ruolo sempre piu riconosciuto degli astrociti e della microglia nella
fisiopatologia della SLA®, ¢ stato anche sostenuto che la tossicita del CSF possieda
una componente cellulare non autonoma. Risultati suggestivi sono emersi gia nel
1987, quando esperimenti in vitro hanno dimostrato che I’esposizione a CSF di
pazienti con SLA innescava un aumento delle cellule GFAP positive, coerente con

la proliferazione degli astrociti®*.
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La causa dell’astrogliosi non ¢ chiara, sebbene ulteriori risultati abbiano dimostrato
che potrebbe derivare dalla stimolazione di mGluRs in risposta all’esposizione a
SLA-CSF, come suggerito dall’effetto antiproliferativo dell’antagonista del gruppo
I mGluR, ossia I’acido 1-aminoindan-1,5-dicarbossilico (AIDA)%’. A complemento
delle osservazioni in vitro, ¢ stato anche scoperto che I’ALS-CSF promuove una

maggiore immunoreattivitd del GFAP quando iniettato nei ratti®®.
3.1.10 Neurofilamenti

I neurofilamenti sono filamenti intermedi di 10 nm presenti a livello neuronale,
composti da tre differenti catene: catena leggera (NfL), catena media (NfM) e
catena pesante (NfH)%’. Tra le principali funzioni, forniscono supporto strutturale

ai neuroni determinando il calibro degli assoni e la velocita di conduzione®.

E gia noto da pitl di due decenni che i livelli di NF sono circa 5-10 volte piu alti nei
pazienti affetti da SLA rispetto ai controlli sani . Numerosi studi da allora hanno
anche dimostrato che i livelli di NF sono aumentati nei pazienti con SLA non solo
nel liquido cerebrospinale, ma anche nel siero o nel plasma®®. Nonostante ci sia un
notevole aumento di NF in alcuni dei disturbi che mimano la SLA, I’accuratezza
diagnostica per identificare la patologia & ancora buona. E importante sottolineare
che I’aumento di NF ¢ gia misurabile all’inizio del decorso della malattia®—%; uno
studio recente ha anche dimostrato che 1 livelli di NfL aumentano gia diversi mesi

prima dell’insorgenza dei sintomi nei portatori della mutazione SOD1%4,

I neurofilamenti sono elevati nei pazienti con SLA sporadica e familiare, anche se
i valori sono leggermente inferiori nei casi con mutazione di SOD1 e leggermente

superiori nei pazienti positivi per la mutazione C9orf72%-%,

Figura 5. Neurofilamenti al microscopio®’.
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3.1.11 Chitinasi

Le chitinasi sono degli enzimi appartenenti alla famiglia delle 18 glicosil idrolasi
(GH18) e sono caratterizzate dalla capacita di scindere la chitina, un polisaccaride
naturale che si trova nel rivestimento di vari agenti patogeni. La famiglia GH18 ¢
espressa in modo ubiquitario in un’ampia gamma di organismi, dai batteri all’'uomo;
la conservazione evolutiva in quest’ultimo ¢ particolarmente interessante, data la
mancanza di chitina endogena. Le chitinasi dei mammiferi includono le chitinasi
enzimaticamente attive chitotriosidasi (CHIT1) e la chitinasi acida dei mammiferi
(AMCase) che possono degradare la chitina, e le chitinasi (CLs) chitinasi 3-like 1
e like-2 (CHI3L1, CHI3L2)%°. Nonostante siano in grado di legare la chitina con
elevata affinita, le CL non possiedono attivita chitinolitica, a causa dell’assenza del

sito catalitico.

Oltre al loro evidente ruolo nel contesto dell’immunita innata, le chitinasi
partecipano anche alla risposta adattativa TH2, nel rimodellamento e riparazione

dei tessuti e, di piu recente scoperta, nell’oligodendrogenesi!?-192,

Varghese et al.!® furono i primi a segnalare le chitinasi nel contesto della SLA:
grazie all’utilizzo della spettrometria di massa quantitativa e la convalida basata su
ELISA in una coorte indipendente, riuscirono a dimostrare che i livelli di CSF di
CHIT1, CHI3L1 e CHI3L2 erano significativamente elevati nei pazienti affetti da
SLA rispetto ai controlli sani. Thompson et al., successivamente, studiarono tutte e
tre queste chitinasi, riferendo livelli di queste significativamente piu alti nel liquido
cerebrospinale dei pazienti affetti da SLA rispetto ai controlli sani. Sebbene tutte e
tre le isoforme fossero adeguate nel distinguere la patologia da quelle che la
mimano e dai controlli, i neurofilamenti (catena pesante fosforilata (pNth) e catena

leggera (NfL)) si rivelarono tuttavia piu affidabili'®,
3.1.12 Genetica

E bene ricordare che esistono forme “mendeliane” di SLA in cui applicare le
classiche regole di ereditarieta, pertanto in questa circostanza diversi parenti di
primo e secondo grado sono potenzialmente affetti dalla malattia. Il tasso di questa
forma di patologia ¢ intorno al 5% (la maggioranza dei pazienti, di conseguenza,

non rientra in questa categoria)'%. Numerosi studi svolti sui gemelli hanno tuttavia
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dimostrato che la genetica, in senso lato, spiega circa il 61% dei pazienti affetti da

una forma di SLA.

Andando ad analizzare le frequenze delle 4 mutazioni pit comuni nella SLA
(C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS) si possono fare importanti osservazioni.
Innanzitutto, le coorti di SLA asiatiche ed europee mostrano un background
genetico divergente: la mutazione piu comune nei pazienti europei, sia sporadica
che familiare, ¢ I’espansione ripetuta C9orf72, mentre in Asia prevalgono le

mutazioni di SOD1106:107,

Oltre al tipo di popolazione (asiatico vs europeo), il tipo di coorte (popolazione
generale vs popolazione ospedaliera) ¢ un forte determinante delle frequenze di
mutazione. Ci0 suggerisce che le coorti basate sulla popolazione generale
forniscono stime meno distorte rispetto alle coorti ospedaliere, poiché quest’ultime

sono tipicamente caratterizzate da pazienti piu giovani.

3.1.13 Presentazione clinica

Il segno distintivo della SLA ¢ la progressiva debolezza muscolare, accompagnata

da atrofia muscolare, fascicolazioni, crampi muscolari e lentezza dei movimenti.

L’insorgenza della debolezza muscolare nella SLA ¢ solitamente focale e
tipicamente si diffonde alle regioni corporee adiacenti. Questo modello ¢
compatibile con la diffusione della patologia all’interno del sistema motorio, con la
propagazione neuroanatomica all’interno dei segmenti del midollo spinale e della
corteccia motoria'®®, La malattia di solito si presenta con debolezza muscolare
distale unilaterale e atrofia dei muscoli degli arti superiori o inferiori (SLA spinale,
circa in 2/3 dei pazienti) o dei muscoli bulbari (SLA bulbare, in 1/3 dei pazienti).
L’esordio dell’arto superiore € piti comunemente rivolto alla mano dominante!?’,
con i muscoli dell’eminenza tenar piu colpiti rispetto ai muscoli ipotenar (in questo
caso si parla di sindrome della mano divisa''?), con coinvolgimento precoce del

primo muscolo interosseo e gli estensori delle dita sono piu colpiti rispetto ai

flessori delle dita'!!. Nell’arto inferiore il muscolo tibiale anteriore ¢ tipicamente
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colpito prima rispetto al muscolo gastrocnemio, mentre i muscoli posteriori della

coscia sono colpiti prima del muscolo quadricipite!!2.

La SLA ad esordio bulbare si presenta pit comunemente con disartria o disfagia,
meno comunemente con disfonia o ridotta chiusura della bocca o problemi di
masticazione. Debolezza muscolare assiale con testa abbassata e problemi di
postura sono comuni negli stadi avanzati della malattia, ma raramente possono
essere il primo sintomo di presentazione. In circa 1/3 dei pazienti, possono
comparire attacchi di risate o pianti incontrollati (indicati come sindrome

pseudobulbare)!!3.

In alcuni pazienti, la debolezza muscolare ¢ preceduta da un periodo in cui si notano

fascicolazioni, crampi muscolari o lieve calo ponderale.

All’esame neurologico, nei pazienti con SLA classica si trova una combinazione di
segni di coinvolgimento dei motoneuroni superiori e inferiori. I segni del
coinvolgimento dei LMN includono debolezza muscolare, atrofia, fascicolazioni e
riduzione del tono muscolare. I segni di coinvolgimento del’UMN includono
invece iperriflessia (o riflessi trattenuti nei muscoli atrofici), aumento del tono
muscolare (specialmente nei flessori degli arti superiori e negli estensori degli arti

inferiori) e lentezza dei movimenti (ad esempio il movimento della lingua).

Sebbene la maggior parte dei pazienti possa essere etichettata come avente un
classico fenotipo di SLA con esordio spinale o bulbare, ¢ sempre piu riconosciuto
che la SLA ¢ clinicamente una sindrome eterogenea con manifestazioni motorie ed
extramotorie distinte. Esiste una notevole eterogeneitd all’interno delle
manifestazioni motorie della malattia stessa e le manifestazioni motorie possono
essere accompagnate da gradi variabili di coinvolgimento frontotemporale. Ci0 si

traduce in diverse presentazioni fenotipiche della malattia.

Sebbene non ci siano criteri clinici ampiamente accettati per le diverse forme di

SLA, vi & una crescente necessita di un nuovo sistema di classificazione che utilizzi

termini universalmente accettati per spiegare 1’eterogeneita della patologia''4.



24
Fenotipi della sclerosi laterale amiotrofica

Esistono molti diversi fenotipi motori di SLA e sono principalmente classificati in
base al coinvolgimento relativo di UMN rispetto a LMN e alla distribuzione
regionale del coinvolgimento. E importante riconoscere i diversi fenotipi motori,
poiché I’aspettativa di vita varia considerevolmente tra i sottotipi di SLA. Inoltre,
possono essere presenti gradi variabili di compromissione cognitiva €

comportamentale.
Sottotipi di SLA basati sul coinvolgimento relativo di UMN rispetto a LMN

Nella SLA classica, segni di perdita combinata di UMN e LMN sono presenti in
una o piu regioni corporee e la maggior parte dei pazienti che presentano una

malattia del motoneurone puo essere etichettata come SLA classica.

