Ann Ist Super Sanita 2004;40(1):89-99

Nerve growth factor e sclerosi multipla:
studi su modelli animali e nell’uomo
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Riassunto. - Studi pubblicati per la prima volta nel nostro laboratorio hanno dimostrato che il nerve
growth factor (NGF), fattore pleiotropico coinvolto nella crescita, nel differenziamento e nel riparo dal danno,
va incontro a significativi cambiamenti nel cervello di soggetti affetti da sclerosi multipla (SM) e del modello
animale della patologia, 1’encefalite allergica sperimentale (EAS). Durante gli ultimi anni, questi dati sono
stati oggetto di studi piu approfonditi ed i risultati ottenuti sembrano avvalorare I’ipotesi di un ruolo della
molecola NGF nella patogenesi della SM. Ricerche condotte piu recentemente su modelli animali hanno
evidenziato un’azione anti-infiammatoria del NGF, mediata dai linfociti T e protettiva rispetto al danno
neurologico in primati non-umani affetti da EAS. Nonostante questi dati, ulteriori studi saranno necessari per
valutare il ruolo fisiopatologico del NGF nella SM al fine di contribuire alla identificazione di nuove strategie
terapeutiche.

Parole chiave: nerve growth factor, neurotrofine, sclerosi multipla, encefalomielite allergica sperimentale,
demielinizzazione, infiammazione, cellule staminali.

Summary (Nerve growth factor and multiple sclerosis: studies on animal models and in humans). - We first
reported that the level of nerve growth factor (NGF), a pleiotrophic factor produced in central nervous system
(CNS) implicated in growth, differentiation and repair of brain neurones, undergoes through significant
changes in brain of patients with multiple sclerosis (MS) and of its animal model experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE). Recently, much attention has been evolved around these studies, reinforcing the
hypothesis about the role of NGF in this disorder. Indeed, current studies indicate that NGF stimulates growth
and differentiation of stem cell in EAE, exerts anti-inflammatory action and reduces the severity of EAE in
non-human primate, prospecting the clinical potentiality of NGF for MS. However, despite these findings,
crucial evidences, such as, the identification and characterisation of the mechanism(s) implicated in tissue
repair and in inflammatory responses, needs to be done to evaluate the role of NGF to identify potential
therapeutic strategies for this demyelinating disorder.

Key words: nerve growth factor, neurotrophins, multiple sclerosis, experimental allergic encephalomyeli-
tis, demyelinization, inflammation, stem cells.

Introduzione

La sclerosi multipla (SM) ¢ una malattia neurode-
generativa a carico del sistema nervoso centrale
(SNC), dai molti aspetti ancora oscuri sul piano
eziopatogenetico e, conseguentemente, dalle ricadute
terapeutiche ancora poco convincenti. A tutt’oggi, di
questa patologia si conosce, infatti, soltanto il
meccanismo di progressione mentre ancora non ¢
stato individuato 1’elemento scatenante. Sul piano
eziologico, sembrerebbero essere coinvolti fattori
genetici e virali [1-3] mentre, da un punto di vista
patogenetico, recenti evidenze sono a favore di un
ruolo ricoperto dall’oligodendrocita (OL), la cellula
che costituisce il rivestimento mielinico dell’assone.

Le alterazioni strutturali e funzionali a carico dell’OL
sarebbero causate da differenti fattori genetici e/o
virali o da alterazioni di sostanze presenti nel
microambiente cellulare, sintetizzate da cellule vicine
e/o utilizzate da queste. Studiare le sostanze del
microambiente cellulare pud, dunque, costituire una
ulteriore chiave di comprensione dei meccanismi
patogenetici della malattia [4-7]. Tra queste, le
neurotrofine, e in particolare il nerve growth factor
(NGF), vengono chiamate in causa in quanto sostanze
riconosciute, tra 1’altro, come transcription factors,
cio¢ sostanze in grado di modificare il fenotipo
cellulare attraverso la regolazione dell’espressione
genica mediata da signaling via TrkA, via p75 e
attraverso 1’endosoma [8].
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La SM ¢ una patologia demielinizzante, caratte-
rizzata, sul piano istopatologico, dal fenomeno della
“demielinizzazione periassiale” che consiste nella
perdita di mielina con conservazione dell’assone. Fu
descritta per la prima volta, nel 1835, da Cruveilhier [9]
e, nel 1868, Charcot, alla Salpétriere, ne defini le
caratteristiche cliniche e neuropatologiche, quali le
numerose aree di demielinizzazione, le cosiddette
“placche”, che insorgono preferenzialmente in alcune
aree del SNC, quali le vie lunghe e la sostanza bianca
periventricolare del midollo spinale, i nervi ottici, il
tronco cerebrale ed il cervelletto [5, 10].Tra le malattie
demielinizzanti, la SM ¢ quella che pil frequentemente,
dopo i traumi, provoca disabilita neurologica nella
popolazione giovane-adulta.

Sul piano clinico, la perdita di rivestimento mielinico,
in alcuni tratti delle fibre nervose, causa la comparsa di
disturbi della conduzione dell’impulso nervoso con
conseguenti impairments motori e/o sensitivi ingra-
vescenti e, in alcune forme cliniche, permanenti [11].

