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INTRODUZIONE E CENNI STORICI

La Spondilite Anchilosante (SA) rappresenta il prototipo delle
spondiloartriti ed € una patologia inflammatoria cronica ad eziologia
sconosciuta che interessa principalmente lo scheletro assile, sebbene
anche lo scheletro appendicolare possa essere colpito in maniera
significativa. Le alterazioni si verificano a carico delle articolazioni
sinoviali e cartilaginee ed in corrispondenza delle inserzioni ossee di
tendini e legamenti.

Nel 1973, quasi contemporaneamente, I'équipe di Paul Terasaki negli
Stati Uniti (1) e quella di Derrick Brewerton in Inghilterra (2) accertarono
che un’elevata percentuale di malati di spondilite anchilosante (SA)
possedeva un particolare antigene del sistema maggiore di
istocompatibilita: I'antigene HLA-B27. L'esistenza di isoantigeni tissutali,
da cui dipende, appunto, la compatibilita degli omotrapianti, era una
scoperta abbastanza recente: nel 1956 essa era stata dimostrata nel
topo (3) e nel 1958 Jean Dausset, cui per questo motivo fu conferito nel
1980 il premio Nobel per la Medicina, I'aveva confermata nelluomo (4).
Queste osservazioni furono ripetute, in una rapidissima successione di
indagini, nell'artrite reattiva o sindrome di Reiter (5,6), nell'artrite
associata a malattie infammatori dell'intestino o enteroartrite (7,8) e
nell’artrite psoriasica (9,10).

In base a questi risultati, nel 1974 John Moll e Verna Wright (11)
suggerirono che queste malattie, tutte gia note come condizioni morbose

definite, pur conservando sostanzialmente la loro autonomia



nosografica, erano in qualche modo accomunate da una serie di
caratteristiche, fra le quali la costante assenza del fattore reumatoide (da
cui la denominazione di poFraenkel E.liartriti sieronegative), il frequente
interessamento della colonna vertebrale (da cui la denominazione di
spondiloartriti), e l'aggregazione familiare crociata (di cui la presenza
dell'antigene di istocompatibilita HLA-B27 e appunto il marker genetico).
All'inizio gli stessi autori avevano incluso nel raggruppamento anche la
malattia di Behcet, che pero fu esclusa dal novero alcuni anni dopo per
motivi che non € qui possibile discutere.

Negli ultimi anni del XIX secolo tre diversi studiosi descrissero una
“nuova” malattia reumatica, caratterizzata da una marcata rigidita della
colonna vertebrale (12-14): il tedesco Adolf von Strumpell nel 1884, il
russo Vladimir Bechterew nel 1893 ed il francese Pierre Marie nel 1898.
La sequenza di queste prime segnalazioni risulta in realtd puttosto
intricata. In ordine cronologico | prima e quella di Strumpell (15), che,
tuttavia consiste solo in un breve cenno a due casi della malattia nella
prima edizione del suo trattato di Medicina Interna. Nel 1893 Bechterew
(16) descrisse in mdo piu dettagliato cinque casi, sulla cui esatta
interpretazione, peraltro, sono poi state formulate molte riserve (12,17).
Qualche anno dopo, nel 1897, Bechterew (18) e Strumpell (19)
presentarono entrambi un nuovo caso in due articoli pubblicati nello
stesso fascicolo di una rivista, ed anche questa volta il caso di
Bechterew non sarebbe esente da crtiche, mentre, semore in quell’anno,
Marie (20) segnalo, avvicinandolo, forse in modo improprio, a quelli di

Bechterew, un caso di non facile inquadramento che, con un evidente



ossimoro, defini “cifosi eredo-traumatica”. L’anno successivo lo stesso
Marie (21) pubblico, comunque, sotto la denominazione di “spondilosi
rizomelica”, due casi inequivocabili della nuova malattia, dandone una
descrizione clinica magistrale: uno dei due casi, tra l'altro, era stato
osservato da Marie fin dal 1886, insieme al suo maestro Charcot. Ancora
un anno dopo, nel 1899, Bechterew segnalo altri due casi (22), questa
volta certamente analoghi a quelli segnalati da Strumpell e da Marie,
mentre André Leri, allievo di Marie, perfezionava la descrizione clinica e
riportava un’osservazione autoptica (23).

Una coincidenza curiosa € che sia Bechterew che Marie erano neurologi,
ed anche Strumpell, pur essendo direttore della Clinica Medica di
Erlangen ed autore di un trattato di Medicina Interna che ebbe piu di 30
edizioni e che per alcuni decenni fu una sorta di “Harrison” del tempo, si
interessava soprattutto di neurologia. La triplice paternita non sembra
aver creato particolari controversie per assicurarsi la primogenitura: in
letteratura I'eponimo piu frequente € quello di Bechterew, malgrado le
critiche che siano state formulate ai suoi contributi iniziali sull’argomento,
ma si trovano anche denominazioni con eponimo doppio o triplo. Per un
certo tempo era stata suggerita una distinzione tra la forma di
Bechterew, ad esordio cervicale e carattere discendente, e la forma di
Marie-Strumpell, ad esordio lombare e carattere ascendente, distinzione
che non ha alcuna giustificazione, perché nella quasi totalita dei casi la
malattia inizia a livello lombo-sacrale, anzi piu esattamente alle

articolazioni sacro-iliache.



Il motivo della mancata contesa sta forse nel fatto che fin dall’inizio si era
imposta una denominazione non eponimica, che chiarisce in modo
semplice e corretto le caratteristiche della malattia. Essa € costituita da
un sostantivo: spondilosi, poi divenuto spondilite, quando fu chiara la
natura inflammatoria della malattia (24), e da un aggettivo, che puo
essere prognostico: anchilosante od il piu brutto anchilopoietica, oppure
topografico (ed un po’ troppo aulico): rizomelica, perché la malattia, oltre
allo scheletro assile, puo interessare le spalle e le anche, cioe le
articolazioni poste alla radice degli arti. Nel lavoro di Pierre Marie la
malattia e gia chiamata spondilosi rizomelica (25), e questa pure € la
denominazione utilizzata nel primo contributo italiano, dovuto, sul finire
dell’800, a Vittorio Ascoli, clinico medico dell’'Universita di Roma (26).
Che la malattia fosse, comunque, “anchilosante” e quindi “invalidante” lo
dimostra anche il primo caso descritto in America nel 1857
(evidentemente si tratta di una diagnosi “a posteriori”) riportato alla luce
di recente da Malcolm Jayson, per conto della Heberden Library della
British Society of Rheumatology, dal sihnificativo titolo Leonard Trask:
the wonderful invalid (27).

Tuttavia, i tre scopritori putativi della SA non furono affatto i primi ad
osservare la malattia: secondo alcune ricerche nella vecchia letteratura
le segnalazioni precedenti non sono nemmeno eccezionali (28,29). Un
primo accenno risalirebbe addirittura a allepoca greco-romana:
Archigene di Apamea (I secolo d.C.) ed Areteo di Cappadocia (Il secolo
d.C.) parlano, infatti, di una “estensione” della gotta fino alla colonna

vertebrale, che con un po’ di fantasia si potrebbe configurare come una



spondilite. E pit verosimile che si riferissero alla anchilosante Realdo
Colombo, professore di Anatomia a Padova, quindi a Pisa e a Roma
nella prima meta del ‘500 (30), che cita nelle sue opere due scheletri in
cui tutte le ossa erano fuse fra loro e Thomas Sydenham, che circa
mezzo secolo dopo descrive una malattia articolare (lumbago
rheumatica) caratterizzata da dolore notturno e rigidita della regione
lombare.

Nello stesso secolo di Sydenham visse il poeta burlesco francese Paul
Scarron (la cui vedova, Francoise d’Aubigné, sarebbe poi divenuta la
celebre M.me de Maintenon) che soffri quasi certamente di spondilite
anchilosante, in quanto fin da giovane aveva dolori acuti allla schiena,
lamento un’inflammazione oculare e fini per avere un collo cosi rigido
“da non riuscire a rivolgere lo sguardo in alto” (31).

La prima segnalazione ben documentata della malattia viene spesso
attribuita all'irlandese Bernard O’Connor, che nel 1691 descrissse uno
scheletro, rinvenuto in un cimitero di Reins, in Francia, nel quale
vertebre, coste e bacino erano saldati tra loro: ed e proprio I'anchilosi
delle articolazioni costo-vertebrali e sacro-iliache a rendere credibile la
diagnosi retrospettiva (32). Nel 1831 un medio di Brighton, in Inghilterra,
Philip Lyons, segnalo su Lancet il caso di un uomo che fin dall’eta di 18
anni aveva presentato dolore e rigidita al rachide e nel quale 'esame
autoptico confermo la fusione dei corpi vertebrali (33). Nel XIX secolo,
ma prima della descrizione “ufficiale” della malattia, sarebbero stati
almeno sette le segnalazioni di casi di probabile spondilite (29): fra

questi spiccano quelli riportati da Benjamin Brodie (che, comunque ¢



stato anche il primo a descrivere quella che poi sara la sindrome di
Reiter) e da Charles Fagge.