La sclerosi laterale primaria (PLS) ¢ caratterizzata da spasticita progressiva e
rallentamento dei movimenti con segni di UMN isolati all’esame clinico. Non
dovrebbero esserci atrofia muscolare o fascicolazioni visibili e nessun segno di
denervazione all’elettromiografia (EMG) a 4 anni dall’insorgenza dei sintomi!!>,
Piu comunemente, 1 sintomi iniziano simmetricamente negli arti inferiori ma
possono anche iniziare nella regione bulbare. In termini di prevalenza, questa forma
rappresenta il 3-5% di tutte le malattie dei motoneuroni. La PLS puo evolvere in

SLA, in genere entro 3-4 anni dall’insorgenza della malattia, con una sopravvivenza

mediana dei pazienti superiore a 20 anni.

I pazienti con SLA a predominanza UMN mostrano alcune caratteristiche del
coinvolgimento LMN ma molto meno pronunciate rispetto alle caratteristiche
UMN. Hanno una sopravvivenza piu breve rispetto alla PLS, ma una progressione

della malattia piu lenta rispetto alla SLA classica.

I pazienti con SLA predominante nei motoneuroni inferiori hanno segni UMN
molto limitati e possono avere diversi tassi di progressione. L’atrofia muscolare
progressiva ¢ caratterizzata da segni LMN isolati progressivi senza evidenza clinica
di disfunzione UMN, sebbene fino al 30% dei pazienti con atrofia muscolare

progressiva sviluppera segni UMN durante il follow-up.
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Sottotipi di malattia del motoneurone basati sulla distribuzione regionale del

coinvolgimento

e La forma bulbare di SLA ¢ particolarmente aggressiva, essendo
caratterizzata da un rapido declino e una sopravvivenza la cui mediana ¢ di
due anni dall’insorgenza dei sintomi. Le disfunzioni dei motoneuroni
bulbari portano a una disartria spastica, che ¢ caratterizzata da un eloquio
lento, laborioso e distorto. La disfunzione bulbare dei motoneuroni inferiori
¢ caratterizzata da atrofia della lingua e fascicolazioni, accompagnata da
disartria flaccida e disfagia. Nonostante solo circa il 30% dei pazienti
presenti sintomi bulbari, la maggioranza di essi alla fine soffre di difficolta
di deglutizione e di parola.

e La paralisi pseudobulbare ¢ caratterizzata da espressioni facciali assenti
(viso inespressivo), disartria spastica e difficolta nella masticazione,
disfagia e protrusione della lingua dovuta alla spasticita ma nessuna
fascicolazione o atrofia della lingua'!®. Siccome sono interessati gli UMN,
la mandibola tende a scattare in maniera esagerata o clonica.

e La sindrome di Mills (variante emiplegica) descrive un pattern di
coinvolgimento emiplegico o asimmetrico. I sintomi sono gradualmente
progressivi e la progressione ¢ spesso piu ascendente che discendente; la
paralisi puo coinvolgere anche 1 muscoli facciali. I segni piramidali sono
solitamente predominanti a lato dell’emiplegia.

e C(Circa il 3% dei pazienti presenta debolezza a livello diaframmatico, ad
esempio dispnea da sforzo, dispnea a riposo, ortopnea come problemi
iniziali. Va sottolineato che i pazienti con insorgenza respiratoria hanno una
prognosi infausta. Nella variante assiale della SLA, la malattia inizia nei
muscoli paravertebrali, con la postura curva come sintomo di presentazione.

e La Flail Arm SLA ¢ un modello progressivo di debolezza prevalentemente
a carico dei LMN negli arti superiori, un modello di debolezza per lo piu
simmetrico che tipicamente inizia nella parte prossimale con successivo
coinvolgimento distale. I sintomi bulbari si sviluppano fino al 77%. E
presente un’alta preponderanza maschile (rapporto maschi/femmine 3:1)!17.

e La Flail Leg SLA, invece, ¢ caratterizzata da un pattern di debolezza

progressivo, asimmetrico, prevalentemente nei LMN con debolezza ad
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esordio distale e atrofia degli arti inferiori. Non ¢’¢ debolezza o atrofia
significativa negli arti superiori e nella regione bulbare entro 12 mesi
dall’esordio e la progressione ¢ leggermente piu lenta rispetto alla SLA
classica.

e La SLA pseudopolineuritica ¢ caratterizzata da debolezza distale degli arti
inferiori e assenza del riflesso del tendine di Achille, e deve essere distinta

dalla neuropatia periferica.
Sottotipi di SLA basati con un coinvolgimento frontotemporale

Dopo la malattia di Alzheimer, la FTD ¢ la causa piu comune di demenza nei
pazienti di eta inferiore ai 65 anni. In circa il 50% dei pazienti affetti da SLA, il
processo degenerativo puo estendersi ai lobi frontali e temporali anteriori, dando
origine a un grado variabile di disfunzione esecutiva, compromissione del
linguaggio o modificazioni comportamentali. Se non ricercati in modo specifico,

questi cambiamenti possono passare inosservati.

Lo screening ALS cognitivo e comportamentale di Edimburgo ¢ un utile test di
screening per identificare la disfunzione frontotemporale!'8. Circa il 50% dei
pazienti avra una cognizione normale, ma in circa il 10-15% puo essere fatta
diagnosi di SLA-FTD, quando 1i criteri per la variante comportamentale FTD o i
criteri per I’afasia progressiva primaria siano soddisfatti. La compromissione
comportamentale della SLA richiede solo due dei sei criteri per la variante
comportamentale FTD. La SLA senza compromissione cognitiva o
comportamentale ¢ associata a disfunzione in due domini non esecutivi (memoria
o funzioni visuospaziali), mentre la compromissione cognitiva della SLA ¢

associata a compromissione in due test per la funzione esecutiva!!’.
3.1.14 Diagnosi differenziale

La diagnosi di SLA nei pazienti con una presentazione tipica ¢ relativamente
semplice, infatti si basa sul riconoscimento dei segni di degenerazione UMN e
LMN, in presenza di una diffusione progressiva dei sintomi o dei segni all’interno

di una regione o altre regioni.
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Tuttavia, nei pazienti con manifestazioni di malattia molto precoci, con lenta
progressione della malattia o con concomitanti disturbi del sistema nervoso centrale
o periferico, la diagnosi puo essere difficile. La probabilita di diagnosi errate, le
cosiddette “sindromi che imitano la SLA” ¢ di circa il 7-8%!'%°. Le sindromi che
mimano la SLA devono essere escluse poiché il ritardo nel trattamento puo avere
un effetto sfavorevole sull’esito. Per i pazienti con coinvolgimento predominante
di UMN o LMN, la diagnosi differenziale diventa piu ampia: nei pazienti con
interessamento  predominante del’UMN, dovrebbero essere prese in
considerazione una radicolomielopatia cervicale, una paraplegia spastica ereditaria,
una adrenomieloneuropatia e una xantomatosi cerebrotendinea. In caso di
caratteristiche LMN pure, la diagnosi di plessopatia, neuropatia periferica (ad es.
neuropatia motoria multifocale con blocco di conduzione, polineuropatia
demielinizzante infiammatoria cronica, neuropatia infettiva) o miopatie (ad es.
miosite da corpi inclusi) dovrebbe essere esclusa. La Flail Arm SLA dovrebbe
essere distinta da patologie che la possono mimare, come I’atrofia muscolare
spinale, la malattia di Kennedy, la neuropatia motoria multifocale e I’amiotrofia

monomielica.

In caso di insorgenza focale di debolezza dei muscoli estensori del collo, devono
essere prese in considerazione la miastenia gravis e la miopatia focale. La forma di
miastenia gravis MuSK+ puo essere accompagnata da debolezza e atrofia della

lingua ed essere confusa con la SLA bulbare!?!.
3.1.15 Sopravvivenza e fattori prognostici

La sopravvivenza di un paziente con SLA ¢ variabile. Circa il 10% dei pazienti
affetti da SLA ha una forma lenta della malattia con una sopravvivenza di 10 anni
o piu. La stragrande maggioranza dei pazienti affetti da SLA ha tuttavia una
sopravvivenza molto piu limitata dopo la diagnosi. Studi recenti hanno riportato un
tempo di sopravvivenza medio o mediano dall’insorgenza dei sintomi alla morte o

al supporto respiratorio invasivo compreso tra 24 e 50 mesi'?2.

La tracheostomia ¢ comunemente usata come endpoint alternativo per la morte
perché la sopravvivenza dei pazienti affetti da SLA ¢ notevolmente estesa una volta
che la tracheostomia ¢ in atto. Benjaminsens et Al. hanno mostrato nel loro studio

che il tempo medio di sopravvivenza dall’insorgenza dei sintomi alla morte
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potrebbe essere piu lungo di cinque anni se i pazienti affetti da SLA fossero
sottoposti a tracheostomia. I fattori predittivi per una migliore sopravvivenza alla
SLA includono il sesso maschile, un ritardo diagnostico piut lungo e la
partecipazione a cliniche multidisciplinari. Studi recenti hanno anche riportato che
una sopravvivenza piu lunga ¢ associata al sesso maschile'?3, all’esordio spinale,
all’eta piu giovane all’esordio e alla diagnosi, punteggio ALSFRS-R al basale piu
alto e aumento di peso dopo la diagnosi'??. Al contrario, le comorbidita respiratorie
o genito-urinarie'?*, la presenza di deterioramento cognitivo o depressione!?’,

26

concentrazioni piu elevate di inquinanti organici persistenti nel plasma!?® e la

1127

perdita di peso dall’esordio alla diagnosi'“’ sono state tutte suggerite in grado di

influenzare negativamente la sopravvivenza dei pazienti affetti da SLA.