Negli ultimi anni, la SM ¢ stata considerata anche
come una malattia infiammatoria a genesi autoimmu-
nitaria. Tale visione si fonda non solo sui dati neuro-
patologici ma anche sul riscontro di alterazioni
immunitarie, quali la presenza di bande oligoclonali
nel liquor ed il peggioramento clinico provocato dalla
somministrazione di gamma interferon [12].

Le neurotrofine

Le neurotrofine (NT) sono un gruppo eterogeneo di
polipetidi in grado di regolare una serie di funzioni
cellulari quali il differenziamento, la crescita ed il
trofismo di specifici fenotipi cellulari. Presentano
molte analogie di sequenza amminoacidica e, per
questo, sono raggruppate a formare una famiglia
di peptidi. I principali neuropeptidi che fanno parte
di questa famiglia sono oltre al NGF, che ¢ il
fattore scoperto per primo e meglio conosciuto,
il brain-derived neurotrophic factor (BDNF), la
neurotrophin-3 (NT-3), la neurotrophin 4/5 (NT-4/5),
la neurotrophin-6 (NT-6) ed altri fattori di crescita
scoperti piu recentemente, quali il ciliary neurotrophic
factor (CTNF) [13, 14].

Le neurotrofine esercitano la loro azione legandosi
a due classi di recettori localizzati sulla membrana
cellulare: il recettore p75 e le Trk [15]. Il primo lega a
bassa affinita tutte le neurotrofine; il significato biolo-
gico di questo legame non & ancora stato completa-
mente chiarito. Le Trk sono una famiglia di recettori
ad alta affinita implicati nelle funzioni di crescita e
sopravvivenza dei neuroni. Il NGF ha un’alta affinita
per il recettore TrkA, il BDNF e la NT-4/5 per la TrkB
mentre la NT-3 lega la TrkA, la TrkB e la TrkC,
mostrando per quest’ultima una maggiore affinita [16].
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1l nerve growth factor

Il NGF ¢ stato per la prima volta identificato nei
sarcomi 180 e 37, tumori connettivali maligni del topo
e, in seguito, nel veleno di serpente e nelle ghiandole
salivari di topo maschio adulto. Oggi ¢ noto che il
NGF ¢ prodotto da una grande varieta di cellule del
tessuto periferico, del sistema nervoso centrale (SNC)
e periferico (SNP) ma anche da cellule del sistema
immunitario ed endocrino dei mammiferi, uomo
incluso [17-20].

Nel SNC, il NGF ¢ particolarmente presente a
livello della corteccia frontale, dell’ippocampo,
dell’ipotalamo e nel midollo spinale; la sua sintesi ¢
regolata da molecole endogene, quali gli ormoni
tiroidei, i corticosteroidi, i neuropeptidi e le citochine
[19, 21, 22]. Nel SNC, il NGF esercita un'azione
trofica sui neuroni colinergici del prosencefalo basale,
in particolare a livello del setto mediale, del nucleo
basale di Meynert della banda diagonale di Broca e, in
misura minore, anche su alcuni neuroni del midollo
spinale [20].

Lo spettro di azione di questa molecola non ¢
limitato a specifiche classi neuronali centrali e
periferiche, ma ¢ esteso anche a cellule appartenenti al
sistema immuno-emopoietico e, in situazioni fisiolo-
giche, ¢ sostenuto da cambiamenti neuroendocrini
[17, 23, 24]. Conferme circa 1’'importanza del NGF
nella regolazione della risposta immune provengono
da ricerche recenti che dimostrano come molte cellule
immunitarie, quali mastociti, eosinofili e linfociti,
utilizzino il NGF; questa neurotrofina ¢, inoltre,
coinvolta nella memoria immunitaria e in processi
fisiopatologici che sottendono molte malattie neuroim-
munitarie e autoimmunitarie [18, 19]. Il fatto che i
livelli basali di NGF vadano incontro a significative
variazioni nel corso di alcune malattie autoimmuni
avvalora l'ipotesi di un coinvolgimento di questa
molecola in tali patologie. Il NGF ¢& prodotto ed
utilizzato da cellule gliali, in particolare proprio dagli
OL [25, 26], cellule che, ripetiamo, svolgono un ruolo
cruciale nel rivestimento mielinico dei fasci nervosi e
che, nella SM, vanno incontro a degenerazione e/o
morte [5, 27].

Da qualche anno il NGF ¢ entrato a far parte di
trials multicentrici per un suo utilizzo clinico nelle
neuropatie periferiche umane [28] e ne & stato
individuato un ruolo terapeutico nell’ulcera corneale
[29], da decubito [30] e nelle ulcere vasculitiche [31].

Alla luce di queste ultime funzioni scoperte per il
NGeF, ¢ possibile ipotizzare per questa neurotrofina o
un ruolo di citochina pro-infiammatoria o un suo
coinvolgimento nei fenomeni degenerativi a carico
della mielina oppure un ruolo trofico nei riguardi di
quelle cellule che esprimono il recettore per il NGF.
Per contro, la sintesi di NGF ¢ stimolata da numerose
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sostanze, tra cui le citochine pro-infiammatorie, anche
in cellule che in condizioni normali non lo producono
[19, 32, 33]. In aggiunta a quanto gia detto, dato di
grande interesse ¢ la recente scoperta del ruolo
fondamentale del NGF nel determinare il destino finale
di sopravvivenza o morte della cellula differenziata
[20].