Dopo la “scoperta” di Strumpell, Bechterew e Marie, e mentre si
accendeva il dibattito sullinquadramento nosologico della malattia, le
sue caratteristiche divennere sempre meglio definite. La netta
prevalenza maschile, comunque gia segnalata da Pierre Marie, fu
confermata nel 1901 (34). L’irite, gia segnalata in modo aneddotico da
Brodie e dallo stesso Bechterew, fu identificata, come manifestazione
caratteristica della malattia, solo nel 1935, ad opera di due oculisti
tedeschi, fra i quali Ernst Kraupa (35). Sei casi di insufficienza aortica in
malati di spondilite anchilosante furono descritti nell'immediato secondo
dopoguerra (36), ma erroneamente attribuiti ad una concomitante febbre
reumatica; solo nel 1956, in una meta-analisi dei primi cento casi di
insufficienza aortica sottoposti ad impianto di protesi valvolare (37), se
ne trovarono ben 5 affetti da spondilite: un numero senz’altro troppo
elevato per essere motivato da una coincidenza casuale.

Attualmente la diagnosi, soprattutto in fase precoce di malattia, non puo
prescindere dalle indagini radioloigche. La scoperta di Wilhelm Conrad
Rontgen € del 1895 (38), praticamente coeva di quella della spondilite e
gia nel 1899 Valentini avrebbe pubblicato i primi radiogrammi di colonne
spondilitiche sulla rivista tedesca Deutsche Medizinische Wochenschrift
(12), anche se le indagini radioloigche si svilupparono poi con una certa
lentezza e le acquisizioni piu imporatnti sulle alterazioni radiologiche
della spondilita anchilosante avvvennero all'inizio degli anni '30 del XX

secolo. Infatti, la sacro-ileite, il reperto radiologico piu importante ai fini



diagnostici, fu descritta in modo definito dal radiologo tedesco di Aachen
Walter Krebs solo nel 1931 (39), anche se sarebbe gia identificabile in
una radiografia di Eugene Frenkel del 1904 (40), mentre l'aspetto a
“canna di bambu” era gia evidente in alcuni radiogrammi di Valentini,
che, come appena ricordato, risalgono al 1899 (41). L'anno precedente,
nel 1930, erano state segnalate le erosioni agli angoli anteriori dei corpi
vertebrali, che vanno ancora sotto il nome di segno di Romanus, dal
nome del primo autore dell'indagine (42). | reperti propri della fase
avanzata, come abbiamo appena segnalato, erano gia stati osservati fin
dai primordi della radiologia, ma il termine sindesmofita e stato proposto
da Jean Athanase Sicard e Jacques Forestier, sempre nel 1931 (43).

Abbiamo gia ricordato che in alcuni dei casi piu antichi (Realdo Colombo,
Bernard O’Connor) la diagnosi si era basata sul riscontro di fusione fra le
vertebre. L'interesse piu recente per la paleopatologia ha consentito di
moltiplicare questi reperti: si va dagli scheletri preistorici dei giacimenti di
Baymes-Chaudes (44), di Fontenay Le Marmion (45), dalla mummia
dell’egizio Nefermaat, appartenete alla Il dinastia (46), a scheletri
medievali vichinghi (47), burgundi (48) e sassoni (49), a quelli del
centroamerica (50) oppure provenienti da scavi in Israele (51). Il
problema e pero quello di stabilire fino a che punto la fusione dei corpi
vertebrali sia sufficiente per formulare la diagnosi di spondilite
anchilosante, invece che di spondiloartrosi e soprattutto di iperostosi
scheletrica idiopatica diffusa (diffuse idiopathic skeletal hyperostosis —
DISH): in alcuni casi, infatti, la diagnosi € stata posta in dubbio, mentre il

altri ha invece resistito alle critiche (52). Che comunque si tratti di una



malattia antica quanto I'uomo ce lo indica ancora la paleopatologia nelle
sue piu recenti acquisizioni: infatti alcuni studiosi hanno pubblicato uno
studio che dimostra come almeno tre faraoini della XVIII e XIX dinastia,
fra i quali il grande Ramses Il, sarebbero stati affetti da spondilite
anchilosante (53). Su questa traccia e sull'ipotesi (gia suggerita
nientemeno che da Sigmunfid Freud!) che Moseé fosse in realta figlio del
faraone, Thierry Appelboom ed Anthony Russell hanno affermato, pur
con qualche dubbio, che l'illustre personaggio biblico avesse ereditato
dai progenitori egiziani la genetica delle spondiloartriti, per i numerosi
riferimenti presenti nel Testo Sacro a disturbi dell'apparato locomotore e
della cute (psoriasi?) di cui avrebbe sofferto (54).

Un caso storico che innescato polemiche & quello che riguarda la
famiglia Medici (55,56). Come € noto, si era sempre ritenuto che molti
membri di questa famiglia avessero sofferto di gotta, tant’e che il figlio di
Cosimo il Vecchio e passato alla storia come Pietro il Gottoso. Nel 1955
alcuni lavori di restauro nella Sacrestia Vecchia della chiesa di San
Lorenzo, sede delle tombe Medicee, uno dei piu straordinari capolavori
di Michelangelo - sia detto per inciso, illustre gottoso (57) — fornirono
'occasione per radiografare gli scheletri di alcuni Medici (Cosimo |l
Vecchio, Piero il Gottoso, Lorenzo il Magnifico e Giuliano duca di
Nemours): con una certa sorpresa le indagini rivelarono che i Medici
sarebbero stati affetti da spondilite anchilosante (55). La nuova diagnosi
non e stata, pero, accettata da tutti ed € stato ipotizzato potersi trattare di
una DISH (59,60), affezione che, tra l'altro, puo0 talora associarsi ad una

diatesi iperuricemica (61).
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Negli anni piu recenti, cioe dopo la definizione della malattia, ha sofferto
di spondilite anchilosante Karel Capek (1890-1938), scrittore ed autore
tetrale ceco (62) e ne soffre anche Mohammad Asim Khan, uno dei

maggiori esperti contemporanei di spondiloartriti (63).
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CARATTERISTICHE CLINICHE DELLA MALATTIA

La SA, come detto, € una malattia inflammatoria cronica sistemica che
colpisce primariamente lo scheletro assile, ma anche le articolazioni
dellanca e della spalla e, meno frequentemente, le articolazioni
periferiche degli arti, conducendo alla fibrosi ed alla progressiva
ossificazione (anchilosi) delle strutture coinvolte. Nosograficamente, la
SA viene inclusa tra le spondiloartriti sieronegative, delle quali
rappresenta il piu frequente a paradigmatico sottotipo (64). | primi criteri
classificativi della SA risalgono al 1961 (65), poi rivisti 5 anni dopo (66)
(Tabelle 1, 2) ed infine rivisitati a meta degli anni '80 (67) (Tabella 3). Piu
recentemente, I'Assessment of SpondyloArthritis International Society
(ASAS) ha proposto un nuovo set di criteri per le spondiloartriti con
interessamento assiale, utile soprattutto per studiare la SA nelle fasi
precedenti ai danni anatomici irreversibili a carico delle articolazioni
sacro-iliache e delle vertebre (68) (Tabella 4).

La prevalenza della SA nelle popolazione generale rispecchia
strettamente quella dell’antigene di istocompatibilita HLA-B27, con |l
guale la malattia appare strettamente associata (90-95%). La prevalenza
dellHLA-B27 nella popolazione generale, comunque, mostra variazioni
geografiche considerevoli (Tabella 5). Deve essere, inoltre, considerato
che negli ultimi anni I'antigene di istocompatibilita HLA-B27 €& stato
suddiviso da un punto di vista molecolare in almeno 20 sottotipi
differenti, alcuni dei quali sembrano favorire I'insorgenza della SA, altri

addirittura avrebbero un’azione protettiva (69,70)
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La piu alta prevalenza a carico del sesso maschile, suggerita da alcuni
Autori, dovrebbe probabilmente essere ridimensionata ed € legata al
fatto che nella donna i quadri clinici e radiologici della malattia evolvono
piu lentamente ed in maniera meno aggressiva (71). L'eta media di
esordio si attesta intorno ai 26 anni, non sono pero infrequenti i casi con
esordio giovanile (< 16 anni), mentre sono rari quelli dopo i 45 anni (72).
La SA presenta una fortissima aggregazione familiare ed una
strettissima associazione con I'antigene di istocompatibilita HLAB-27 (in
particolare con i suoi sottotipi B2706 e B2709) ed in minor misura con |l
B60 (73,74). Appare, quindi, molto verosimile il ruolo di un terreno
genetico predisposto sul quale agirebbe una “noxa” ambientale
(probabilmente infettiva). Secondo le ipotesi attualmente piu accreditate,
la malattia sarebbe innescata da agenti peptidici “artritogenici” derivanti
dalla proteolisi intracellulare dei batteri. Tali antigeni mostrerebbero un
mimetismo molecolare con peptidi di tipo “self” (forse derivanti dalla
cartilagine articolare ed enteseale) e, una volta presentati sulla superficie
cellulare tramite I'interazione con molecole di istocompatibilita (HLA-B27
o altre), attiverebbero cellule T cross-reattive che a loro volta
innescherebbero un’autoreattivita delle cellule T citotossiche (75,76).
Questa ipotesi “classica” e stata poi seriamente messa in dubbio da 2
studi indipendenti nei quali i linfociti T CD8+ non sono risultati necessari
all'insorgenza della SA in ratti transgenici (77,78). Recentemente sono
emerse anche altre due ipotesi, per le quali il ruolo dell'antigene di

istocompatibilita HLA-B27 non sarebbe piu quello “canonico” di
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presentazione dell'antigene, ma invece avrebbe funzione di “trigger”
dell'immunita innata.