Le associazioni di diversi indicatori prognostici con la sopravvivenza della SLA
potrebbero essere universali tra i gruppi etnici. Ad esempio, i predittori di
sopravvivenza prolungata sono apparsi molto simili quando si confrontano 1

pazienti SLA cinesi con i pazienti SLA tedeschi!?®

. I tempo mediano di
sopravvivenza dei pazienti africani con SLA (14 mesi dalla diagnosi) ¢ risultato
essere in accordo con i dati dei pazienti occidentali'?®. Cio ¢ in contrasto con gli
studi precedenti che suggerivano che i pazienti africani con SLA avessero una
prognosi migliore rispetto ai pazienti occidentali'3*!32. La rappresentativita dei
pazienti affetti da SLA arruolati in diversi studi potrebbe in varia misura spiegare
le differenze osservate di sopravvivenza per etnia. Ad esempio, ¢’¢ una chiara

predominanza di pazienti maschi (rapporto maschi-femmine 2,9) e giovani nello

studio africano!?°.
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SOPRAVVIVENZA SOPRAVVIVENZA
MAGGIORE MINORE
CLINICA Forma ad esordio Forma familiare, forma

spinale, variante flail
arm; giovane eta alla

diagnosi

FATTORI GENETICI | Mutazioni di SODI:
Glu22Gly, Gly38Arg,
Asp91Ala, Gly94Cys e

Ile114Thr
FATTORI Nessuno
AMBIENTALI
TRATTAMENTO Riluzolo; NIV;
nutrizione enterale;

inizio precoce di terapia

3.1.16 Trattamento e management

ad esordio bulbare, forma
ad esordio respiratorio,
SLA associata a FTD; eta
avanzata alla diagnosi;
perdita di peso; bassi
livelli  sanguigni  di
colesterolo

Mutazione Ala5V al di
SOD1; espansione
ripetitiva di C9orf72 or
ATXN2; Mutazioni di
FUS (associata inoltre a

esordio precoce)

Basso stato

socioeconomico, fumo

Carbamazepina,
minociclina, pacing
diaframmatico; inizio

tardivo della terapia

Negli ultimi decenni, piu di 40 studi controllati randomizzati in pazienti con SLA

non hanno mostrato un effetto benefico sulla progressione della malattia o sulla

sopravvivenza, illustrando la complessita della malattia'3*. Nella maggior parte dei
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paesi europei, il Riluzolo rimane I'unico farmaco modificatore della malattia
approvato. Gli effetti collaterali piut comuni includono nausea, diarrea,

affaticamento, vertigini e problemi al fegato.

Piu recentemente, & stato introdotto 1’Edaravone. Uno studio di fase III
randomizzato in doppio cieco di Edaravone per via endovenosa 60 mg/die per 2
settimane al mese in pazienti SLA selezionati ha mostrato un declino
significativamente minore dei punteggi dell'ALSFRS-R dopo 6 mesi di
trattamento!33. Lo studio ¢ stato criticato a causa delle sue ridotte dimensioni, della
sua breve durata, della selezione dei pazienti e della mancanza di dati sulla
sopravvivenza'3®, Ad oggi, I’edaravone ¢ stato approvato per il trattamento della
SLA negli Stati Uniti, Canada, Giappone, Corea del Sud e Svizzera, ma non

nell'Unione Europea.

Un'altra terapia in fase di studio ¢ il Masitinib, un inibitore orale della tirosin-
chinasi. Uno studio controllato randomizzato che ha utilizzato 4,5 mg/kg/giorno di
masitinib come terapia aggiuntiva al riluzolo ha suggerito un effetto positivo sul
declino dell' ALSFRS-R, almeno nei pazienti con una tipica progressione della

malattia'3”, un effetto che sara ulteriormente esplorato in uno studio di conferma.

La pietra angolare della gestione della malattia per i pazienti affetti da SLA rimane
l'assistenza multidisciplinare, che ha un effetto positivo sulla soddisfazione del
paziente e sull'esito. Diversi sintomi fastidiosi della SLA possono essere gestiti con
opzioni di trattamento sintomatico, inclusi interventi farmacologici ¢ non
farmacologici'*®. Ad esempio, la spasticita pud essere trattata con baclofen,
tizanidina, cannabinoidi e allungamento muscolare, e la scialorrea pud essere
trattata con farmaci anticolinergici (amitriptilina, glicopirronio bromuro e
ossibutinina) e iniezioni di tossina botulinica nelle ghiandole salivari. I crampi
muscolari possono rispondere agli integratori di magnesio, chinino solfato,
gabapentin o carbamazepina. Inibitori selettivi della ricaptazione della serotonina,
amitriptilina, benzodiazepine e destrometorfano bromidrato/chinidina solfato,
possono essere utilizzati in caso di labilita emotiva. I cambiamenti nella dieta
possono aiutare a migliorare la nutrizione e 1’utilizzo della PEG ¢ un'opzione valida,

nel momento in cui l'apporto calorico sia insufficiente o quando la deglutizione
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rischi di diventare pericolosa. La logopedia ¢ spesso necessaria € pud essere

utilizzata anche la comunicazione assistita (tramite software personalizzato).

3.2 PET-RM e PET-TC

Introduzione'?’

La fusione software tra immagini PET e RM ¢ una procedura che si esegue da molti
anni: chiaramente, il risultato ottenuto contiene le informazioni complementari e

sinergiche di entrambe le tecniche.

D’altro canto, I’applicazione della TC alla PET consente una perfetta correzione
dell’attenuazione e una migliore localizzazione delle lesioni rilevate in PET, grazie

alla migliore risoluzione del contrasto.

3.2.1 PET

La Tomografia a emissione di Positroni (PET) ¢ una tecnica di imaging
funzionale/metabolica non invasiva, basata sulla rilevazione, in coincidenza, dei
due fotoni emessi durante il processo di annichilazione di un positrone con un
elettrone. Questa tecnica di imaging utilizza come traccianti molecole dotate di
attivita biologica, marcate con radionuclidi che nel loro decadimento emettono
positroni (B+). Nel decadimento del radioisotopo che marca la biomolecola ¢
emesso un positrone che, dopo aver percorso un piccolo tratto (“positron range”,
nell’ordine del millimetro per il [18F]FDG) nel tessuto, annichila con un elettrone,
emettendo radiazioni y sotto forma di due fotoni da 511 keV con direzioni opposte.
La distribuzione delle molecole di tracciante emittenti i positroni puo essere quindi
tradotta in un’immagine ad alta sensibilita tramite tomografo PET. Quest’ultimo
consiste in un sistema di rilevatori contrapposti localizzati attorno al paziente, ed ¢
costituito da cristalli scintillatori e fotomoltiplicatori (PMTs) che rilevano e
amplificano 1’arrivo di fotoni di coincidenza convertendoli in segnali elettrici, poi

elaborati per ricostruire le immagini PET.

Nel caso dello studio del metabolismo glucidico, il radiotracciante utilizzato ¢ il
fluoro-desossi-glucosio, o FDG, un analogo della molecola del glucosio in cui il

secondo gruppo ossidrilico ¢ sostituito da un atomo instabile di fluoro [18F]. Il
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[I8F]FDG si accumula nello spazio intracellulare in modo proporzionale al

fabbisogno cellulare metabolico glucidico'#.

322 RM

Negli ultimi tre decenni, la risonanza magnetica ¢ diventata una modalita di imaging
ampiamente disponibile e utilizzata, sia nella ricerca che nell’imaging clinico.
L’imaging RM, in sostanza, funziona attraverso I’applicazione di onde di
radiofrequenza e campi magnetici. Il principio guida della moderna risonanza
magnetica si basa sull’utilizzo delle proprieta magnetiche dei nuclei di idrogeno
all’interno delle molecole d’acqua, che fortunatamente compongono la maggior
parte delle molecole all’interno di vari compartimenti tissutali nel corpo umano. Il
segnale MRI ¢ essenzialmente generato dall’abile manipolazione del momento
magnetico di un protone, con cicli alternati di eccitazione e rilassamento causati da
campi magnetici esterni e potenza a radiofrequenza applicata, che producono tutti
un piccolo segnale rilevabile all’esterno del corpo. Fortunatamente, tessuti diversi
hanno proprieta di eccitazione e rilassamento leggermente diverse, pertanto gli
ingegneri hanno capito come amplificare questo segnale e creare “immagini

parametriche” di queste proprieta'4’,

Con la risonanza magnetica ¢ possibile rilevare minuscole differenze di contrasto
dei tessuti molli in una varieta di campi visivi (FOV) piccoli o grandi manipolando
I’ambiente del campo magnetico all’interno dello scanner e studiando le proprieta
di rilassamento T1 e T2 dell’atomo di idrogeno all’interno delle molecole d’acqua.
Spesso, agenti di contrasto endovenosi che influenzano le proprieta magnetiche dei
tessuti vengono utilizzati per studiare le caratteristiche di potenziamento della

patologia sia negli spazi intra che extracellulari.
Hybrid PET/TC

Sebbene la PET con FDG abbia mostrato una sensibilita ottima nel dimostrare
I’attivita biologica di un tumore, ha denotato spesso grandi difficolta nel fornire
informazioni sulla posizione € le dimensioni esatte della neoplasia'#42, Inoltre,
poiché ’FDG ¢ un analogo del glucosio, c’era un’elevata imprecisione rispetto alla
valutazione se una particolare regione di assorbimento sulla scansione fosse una

variante anatomica (es. grasso bruno), un assorbimento fisiologico (es. intestino),
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un artefatto della scansione (es. contaminazione della pelle), oppure una vera e
propria patologia sottostante (es. tumore). Da questa esigenza, ¢ nata 1’idea di una
TC di accompagnamento con correzione dell’attenuazione (o ACTT) che potesse
essere sovrapposta all’immagine PET. ACCT, sostanzialmente, ¢ una mappa di
trasmissione TC a basso dosaggio, il cui scopo principale ¢ correggere

I’attenuazione tissutale.

Tale sistema ha mostrato una precisione relativamente buona nel neuroimaging,
tuttavia la retrofusione in due tempi separati delle scansioni PET con la TC e la RM
(specialmente nel torace, addome e pelvi) ¢ risultata spesso inesatta, a causa di

artefatti dovuti al diverso posizionamento del paziente, a un suo movimento, alla

respirazione, al cambiamento temporale dei visceri e al movimento degli organi.

Figura 6"%. Fusione di immagini PET e RM.

Hybrid PET/RM'4

A differenza della PET/TC, la creazione di una PET ibrida e di una risonanza
magnetica si ¢ rivelata una sfida tecnica difficile. In passato, le macchine PET e
MRI erano virtualmente esclusive 1’'una dell’altra per un importante motivo: il
problema fondamentale con la realizzazione di una macchina ibrida ¢
I’incompatibilita del forte campo magnetico dello scanner MRI con i tubi
fotomoltiplicatori in uno scanner PET. Il tubo fotomoltiplicatore, accoppiato con
gli scintillatori, ¢ il mezzo piu sensibile per rilevare 1 fotoni y ed era una tecnologia

onnipresente nella progettazione di scanner PET.
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Sono state quindi proposte varie soluzioni: ad esempio, mantenere la PET e la RM
sufficientemente separate per evitare diafonia e interferenza di segnale. Si tratta
essenzialmente di due risorse separate alloggiate in stanze adiacenti con un tavolo
paziente comune che pud essere agganciato a ciascuno dei sistemi PET/TC e
MRI'#, 11 paziente puo essere quindi scansionato sullo scanner PET/TC e portato
tramite carrello allo scanner MRI situato in una stanza adiacente senza cambiare
posizione, con fusione di immagini di tutto il corpo post-scansione di PET, TC e

MRI.