NGF e sclerosi multipla

L’eziologia della SM ¢ ancora in gran parte ignota,
cosl come sconosciuti risultano essere i meccanismi
patogenetici implicati. Tuttavia, sul piano eziologico,
molti studi sono a favore di una genesi multifattoriale;
¢ cioe¢ possibile che diversi fattori ambientali (preva-
lentemente virali) possano attivare, in soggetti con una
suscettibilita geneticamente determinata, una risposta
autoimmunitaria diretta contro gli antigeni della
mielina del SNC [1, 2, 34-37]. Da un punto di vista
patogenetico, particolare attenzione viene oggi posta al
danno subito dall’OL, la cellula responsabile del
rivestimento mielinico dell’assone e principale
bersaglio di ripetuti episodi infiammatori [27, 38, 39].
Il danno a carico della mielina potrebbe essere causato
direttamente da fattori esterni o, in una visione pil
attuale, mediato da alterazioni a carico del
microambiente extracellulare, che & costituito dalle
cellule limitrofe e dalle sostanze da esse sintetizzate
che intervengono nel trofismo e nel mantenimento di
cellule nervose come anche nei processi di neurode-
generazione [5, 38].

L’ipotesi di una possibile implicazione del NGF
nella SM diventa allora percorribile se si pensa
all’ampia diffusione di questa NT nel SNC, all’ampia
distribuzione dei recettori ad alta (TrkA) e bassa (p75)
affinitd nel SNC ed al ruolo ricoperto dal NGF in
funzioni immunitarie e nei fenomeni infiammatori. A
tale proposito, numerose evidenze sperimentali sono a
favore di una alterazione dei livelli sierici e liquorali di
NGF in pazienti con SM [40, 41] correlate alle
manifestazioni acute della malattia. Nel SNC di
pazienti affetti da SM e in quello di roditori con
encefalite allergica sperimentale (EAS) sono state
identificate cellule nervose e immunitarie in grado di
produrre rilevanti quantitd di NGF e BDNF e capaci di
esprimere il recettore ad alta affinita per queste due
molecole [26, 33, 42]. 1l significato funzionale di
queste cellule sarebbe quello di svolgere un’azione
neuroimmuno-protettiva nei focolai di infiammazione
cerebrale [43].

L’idea di studiare il ruolo del NGF nella SM,
malattia autoimmunitaria con una importante compo-
nente infiammatoria, nasce dal dato, ampiamente
confermato, di un coinvolgimento del NGF nei processi
immunitari ed infiammatori [18, 23, 24, 44-47].

Ricerche condotte nel nostro laboratorio ci hanno per-
messo di dimostrare, infatti, una marcata alterazione nella
sintesi e/o disponibilita del NGF in patologie di natura
inflammatoria con accumulo e attivazione di cellule
immunocompetenti nei tessuti delle aree colpite (Fig. 1).

Ricerche mirate alla comprensione dei meccanismi
coinvolti in questi eventi hanno portato all’osserva-
zione che molte cellule appartenenti al sistema
immunitario, quali mastociti, linfociti e macrofagi
acquistano una maggiore capacita di rispondere e/o
produrre NGF [17, 23]. Altri studi hanno successiva-
mente evidenziato che citochine coinvolte nei processi
infiammatori regolano la sintesi di NGF [19, 32, 33].
I meccanismi cellulari e molecolari che intervengono
nella sintesi e modulazione del NGF sono attualmente
oggetto di numerosi studi nel nostro e in altri laboratori.

I primi risultati che suggerivano una possibile
correlazione funzionale tra NGF e SM furono
pubblicati circa 10 anni fa dopo una ricerca condotta
dal Dipartimento di Scienze Neurologiche dell’Uni-
versita “la Sapienza” di Roma in collaborazione con il
Department of Physiology dell’Universita di Basilea.
Con questo studio controllato si dimostrd come i livelli
basali di NGF del liquido cerebrospinale di pazienti
affetti da SM aumentavano nella fase acuta della
malattia per diminuire durante la fase di remissione.
Questi primi risultati indicarono come 1’aumento della
sintesi di NGF nel liquor era una caratteristica risposta
infiammatoria nella SM [40].
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Fig. 1. - Livelli di NGF nel liquor di pazienti affetti da
sclerosi multipla durante la fase acuta della malattia (1)
e durante la fase di remissione (2). Livelli di NGF nel
siero (3), nel talamo (4), nel midollo allungato (5) e
nella regione lombare del midollo (6) di ratti affetti da
encefalite allergica sperimentale (EAS). Le colonne 7 e
8 indicano i livelli di NGF di ratti affetti da EAS con livelli
elevati circolanti di anti-NGF nel siero (7) e nel midollo
allungato (8).
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Altri studi hanno misurato i livelli di NGF nel
liquido cerebrospinale di pazienti affetti da differenti
malattie neurologiche di natura infiammatoria, quali la
meningite virale e batterica confrontandoli con quelli
di alcuni pazienti affetti da SM.

Alcuni anni dopo ¢ stato studiato il coinvolgimento
di altre neurotrofine, come il CNTF, in malattie
infiammatorie del SNC e del SNP, quali la SM, la
sindrome di Guillain-Barre e la polineuropatia
demielinizzante cronica infiammatoria [48, 49].