La primaipotesi prevederebbe che le catene pesanti del’HLA-B27, libere
dalla B2 microglobulina, si assemblino in omodimeri sulla superficie
cellulare e venire poio riconosciuti dal killer immunoglobulin-like receptor
KIR3DL2, indipendentemente dal peptide legato (79). | livelli sierici di
natural killers e linfociti T che esprimono KIR3DL2 sono aumentati nei
pazienti HLA-B27 positivi (80).

La seconda ipotesi prevederebbe che il residuo Cys 67 della tasca B
determini un misfolding della catena pesante del HLA-B27 nel reticolo
endoplasmatico prima di assemblarsi alla (2 microglobulina ed al
peptide (81,82). L’alterazione della struttura terziaria della proteina
determinerebbe un’alterata risposta a numerosi stimoli dellimmunita
innata con conseguente ipeproduzione di citochine da parte delle cellule
infammatorie (83-85).

Una volta che il processo si € instaurato, un ruolo chiave nel
mantenimento dell'inflammazione sembra essere svolto dalle citochine
TNFa ed IL-23 (85).

La maggior parte, anche se non tutte, le alterazioni patologiche
scheletriche della SA possono essere spiegate dai cambiamenti che si
attuano a carico delle entesi e delle fibrocartilagini articolari.

Le manifestazioni cliniche insorgono solitamente nella tarda adolescenza
o nel giovane adulto. Una piccola percentuale di pazienti presenta un

esordio antecedente i 16 anni, spesso caratterizzato da attacchi
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persistenti o ricorrenti di entesite od oliartriti degli arti inferiori prima che
si sviluppino i sintomi ed i segni definiti di interessamento assiale.

Il pit precoce, tipico e consistente reperto clinico € una rachialgia di tipo
inflammatorio, che rappresenta la prima manifestazione sintomatologica
nel 75% dei casi. Si tratta prevalentemente di un dolore in sede
lombosacrale ad esordio insidioso, associato a rigidita mattutina ed a
miglioramento in seguito all’attivita fisica. All'inizio il dolore puo essere
unilaterale od intermittente, comunque con il passare del tempo diviene
generalmete persistente e bilaterale con marcata rigidita mattutina. Il
dolore puo venire riferito anche nella zona glutea o con irradiazione
posteriore alla coscia tipo sciatica (sciatica mozza) e, tipicamente, puo
alternarsi da un lato all'altro (sciatica basculante). Talora ripetuti episodi
di talalgia possono precedere di mesi o anni il coinvolgimento assiale.

Il coinvolgimento del rachide € per solito di tipo “ascendente”, colpendo
cioe prima i distretti inferiori per poi eventualmente diffondersi verso I'alto
(rachide dorsale e cervicale). Occasionalmente, rachialgia e dorsalgia
compaiono nelle fasi precoci on episodi ricorrenti, oppure si assite ad un
vero e proprio andamento “discendente”, piu frequente nel sesso
femminile, in cui il rachide lombare e inizialmente risparmiato.

Il dolore e la rigidita lombare sono dovuti, in fase iniziale, alla sacro-ileite
ed alla infammazione dei legamenti posteriori del bacino, alle entesiti
vertebrali (strutture ligamentose paravertebrali). In questa fase la
limitazione funzionale puod essere, almeno in parte, recuperabile e non
corrisponde a danni radiologici evidenti. Piu tardivamente, la rigidita

riconosce come causa principale I'anchilosi ossea vertebrale, secondaria
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a processi di neoformazione ossea nella sede di inserzione piu esterne
dell’'annulus fibrosus (sindesmofiti) ed e, a questo punto, irreversibile.

Le inserzioni tendinee e capsulo-ligamentose allosso, sono
frequentemente coinvolte anche in distretti extra-rachidei, specialmente
all'esordio di malattia. Le sedi piu frequentemente interessate sono
I'inserzione del tendine achilleo e della fascia plantare al calcagno, le
inserzioni tendinee alle ossa metatarsali, le giunzioni costo-sternali e
manubrio-sternali, i processi spinoso, le creste iliache, i grandi trocanteri,
la tuberosita ischiatica, la sinfisi piubica ed i tubercoli tibiali. Durante il
decorso della malattia le entesiti sono in genere ricorrenti e migranti.ll
coinvolgimento delle anche e delle spalle pud rappresentare talvolta il
sintomo di esordio (piu spesso nelle forme giovanili) e si verifica
comungue in circa un terzo dei pazienti nel corso della malattia. L’artrite
di anca €& per solito precoce, bilaterale, insidiosa all'esordio e
potenzialmente molto invalidante. Il coinvigimento delle altre articolazioni
periferiche é raro e solitamente si presenta all’esordio di malattia, mono
od oligoarticolare, asimmetrico ed a carico delle caviglie e delle
ginocchia. L’artrite periferica della SA e abitualmente lieve e transitoria,
raranmente persistente ed erosiva e tende a risolversi senza deformita
articolari nella maggior parte dei pazienti.

Dopo molti anni di malattia (solitamente 20 o piu), l'intera colonna
diviene progressivamente rigida ed il paziente perde la postura normale
per lappiatttimento della spina lombare e lo sviluppo di una cifosi

toracica e cervicale. Nei casi estremi, tali alterazioni conduzono ad una
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poisizione flessa che limita il campo visivo (i pazienti “non possono
guardare il cielo”).

Il torace anteriore si appiattisce, I'addome diviene protuberante e la
respirazione si fa progressivamente diaframmatica. Nelle fasi tardive di
malattia €& frequente un certo grado di contrattura in flessione
dell'articolazione dell'anca che da luogo ad un caratteristico portamento
rigido, con le ginocchia in flessione per mantenere la postura eretta.
Progressivamente, la sintomatologia dolorosa inflammatoria e la rigidita
mattutina tendono a ridursi mentre permangono le limitazioni funzionali

legate all’anchilosi.

Tabella 1. Criteri di Roma

Dolore al rachide lombare e rigidita per piu di tre mesi che non
migliorano con il riposo

Dolore e rigidita della regione toracica

Mobilita limitata del rachide lombare

Limitata espansione toracica

Evidenza o storia di irite

sono necessari : la positivita delle radiografie (sacro-ileite bilaterale) piu
uno o piu criteri clinici, oppure almeno quattro criteri clinici
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Tabella 2. Criteri di New York

Presenza o storia di dolore al rachide lombare

Mobilita limitata in flessione anteriore, laterale ed all'estensione

Limitata espansione toracica (2,5 cm)

sono necessari : la positivita delle radiografie (sacro-ileite bilaterale di
terzo o quarto grado) ed uno o piu criteri clinici, oppure una sacro-ileite
unilaterale di terzo o quarto grado, o bilaterale di secondo grado ed |l
secondo criterio clinico o con ii criteri clinici uno e tre

Tabella 3. Criteri di New York modificati

Criteri clinici

Presenza o storia di dolore al rachide lombare

Mobilita limitata in flessione anteriore, laterale ed all'estensione

Limitata espansione toracica (2,5 cm)

Criterio radiologico

sacro-ileite bilaterale grado > 2 o sacro-ileite monolaterale grado 3 - 4

spondilite anchilosante definita  se: il criterio radiologico & associato
con almeno un criterio clinico;

spondilite anchilosante probabile  se: a) sono presenti i tre criteri
clinici, b) & presente il solo criterio radiologico (altre cause di sacro-ileite
dovrebbero essere escluse)
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Tabella 4. Criteri classificativi ASAS per spondilo-artrite assiale in
pazienti con dolore al rachide da piu di tre mesi ed eta di insorgenza <
di 45 anni

Sacro-ileite ed una o piu caratteristiche cliniche delle spondilo-artriti

HLA-B27 e due o piu caratteristiche cliniche delle spondilo-artriti

Sacro-ileite : lesioni inflammatorie acute alla RM o lesioni radiologiche
dei criteri di New York modificati

Caratteristiche cliniche delle spondilo-artriti ‘lombalgia inflammatoria,
artrite periferica, entesite, uveite, dattilite, psoriasi, morbo di Crohn o
colite ulcerosa, buona risposta ai FANS, storia familiare di spondilo-

artrite o elevata proteina C reattiva.
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Tabella 5: prevalenza dellHLA-B27 nelle varie popolazioni

regione etnia prevalenza (%)
Papua-Nuova Guinea Pawaian 52.9
Canada Indiani Haida 50.0
USA Eschimesi Yupic 40.0
USA Indiano Navajo 36.0
Russia Chukhsas 33.9
Norvegia Lapponi 26.0
Papua-Nuova Guinea Karimui 25.9
USA Eschimesi Inupiat 25.0
USA Indiani Pima 28.0
Emirati Arabi Uniti Arabi Yemini 17.0
Svezia Caucasica 16.6
Norvegia Caucasica 15.9
Finlandia Caucasica 14.0-16.0
USA Indiani Cree 13.9
Africa Malians 9.7
Europa Euro-Caucasica 4.0-13.0
Cina Cinese 2.0-9-0
- Araba 3.0
- Ebrea 3.0
- Giapponese <1.0
Guatemala - 0.0
Africa Nera 0.0
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LE ENTESI

Come precedentemente detto, la maggior parte delle alterazioni
patologiche scheletriche della SA possono essere spiegate dai
cambiamenti che si attuano a carico delle entesi. Il termine di entesi
osteotendinea € utilizzato per contrassegnare i settori nei quali i fasci di
fibre pit 0 meno ordinate dei legamenti intrinseci ed estrinseci, delle
strutture miotendinee, delle capsule fibrose articolari, degli anelli fibrosi
dei dischi intervertebrali, di aponeurosi, di retinacoli e di fascie muscolari
ed interossee, si inseriscono nelle ossa scheletriche o sesamoidi. Nella
sua etimologia greca, “entesi” significa, infatti, “punto di unione”: in realta
esse rappresentano delle zone di graduale trasformazione di un tessuto
di origine mesenchimale di tipo connettivale fibroso in altro tessuto di
origine mesenchimale, quello dello scheletro osseo.