Un altro progetto ha cercato di aggirare il problema dell’incompatibilita
fotomoltiplicatore/RM interrompendo il campo magnetico durante 1’acquisizione
PET!%. Lo svantaggio di quel progetto era che il campo magnetico utilizzato era
relativamente debole. La soluzione che alla fine ha avuto successo ¢ stata quella di
eliminare del tutto i tubi fotomoltiplicatori e sostituirli con fotorivelatori basati su
fotodiodo a valanga (APD), unita semiconduttrici compatibili con la RM che

tollerano forti campi magnetici.

Per ottenere la migliore qualita possibile e consentire la quantificazione delle
immagini PET, ¢ necessario eliminare o controllare I’artefatto piu importante che
si potrebbe presentare, ossia I’attenuazione. La correzione dell’attenuazione ¢
semplice in PET/TC, poiché ¢ facile convertire i dati di attenuazione dei raggi X in
mappe di attenuazione dei fotoni da 511 KeV della radiazione di annichilazione

PET. Con la RM, invece, la correzione dell’attenuazione € piti complessa'3”.
Vantaggi della PET/RM

Il primo e piu importante vantaggio della PET/RM rispetto alla PET/TC ¢ la
significativa riduzione dell’esposizione alle radiazioni ionizzanti, che deriva dalla
sostituzione della TC con la RM. Questa riduzione puo arrivare fino all’80%, il che
rende la PET/RM la tecnica di scelta in oncologia pediatrica'4®. La PET/RM ¢
I’unica tecnica multimodale veramente simultanea, poiché 1’acquisizione dei dati
da entrambe le modalita avviene contemporaneamente e quindi nella stessa
posizione del paziente. Acquisisce percido molta importanza nelle piccole lesioni,
ma anche quando si esegue la segmentazione in RM e si trasferiscono alla PET i

volumi o le aree di interesse. In questo modo ¢ possibile misurare 1 biomarcatori
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PET in strutture anatomiche molto piccole e difficili da identificare nelle immagini

PET, e ricercare relazioni e differenze tra biomarcatori PET e RM funzionale.

La risonanza magnetica offre una risoluzione del contrasto e una capacita di
differenziazione dei tessuti molto piu elevate rispetto alla TC. Questo a volte
consente una diagnosi precoce della patologia rispetto alla TC, diagnosi piu
accurate e una migliore differenziazione tra i vari tessuti sani e patologici. Si puo
dedurre che se la RM ¢ superiore alla TC, allora anche la PET/RM ¢ superiore alla

PET/TC!¥.

La risonanza magnetica offre una grande ricchezza e diversita di sequenze, che
consentono di affinare e personalizzare la diagnosi e la prognosi e valutare la
risposta alla terapia, comprese le sequenze RM di diffusione e perfusione. Lo stesso
vale per la PET con i suoi biomarcatori, come il valore di assorbimento
standardizzato nelle sue varie varianti, i volumi metabolici, il tasso glicolitico, i

parametri di consistenza ed eterogeneita, etc...

Indicazioni

In generale le indicazioni alla PET/RM sono le stesse della PET/TC (con eccezione,
per ora, del comparto polmonare), in particolar modo nei settori dell’oncologia,
delle neuroscienze e della cardiologia. Hanno un ruolo, inoltre, anche nella
valutazione delle patologie inflammatorio-infettive sistemiche di difficile gestione
clinica. In tutti questi campi, la PET/RM dovrebbe essere la tecnica di scelta per

ridurre Desposizione alle radiazioni ionizzanti'4®

. Nella comprensione della
fisiologia del cervello e nella diagnosi delle malattie del sistema nervoso centrale,

la PET/RM offre numerosi vantaggi, specialmente nella demenza, nelle malattie

148 149

neurodegenerative'*° e nei tumori cerebrali

Limitazioni della PET/RM

Lo studio PET/RM ¢ piu lungo dello studio PET/TC, quindi la performance in
termini di “numero di studi/giorno” ¢ inferiore. Poiché anche il prezzo
dell’apparecchiatura PET/RM ¢ superiore a quello della PET/TC, 1’allocazione dei

costi per ogni studio ¢ molto piu elevata, il che rende necessario ottimizzare i vari
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protocolli di studio in ogni situazione clinica, in particolare quelli della componente

RM per evitare di allungare inutilmente lo studio!>%-152,

Infine, va ricordato che la PET/RM ha le stesse controindicazioni e limitazioni della
RM (dispositivi metallici incompatibili con il campo magnetico, claustrofobia) e

della PET (gravidanza, allattamento).
3.3 METABOLISMO DEL SNC NELLA SLA

Un recente studio!*3, condotto presso ’universita di Padova, ha avuto il primato di
essere stato il primo a sfruttare la [18F]JFDG PET/MRI per studiare i modelli
metabolici dei pazienti con SLA e FTD. In tale studio si ¢ segnalata I’importanza
della risonanza magnetica, potenzialmente utile per differenziare i soggetti SLA da
soggetti FTD-MND, in quanto le iperintensita del tratto corticospinale sembrano
essere piu frequenti nel primo gruppo (40% contro 8% del secondo gruppo). Si ¢
anche rilevato un aumento della captazione del mesencefalo/ponte e del midollo
allungato nei pazienti rispetto ai controlli, confermando i1 precedenti studi

sull’argomento!3*+133,

Teoricamente, I’effetto atteso di una malattia neurodegenerativa ¢ una riduzione del
tasso metabolico tissutale, causata dalla perdita neuronale; infatti, I’ ipometabolismo
frontale ¢ una delle firme corticali delle malattie dello spettro ALS/FTD!36-158,
Tuttavia, ¢ stata portata una forte evidenza a favore della neuroinfiammazione come
uno dei passaggi chiave nella cascata patogena che porta alla SLA/FTD.
Inizialmente descritta in studi patologici, I’infiltrazione gliale ¢ stata

successivamente confermata in vivo sia nei modelli che nell’uomo!3%:160,

Una possibile spiegazione, che collega la neuroinfiammazione alla
neurodegenerazione, coinvolge due tipi di cellule gliali, ossia la microglia attivata
e gli astrociti. Le microglie attivate, che sono state trovate nella corteccia motoria,
nel ponte e nel talamo di pazienti affetti da SLA, contribuiscono alla patogenesi
propagando e sostenendo il danno tissutale attraverso il rilascio di radicali liberi e
altre sostanze neurotossiche come il glutammato. Gli astrociti, invece,
rappresentano fisiologicamente una quota consistente del consumo di glucosio del
sistema nervoso centrale. Successivamente, iniziano la glicolisi per fornire lattato

al neuroni; di fatto, gli astrociti svolgono un ruolo chiave nell’accoppiare il
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metabolismo del glucosio con I’attivita sinaptica. Inoltre, durante il decorso della
malattia, gli astrociti sostituiscono i neuroni e gli assoni degenerati seguendo i tratti
corticospinale e corticobulbare, aumentando ulteriormente 1’assorbimento

metabolico della regione degenerativa del cervello.

Dal punto di vista metabolico, questi fenomeni si traducono in un aumento relativo
dell’assorbimento di [18F]FDG nelle regioni di degenerazione neuronale negli
individui affetti rispetto ai controlli. Tuttavia, quando si valuta il peso relativo dei
due tipi cellulari si deve considerare che la microglia sembra essere piu correlata
alle aree ipometaboliche, come mostrato nelle aree frontotemporale dei pazienti con
FTD!6%:161 " mentre 1’astrocitosi guida il consumo di glucosio ed ¢, quindi, piu

probabilmente associato al carico ipermetabolico!®2.
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4 SCOPO DELLO STUDIO

Al momento dello studio la ricerca nel campo della sclerosi laterale amiotrofica
(SLA) ¢ in continua evoluzione, al fine di individuare nuovi biomarker dotati di
potenziale diagnostico, validita prognostica e che apportino nuove conoscenze sulla

fisiopatologia alla base della malattia.

Lo scopo del presente studio ¢ valutare se sia presente una correlazione tra
I’aumento della concentrazione di due biomarker (Neurofilamenti e Chitinasi) nel
liquor e I’aumento del SUV (Standardized Uptake Value) ratio a livello di regioni
quali midollo allungato, ponte e mesencefalo. E previsto 1’utilizzo della tecnica
ibrida PET-RMN con tracciante [ 18F]FDG in un gruppo di pazienti affetti da SLA,
seguiti all’Ambulatorio per le Malattie del Motoneurone dell’ Azienda Ospedaliera

di Padova.

In particolare, in questo studio sono stati esaminati midollo allungato, ponte e
mesencefalo, che secondo la letteratura piu recente presentano nei pazienti affetti
da SLA un pattern di ipermetabolismo rispetto ai controlli sani, evidenziandone un

certo potenziale come nuovo marcatore strumentale di malattia.

Dei soggetti in esame in questo studio sono stati indagati la storia clinica, 1
parametri clinici e 1 parametri strumentali, al fine di indagare la relazione che
intercorre tra i valori di neurochitinasi e filamenti e il valore del SUV nelle zone

studiate.
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S MATERIALI E METODI

5.1 POPOLAZIONE DELLO STUDIO

Per lo studio si ¢ ricercata una popolazione di pazienti con diagnosi di SLA che
siano stati sottoposti ad una PET-RMN cerebrale con tracciante [ 18F]FDG, nonché
a una rachicentesi (mandatoria per ottenere le concentrazioni di chitinasi e

neurofilamenti).

\

E stata considerata una popolazione finale di 25 soggetti.