Le informazioni da noi acquisite in pazienti affetti
da SM non ci permisero, tuttavia, di indicare quali
cellule fossero responsabili delle variazioni dei livelli
di NGF. Per approfondire questo aspetto e
comprendere i possibili meccanismi coinvolti nella
patologia, abbiamo utilizzato successivamente uno dei
modelli animali di SM pil studiati, quello dell’EAS,
indotta in ratti adulti del ceppo Lewis.

NGF e EAS

L’EAS ¢ uno dei modelli sperimentali piu utilizzati
per lo studio della SM, malattia con la quale condivide
analogie cliniche e neuropatologiche [5, 50]. Si tratta
di una malattia autoimmune del SNC, con una
componente cellulo-mediata ed umorale, caratterizzata
da infiltrati linfomonocitari, gliosi e, in alcune specie,
demielinizzazione [5, 33, 51]. La malattia pud essere
indotta mediante un’immunizzazione con la proteina
basica della mielina o per trasferimento passivo di
cellule T autoreattive verso la mielina ed ¢ mediata dai
linfociti T CD4+ attivati e dal complesso maggiore di
istocompatibilta (MHC) di classe II [1, 5].

Sono gli studi condotti sul modello animale di
demielinizzazione che ci hanno permesso di eviden-
ziare le variazioni significative di sintesi e rilascio di
NGEF in varie aree del SNC, quali il talamo, il midollo
allungato ed il midollo spinale. I livelli di NGF variano
con le aree cerebrali e le fasi della malattia. Durante
una stessa fase della patologia, inoltre, sono state
osservate aree a maggiore e a minore contenuto di
NGEF in stretta vicinanza [52, 53, 44-46]. Questo fatto
suggerisce una diversa responsivita al NGF da parte
delle cellule colpite, siano esse neuronali o gliali, e/o
una differente capacita di produrre il NGF stesso.

Studi condotti in collaborazione con Laura Calza,
Universita di Bologna, hanno evidenziato che
nel’EAS  esistono ampie fluttuazioni nelle
concentrazioni cerebrali di NGF, correlate sia allo
stadio isto-patologico (presenza o meno di infiltrati
infiammatori) che ai livelli fisiologici di NGF in
specifiche aree del SNC [22, 52-56]. Nelle aree
cerebrali dove esistono cellule capaci di produrre NGF
(neuroni della corteccia cerebrale e mastociti del
talamo) o si accumulano a seguito dell’infiammazione,
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i livelli di NGF sono alterati durante il decorso
dell’EAS rispetto ai basali. Invece, nel midollo spinale
e nel tronco dell’encefalo, dove 1 livelli basali di NGF
sono circa 10 volte pill bassi rispetto a talamo e
corteccia, il NGF si riduce drasticamente durante la
fase acuta della malattia. Sembra, quindi, che in questa
condizione patologica esista un’elevata richiesta
tissutale di NGF, testimoniata anche da una
drammatica up-regulation dei recettori per il NGF sia
a bassa (p75) che ad alta (TrkA) affinita. Questi
recettori compaiono su neuroni e anche su altri tipi
cellulari (gliali) che normalmente non li esprimono.
Sono spesso presenti in sede perivascolare, come se
anche sui vasi arrivassero segnali bioumorali capaci di
favorire la loro epressione, in altre aree si osservano
piccoli clusters non necessariamente associati a focolai
infiammatori [22, 52-58].

I risultati di questi studi hanno permesso di
avanzare l'ipotesi che il NGF, prodotto durante la fase
acuta e/o cronica della malattia, possa essere coinvolto
nella proliferazione e differenziamento degli OL. Un
primo sostegno a questa ipotesi ¢ venuto dagli studi in
cui ¢ stato somministrato NGF radiomarcato nei
ventricoli cerebrali di ratti con EAS. II NGF, iniettato
nei ventricoli, viene captato da cellule della regione
periventricolare e trasportato nel parenchima cerebrale
[55, 59]. Alcune evidenze istopatologiche dimostre-
rebbero che la molecola sarebbe coinvolta nella
canalizzazione di cellule staminali in OL allo scopo di
rimpiazzare quelle irreversibilmente danneggiate
dall’infiammazione. E stato ipotizzato che gli alterati
livelli di NGF possano influenzare la potenziale
“riserva” di cellule staminali del cervello adulto,
regolando sia i fenomeni migratori che quelli differen-
ziativi [17, 22, 37].

Un ulteriore sostegno all'ipotesi di un ruolo del
NGF nell’EAS e nella SM viene anche da studi
condotti sui nervi ottici, che sono tra i primi tessuti ad
essere colpiti da questa patologia demielinizzante. Il
nervo ottico nella prima fase della malattia presenta
una significativa alterazione dei livelli di NGF e della
distribuzione del suo recettore [54]. Un riscontro
sperimentale a sostegno dell’ipotesi di un ruolo
protettivo del NGF viene dall’osservazione che la
presenza endogena di anticorpi anti-NGF, in ratti con
EAS, aggrava la sintomatologia [58] e che la
produzione in loco di NGF da parte di linfociti T in
ratti con neurite ottica, induce una ridotta
manifestazione clinica e neuropatologica rispetto a
ratti di controllo [60]. Studi pubblicati recentemente da
Villoslada [61] dimostrano che la somministrazione
endoventricolare di NGF migliora i segni clinici e
riduce il danno neuropatologico in primati affetti da
EAS, avvalorando ulteriormente tale ipotesi. Anche se,
al momento, appare difficile definire I’azione del NGF
in patologie infiammatorie su base autoimmune, i
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risultati riportati recentemente nel nostro ed in altri
centri di ricerca, fanno ritenere che tra i possibili ruoli
del NGF vi sia quello di contribuire alla prevenzione
e/o alla riduzione del danno dell’OL e neuronale.