Anche le componenti fibrocartilaginee endoarticolari di forma
pseudolegamentaria (es. legamento triangolare del polso), oppure di
forma discale o meniscale, sono collegate al rigido scheletro osseo da
“entesi osteofibrocartilaginee”.

Le entesi non vanno considerate come dei semplici punti di aggancio allo
scheletro rigido di muscoli e fasci fibrosi o di trasformazione delle
formazioni connettivali in tessuto osseo. Esse rappresentano, invece,
degli organi ad elevata sensibilita, capaci di ricevere e trasmettere
informazioni propriocettive fondamentali nella regolazione cibernetica e
nel coordinamento funzionale degli atteggiamenti posturali e della

motricita corporea. Un’altra importante funzione delle entesi e quella di
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comportarsi da segnalatori di allarme, a protezione della integrita delle
articolazioni, dei tendini, dei legamenti e delle capsule fibrose articolari
guando il movimento si fa troppo ampio o le trazioni troppo potenti. Nelle
suddette condizioni scattano meccanismi neurogeni misti, riflessi e
volontari, in grado di determinare contratture muscolari che bloccano per
tempi piu 0 meno prolungati I'attivita di quei gruppi di muscoli che sono
responsabili del movimento di quella o di quelle articolazioni. Per tale
ragione, gli organi enteseali sono particolarmente ricchi di fibre nervose,
di meccanocettori e di nocicettori.

Nelle numerosissime aree enteseali dello scheletro osseo nelle quali si
inseriscono queste formazioni, adatte per resistere a potenti forze
tensive, la natura ha creato un modello tissutale particolarmente adatto
ad opporsi alle trazioni e nel contempo a consentire una graduale
transizione dalla struttura istologica fibrosa dei connettivi ordinati, cioe
con fibre collagene di tipo | prevalentemente orientate in una sola
direzione e quindi tra loro parallele, a quella dell'osso scheletrico. Tale
modello si basa su quattro successivi diversi aspetti istologici dei tessuti
mesodermici, degradanti 'uno nell’altro, con zone di confine irregolari e
compenetrate tra loro, in uno spazio piuttosto limitato, non tale da
consentire una reale suddivisione in zone istologiche ben differenziate.
Per descrivere la struttura delle entesi, si puo partire dal tessuto
cordoniforme del tendine muscolare o del legamento, oppure da quello
piu 0 meno laminare delle fasce, delle aponeurosi, dei retinacoli o delle
capsule fibrose articolari. A questo livello, tra i fasci compatti di fibre

collagene, sono presenti cellule fibroblastiche fusiformi, di forma stellare
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nelle sezioni, alcuni macrofagi, fibre elastiche distribuite tra le fibre
collagene e una scarsa quantita di sostanza fondamentale, molto
viscosa. In vicinanza della sua entesi, le fibre del tendine si fanno in
genere piu compatte, ma talora, un po’ piu avanti, le formazioni cordonali
si appiattiscono e tendono ad allargarsi a ventaglio, in modo da andare a
coprire una piu ampia area di superficie ossea. Il cordone del tendine di
Achille, ad esempio, in prossimitadella sua entesi distale, dopo aver
ruotato di parecchi gradi il suo asse longitudinale si apre a ventaglio per
distribuire le sue fibre non solo sulla intera superficie posteriore, ma
anche quella interna, esterna e plantare del calcagno.

Da questo primo aspetto istologico si passa a quello del secondo strato,
della fibrocartilagine non mineralizzata, di spessore variabile: tra i fasci di
fibre collagene a tale livello compaiono percio delle cellule piu globose
dei fivbrociti connettivali, di forma approssimativamente ovoidale, quindi
piu similcondrocitica; cellule che sono circondate da un sottile spessore
di matrice cartilaginea, disposta a strati concentrici.

Il terzo strato enteseale, denominato “zona di Yoshida”, € composto da
cartilagine fibrosa in via di mineralizzazione. Tra le fibre collagene
compaiono in questo strato enteseale cristalli di sali di calcio
(idrossiapatite) che vanno a posizionarsi in modo ordinato tra il termine
di una fibrilla e I'inizio della sucessiva.

Infine si giunge, senza soluzione di continuita, al quarto strato, quello del

tessuto osseo.
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E opportuno ricordare alcuni altri importanti aspetti anatomofunzionali

delle entesi:

nelle aree enteseali '0sso scheletrico non é coperto da periostio e ha
una architettura trabecolare leggermente diversa, in quanto deve
adattarsi a momenti di trazione e non a forze di caricodi tipo
gravitario, in compressione; si sviluppa sovente da speciali nuclei di
ossificazione propri delle epifisi;

'aspetto e lo spessore dello strato cartilagineo varia molto da
un’entesi all’altra, specie in funzione del grado di angolazione
esistente tra I'asse longitudinale delle fibre del tendine e la superficie
ossea; in alcuni entesi sono presenti solo poche condrociti, in altre lo
starto cartilagineo puo raggiungere lo spessore di circa un millimetro;
il progredire dell’eta pud modificare I'altezza di tale strato;

nelle entesi osteotendinee il peritenon si trasforma, senza soluzione
di continuita, nel pericondrio prima, nel periostio poi; contiene una
ricca rete vascolare, proveniente per circa il 20% dall’osso e per |l
resto dal tessuto muscolare;

in vicinanaza delle entesi tendinee e legamentarie possono essere
presenti altre formazioni anatomiche, come borse sieromucose di
scorrrimento, cuscinetti adiposi, tessuto fibroso lasso e o0ssa
sesamoidi;

tutta la superficie delle ossa sesamoidi inserite nella compagine di
una struttura tendinea € sede di entesi osteotendinee, per quella

parte delle fibre del tendine che si interrompono nell’osso sesamoide
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e da questo ripartono, per raggiungere il loro inserimento defintivo,
piu distale, su un’latra componente dello scheletro;

le entesi delle capsule fibrose articolari, delle fascie ed aponeurosi,
dei retinacoli e dei legamenti hanno la stessa struttura delle inserzioni
osteotendinee;

le entesi sono metabolicamente molto attive.
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ASPETTI RADIOLOGICI

L’'interessamento della colonna lombare e delle articolazioni sacro-iliache
costitutisce un elemento altamente caratterizzante della malattia;
successivamente il coinvolgimento articolare si localizza ai segmenti
dorsale e cervicale (86). Il quadro clinico comprende rigidita della
colonna vertebrale, specialmente lombare, cifosi dorsale, limitazione
funzionale cervicale - modesta o grave. |l coinvolgimento delle
articolazioni periferiche in genere caratterizzato da una distribuzione
asimmetrica. Col sopraggiungere dell’anchilosi, i sintomi dolorosi
possono anche ridursi od addirittura scomparire.

Secondo il modello radiologico classico (87), le lesioni iniziali si
osservano nelle articolazioni sacro-iliache (88), nelle disco-vertebrali e
nelle costo-vertebrali (89). Perifericamente sono coinvolte l'anca e
l'articolazione gleno-omerale; seguono, in ordine decrescente di
frequenza, il ginocchio, la mano, il polso ed il piede (86).

Dal punto di vista anatomo-patologico la flogosi sinoviale e piu discreta
con panno meno esuberante rispetto a quella dell’artrite reumatoide;
prevalgono invece la fibroplasia e la metaplasia cartilaginea, cui seguono
I'ossificazione e [l'anchilosi ossea (86,90). Tali lesioni determinano
osteopenia, erosioni ossee e riduzione dello spazio articolare. Nei
riguardi dell’artrite reumatoide, [l'osteopenia € meno severa,
I'osteosclerosi subcondrale € piu evidente; sono presenti periostite e
reazione ossea periostale; le cisti subcondrali sono meno pronunciate ed

estese. Nelllannulus fibrosus delle articolazioni disco-somatiche
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vertebrali, la trasformazione condroide, la calcificazione e I'ossificazione
del tessuto connettivo conducono alla formazione di sindesmofiti, che si
estendono tra una vertebra e laltra (91). L’entesopatia € una
caratteristica predominante delle spondiloartriti sieronegative, nella cui
evoluzione la formazione di speroni ossei, generalmente a contorni poco
definiti (entesofiti), rappresenta I'evento finale.

Il coinvolgimento simmetrico delle articolazioni nsacro-iliache
rappresenta un marker di malattia (92). La sacro-ileite consiste di una
condrite inflammatoria e di un’osteite subcondrale che interessano Il
sacro e l'osso iliaco nei due terzi antero-inferiori dell’articolazione. I
preocesso patologico determina distruzione progressiva della cartilagine
e, poiché questa é piu sottile sul lato iliaco, le erosioni sono piu evidenti
Su questo versante. Esse si presentano con aspetto “punched out”,
localizzate nell'osso trabecolare, e sono [I'espressione dell'attivita
osteolitica del tessuto di granulazione flogistico (86). Seguono la
comparsa di osteopenia a “chiazze”, la perdita della definizione dello
spazio articolare, la formazione di erosioni superficiali e di sclerosi focale
dellosso subcondrale. La progressione delle erosioni produce un
allargamento dello spazio articolare ed una maggiore eburneizzazione
dell’osso circostante, specie sul versante iliaco, creandovi una banda
irregolare di radio-opacita.