Tutti 1 pazienti reclutati sono stati sottoposti ad una PET-RMN cerebrale con FDG
tramite tomografo integrato Siemens Healthcare Biograph mMR, nel periodo tra
2017 e 2021.Lo stato funzionale dei pazienti ¢ stato valutato tramite lo score
ALSFRS-R. I pazienti inclusi nello studio sono 13 maschi e 12 femmine. L’eta
media dei pazienti al momento dell’esame era di circa 65 anni. Ulteriori dati clinici

considerati sono stati:

o Eta di esordio della malattia

o Eta alla diagnosi

e ALSFRS-R alla diagnosi

o Eta al momento della PET-RMN

e ALSFRS-R al momento della PET-RMN

e Tabagismo

e Familiarita per SLA, demenza, malattia di Parkinson o patologie
psichiatriche

e Mutazioni genetiche (specialmente dei geni C9orf72, SOD1, TARDBP,
FUS, VCP)

e Trattamento farmacologico

e Durata del follow-up

e ALSFRS-R al follow-up

e Sopravvivenza al follow-up

I dati sono stati anonimizzati tramite il sistema ‘DICOM Anonymizer’.
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5.2 DATI PET-RMN

5.2.1 Protocollo di acquisizione PET- RMN

L’esame ¢ stato eseguito seguendo il protocollo per I’acquisizione di immagini
cerebrali tramite PET con FDG descritto nelle linee guida dell’European
Association of Nuclear Medicine (EANM). I pazienti hanno dovuto osservare
precedentemente all’esame un digiuno di almeno 4h. Il livello sierico di glucosio ¢
stato testato prima di eseguire 1I’esame per assicurare che il valore fosse inferiore a
160 mg/dl. Al paziente disteso ¢ stata data 1’indicazione di non muoversi o parlare.
E stato quindi somministrato un bolo endovenoso di tracciante [18F]JFDG (in dose
3 MBq/kg di peso corporeo). E stato acquisito dopo circa 60 minuti dalla
somministrazione del tracciante uno scan in 3D usando un tomografo PET-RMN

integrato Siemens Healthcare Biograph mMR, dotato di un campo magnetico

principale di 3 Tesla.

5.2.2 Elaborazione e analisi delle immagini

Successivamente all’acquisizione, le immagini PET-RMN vengono elaborate dal

software dedicato syngo.via collegato al sistema Biograph mMR.

Tutte le immagini sono state salvate con il protocollo DICOM.

Ay

E stato creato nel software PMOD un database anonimizzato contenente gli studi
RMN T1 e PET UTE AC (Ultrashort Echo Time-based Attenuation Correction) di

pazienti e controlli.

In modalita ‘Image Fusion’ di PMOD, per ogni soggetto dello studio ¢ stata
selezionata la RMN T1 come studio di riferimento (studio ‘Reference’); la PET
UTE AC (selezionata come studio ‘Reslice’) ¢ stata quindi adattata all’immagine
di riferimento per quanto riguarda dimensione dei pixel e spessore delle sezioni
tomografiche, in un processo detto di ‘reslice’. Come risultato di questo processo 1
due studi hanno ottenuto una risoluzione identica ed ¢ stato possibile quindi

generare immagini riallineate.
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Figura 7. Fusione di una scansione PET e RM mediante software PMOD (da sinistra: RM;
PET; PET con segmentazione).

In seguito, si ¢ passati alla modalita di utilizzo di PMOD ‘View’. A partire
dall’immagine RMN T1, che permette una migliore visualizzazione delle strutture
anatomiche, sono state create e posizionate VOI (Volume of Interest), poi
visualizzate alla PET riallineata alla RMN T1 per poter ricavare le informazioni
metaboliche delle aree definite dalle VOI. Lo scopo principale di un’analisi tramite
VOI ¢ di calcolare la distribuzione dei valori dei pixel contenuti nella struttura
tissutale delineata. Le VOI sono state inizialmente create da un utente non esperto,
ed un utente esperto (medico di medicina nucleare) ne ha successivamente

confermato il corretto posizionamento.

Una volta definite le VOI, i dati da esse ricavati possono essere usati per analizzare
la distribuzione dei valori dei pixel contenuti nella VOI. Come metodo di calcolo ¢
stato utilizzato Pixel Dump. Quest’ultimo permette di estrarre i valori dei pixel delle
VOI di una determinata immagine PET riallineata alla RMN (in questo caso VOI
nel ponte - P, VOI nel midollo spinale cervicale - L e VOI nei tessuti molli cervicali
- G) e li salva assieme alle coordinate dei pixel in un file. Questa procedura fornisce
1 dati grezzi con cui fare I’analisi statistica. I dati di distribuzione dei valori dei pixel
nelle VOI contenuti nei file possono essere visualizzati tramite due grafici, un

istogramma o un grafico Kernel Density.

5.3 ANALISI DEL LIQUIDO CEFALORACHIDIANO

Un campione di liquido cefalorachidiano ¢ stato prelevato per ciascun paziente
tramite rachicentesi, tra aprile 2017 e maggio 2021. Su questi campioni sono stati
poi eseguiti il test ELISA e il metodo commerciale immunometrico in

chemiluminescenza.
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5.3.1 Tecnica ELISA per la ricerca delle chitinasi

Il kit ELISA Circulex Human Chitotriosidase e Circulex Human YKL-39 della
MBL Research Product ¢ progettato per misurare la concentrazione di
chitotriosidasi e YKL-39 umana nel liquido cefalorachidiano. Utilizzando la tecnica
di dosaggio immunoenzimatico quantitativo a sandwich, un anticorpo specifico per
la chitinasi viene pre-rivestito su una micropiastra. Gli standard e i campioni
vengono pipettati nei pozzetti, dove l'anticorpo immobilizzato lega qualsiasi
chitinasi umana presente. Dopo il lavaggio per rimuovere le sostanze non legate,
viene aggiunto un anticorpo coniugato con HRP specifico per la chitotriosidasi o
YKL-39 umana. Dopo un ulteriore lavaggio, il coniugato rimanente reagisce con
un substrato H2O2-tetrametilbenzidina. La reazione viene fermata con una
soluzione acida e 1'assorbanza del prodotto giallo risultante viene misurata a 450
nm. L'assorbanza ¢ proporzionale alla concentrazione di chitinasi. Una curva
standard viene costruita tracciando 1 valori di assorbanza rispetto alle
concentrazioni di chitinasi umane dei calibratori, e le concentrazioni dei campioni

sconosciuti vengono determinate utilizzando questa curva standard.

Il procedimento per i kit Circulex Human Chitotriosidase e Circulex Human YKL-
39 ¢ simile, ma la diluizione dei campioni ¢ diversa. Per la Chitotriosidase, i
campioni vengono diluiti 1:5 con il Diluition Buffer, mentre per la YKL-39 la

diluizione ¢ 1:25 con il Diluition Buffer appropriato.

Nel procedimento specifico per il kit Human Chitotriosidase MBL, il kit viene
portato a temperatura ambiente e i campioni vengono diluiti 1:5 con il Diluition
Buffer. Lo Human Chitotriosidase Standard viene ricostituito e la curva standard
viene preparata. Vengono pipettati standard, diluition buffer e campioni diluiti in
duplicato e l'incubazione avviene a temperatura ambiente per 60 minuti con
agitazione. Successivamente, si effettuano quattro lavaggi con il Wash Buffer, si
aggiunge il coniugato e si incuba nuovamente a temperatura ambiente per 60 minuti
con agitazione. Dopo altri quattro lavaggi con il Wash Buffer, si aggiunge il
substrato e si incuba a temperatura ambiente per 10-20 minuti, proteggendo la
piastra dalla luce solare diretta. Infine, si aggiunge la soluzione di stop e si misura

l'assorbanza a 450 nm entro 30 minuti dall'aggiunta della soluzione di stop.
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5.3.2 Tecnica ELISA per la ricerca dei neurofilamenti

Il test NF-light di UmanDiagnostics ¢ un test immunoenzimatico utilizzato per
misurare quantitativamente il livello di NF-L (neurofilamenti leggeri) nel liquido
cerebrospinale umano. I test impiega due anticorpi monoclonali altamente specifici
per rilevare e quantificare il NF-L. L'analisi viene eseguita tramite una reazione
enzimatica che trasforma un substrato incolore in un prodotto colorato,
proporzionale alla quantita di NF-L presente nel campione. Il range di misura del
test ¢ compreso tra 100 pg/mL e 10000 pg/mL, con un limite di rilevamento di 33
pg/mL. Il test ha una precisione elevata, con un coefficiente di variazione inferiore
al 5% all'interno del singolo saggio e inferiore al 10% tra saggi differenti. Il tempo
di incubazione richiesto ¢ di 2,5 ore e il volume di campione necessario ¢ di 50 pL
per replica. Il procedimento del test prevede la preparazione del tampone di
lavaggio, la ricostituzione dei punti standard, la diluizione dei campioni di liquido
cerebrospinale e I'aggiunta dei reagenti nei pozzetti della piastra. Dopo le opportune
fasi di incubazione e lavaggio, viene misurata l'assorbanza a 450 nm per
determinare la concentrazione di NF-L nel campione.

5.3.3 Metodo immunometrico in chemiluminescenza

Sono stati utilizzati metodi commerciali immunometrici in chemiluminescenza
completamente automatizzati per misurare IL-6 e TNF-a nel liquido
cefalorachidiano: nel procedimento, il campione viene miscelato con un anticorpo
monoclonale marcato e con microsfere ricoperte da un anticorpo monoclonale.
Questa reazione a sandwich forma complessi che vengono successivamente
precipitati in un campo magnetico, inoltre la concentrazione dell'analita ¢
direttamente correlata al segnale luminoso misurato dopo lo sviluppo di una
reazione chemiluminescente. Sebbene i test siano destinati all'uso su siero o plasma,
esperimenti preliminari hanno dimostrato risultati soddisfacenti utilizzando il
liquido cefalorachidiano come matrice non validata. I valori di riferimento per una
popolazione sana indicati dai produttori sono < 7 ng/l per IL-6 e < 8,1 ng/l per TNF-

a.

5.4 ANALISI STATISTICA

I coefficienti di correlazione sono tra gli strumenti statistici piu noti e utilizzati,

tuttavia la scelta di un coefficiente adeguato non ¢ sempre facile da attuare.
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L’indice di correlazione di Pearson e il coefficiente di correlazione di Spearman
sono entrambi misure statistiche utilizzate per valutare la relazione tra due variabili.

Tuttavia, differiscono nella loro applicazione e nell'interpretazione dei dati.

L’indice di correlazione di Pearson, indicato come "r", misura la forza e la direzione
della relazione lineare tra due variabili continue. E basato sulla covarianza tra le
variabili divisa per il prodotto dei loro scarti standard. Il coefficiente di Pearson puo
variare da -1 a +1, dove +1 indica una correlazione positiva perfetta, -1 indica una
correlazione negativa perfetta e 0 indica assenza di correlazione. La correlazione di
Pearson ¢ sensibile solo alle relazioni lineari e assume che le variabili seguano una

distribuzione normale.