NGF e meccanismi
di neuroimmunoprotezione

Negli ultimi venti anni, un gran numero di dati
sperimentali ha dimostrato come il NGF agisca non
solo su cellule del sistema nervoso, ma anche su
cellule del sistema immunitario svolgendo un’azione
nei processi differenziativi, nella sopravvivenza di
specifiche popolazioni cellulari e nella risposta
infiammatoria [24]. Riscontri sperimentali hanno
evidenziato, infatti, come questa sia quasi sempre
associata ad un aumento nella sintesi e nel rilascio di
NGF e di altre neurotrofine [18, 23]. Il ruolo del NGF
nei processi infiammatori, tutt’ora oggetto di studio, ed
i risultati fin qui ottenuti, hanno portato a conclusioni
discordanti, dall’ipotesi che il NGF contribuirebbe a
scatenare I’evento infiammatorio a quella secondo cui
ridurrebbe il danno citotossico sulla mielina agendo da
molecola anti-infiammatoria [62]. Dopo aver
riscontrato 1’aumento di NGF nel liquor e nei tessuti
cerebrali di pazienti con SM o in ratti affetti da EAS
[17, 19, 40, 52, 53, 58], ci si & chiesti quale potesse
essere il ruolo del NGF nella SM. I risultati di studi
effettuati su roditori e primati non umani hanno
dimostrato, in maniera convincente, come i linfociti T
attivati, presenti nel SNC di soggetti con EAS, siano in
grado di sintetizzare quantita fisiologicamente
rilevanti di NGF, con un meccanismo di down-
regulation sulla risposta infiammatoria nel SNC [32,
33,47, 62, 63]. Questi studi sarebbero a favore del dato
che il NGF rilasciato dai linfociti T agirebbe su cellule
cerebrali, molto probabilmente su cellule gliali, per
indurle a produrre e rilasciare 1’interleuchina anti-
infiammatoria, IL-10, proteggendo cosi le cellule
cerebrali danneggiate [61]. Dati ottenuti su modelli
animali di neurite ottica sperimentale sottoposti a
inoculazione di linfociti T modificati geneticamente al
fine di produrre NGF, sembrano avvalorare tale ipotesi
[8, 60]. Prove ulteriori del ruolo anti-infiammatorio del
NGF sono state evidenziate da altri dati sperimentali
ottenuti anche nel nostro laboratorio [23, 42, 64].

NGF e cellule immature

Come ¢ noto, le patologie demielinizzanti sono
caratterizzate dalla distruzione selettiva delle guaine
mieliniche degli OL. L’evento iniziale del processo di
demielinizzazione sembra essere associato ad un
aumento della permeabilita della barriera ematoence-

falica e dall’infiltrazione di cellule infiammatorie,
quali linfociti, macrofagi, mastociti nelle aree del
tessuto perivascolare del SNC. Questa fase precoce ¢
seguita dalla distruzione della mielina e degli OL e da
astrocitosi [5, 65, 66]. Inoltre, vi sono particolari
evidenze che durante la fase acuta - ma non solo - il
SNC attui un tentativo di ricostruzione delle guaine
mieliniche, un processo definito riemielinizzazione
[67]. Lo studio delle interazioni tra cellule presenti nei
focolai infiammatori pud rivelarsi utile per una
maggiore comprensione dei meccanismi di demieliniz-
zazione e rimielinizzazione [68]. E stato osservato che
gli OL, in condizioni basali, non rispondono all’azione
del NGF mentre durante I’EAS esprimono il recettore
del NGF divenendo cosi capaci di rispondere a questa
neurotrofina [52, 53, 55, 56]. La capacita da parte degli
OL di rispondere all’azione del NGF ¢ stata dimostrata
recentemente in vitro [25, 26]. E utile sottolineare che
aree nervose che presentano livelli bassi di NGF, come
il midollo, sono quelle pitt marcatamente colpite dalla
malattia, mentre in altre aree dove si osserva una
maggiore concentrazione di questa neurotrofina, il
danno mielinico sembra essere minore. Inoltre, il fatto
che siano proprio gli OL maggiormente danneggiati ad
acquisire espressione del recettore per il NGF, avvalora
I’ipotesi di un coinvolgimento funzionale di questa
molecola nella patofisiologia della malattia. Le aree
nervose che esprimono e/o utilizzano maggiormente
NGF sarebbero, quindi, favorite nei processi riparativi
della malattia, a differenza di altre dove la minore
concentrazione di neurotrofina ridurrebbe fortemente
questa capacita.

Tra 1 tanti aspetti cruciali per la comprensione dei
meccanismi biologici che regolano e limitano il
processo di rimielinizzazione, vi ¢ quella importante
che riguarda la conoscenza dei processi di crescita,
migrazione e differenziamento degli OL.

Da studi condotti in vitro e in vivo & noto che
durante lo sviluppo del SNC, i precursori degli OL
manifestano una notevole potenzialitd proliferativa e
sviluppano una capacita di migrare per lunghe distanze
dalle zone germinative subventricolari verso altre aree
cerebrali [55, 56]. Queste osservazioni hanno
recentemente attirato l’interesse scientifico verso la
caratterizzazione delle molecole implicate nei processi
di migrazione, differenziamento e di riconoscimento
degli assoni nudi.