L’evoluzione naturale della condrite e della flogosi dei legamenti conduce
all'ossificazione intra-articolare, con formazione di ponti ossei, fino alla
fusione totale dello spazio articolare (86). Successivamente in questa

zona compare osteopenia. Poiché tali lesioni impiegano anni a formarsi,
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I'esame radiologico puo inizialmente essere negativo; in questo caso la
TC puo facilitare il riconoscimento precoce delle erosioni ossee
subcondrali e I'eventuale presenza di cisti.

Nel bacino il coinvolgimento flogistico interessa comunemente le sedi di
inserzione dei legamenti sacro-tuberoso e sacro-spinoso; I'entesopatia si
osserva pure lungo la cresta iliaca, i rami inferiori dell'ischio e del pube,
intorno al grande trocantere. Radiologicamente, tali sedi presentano
margini sfumati ed irregolari, cui si associano, negli stadi piu evoluti,
ossificazioni delle entesi e dei tessuti molli adiacenti (93).

A livello della colonna vertebrale, la condrite del disco intervertebrale puo
svilupparsi in ogni sede, ma predilige i margini esterni dell’annulus
fibrosus. Frequente e l'osteite vertebrale subcondrale, radiologicamente
visibile come una zona radio-trasparente, circondata da un’area radio-
opaca (ostie di Romanus). Poiché la condrite tende, con la guarigione,
alla evoluzione in fibrosi, si osserva una calcificazione secondaria
dell’annulus, specie negli starti piu esterni, che forma ponti ossei tra un
corpo vertebrale e l'altro, visibili radiologicamente come sindesmofiti.
L'osteite e la distruzione degli spigoli superiore ed inferiore del corpo
vertebrale comportano la scomparsa della normale concavita del profilo
anteriore della vertebra, che assume aspetto rettilineo (squaring). Lo
sviluppo ulteriore dei sindesmofiti e la loro fusione sono responsabili del
guadro finale della colonna detta “a canna di bambu”. Sebbene I'osteite
e la condrite siano predominanti alla periferia del disco, foci inflammatori

possono tuttavia svilupparsi ovunque nell’ambito del disco stesso e
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possono erodere i piatti articolari vertebrali, I'arco neurale e le apofisi
articolari (86).

Le articolazioni diartrodiali vertebrali e costo-vertebrali possono essere
ampiamente e diffusamente interessate, con successiva distruzione e
fusione. Radiologicamente, questa condizione e facilmente apprezzabile
nella colonna cervicale, dove la fusione ossea conduce ad una
apparente persita dello spazio articolare stesso. A livello
dell’articolazione atlo-assiale, analogamente all'artrite reumatoide,
possono Vverificarsi fenomeni di sublussazione. In alcuni casi puo
presentarsi la combinazione paradossa di un’articolazione atlo-assiale
instabile e di una colonna cervicale rigida, per fusione delle articolazioni
centrali ed apofisarie.

A carico delle articolazioni manubrio-sternali e della sinfisi pubica si
osserva osteite subcondrale, che puo condurrre alla completa fusione
dei capi ossei (sinostosi). Radiologicamente, sono presenti erosioni
subcondrali, allargamento dello spazio articolare ed occasionale
periostite. Nelle fasi di remissione e/o guarigione, le articolazioni
possono apparireallargate, con neoformazione ossea marginale reattiva.
Tra le articolazioni periferiche, I'anca, la spalla ed il ginocchio possono
esssere colpite da sinovite cronica, istologicamente simile a quella
dell’artrite reumatoide, ma, rispetto a questa, meno intensa. Anche
radiologicamente il quadro € analogo a quello reumatoide, esiste pero
una maggiore tendenza alla erosione centrale, per penetrazione del
panno dalla cartilagine nello scheletro sottostante, con esuberante

proliferazione ossea a livello delle strutture periarticolari. Inoltre,
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'asimmmetricita, la mancanza di osteopenia, le erosioni “whiskery” e la
periostite marginale sono altri caratteri distintivi della SA rispetto
all'artrite reumatoide (86).

Nell'anca, la combinazione della riduzione concentrica dello spazio
articolare e dell'osteofitosi € una caratteristica peculiare. Gli osteofiti,
all'inizio, si localizzano sul profilo laterale della testa femorale;
successivamente si forma un “collare” intorno al collo femorale, in
corrispondenza del margine della superficie articolare.
Contemporaneamente si assiste alla migrazione assiale, per riduzione
concentrica dello spazio articolare, che evolve in “protrusio acetabuli” ed
in fusione ossea intra-articolare. Le cisti subcondrali sono frequenti (93).
La aspalla e, per frequenza, la seconda articolazione periferica
interessata (33%). Le alterazioni, spesso bilaterali, possono comparire
isolate e sono del tutto sovrapponibili a quelle riscontrabili nell’artrite
reumatoide. La differenziazione € possibile per il minor grado di
osteopenia iuxta-articolare, per le erosioni di minori dimensioni, per la
maggiore espressivita della proliferazione ossea (specie all'inserzione
del legamento coraco-claveare). Quando le erosioni sono localizzate in
corrispondenza del profilo supero-esterno della testa omerale, si osserva
nell’insieme un aspetto cosiddetto “ ad ascia”.

Le lesioni al ginocchio assomigliano molto a quelle dell’artrite
reumatoide, ma sono in genere meno severe e si distinguono per
I'interessamento generalmente monolaterale o asimmetrico, la riduzione
dello spazio articolare e la tendenza all’anchilosi fibrosa per la

formazione di tessuto di granulazione. Altro segno distintivo rispetto
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all'artrite reumatoide e la maggiore frequenza della sclerosi ossea
subcondrale e della proliferazione periostale in corrispondenza delle
entesi.

Il coinvolgimento del piede si verifica nel 15% dei casi delle forme
evolute, con distribuzione bilaterale, simmmetrica od asimmetrica.
Talora, come gia ricordato, il quadro clinico dell’affezione puo essere
aperto da una talalgia, anche senza evidenza radiologica. Le
articolazioni metatarso-falangee sono predilette, con rigonfiamento dei
tessuti molli, riduzione dello spazio articolare, erosioni sul lato mediale
con adiacente neoformazione ossea, periostite in corrispondenza della
diafisi dei metatarsi e delle falangi. L'anchilosi ossea € tardiva. La
sublussazione metatarso-falangea € meno grave e frequente rispetto a
quella dell'artrite reumatoide. Nel calcagno, le alterazioni si osservano
nelle stesse sedi dell’artrite reumatoide, ma sono piu superficiali e di
solito si associano a neoformazione ossea reattiva. Sulla superficie
plantare ed all'inserzione dell’aponevrosi medesima si formano speroni
ossei mal definiti. Frequenti sono la borsite retrocalcaneare,
I'ispessimento del tendine di Achille e I'erosione calcaneare posteriore.
Poco frequente risulta I'interessamento della mano e del polso, in genere
asimmetrico. Le lesioni sono costituite da tumefazione dei tessuti molli
periarticolari, modesta osteopenia iuxta-articolare, riduzione dello spazio
articolare ed erosioni. Queste ultime risultano meno evidenti rispetto
all’artrite reumatoide. Tutte le articolazioni della mano e del polso
possono essere coinvolte, compreso il compartimento articolare in

corrispondenza dello stiloide ulnare.
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Il coinvolgimento dell’articolazione temporo-mandibolare si verifica con
un’incidenza variabile dal 4% al 32% (94). L’'esame radiologico dimostra
un interessamento, il piu delle volte, bilaterale. Le lesioni, relativamente
simmetriche, sono rappresentate da: - riduzione dello spazio articolare,
generalmente omogeneo, cioé esteso a tutta la cavita articolare; -
erosioni, piu frequentemente localizzate sulla superficie interna del
condilo; - becchi ed espostosi, particolarmente esuberanti lungo il
margine anteriore del condilo, morfologicamente simili a quelli osservati
in corso di artrosi; - sclerosi ossea nelle regioni temporale e/o temporo-
mandibolare, con possibile aspetto a “chiazze” in corrispondenza delle

erosioni.
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MANIFESTAZIONI SISTEMICHE

Nelle fasi precoci di malattia possono essere presenti modici sintomi
costituzionali come anoressia, perdita di peso, malessere generale,
comunque piu frequenti nelle forme giovanili. In alcuni soggetti I'astenia
rappresenta un sintomo dominante oltre al dolore ed alla rigidita
articolare, potendo essere presente nel 50% dei casi (95).

La SA si accompagna ad un aumento della mortalita rispetto alla
popolazione generale, con un rischio relativo di 1,5 (96). Questa
mortalita si associa alla presenza di artrite periferica all'esordio della
malattia, ad un eta d’esordio elevata ed all'importanza della sindrome
infammatoria biologica di accompagnamento. Le cause del decesso
sono principalmente rappresentate, oltre allamiloidosi renale associata
ad un ipergammaglobulinemia (97), ad un aumento della morbidita
cardiovascolare (98).

Non si e verificato un aumento globale del rischio di tumore solido,
eccetto il cancro renale (RR: 5,9) (99).