D'altra parte, il coefficiente di correlazione di Spearman, indicato come "p" (rho),
misura la relazione monotona tra due variabili ordinali o basate su ranghi. Invece
di utilizzare 1 valori effettivi delle variabili, calcola la correlazione tra i loro ranghi.
Il coefficiente di Spearman puo variare da -1 a +1, dove +1 indica una correlazione
monotona positiva perfetta, -1 indica una correlazione monotona negativa perfetta

e 0 indica assenza di correlazione monotona.

Le differenze principali sono le seguenti:

e Tipo di dati: 11 coefficiente di Pearson ¢ adatto per dati continui, mentre il
coefficiente di Spearman ¢ adatto per dati ordinali o basati su ranghi.

e Tipo di relazione: Il coefficiente di Pearson misura la correlazione lineare,
mentre il coefficiente di Spearman misura la correlazione monotona
(includendo sia la correlazione lineare che la correlazione non lineare
monotona).

e Sensibilita ai valori anomali: Il coefficiente di Pearson ¢ sensibile ai valori
anomali, poiché si basa su una misura di covarianza che pud essere
influenzata da valori estremi. Il coefficiente di Spearman ¢ meno

influenzato dai valori anomali perché si basa sui ranghi delle variabili.

In generale, entrambi 1 coefficienti di correlazione sono utili strumenti statistici per
valutare la relazione tra le variabili, ma la scelta tra il coefficiente di Pearson e il
coefficiente di Spearman dipende dal tipo di dati e dalla natura della relazione tra

le variabili.



47

6 RISULTATI

I dati grezzi ottenuti sono stati normalizzati per la sostanza bianca occipitale di ogni
paziente, attraverso la definizione di una VOI in quest’area e rapportandone il
SUVmean con i SUV ottenuti dalle VOI delle altre zone cerebrali prese in esame.
Le aree cerebrali sono state esaminate bilateralmente e sono: il giro precentrale,
I’opercolo rolandico, I’area supplementare motoria, la corteccia olfattoria, il giro
frontale superiore, medio ed inferiore, la circonvoluzione retta, il lobo dell’insula,
il cingolo anteriore, medio e posteriore, la formazione dell’ippocampo e il giro
paraippocampale, ’amigdala, il solco calcarino, il cuneo, la lingula, il lobo
occipitale, la circonvoluzione fusiforme, la circonvoluzione postcentrale, la
circonvoluzione sopramarginale, la circonvoluzione angolare, il precuneo, il lobulo
paracentrale, 1 nuclei caudati, il putamen, il globo pallido, il talamo, le
circonvoluzioni di Heschl, il lobo parietale, il lobo temporale, il verme, il crus
cerebri, il cervelletto, il midollo allungato, il mesencefalo ed il ponte.

I valori normalizzati ottenuti sono riportati in tabella III.
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I valori cosi ottenuti sono stati rapportati ai valori dei singoli biomarker misurati
nel liquido cefalorachidiano e i due gruppi di parametri sono stati studiati mediante
analisi statistica con coefficiente di correlazione di Spearman e con indice di

correlazione di Pearson.

CHI3L2 (YKL-39) MBL_P

Vermis G Crus_| Crusr % _r Medulla Midbrain Pons CHIAL2 (YKL-39) MBL
Vermis 8 12 | 0.0009 0.0009 30 57 | 0.0002 50
Cerebellum_Crus_| 8 5,605E-10 2.02416-011 | 8.3060e-010 2 103 0.0393 22
Cerebellum_Crus_r 12 5,605E-10 3.5926-010 | 3.7958e-011 | 4,352E-01 163  0.0892 26
Cerebellum _| 1 2,024E-08 3,593€-07 1.0667¢-014 2 105 0.0176 3
Cerebellum_r 1 8,306E-07 3,796E-08 | 1.06676-014 1,154E-01 42 00145 4
Medulla 30 2 4,352E-01 | 0.0016 0.0001 9 00025 32
Midbrain 57 103 163 | 0.1052 0.0421 9 4.8207e-005 408
Pons 2,203E-01 39 89 0.0176 0.0145 2 4,821E-02 76
CHI3L2 (YKL-39) MBL 50 22 26 0.0033 0.0041 a2 408 | 0.0761

Tabella 1V. Coefficiente di correlazione di Spearman per CHI3L2.

CHI3L2 (YKL-39) MBL

Vermis Ci Crus | Ci Crus r Ci 1 G r Pons CHI3L2 (YKL-39) MBL
Vermis 1.000 520 492 620 622 435 385 673 395
Cerebellum_Crus_| 520 1.000 949 929 901 593 334 415 455
Cerebellum_Crus_r 492 949 1.000 908 925 650 288 347 446
Cerebellum_| 620 929 908 1.000 964 598 332 471 564
Cerebellum_r 622 901 925 964 1.000 695 409 483 553
Medulla 435 593 850 598 695 1.000 513 578 431
Midbrain 385 334 288 33z 409 513 1.000 721 173
Pons 673 415 347 47 483 578 721 1.000 361
CHI3L2 (YKL-39) MBL 395 455 446 564 553 431 173 361 1.000

Tabella V. Indice di correlazione di Pearson per CHI3L2.

Cerebellum_Crus_|
Cerebellum_Crus_r

Cerebellum_|
Cerebellum_r

. |LCSCHI3L2 (YKL-39) MBL

Tabella VI. Matrice di correlazione per CHI3L2.
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CHIT1 CHITOTRIOSIDASEMBL_P

Vermis Crus | Crus r | _r Medulla Midbrain Pons CHIT1 CHITOTRIOSIDASEMBL

Vermis 8 12 0.0008 0.0009 30 567  0.0002 258
Cerebellum_Crus | 8 | 5,605E-10 | 2.0241e-011 | 8.3060e-010 2 103 | 0.0393 40
Cerebellum_Crus r 12 [ 5,605E-10 3.5826e-010 [ 3.7958e-011 4,352E-01 | 163 | 0.0892 40
Cerebellum _| 1 2,024E-08 3,593E-07 1.0867e-014 2 105 | 0.0176 72
Cerebellum_r 1 8,306E-07 3,796E-08 | 1.0667e-014 1,154E-01 42 0.0145 N
Medulla 30 2 4352E-01 0.0016 0.0001 9 0.0025 35
Midbrain 57 | 103 163 0.1052 '0,0421 ] | .4.820794135 101
Pons 2,293E-01 | 39 89 0.0176 | 0.0145 2| 4,821E-02 24
CHIT1 CHITOTRIOSIDASEMBL 258 | 40 40 00716 .0.0309 35 [ 101 | 0.0243

Tabella VII. Coefficiente di correlazione di Spearman per CHIT]I.

CHIT1 CHITOTRIOSIDASEMBL

Vermis Cerebellum_Crus_| Crus_r I G _r Medulla Midbrain Pons CHIT1 CHITOTRIOSIDASEMBL

Vermis 1.000 520 492 620 622 435 385 673 235
Cerebellum_Crus_| 520 1.000 949 029 901 693 334 | 415 413
.GII"-.III\_CH-_I' 492 949 1.000 008 925 | 850 288 | 347 413
Cerebellum_| 620 929 908 1.000 964 598 332 47 366
Cerebellum_r 622 901 925 964 1.000 695 409 | 483 432
Medulla 435 593 650 598 695 1.000 513| 578 424
| Midbrain 386 334 288 332 | 409 | 513 1.000| 721 335.
Pons 6?37 d|57 347 [ 471 | 483 5737 ™ 1,0007 449
.BHI'I'\ CHITOTRIOSIDASEMBL. 235. 413. 413 366 | 432 | 424 335 449 mw'

Tabella VIII. Indice di correlazione di Pearson per CHIT]I.

Cerebellum_Crus_|
Cerebellum_Crus_r

Vermis
Cerebellum_Crus_| 1.00

Cerebellum_Crus_

Tabella IX. Matrice di correlazione per CHITI.
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IL-6_p

Vermis Cerebell Crus_| Cerebell Crus_r Cerebell | Cerebell r Medulla Midbrain Pons IL-6
Vermis 8 12 | 0.0009 0.0009 30 57 | 0.0002 a58
Cerebellum_Crus_| B8 5,605E-10 | 2.0241e-011 | B.3060e-010 2 103 | 0.0393 751
Cerebellum_Crus_r 12 5,605E-10 3.5926e-010 | 3.7958e-011 4,352E-01 183 | 0.0892 937
Cerebellum_| 1 2,024E-08 3,593E-07 1.0667e-014 2 105 | 0.0176 528
Cerebellum_r 1 8,306E-07 3,796E-08 | 1.0667e-014 1,154E-01 42 | 0.0145 637
Medulla 30 2 4,352E-01 | 0.0016 0.0001 9 | 0.0025 661
Midbrain 57 103 163 | 0.1052 0.0421 9 4.8207e-005 177
Pons 2,283E-01 39 89 | 0.0176 0.0145 2| 4,821E-02 88
IL-6 358 751 937 | 0.5276 0.86368 661 177 | 0.0875

Tabella X. Coefficiente di correlazione di Spearman per IL-6.

IL-6
Vermis Cerebell Crus_| Cerebell Crus_r Cerebell | Cerebell r Medulla Midbrain Pons IL-6
Vermis 1.000 520 492 620 622 435 385| 673 196
Cerebellum_Crus_| 520 1.000 949 929 901 593 334 415 68
Cerebellum_Crus_r 492 949 1.000 908 925 650 288 347 -17
Cerebellum_| 620 929 908 1.000 964 598 332 471 136
Cerebellum_r 622 901 925 964 1.000 695 409 | 483 102
Medulla 435 593 650 598 695 1.000 513| 578 94
Midbrain 385 334 288 332 409 513 1.000 721 285
Pons 673 415 347 47 483 578 721 1.000 356
IL-6 196 68 -17 136 102 94 285 356 1.000

Tabella XI. Indice di correlazione di Pearson per IL-6.