Questi ed altri riscontri sperimentali hanno mostrato
che molti fattori di crescita, e tra questi lo stesso NGF,
prodotti da cellule del SNC sono in grado di concorrere
ai meccanismi di sopravvivenza e di proliferazione dei
progenitori degli OL [65, 69-73]. Studi recenti hanno
dimostrato la capacita degli OL di esprimere il recettore
NGF, assente in condizioni normali, € di rispondere
all’azione del NGF. Per approfondire le conoscenze sul
ruolo della molecola NGF nei processi protettivi e/o
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riparativi degli OL abbiamo utilizzato modelli animali
di SM e studiato il comportamento delle cellule
staminali localizzate nella zona subventricolare (SVZ),
durante lo sviluppo della EAS, esposte a ridotte o
elevate quantita di NGF. I risultati di questi studi hanno
ulteriormente avvalorato I’ipotesi di un coinvolgimento
della molecola NGF nell’attivazione e nel differenzia-
mento dei precursori degli OL [22, 37]. Questi studi
hanno, infatti, dimostrato che cellule della SVZ di ratti
con EAS esprimono il recettore NGF, 1’antigene
proliferativo Ki67 e suggerito che cellule staminali
localizzate nella SVZ possano essere influenzate nelle
loro capacita migratorie e differenziative dalla presenza
di NGF [22, 37, 55, 56]. L’evidenza che le cellule
ventricolari, una volta captato il NGF, migrino dallo
strato ependimale verso le aree cerebrali pill interne,
non solo rafforza I’ipotesi di un ruolo funzionale del
NGF, ma suggerisce anche che questa neurotrofina,
presente in elevate quantita nei ventricoli e nei tessuti
cerebrali durante ’EAS, potrebbe svolgere un ruolo di
stimolo nel differenziamento delle cellule staminali
ventricolari per sostituire cellule danneggiate.

Per la loro capacita di proliferare e differenziarsi in
diverse linee cellulari, le cellule localizzate nella SVZ
possono, quindi, rappresentare una fonte di elementi
maturi in patologie degenerative caratterizzate da
perdita irreversibile di cellule, quali infarto del mio-
cardio, miopatie, demenza di Alzheimer e anche SM.

Questa possibilita ¢ stata negli ultimi anni rivalutata
da un numero crescente di dati sperimentali ottenuti in
vitro € in vivo non solo sui precursori embrionali, ma
anche nei tessuti cerebrali di soggetti adulti. L’impiego
di cellule immature e/o cellule staminali per la cura di
malattie degenerative neurologiche, a tutt’oggi aggre-
dibili solo con terapie sintomatiche, ha aperto uno
scenario importante per la moderna neurobiologia
(Fig. 2).

NGF e cellule gliali radiali

La SVZ dei ventricoli laterali del telencefalo ¢ un
importante strato germinativo che si forma durante lo
sviluppo. Nel neonato, questo strato da vita agli
astrociti, agli OL e ai neuroni del bulbo olfattorio.
Durante la gliogenesi, i precursori gliali, che originano
nella SVZ, migrano radialmente verso il corpo calloso
e la corteccia cerebrale dove si differenziano in OL e in
astrociti. Nel cervello giovanile la SVZ, che progressi-
vamente si atrofizza dopo la nascita, ¢ ancora capace di
divisione mitotica dei propri componenti e mantiene la
capacita di generare, dunque, astrociti e OL.

Nel cervello adulto normale le cellule radiali sono
fortemente ridotte, se non quasi assenti, e ricompaiono a
seguito di insulti cerebrali. L'osservazione che nell’EAS
ricompaiono queste cellule, che esprimono recettori per il
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NGEF, suggerisce ulteriormente un ruolo della neurotrofina
nella fisiopatologia della malattia e, molto verosimilmente,
anche nei processi di recupero del danno cerebrale [37].

Le cellule localizzate nel subventricular layer
mantengono caratteristiche di cellula staminale anche
nel cervello adulto di mammifero e sono capaci quindi
di proliferare, migrare e differenziarsi come neurone e
come cellula gliale, OL compreso [74, 75]. Questi
fenomeni avvengono spontaneamente nel SNC di
animale adulto, particolarmente nel bulbo olfattorio,
nel giro dentato dell’ippocampo e, verosimilmente,
anche nel midollo spinale. E evidente il potenziale
significato dell’esistenza di cellule precursori nel
cervello adulto, stante le scarsissime capacita ripara-
tive del SNC da sempre attribuite all’impossibilita di
rimpiazzare le cellule andate incontro a morte nell’eta
adulta. Questa popolazione cellulare o, almeno, una
consistente percentuale di essa, esprime il recettore per
il NGF durante il corso di EAS, aumentando la propria
capacita proliferativa e/o differenziativa [55, 56].