D’altra parte, un lavoro recente retrospettivo sulla base dei dati dei
medici di medicina generale inglesi trova un rischio relativo di linfoma
(Hodgkin e non Hodgkin) di 2,8 per la SA, vicino a quello della poliartrite
reumatoide (3,0). Il rischio di linfoma e significativamente associato al

sesso maschile e all’'eta avanzata (100).
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Coinvolgimento oculare

La principale manifestazione oftalmica associata alle spondiloartriti &
l'uveite. Si tratta di un’uveite anteriore acuta che spesso complica
'evoluzione di una SA definita; il rischio che si verifichi una uveite
aumenta con la durata della malattia. Meno spesso, l'uveite puo
rappresentare la manifestazione di esordio di una SA, fino ad allora
passata inosservata per la paucita della sintomatologia. Infine, puo
rimanere isolata anche per un lungo periodo di tempo.

In un gruppo di pazienti affetti da uveite anteriore associata all'antigene
HLA-B27, la diagnosi di spondiloartropatia € stata fatta nei 78% dei casi,
e nei due terzi dei casi in occasione dell’episodio inflammatorio oculare
(101).

La presenza di un’'uveite anteriore correla con [lantigene di
istocompatibilita HLA-B27; inoltre, uno studio genetico su sequenze
microsatellite, realizzato in fratelli affetti da uveite anteriore acuta, con o
senza spondiloartropatie, ha permesso d'identificare sul braccio corto del
cromosoma 9 un locus che predisporre particolarmente alle uveiti (102).
Le uveiti anteriori acute delle spondiloartropatie e quelle che sono
associate a HLA-B27 rappresentano le forme d’uveite piu frequenti (40-
70% delle cause d'uveiti anteriori secondo gli studi) e hanno
caratteristiche semeiologiche particolari. Si tratta di uveiti acute, ricorrenti
e sempre sintomatiche. Cosi, la ricerca dell’antigene HLA-B27 dovrebbe
essere sistematica in oculistica quando si verifica un’uveite con tali
caratteristiche fenotipiche, mentre, ogni screening sistematico nel corso

della spondiloartropatia e inutile, in assenza di sintomi clinici di uveite.
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In corso di SA, l'uveite anteriore non si complica abitualmente con
un’interessamento flogistico della camera posteriore dell’'occhio.
Tuttavia, un inflammazione oculare anteriore severa oppure ripetuta si
puo propagare per contiguita sotto forma d’uveite intermedia (vitreite,
periflebite) ed evolvere verso un edema maculare cistoide o una papillite.
La malattia copisce abitualmente in maniera unilaterale. La
sintomatologia risulta variabile e caratterizzata da rossore oculare, dolori
spesso intensi, fotofobia e riduzione dell’'acuita visiva da moderata a
severa, caratteristica che la differenzia da una congiuntivite. Solitamente,
'uveite guarisce in 1 0 2 mesi, tuttavia le recidive sono frequenti. Puo
colpire tutte due gli occhi (101). L’attacco bilaterale simultaneo e
possibile, ma raro.

Due parametri permettono di quantificare l'intensita dell'infammazione: il
fenomeno di Tyndall, che corrisponde alla presenza di cellule nella
camera anteriore dell'occhio, ed il flare, che corrsiponde allo stravaso di
proteine nellumor acqueo. La reazione inflammatoria dell’'uveite nelle
spondiloartropatie €& abitualmente severa, con una forte reazione
fibrinosa, che si traduce in una flare proteica proporzionalmente piu
importante che il Tyndall cellulare.

L’intensita di questa infammazione puo condurre alla formazione d'un
ipopion, tanto che tra le eziologie non infettive dell'ipopion, l'uveite HLA-
B27 risulta la piu frequente. Nel corso dell’inflammazione oculare acuta,
la pressione intra-oculare € spesso bassa nell’occhio colpito, a cause
della diminuzione di produzione dell'umor acqueo da parte del corpo

ciliare.

35



Piu raramente, sono descritte anche delle uveiti bilaterali, insidiose,
croniche che possono colpire il segmento posteriore, soprattutto in caso
di malattie inflammatorie intestinali, di psoriasi, o di sindromi di
Fiessinger-Leroy (97,103-105).

La diagnosi differenziale principale dell’'uveite anteriore acuta in corso di
spondiloartropatie € l'uveite anteriore della malattia di Bechet, che
solitamente si presenta spesso sottoforma di una panuveite con attacco
alla retina severo, a tipo di vascularite occlusiva, ma che nel 10% dei
casi si mantiene come tale.

L'uveite anteriore acuta in corso di spondiloartropatie ha una prognosi
generalmente favorevole, in assenza di ritardo terapeutico. La piu
frequente delle sue complicanze e rappresentata dalla formazione di
sinechie tra iride e capsula anteriore del cristallino, che puo essere
responsabile di un glaucoma secondario.

L’'insorgenza di una cataratta puo essere promossa da un inflammazione
oculare, dalle sinechie irido-cristaline, e dai trattamenti corticoisteroidi
topici e/o sistemici. Quando si renda necessario, il trattamento chirurgico
della cataratta deve essere realizzato solo a distanza da una fase di
acuzie flogistica.

La complicanza piu severa e 'edema maculare cistoide perché in grado
di compromettere il visus. Si tratta di un ispessimento maculare
conseguente alla flogosi ripetuta del segmento anteriore. La sua
frequenza e stimata attorno al 10% dei casi (101).

Il trattamento della uveie anteriore acuta crisi consiste nell'installazione

di un collirio steroideo (desametasone); l'associazione di un collirio
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midriatico permette di ridurre la formazione di sinechie irido-cristalline e
di esercitare un azione antalgica aumentando lo spasmo ciliare.

Nelle forme molto severe, specialmente quando I'inflammazione colpisce
il segmento posteriore dell’occhio, sono indicate le iniezioni peri-oculari
di corticosteroidi. La necessita di ricorrere ad un trattamento
corticosteroideo o agli immunosopressori per via sistemica rimane
eccezionale.

La frequenza delle ricadute sembra diminuire spontaneamente con
I'evoluzione delle malattia, tuttavia se queste sono frequenti (piu di 4
episodi allanno), intestinale concomitante, l'utilizzo della sulfasalazina o

degli anti-TNFa pud essere preso in considerazione.

Coinvolgimento cardiaco e vascolare

Le manifestazioni cardiovascolari sono piu frequenti nei soggetti affetti
da SA rispetto ai soggetti sani. Esse interessano principalmente la radice
dell'aorta e della valvola aortica, il tessuto di conduzione sottostante, il
miocardio e, molto piu raramente, il pericardio.

L’'inflammazione che colpisce la parte prossimale dell’aorta ascendente
(aortite), presente nel 2% dei pazienti affetti da SA determina
solitamente dilatazione dell'aorta e malfunzionamento valvolare. Questa
frequenza sembra incrementare con 'aumentare dell’eta di malattia.
L’'aortite si limita abitualmente ai primi centimetri dell’aorta ascendente.
Le anomalie istologiche comportano una distruzione focale delle strutture

muscolari ed elastiche della media, invasa da un infiltrato inflammatorio
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linfoplasmocitario, una profilerazione dell'intima ed un ispessimento
dell’avventizia (106).

Le modificazioni valvolari aortiche consistono in una dilatazione
dell’anello, un ispessimento fibrotico ed una ritrazione delle cuspidi,
senza stenosi. L'ispessimento fibrotico si puo estendere alla regione
sotto-aortica. L’ecografia trans-esofagea rileva delle anomalie della
radice dell’aorta e delle valvole aortica e mitrale nel 50% dei pazienti
affetti da SA (107). L’evoluzione e di solito progressiva.

Come per le uveiti, l'insufficienza aortica sembra piu da correlarsi
all'antigene di istocompatibilita HLA-B27 che alla effettiva concomitanza
di una SA (108).

| disordini della conduzione sono le anomalie cardiache le piu frequenti e
colpiscono fino al 30% dei pazienti (106).

Une vera e propria pericardite si verifica in meno dell’ 1% dei pazieni ed
e stata descritta principalmente nel contesto di una sindrome di

Fiessinger-Leroy-Reiter.

Coinvolgimento polmonare

La manifestaziione piu frequente della SA sull’apparato respiratorio e
una sindrome restrittiva dovuta al coinvolgimento delle strutture ossee
della gabbia toracica. Diversi studi hanno messo in evidenzia una
possibile manifestazione a livello del tessuto polmonare stesso, il cui
aspetto piu completo ed evoluto e rappresentato dalla cosiddetta
“malattia fibrobollosa dei polmoni”, presente in circa I'1.3% dei casi

(109).
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Impatto sul tessuto osseo

L’'osteoporosi si verifica praticamente sempre in corso di SA. La perdita
di densita ossea osservata nella SA puo essere considerata come una
manifestaziobe sistemica della malattia, correlata all'inflammazione. Gli
studi di prevalenza delle fratture vertebrali in corso di SA riportano valori
compresi tra il 10 ed il 18%, con un rischio relativo di 7,6 (110,111). Le
fratture vertebrali nella spondiloartrite anchilosante si localizzano piu

spesso a livello dorsale.

Coinvolgimento renale

La comparsa delle manifestazioni renalei nel corso dell’evoluzione delle
spondiloartropatie € rara. Una complicanza renale nel corso delle
spondiloartropatie che durano da diversi anni deve fare discutere un
problema iatrogeno secondario all’assunzione di FANS.

Vilar et al. nel 1997 hanno studiato la funzione glomerulare e tubulare in
40 pazienti affetti da SA, con un eta media di malattia di 12 anni,
escludendo i fattori confondenti come il diabete, la gotta, le infezioni
urinarie, la litiasi, e I'amiloidosi. Delle anomalie renali sono stati
osservate nel 35% dei casi: microematuria nel 22,5%, micro-albiminuria
nel 10,3%; riduzione della clearance della creatinina nel 10,5% (112).
Strobel et Frischka hanno condotto nel 1998 una revisione sistematica
della letteratura dei casi documentati di manifestazioni renali in corso di
spondiloartriti (113). Nel 62% dei casi I'interessamento renale in corso di
SA é dovuto alllamiloidosi secondaria, la quale si rende responsabile di

oltre la meta dei decessi di origine renale.
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La presenza di manifestazioni articolari periferiche ed una

ipergammaglobulinemia sembrano rappresentare dei fattori di rischio.