Cerebellum_Crus_|
Cerebellum_Crus_r
Cerebellum_|

Vermis
Cerebellum_Crus_| 095 093

Cerebellum_Crus_r 95 1.00 0.91

Cerebellum_| 091 1.00

Cerebellum_r| 0.93 0.96 0.4 ; 0

-0.5

LCSIL-6] 0.20 | 0.07 |-0.02| 0.14 | 0.10

Tabella XII. Matrice di correlazione per IL-6.
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NF Light_P
Vermis € Crus | € Crus r C 1 Ci r Pons NF Light
Vermis a 12 | 0.0009 0.0009 a0 57 | 0.0002 167
Cerebellum_Crus_| B 5,605E-10 | 2.0241e-011 | B.3060e-010 2 103 | 0.0393 287
Cerebellum_Crus_r 12 5,605E-10 3.5926e-010 | 3.7958e-011 4,352E-01 163 | 0.0892 N
Cerebellum_I 1 2,024E-08 3,593E-07 1.0667e-014 2 105 | 0.0176 157
Cerebellum_r 1 8,306E-07 3,796E-08 | 1.0667e-014 1,154E-01 42 | 0.0145 129
Medulla 30 2 4,352E-01 | 0.0016 0.0001 9 | 0.0025 13
Midbrain 57 103 163 | 0.1052 0.0421 9 4.8207e-005 B78
Pons 2,293E-01 39 89 | 0.0176 0.0145 2 4 821E-02 142
NF Light 167 287 341 | 0.1567 0.1285 13 878 | 0.1423
Tabella XIII. Coefficiente di correlazione di Spearman per NF-L.
NF Light
Vermis (= Crus_| G Crus_r G I G r Pons NF Light
Vermis 1 0.52 492 | 0.62 622 435 ass 673 167
Cerebellum_Crus_| 0.52 1 849 929 a01 593 334 415 287
Cerebellum_Crus_r 492 949 1 208 925 | 0.65 288 347 341
Cerebellum_| 0.62 929 a08 1 964 598 332 471 157
Cerebellum_r 622 a0 925 964 1 B95 409 483 130
Medulla 435 593 0.65 598 695 1 513 578 13
Midbrain 385 334 288 332 408 513 1 721 878
Pons 673 415 347 471 483 578 721 1 142
NF Light 167 287 3N 157 130 13 ara 142 1
Tabella X1V. Indice di correlazione di Pearson per NF-L.
— 1=
| |
[} w
= =
1™ ™
G O —
o T =
E E E E o
2 32 2 3 =
? 9 © ©
8 38 8 8 w
g ¢ p p 0
9 © © o o
0O 0O O O 3

g

Vermis
Cerebellum_Crus_| 0.93
Cerebellum_Crus_r 0.91
Cerebellum_l| 1.00
Cerebellum_r 0.96

069 1.00

1.00 | 0.72

LCSNF Light|029

Tabella XV. Matrice di correlazione per NF-L.
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TNF alfa_p
Vermis  Cerebellum_Crus_| Cerebellum_Crus_r Cerebellum_| Cerebellum_r Medull Pons TNF alfa
Vermis a 12 | 0.0009 0.0009 30 57 | 0.0002 704
Cerebellum_Crus | B 5,605E-10 | 2.0241e-011 | B.3060e-010 2 103 | 0.0393 401
Cerebellum_Crus r 12 5,605E-10 3.5926e-010 | 3.7958e-011 | 4,352E-01 163 | 0.0892 528
Cerebellum_I 1 2,024E-08 3,593E-07 1.0667e-014 2 105 | 0.0176 701
Cerebellum_r 1 8,306E-07 3,796E-08 | 1.0667e-014 1,154E-01 42 | 0.0145 az2
Medulla a0 2 4,352E-01 | 0.0016 0.0001 9 | 0.0025 667
Midbrain &7 103 163 | 0.1052 0.0421 9 4.8207e-005 217
Pons 2,293E-01 39 89 | 0.0176 0.0145 2 4,821E-02 549
TNF alfa 704 401 528 | 0.7011 0.8221 667 217 | 0.5492
Tabella XVI. Coefficiente di correlazione di Spearman per TNF alfa.
TNF alfa
Vermis Cerebellum_Crus_| Cerebellum_Crus_r Cerebellum_| Cerebellum_r Medulla Midbrain Pons TNF alfa
Vermis 1.000 520 492 620 622 435 385 673 80
Cerebellum_Crus_| 520 1.000 949 929 901 593 334 415 176
Cerebellum_Crus_r 492 949 1.000 908 925 650 288 347 13z
Cerebellum_| 620 929 908 1.000 964 598 332 4™ 81
Cerebellum_r 622 901 925 964 1.000 695 409 483 a7
Medulla 435 593 650 598 695 1.000 513| 578 a0
Midbrain 385 334 288 33z 409 513 1.000| 721 -256
Pons 673 415 347 47 483 578 721|1.000 126
TNF alfa 80 176 132 a1 47 a0 -256| 126 1.000
Tabella XVII. Indice di correlazione di Pearson per TNF alfa.
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1.00
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0.72
LCSTNF alfa 0.08 | 0.8 | 0.13 | 0.08
-1.0

Tabella XVIII. Matrice di correlazione per TNF alfa.
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I valori cosi ottenuti sono stati rapportati ai valori dei biomarker misurati nel liquido
cefalorachidiano e i due gruppi di parametri sono stati studiati mediante analisi

statistica con coefficiente di correlazione di Spearman (Tabella XIX).

‘CHIBL2 (YKL-39) MBL CHIT1 CHITOTRIOSIDASEMBL. NF Light -6 TNF alfa

Precentral_| 0,666 0,216 0,347 0.6 0,467
Precentral_r 0,202 0,485 0463 0776 0,961
Rolandic_Oper_| 0,143 0,537 0812 0784 0,841
Rolandic_Oper_r 0,119 0,506 0,252 0579 0,424
Supp_Motor_Area_| 0,334 0,679 0,498 0,805 0,778
Supp_Motor_Area_r 0372 0,383 0,33 0385 0,692
Oltactory | 0,295 0,027 0,549 0998 0,304
Olfactory.r 0,458 0,057 044 0748 0,207
Frontal_Sup_| 0,644 0,426 0641 0,797 0,645
Frontal_Sup_r 0755 092 0905 068 0,693
Frontal_Mid_| 0,834 0,444 0721 0475 0,250
Frontal_Mid_r 0,83 0,807 0,868 0,457 0,523
Frontal_inf_ 0,826 0,613 0888 0731 0211
Frontal_inf_r Q774 0,972 0,861 0441 0,33
Rectus | 0426 0,301 0323 0,866 0,386
Rectus_r 0737 0,385 033 0658 0,785
Insula_| 0916 0,737 095% 049 0,284
Insula_r 0,801 0,687 0,626 04 0,312
Gingulum_Ant_| 0,581 0,196 0867 0675 0,382
Cingulum_Ant_r 0,466 0,114 0762 0804 0,555
Cingulum_Mid_1 0,908 0,82 0,983 0614 0,745
Cingulum_Mid_r 0,962 0,453 0,917 0441 0,465
Cingulum_Past | 0,879 0,707 0,481 0,44 0,565
Cingulum_Post_r 0,73 0,969 0,785 0819 0,563
Hippo_Pamahippo._| 0,962 0,623 0433 0573 0,808
Hippo_Parahippo_r 033 0,822 075 0588 0,859
Amygdala_| 0,816 0,407 054 0567 0,689
Amygdala_r 0,367 0,384 058 0568 0,49
Calcarine | 0293 0,683 069 0053 0372
Calcarine_r 0,389 0,472 0,828 0,079 0,525
Cuneus_| 0,569 0,902 057 0879 0,993
Cuneus_r 0434 0,823 0437 0904 0,835
Lingual | 0,802 0,081 0978 0313 0,381
Lingual_r 0,846 0,061 0821 0256 012
Ocaipital | 0,989 0,084 0,798 0965 0,835
Occipital r 0,728 0,168 0,483 0,783 0,887
Fusiform_| 0,733 0,124 0,6% 0823 0,924
Fusiform_r 0,996 0,225 0928 0,689 0,537
Posteentral_| 0,566 0,58 0432 0921 0,575
Postcentral_r 0,515 0,988 0,845 0,887 0,935
SupraMarginal_| FEH] 0,909 0675 0735 0,627
SupraMarginal_r 0,643 0,564 0,661 0717 0,613
Angular_| 0,671 0,613 0,951 0402 0,411
Angular_r 0,405 0,333 0,868 0433 0,395
Precuneus | 0624 0,335 08 0834 0,897
Precuneus r 0,719 0,268 0,851 0902 0,828
Paracentral_Lobule_| 0,129 0,564 0,102 0214 0,730
Paracentral_Lobule_r/ 0,005 0,884 0,048 0,568 0,158
Caudatehuc_| 0,691 0,447 0,834 0,696 0,502
CaudateMucl_r 0,201 0,598 0385 0753 0,735
Putamen _| 0,39 0611 043 0449 0617
Putamen_r 0,268 0,747 0604 0711 0,908
Pallidum_| 0,65 0,56 0,495 07 0,783
Pallidum_r 0,236 0,809 0251 0567 0,56
Thalamus | 0,335 0,308 0,157 0,447 0,895
Thalamus_r 0,647 0,32 0,264 0528 0,305
Heschi_| 0,943 0,506 0767 0,109 0,734
Heschi_r 0722 0,387 0,828 0,083 031
Parietal_| 0,506 0,541 0,984 0408 0,59
Parietal_r 0482 0,481 0,965 0807 0,98
Temporal | Q718 0,686 0436 0261 035
Temporal r 0,838 0,024 0852 0272 0,548
Vermis 0,05 0,258 0,967 0,358 0,704
Cerebellum Crus | 0022 0,04 0,287 0751 0.401
Cerebellum_Crus r 0,026 0,04 0341 00837 0,528
Cerebellum_| 0,003 0,072 0,957 0,528 0,701
Cerebellum r 0,004 0,031 0129 0637 0,822
Medulla 0,032 0,035 0,013 0661 0,667
Midbrain 0,408 0,101 0,878 0177 0217
Pons 0,076 0,024 0142 0088 0,549

Tabella XIX. Analisi statistica con coefficiente di correlazione di Spearman tra i

biomarkers e tutte le aree esaminate. I valori di p significativi (p < 0,05) sono stati
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evidenziati in verde. I valori di p quasi significativi (0,08 < p < 0,05) sono stati evidenziati

in giallo.

Sono state esaminate in particolare le aree del verme, della crus cerebri, del

cervelletto, del midollo allungato e del mesencefalo (Tabella XX).