Un’altra marcata caratteristica dell’EAS riscontrata
nei nostri studi ¢ la comparsa di cellule gliali dalla
conformazione radiale che acquista la capacita di
esprimere TrkA, il recettore del NGF [45, 46]. Le cellule
gliali radiali, a differenza dei normali astrociti, si diffe-
renziano dai precursori embrionali localizzati lungo i
ventricoli cerebrali prima della neurogenesi e regolano
la migrazione neuronale. Una volta terminato il processo
di neurogenesi del SNC, gli astrociti radiali acquistano
le caratteristiche strutturali di normali astrociti [76-80].
Questi studi condotti in collaborazione con Oderfeld-
Norwak, del Nencki Institute of Experimental Biology,
Polish Academy of Sciences di Varsavia, hanno eviden-
ziato che nell’EAS non solo ricompaiono gli astrociti
radiali caratterizzati da una marcata presenza di recettori
NGF ma anche che questo fenomeno ¢ molto probabil-
mente associato alla migrazione di cellule staminali
NGF-dipendenti e mirato alla canalizzazione delle
cellule immature verso il fenotipo gliale e/o nervoso [45,
46].

Potenzialita di impiego terapeutico
del NGF nella SM

Numerose sono le malattie caratterizzate da danno
cerebrale e, da sempre, la sfida ¢ stata quella di tentare
di riparare un tessuto che era noto per non essere in
grado di rigenerarsi [81].

Negli ultimi anni sono stati pubblicati molti studi di
base, preclinici e clinici, mirati ad un utilizzo
terapeutico del NGF in patologie neurologiche. Alcuni
studi recenti hanno evidenziato la potenziale
importanza clinica di questa neurotrofina [28, 82, 83],
altri sono tutt’ora in via di sperimentazione [22, 37,
46].
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Nel caso della SM, ¢ noto che processi di rimieli-
nizzazione vengono messi in atto, in risposta al danno
mielinico, da parte degli OL attivati o dei precursori di
queste cellule uniformemente distribuiti nel SNC.
La nostra ipotesi, supportata da altri riscontri
sperimentali, suggerisce che i fattori di crescita
possano stimolare la proliferazione e la migrazione dei
precursori degli OL o funzionare come fattori di
sopravvivenza per gli OL maturi [55, 56, 74]. Questi
mediatori biologici presenti nel SNC in quantita
sufficiente in condizioni normali, ma insufficienti a
seguito di un danno neuro-immunitario, si prospettano
utili per lo sviluppo di nuovi approcci sperimentali e
per il loro uso terapeutico nella SM. Recenti studi
condotti in primati affetti da EAS hanno dimostrato
come la somministrazione endocerebrale di NGF
riduca in maniera significativa il danno cerebrale e
migliori il quadro clinico della malattia [61]. Anche se
episodi di rimielinizzazione si osservano in numerose
aree di lesione, le alterazioni istologiche osservate ed il
quadro clinico della malattia provano senza dubbio che
il processo di demielinizzazione prevale su tali
tentativi di rigenerazione [84-87]. Inoltre, le
esperienze cliniche nei pazienti con disabilita
neurologiche testimoniano che in molti casi la
riparazione ultima della mielina non ha successo.
Queste osservazioni fanno ritenere che stimoli esogeni

appropriati, come la presenza del NGF, agendo a
livello neuronale e immunitario, potrebbero facilitare
un recupero pil veloce del quadro clinico del paziente
[32, 86, 88, 89]. Un interessante studio, pubblicato
recentemente da Stefano Pluchino et al. del San
Raffaele di Milano, ha dimostrato il ruolo svolto dalle
cellule staminali iniettate in roditori affetti da EAS nel
promuovere la rimielinizzazione e nel recupero delle
attivita funzionali dell’animale [90].

Sulla base dei riscontri sperimentali fin qui
disponibili, ¢ possibile prospettare un ruolo delle
neurotrofine, in particolare del NGF, su cellule
staminali della SVZ, nei processi di rimielinizzazione
su modelli animali di SM [8, 89]. Inoltre, studi
pubblicati recentemente sembrano indicare una
correlazione tra la ridotta capacita di sintesi e rilascio
di BDNF da parte di monociti del sangue periferico di
pazienti affetti da SM e la progressione dei processi di
demielinizzazione e conseguente neurodegenerazione
del SNC del paziente [89]. E stato, inoltre, evidenziato
un ruolo importante del p75, recettore comune a tutte
le neurotrofine nella modulazione del processo di
mielinizzazione periferica (91). Infine, risultati
ottenuti di recente in modelli animali di SM dimo-
strerebbero la capacita di cellule staminali di
differenziarsi in OL e di stimolare la produzione di
mielina in seguito al trattamento con 1’ormone

Cellula endoteliale della
zona ventricolare (VZ)

Cellula staminale della VZ

Cellula multipotente
della SVZ

{

Neurone

Cellula gliale radiale

Oligodendrocita

NGF

Recettore NGF-TrkA

Recettore NGF-p75

Fig. 2. - Rappresentazione schematica basata su dati ottenuti presso I'lstituto Superiore di Sanita ed in altri istituti
e relativa alla probabile distribuzione dinamica delle cellule della zona ventricolare (VZ) e subventricolare (SVZ)
recettive al nerve growth factor (NGF) in ratti affetti da encefalite allergica sperimentale (EAS).
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Tabella 1. - Evidenze e ipotesi sul ruolo del NGF nella sclerosi multipla (SM)

Evidenze

Ipotesi

Alterati livelli di NGF nel liquor di pazienti con SM e
in modelli animali di EAS

NGF radiomarcato somministrato nei ventricoli
cerebrali di ratti EAS & captato da cellule della
SVZ e trasportato nel parenchima cerebrale