Coinvolgimento gastro-intestinale

Le principali manifestazioni digestive associate alle spondiloartropatie
sono le malattie inflammatorie croniche dell'intestino (MICI), Il legame tra
le MICI e le spondiloartropatie € un legame ampiamente noto anche se
rimane non del tutto spiegato.

Un’artropatia  inflammatoria cronica rappresenta la principale
manifestazione extra-intestinale delle MICI, portando alla diagnosi di
spondiloartropatia nei 10-30% dei pazienti (114). Possono essere
presenti artriti periferiche isolate, manifestazioni flogistiche dello
scheletro assile oppure di una combinazione delle due. Di converso, una
diagnosi di MICI viene formulata in circa il 5% dei pazienti colpiti da

spondiloartrite.
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FISIOPATOGENESI DELLA SA

| principali momenti patogenetici della SA sono i seguenti:
 Inflammazione,

» Erosione ossea,

» Formazione di sindesmofiti.

Questi processi interessano, come gia detto, le entesi. A conferma del
processo inflammatorio, utilizzando campioni istologici provenienti dall’
anca e dalle articolazioni sacro-iliache di soggetti affetti da SA, é stato
possibile studiare il tipo di popolazione cellulare che risiede nella zona. A
guesto proposito sono stati rinvenuti infiltrati con presenza di loinfociti T
e B, macrofagi ed osteoclasti derivati da midollo osseo e cellule coinvolte
nella neoangiogenesi (115-117).

L’ipotesi piu accreditata riguardante il processo inflammatorio propone
che gquesto sia scatenato da una risposta autoimmune verso le strutture
cartilaginee, come il collageno di tipo Il o i proteoglicani (118-122). Uno
studio in modelli murini immunizzati con proteoglicani, infatti, ha
dimostrato I'invasione di cellule mononucleate nelle strutture cartilaginee
di articolazioni sacro-iliache e nel disco intervertebrale, con conseguente
sovvertimento anatomico ed anchilosi (123). E stata inoltre evidenziata
una risposta sia dei linfociti CD4+ (124) che CD8+ (125) nei confronti
dell’aggrecano e di peptidi derivati dal collageno nel sangue periferico e
nei campioni di liquido sinoviale in pazienti con SA (126).

Mentre per lartrite reumatoide, altra malattia inflammatoria articolare

cronica, € ormai stabilita I'associazione tra inflammazione danno
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strutturale, per la SA questo tipo di connessione non € ancora ben
definita. In tal senso, la RM ha dato un grande contributo per capire
meglio la patogenesi della malattia, in quanto essa € in grado di rilevare
la flogosi midollare vertebrale e nelle articolazioni sacro-iliache, nonché

I'erosione ossea, in fasi di malattia estremamente precoci. (127).

Associazione tra inflammazione ed erosione ossea

Utilizzando la RM, e stato possibile dimostrare come spesso
inflammazione e degradazione ossea si presentino simultaneamente
nella stessa zona, il che fa pensare che i due processi siano connessi.
Anche utilizzando l'ultrasonogrfaia per visualizzare I'erosione dell'osso a
livello delle entesi e nel tendine di Achille, e stata riscontrata questa
associazione (128).

Per capire meglio la patogenesi della SA e come i processi inflammatori
ed erosivi potrebbero essere collegati, sono stati analizzati dei campioni
chirurgici di entesi da pazienti con AS ed e stata riscontrata un’elevata
espressione di catepsina K, una proteina collagenolitica, in cellule mono
e multinucleate che invadono la superficie dellosso ed il disco
intervertebrale. Inoltre, un altro possibile fattore di distruzione ossea
identificato nei campioni e la metalloproteinasi di matrice, classe delle
collagenasi, MMP1 (129). Poiché questi enzimi sono specifici, si puo
ipotizzare che [lattivita erosiva allinterno dellosso sia mediata
dallazione degli osteoclasti. Questo accade soprattutto in un’altra

patologia reumatologica: I'artrite reumatoide.
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Nell'artrite reumatoidela formazione di osteoclasti a livello dei siti
inflammati € essenziale per il processo erosivo e vi € una chiara
dimostrazione di come il delicato bilancio tra riassorbimento e
formazione ossea sia disturbato, piu “spostato” verso il riassorbimento
(130). La conseguenza di questa squilibrio causa un eccessivo
riassorbimento osseo con distruzione delle articolazioni ed aumento del
rischio di fratture (131).

Fisiologicamente, all'interno dell’osso, osteoclasti ed ostroblasti sono in
equilibrio tra di loro, come anche le loro attivita. L’equilibrio tra i due
processi di riassorbimento e formazione di osso e alla base
dellomeostasi del tessuto.

Per quanto riguarda il processo di riassorbimento, questo € unicamente
attuato dagli osteoclasti. Gli osteoclastisono cellule multinucleate,
orininano da precursori mononucleati ematopoietici, che sotto I'influenza
di specifici segnali si differenziano in  osteoclasti maturi.
L'osteoclastogenesi € un processo che richiede un adeguato
microambiente in cui tutti i segnali risultano essenziali per la corretta
maturazione delle cellule. | segnali importanti per il processo di
differenziamento e maturazione di queste cellule sono I'M-CSF (fattore
stimolante le colonie di macrofagi) e ranKL (attivatore del recettore del
ligando nucleare fattore-kB) espressi da cellule mesenchimali precursori
di osteoblasti, il che sta a sottolineare quanto i due processi siano
collegati. Durante il processo di maturazione le cellule progenitrici si

fondono tra loro dando vita a cellule multinucleate giganti che



diventeranno, in seguito all’acquisizione di markers specifici come la
fosfatasi acida tartrato-resistente (TRAP), osteoclasti maturi (132,133).
Questo € quello che accade in condizioni normali. Nel corso di un
processo flogistico che interesssa il tessuso 0sseo, Si puo riscontrare un
aumento della popolazione di osteoclasti ed inibizione della formazione
di nuovo osso. Questo fa si che il danno strutturale provocato dagli
osteoclasti non possa in alcun modo essre riparato dagli osteoblasti in
guanto essi sono inibiti nel loro processo di maturazione (134).

Durante il processo inflammatorio, le cellule coinvolte iniziano a produrre
e secernere numerosi tipi di citochine che regolano e governano le varie
fasi della flogosi. E stato dimostrato come molti tipi di queste citochine
possano in modo diretto o indiretto incrementare I'osteoclastogenesi. In
particolare, le citochine IL-1, IL-6, IL-17 e soprattutto il TNFa inducono e
potenziano I'espressione di RANKL, non solo nei precursori degli
osteoblasti, ma anche in linfociti T attivati (135-138).

Studiando le cellule derivate dalle articolazioni sacro-iliache di pazienti
affetti da SA, é stata riscontrata un’elevata espressione di TNFa (139). Il
TNFa (fattore di necrosi tumorale a) € una delle principali citochine che
governano i processi infammatori; & stato riscontrato che tale citochina e
capace di promuovere l'osteoclastogenesi, inducendo l'espressione di
RANKL. Ancor piu interessante e il fatto che abbia un importante ruolo
anche nel processo di regolazione della formazione di osso, attivando
DKK-1, il quale € il soppressore endogeno della via di trasduzione del
segnale Wnt-dipendente, la quale porta al differenziamento in senso

osteoblastico di cellule progenitrici (140).



Delle altrec itochine un ruolo molto importante € quello svolto dall'IL-17.
Questa € una citochina prodotta da una particolare sottopopolazione di
linfociti T attivati, i linfociti T4l7. La citochina € nota per attivita
fortemente pro-inflammatoria e per la sua attivita distruttiva inducendo la
sintesi di enzimi che degradano la matrice, come le metalloproteinasi di
matrice (141). Pare che I'lL-17 sia implicata anche nel processo di
osteoclastogenesi, incrementando I'espressione di RANKL in fibroblasti
sonoviali; questo € il maggior punto di connessione tra I'attivazione delle
cellule T e I'erosione ossea inflammatoria (142).

Ritornando al TNFaq, il suo coinvolgimento nell'inflammazione e in tutti e
due i processi di riassorbimento e formazione di osso, fanno della
citochina un importante bersaglio terapeutico nelle patologie
inflammatorie croniche caratterizzate da degradazione ossea. In effetti
l'utilizzo degli antagonisti del TNFa nell'artrite reumatoide previene
I'erosione andando a bloccare l'inflammazione (143). Questo studio ha,
quindi, dimostrato come in questa malattia infammazione ed erosione
siano processi strettamente collegati.

Nella SA, invece la terapia basata sul blocco del TNFa agisce
sicuramente controllando e diminuendo il processo flogistico, ma senza
controllare e quindi diminuire il processo di degradazione ossea alle
entesi (144-146).

Questi studi conducono quindi all'ipotesi che nella SA il processo di
erosione ossea non sia completamente collegato all'inflammazione e che
il pattern di degradazione ossea causata dall’attivita osteoclastica sia

diverso da quello che avviene nell’artrite reumatoide (147).