Vermis | Cerebellum_Crus_| | Cerebellum_Crus_r |Cerebellum_||Cerebellum_r| Medulla | Midbrain | Pons
[TNF alfa 0,704 0,401 0,528 0,701 0822 0667 0217] 0549
[IL-6 0,358 0,751 0,937 0,528 0,637 0,661 0,177| 0,088
NF Light 0,167 0,287 0,341 0,157 0,130] ,013] 0,878] 0,142
CHI3L2 (YKL-39) MBL 0,050 0,022, 0.0§| 0,003 0,004 ,032]  0,408] 0,076
CHIT1 CHITOTRIOSIDASEMBL 0,258 0,040 0,040 0,072 0,031 ,035| 0,101] 0,024

Tabella XX. Analisi statistica con coefficiente di correlazione di Spearman tra i biomarkers
e le aree di interesse. [ valori di p significativi (p < 0,05) sono stati evidenziati in verde. |

valori di p quasi significativi (0,08 < p < 0,05) sono stati evidenziati in giallo.

Individuata la correlazione statistica ne ¢ stata misurata la forza con indice di

correlazione di Pearson (Tabella XXI).

Vermis [ Cerebellum_Crus || Cerebellum Crus_r|Cerebellum_I|Cerebellum_r| Medulla | Midbrain| Pons
NF Light 0,4891
CHI3L2 (YKL-39) MBL 0,3955 0,4548 0,4458 0,5644 0,553| 04307 0,3611
CHIT1 CHITOTRIOSIDASEMBL 0,4128 04134 0,3665 04322| 04242 0,4492|

Tabella XXI. Indice di correlazione di Pearson tra i biomarkers e le aree di interesse.
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Grafico 1. Correlazione tra i livelli di NF-L nel liqguor e SUV ratio nel bulbo.



57

60000 60000
%‘ [ ] =
s 50000 gsomo [ ]
=
2 40000 =
s gaoooo
@ ° =
o [-2)
o 30000 130000 *
g . < .
= *® z e o
& 20000 * o ® ~20000 °
o [ 0 .. L]
5 p 5 N
& 10000 ) (X 4 e ® ®%e Tio00 . o o s ®
o ® ° g ® °
0 . 0 ®
3 4 5 6 7 8 3 4 5 6 7 8 9
SUV in Vermis SUV in Cerebellum_Crus_|
60000
— 60000
-5 50000 L T
% 350000 .
= &
[=4]
S 40000 gdomo
& 30000 e 3 .
o 730000
z L N g€ P ®
oy 20000 *s. ® 20000 F | .
2 ® @ . . e
T 10000 @ .u‘ Peo , 4 0 B10000 ® 0wt * o ¢
4 o 4 ° .
0 . 0 .
2 4 6 8 2 3 4 5 6 7 8 9
SUV in Cerebellum_Crus_r SUV in Cerebellum_|
60000 60000
£ . =
0000 E .
® Foo
= g
240000 40000
= =
o L] @ [ ]
1,30000 1"30000
= L ] = L ]
z L] = LY
~20000 4 ® 20000 U L
5 '» o . g
a ° @ e " ®
T T
u]
3 10000 . S L | $10000 o Ko o3 o
® 4] O
4] 4]
] L 1] L ]
2 3 4 5 6 7 8 9 2 4 6 g
SUV in Cerebellum_rl SUV in Medulla
60000
% 50000 o
=
2 40000
=
o)
30000 e
< .
= L] [}
~ 20000 . o .
h]
] ] Ll
I
O 10000 . B ST I TR
th . .
3 o

SUVin Pons

Grafici 2-8. Correlazione tra i livelli di CHI3L2 nel liquor e SUV ratio nel bulbo, ponte,
cervelletto di destra e di sinistra, crus cerebri di destra e di sinistra, verme.
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Grafici 9-14. Correlazione tra i livelli di CHIT1 nel liquor e SUYV ratio nel bulbo, ponte,
cervelletto di destra e di sinistra, crus cerebri di destra e di sinistra.
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7 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Un precedente studio, condotto presso 1‘Universita di Padova, aveva consentito di
porre le basi per dimostrare I’aumento di [18F]FDG nelle regioni di bulbo, ponte e

mesencefalo dei pazienti con SLA!63,

L’aumento del metabolismo glucidico osservato a livello di tali regioni si pone in
contrasto con I’ipometabolismo che ci si aspetterebbe di riscontrare in base alla
degenerazione e morte dei motoneuroni superiori e inferiori, che
contraddistinguono tipicamente la patologia. Questo potrebbe essere messo in
relazione con il meccanismo di neuroinfiammazione, che ¢ stato dimostrato
prendere parte alla patogenesi della SLA'%4. Da biopsie post-mortem di pazienti
affetti, infatti, ¢ stata evidenziata la presenza di microglia infiammatoria attivata,
astrociti e altre cellule dell’infiammazione nel contesto del midollo spinale!®>-196, e
quali sembrerebbero responsabili della maggior parte dell’accumulo di FDG nel

sistema nervoso.

Tra 1 vari pazienti del presente studio, considerando le regioni di maggior interesse,
il valore medio del SUV ratio normalizzato per la sostanza bianca occipitale ¢ stato

di:

e 1,87 g/ml nel bulbo;

e 1,86 g/ml nel ponte;

e 2,16 g/ml nel mesencefalo;

e 2,37 g/ml nel cervelletto di destra;

e 238 g/ml nel cervelletto di sinistra;
e 225 g/mlnel crus cerebri di destra;
e 232 g/ml nel crus cerebri di sinistra;

e 2,28 g/ml nel verme.

Un ulteriore studio, condotto anche in questo caso presso I’Universita di Padova,
aveva invece permesso di correlare I’aumento di determinati biomarker nel liquor
dei pazienti affetti da SLA: da un lato 1 neurofilamenti, marker di danno neuronale,

dall’altro le chitinasi, prodotte dalla microglia e dagli astrociti reattivi. Anche
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quest’ultime sono aumentate nel CSF dei pazienti affetti da SLA a causa del
processo neuroinfiammatorio che contribuisce alla neurodegenerazione, di cui gli

attori principali sono proprio la microglia e gli astrociti.
I valori medi dei biomarker analizzati sono stati 1 seguenti:

e Per CHI3L2 15 942,69 pg/ml;
e Per CHIT1 10 003,96 pg/ml,
e Per NF-L 9142,28 pg/ml;

e PerIL-6 5,59 pg/ml;

e Per TNF alfa 6,36 pg/ml.

Per quanto riguarda i dosaggi dei biomarcatori, i risultati ottenuti per i
neurofilamenti sono in linea con i dati presenti nella recente letteratura. Il valore
medio per 1 dosaggi dei neurofilamenti a catena leggera ¢ stato di circa 9 142 pg/ml,
indicando una grossa differenza di concentrazione rispetto ai valori ben piu bassi di
una persona sana. Si pud quindi affermare chei livelli di NF-L trovati siano
significativamente aumentati nei pazienti con sclerosi laterale amiotrofica,
confermando gli NF-L come biomarcatori di neurodegenerazione, essendo proteine

strutturali rilasciate dopo un danno neuronale.

I risultati ottenuti per i dosaggi delle chitinasi nel CSF sono anch’essi in linea con
i dati presenti in letteratura. E stata vista infatti una differenza di distribuzione dei
dosaggi sia di CHIT1 che di CHI3L2 tra i pazienti SLA, i cui valori medi sono stati
rispettivamente di 10 004 pg/ml e di circa 15 942 pg/ml. Le chitinasi, prodotte dalla
microglia (soprattutto CHIT1) e dagli astrociti reattivi, si confermano notevolmente
aumentate nel CSF dei pazienti affetti da SLA a causa del processo
neuroinfiammatorio che contribuisce alla neurodegenerazione, di cui gli attori

principali sono proprio la microglia e gli astrociti.

Il presente studio, condotto con lo scopo di indagare se vi sia correlazione tra
I’aumento del metabolismo glucidico in specifiche regioni del SNC e I’aumento di

determinati biomarker (Neurofilamenti e Chitinasi) a livello del liquor, ha infatti
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confermato che nei pazienti con SLA gli elevati valori del SUV ratio correlano in
maniera statisticamente significativa con un altrettanto elevata concentrazione di

Neurofilamenti e Chitinasi nel CSF.

La correlazione piu forte si € avuta in particolare nelle regioni di midollo allungato,
ponte e cervelletto (soprattutto la regione del crus cerebri). Tra i biomarker studiati,
CHIT1 e CHI3L2 sono stati quelli di maggior interesse, mentre NF-L ha avuto una
certa significativita solamente nella regione del midollo allungato. IL-6 e TNF alfa,
invece, non hanno mai dimostrato alcun tipo di correlazione con il SUV ratio delle

regioni esaminate.
Piu nel dettaglio:

e Una certa significativita per NF-Light si ¢ avuta solamente a livello del
bulbo (Grafico 1).

e Per le chitinasi CHI3L2, la forza dell’associazione ¢ sicuramente piu
importante, trovando riscontro in bulbo, ponte, cervelletto di destra e di
sinistra, crus cerebri di destra e di sinistra, verme (Grafici 2-8).

e Un’ottima correlazione si ¢ avuta anche per un’altra Chitinasi (CHIT1), in
particolar modo in bulbo, ponte, cervelletto di destra e di sinistra, crus
cerebri di destra e di sinistra (grafici 9-14).

e Si ¢ potuta osservare inoltre una corrispondenza tra ’aumento di alcuni
biomarker e ’aumento del SUV ratio in regioni non del tutto attese, come
ad esempio:

o Interessamento del tratto olfattivo di destra e di sinistra, per quanto
concerne il biomarcatore CHIT1.
o Interessamento del lobulo paracentrale di destra, in questo caso

correlato a CHI3L2 e NF-L.

Un risultato come quello ottenuto da questo studio pone grandi aspettative per un
miglior inquadramento prognostico dei pazienti. E quasi certo che, alla base di cio
che ¢ stato studiato e analizzato, sia presente un meccanismo fisiopatologico
comune, facente capo ai meccanismi di neurodegenerazione e infiammazione.
Tuttavia, dato il ristretto numero di casi coinvolti, sono necessari ulteriori studi che

includano una popolazione piu ampia di pazienti e di controlli, in modo da
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verificare la validita della metodica nel differenziare i1 pazienti affetti dai soggetti
sani, cosi come per valutare il pattern metabolico di queste e altre zone del sistema
nervoso nella patologia. Il fine ultimo, chiaramente, ¢ ampliare le conoscenze

riguardo alla fisiopatologia della malattia e delle alterazioni che vi si riscontrano.
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