L'EAS & caratterizzata dalla riattivazione delle cellule
radiali gliali che svolgono un importante ruolo nella
migrazione cellulare e nella neurogenesi ed esprimono
il recettore ad alta affinita per il NGF

Studi in vivo e in vitro dimostrano la capacita degli OL
e delle cellule nervose immature di esprimere il recettore
per il NGF e di differenziarsi se esposte all’azione del NGF

La somministrazione endocerebrale di NGF in ratti e
primati non umani con EAS riduce in maniera significativa
i segni clinici e le lesioni neuropatologiche

Gli studi sulla somministrazione di NGF nellEAS
hanno contribuito alla comprensione del ruolo della
molecola nella risposta infammatoria

I NGF e implicato nella patogenesi della SM e nel
modello animale di EAS

Il NGF & coinvolto direttamente o indirettamente nei
procedimenti di migrazione delle cellule staminali

I NGF, attraverso la riattivazione delle cellule radiali,
facilita la riparazione del danno cellulare,

agendo sul differenziamento di cellule staminali
durante una specifica finestra di sviluppo

I NGF agisce in dose- e stadio-dipendente e concorre
a proteggere e/o sostituire OL e neuroni danneggiati

I NGF in concentrazioni adeguate potrebbe, da solo
0 in combinazione con altri farmaci, ridurre i segni
clinici e le lesioni cerebrali

Il NGF & un fattore implicato nei processi di
neuroimmunomodulazione della malattia

Sono sintetizzate le principali evidenze e le ipotesi piu suggestive sul ruolo ricoperto dal NGF nella sclerosi multipla.
NGF: nerve growth factor; EAS: encefalite allergica sperimentale; OL: oligodendrocita.

tiroideo, la cui azione potrebbe essere diretta o mediata
dallo stesso NGF, neosintetizzato e rilasciato nel
tessuto [22].

Conclusioni

La SM ed il suo modello sperimentale animale,
EAS, sono patologie che colpiscono cellule apparte-
nenti al sistema nervoso e al sistema immunitario
[1, 5]. I NGF fa parte di un gruppo di mediatori
biologici coinvolti nella regolazione della risposta
neuronale e immunitaria, svolge un ruolo importante
nella neurogenesi e nel differenziamento neuronale,
promuove il riparo del danno neuronale ed esercita una
azione anti-infiammatoria [33, 42, 64]. I NGF &
prodotto e rilasciato da numerose cellule, ¢ presente nel
torrente circolatorio e nel liquido cerebrospinale.
L’ipotesi di un ruolo funzionale del NGF nella SM
risale al 1992 quando fu dimostrato che la
concentrazione del NGF nel liquor aumentava nella
fase acuta e diminuiva nella fase di remissione della
SM [40]. Tale ipotesi, oggetto di numerosi studi in
questi ultimi anni, suggerisce che 1’aumentato livello di
NGF nel liquor sia da attribuire alla capacita del NGF
di rendere le cellule cerebrali piu resistenti all’insulto
infiammatorio e/o di stimolare cellule immature
localizzate nella SVZ a sostituire quelle danneggiate
[37, 55]. A distanza di oltre dieci anni, anche se molti
aspetti restano ancora da chiarire, riscontri sperimentali

sia in vivo che in vitro, in numerosi laboratori,
compreso il nostro, rendono verosimile I’ipotesi di un
ruolo funzionale della molecola NGF nella patologia
descritta. Dati qualificanti a sostegno di tali ipotesi
includono 1’osservazione che: (a) la molecola NGF
aumenta nel liquor [40]; (b) le cellule localizzate nella
SVZ diventano recettive all’azione del NGF [55]; (¢) il
NGF viene trasportato da precursori degli OL nel
parenchima cerebrale [55]; (d) le cellule gliali radiali
che svolgono un ruolo importante nella neurogenesi e
nella migrazione cellulare, vengono attivate durante
I’EAS e acquistano la capacita di esprimere il recettore
TrkA [45, 46]; (e) il trattamento endocerebrale con
NGF di primati non umani affetti da EAS [61] o di
roditori con neurite ottica con linfociti T ingegnerizzati
a produrre NGF nel SNC [60] riduce 1’infiammazione
acuta (Tab. 1).

La dimostrazione sperimentale che 1’utilizzo del
NGF da parte di differenti fenotipi cellulari si realizza
in specifiche finestre temporali e non in altre dove
sarebbero, per contro, attive altre NT, giustifica la
necessita di un approfondimento della ricerca in questa
area. Inoltre, si sottolinea il fatto che acquisire ulteriori
conoscenze sul ruolo del NGF nella sclerosi multipla,
esaminando sia i siti di sintesi che quelli di utilizzo del
NGF e chiarendo le differenze rispetto al modello
animale di EAS potrebbe rivelarsi utile al fine di una
maggiore comprensione della fisiopatologia della
malattia e, verosimilmente, nella comprensione del
potenziale ruolo clinico della molecola [61].
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Queste ricerche non solo sembrano rafforzare
I’ipotesi del ruolo protettivo del NGF in questa
malattia, ma suggeriscono che il NGF possa parteci-
pare in processi determinanti ai fini del recupero del
danno, quali la mobilitazione di cellule progenitrici
della SVZ, la riattivazione dell’astroglia radiale e il
differenziamento delle cellule staminali in OL e/o
neuroni. Questa ipotesi ¢ oggetto tutt’ora di verifica e
approfondimento.
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