Associazione tra inflammazione ed osteoproliferazio ne

Una caratteristica importante della SA e rappresentata dall’incontrollata
crescita di 0osso che pud essere considerata come il vero danno
strutturale della malattia, in grado di arrecare al paziente la maggiore
disabilita. La crescita di osso colpisce soprattutto la colonna vertebrale
con la formazione dei sindesmofiti. Nonostate i prerequisiti richiesti per la
neoformazione ossea non siano del tutto conosciuti, € stato ipotizzato
che una componente meccanica e/o inflammatoria potrebbe innescare
questo processo.

Nel caso della componente meccanica, il fatto che queste lesioni si
ritrovino  frequentemente nelle entesi pud indicare che
I'osteoproliferazione si verifichi in risposta ad uno stress meccanico.
Nell'altra ipotesi, invece, si puo considerare la neoformazione di 0sso
come processo di riparazione a seguito dell'inflammazione, supportata
dal fatto che numerosi sindesmofiti sono stati trovati in siti in cui vi era, o
era stato, un processo flogistico (148).

Fisiologicamente, vi sono due processi che portano alla formazione di
0sso durante I'embriogenesi: l'ossificazione endocondrale e
I'ossificazione intramembranosa.

Nell'ossificazione intramembranosa, nel contesto di un tessuto
connettivo mesenchimale riccamente vascolarizzato, le cellule
mesenchimali si differenziano direttamente in osteoblasti. Questi iniziano
a produrre matrice ossea e a deporre la componente minerale dell’osso,
che a contatto con gli osteoblasti fanno si che essi stessi si differenzino

in osteociti. Mano a mano che questo processo continua si ha la
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formazione di osso. Il peocesso di ossificazione membranosa avviene
nella formazione delle ossa piatte.

Nel processo di formazione ossea endocondrale, le cellule mesenchimali
differenziano in condrociti prima di formare la matrice ossea. Questo tipo
di ossificazione avviene mediante sostituzione con tessuto osseo di un
abbozzo cartilagineo preformato. Durante I'embriogenesi, ad un certo
punto le cellule costituenti dell'abbozzo, i condrociti, si ipertrofizzano
degenerano ed iniziano a morire; contemporaneamente la parte centrale
dellabbozzo si vascolarizza e questo porta le cellule condrogeniche a
differenziarsi in cellule osteoprogenitrici. Gli osteoblasti che cominciano a
formarsi iniziano a secernere matrice ossea che nel corso del processo
sostituira tutta la cartilagine (149).

Di questi due processi e stato ipotizzato che almeno quello endocondrale
ricorra nella SA. (150).

L'ossificazione endocondrale € governata da due principali pathways
molecolari, collegati fra loro e mediati da: BMPs (bone morphogenic
proteins, proteine morfogenetiche dellosso) nella fase iniziale del
processo e Wnt (famiglia di glicoproteine wingless) nelle fasi successive.
Le BMPs sono dei fattori di crescita, citochine appartenenti alla
superfamiglia dei fattori di crescita trasformanti B (TGF-) che hanno
un‘ampia serie di effetti come la regolazione di proliferazione,
differenziazione, motilitd e morte su diversi tipi cellulari (151). Il pathway
canonico prevede che le BMPs agiscano come dimero e si leghino ad un
complesso recettoriale composto dai recettori di tipo | e Il. Il legame

provoca I'eterodimerizzazione dei recettori, con il tipo Il che fosforila il
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tipo I. | recettori, a questo pusto attivi e dotati di attivita serin-treonin
chinasica innescano una cascata di fosforilazione che coinvolge alcuni
membri della famiglia di Smad (1/5/8). Queste proteine, una volta
fosforilate, si associano con un’altra proteina Smad, la Smad-4. Il
complesso ora €& in grado di traslocare nel nucleo e regolare
positivamente o0 negativamente la trascrizione di geni specifici (152).

In questa via di trasduzione del segnale molti meccanismi regolatori
sono coinvolti (antagonismi intracellulari o extracellulari, interazioni con
altre vie, differenti interazioni ligando-recettore), aumentandone cosi la
complessita (151). Tra questi, i piu conosciuti sono l'inibitore endogeno
extracellulare Noggin, che viene secreto dai condrociti e la sclerostina,
proteina specifica degli osteociti, codificata da SOST (153,154).

Una riattivazione di questa via embrionale che porta alla formazione di
0SSO € stata proposta come parte essenziale durante i processi di
riparazione ed omeostasi sia negli individui sani che nei pazienti affetti
da patologie a carico dell'osso (155,156). Infatti, pud essere ipotizzato
che un’inopportuna attivazione di questa via del segnale promuova lo
sviluppo di malattia caratterizzate da osteoproliferazione.

Utilizzando un modello di topo che sviluppa anchilosi dell'articolazione
della zampa posteriore attraverso il processo endocondrale, & stato
possibile studiare I'attivita delle BMPs. E stato riportato che differenti tipi
di BMPs sono coinvolti nelle varie fasi del processo. In particolare, la
BMP-2 é associata ai primi stadi della condrogenesi, mentre BMP-7 e
BMP-6 sembrano attive in fasi successive (pre- e ipertrofia dei

condrociti) (157).



Oltre allo studio per identificare i vari tipi specifici di BMPs ed inibitori che
agiscono nel processo patologico, 'identificazione di fattori che invece
portano all'attivazione della via del segnala mediata dalle BMPs, e di
fondamentale importanza soprattutto per trovare una potenziale
correlazione tra inflammazione e formazione ossea (157). Alcunistudi
hanno dimostrato che alcune BMPs, tra cui anche BMP-2 e BMP-6,
risultano up-regolate da citochine pro-inflammatorie, il che evidenzia un
eventuale collegamento tra inflammazione ed osteoproliferazione (158-
160).

La famiglia delle glicoproteine wingless controlla le ultime fasi del
processo endocondrale che porta alla formazione di osso. Nella via di
trasduzione del segnale, le proteine Wnt si legano ad un complesso
recettoriale formato da Lrp5, Lrp6 ed uno dei componenti della famiglia
delle proteine Frizzled. Con la conseguente attivazione della proteina
intracellulare Dishveled e I'uso della proteina Axin, si ha la fosforilazione
ed inattivazione dell’enzima glicogeno-sintasi-33 (GSK-33). Quando le
Wnt non legano il recettore e quindi la via del segnale € inattiva, I'enzima
GSK-3 risulta attivo ed a sua volta fosforila il substrato: la [3-catenina,
indirizzandola verso [I'ubiquitinazione e degradazione. Quando |l
recettore € attivo, la [3-catenina € libera di trans-migrare nel nucleo dove
regola la trascrizione di numerosi geni andandosi a complessare con uno
dei membri della famiglia dei fattori di trascrizione del TCF/Lef (fattore
delle cellule T/fattore di elongazione linfoide). Alcuni di questi geni sono
proprio quelli implicati nel differenziamento osseo in senso osteoblastico.

Il segnale del Wnt viene addiritttura considerato come il “master
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regulator of bone remodelling” (161). Sono molte le molecole che
interferiscono con l'attivita di questa via del segnale, alcune extracellulari
che interagiscono quindi con i recettori Lrp-5 o Lrp-6 o0 i recettori
Frizzled. Tra questi antagonisti spicca il ruolo di DKK-1 e di sclerostina
(162,163). Per capire meglio le dinamiche alla base di questi processi,
per capire come essi siano implicati fra loro ed eventualmente con il
processo inflammatorio, sono stati condotti numerosi studi. Nonostante
cio, le conoscenze al riguardo sono ancora molto scarse.

Anche in questo caso un possibile anello di congiunziuone tra
inflammazione e neoformazione ossea potrebbe essere il TNFa. Il TNFa
e la piu importante citochina che regola la flogosi ed e stato dimostrato
che non solo promuove la formazione e I'attivazione degli osteoclasti e
quindi il riassorbimento osseo, ma, contemporaneamente, inibisce
I'osteoproliferazione andando ad interagire con il Wnt pathway (164).

Il TNFa potrebbe trovare un ruolo anche in questo processo in quanto €
stato dimostrato che induce l'attivazione del DKK-1 (Dickkopf-related
protein-1), il principale antagonista della via del segnale di Wnt (140). Il
fatto che il TNFa attivi DKK-1 induce a pensare che una sua eventuale
inibizione  porti  all'attivazione della via di Wnt, e quindi
all'osteoproliferazione.

Studi condotti su modelli animali hanno, invece, dimostrato che
bloccando l'azione del TNFa, a livello articolare non si verificano
osteoproliferazione ed anchilosi, il che starebbe a significare che il
blocco del TNFa, pur potendo intervenire nel processo di neoformazione

ossea, nhon determina [lattivazione del Wnt pathway. Solamente
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bloccando [l'effetto del DKK-1 si pud osservare una progressiva
proliferazione di osteoblasti con conseguente anchilosi della zona colpita
(165). Inoltre, sorprendentemente, il blocco del DKK-1 ha mostrato
anche una riduzione dell’'erosione ossea e degli osteoclasti sostenendo
I'ipotesi che ilsegnale mediato da Wnt sia al centro di entrambi i
processi, proliferativo e distruttivo (140).

Per quanto riguarda i livelli sierici di DKK-1, uno studio ha messo a
confronto i valori di individui affetti da SA ed artrite reumatoide rispetto a
soggetti sani. Da questa analisi € emerso come i livelli sierici di DKK-1
nei pazienti con SA erano piu bassi rispetto ai soggetti affetti da artrite
reumatoide ed ai soggetti sani, deducendo che la sua diminuzione
potrebbe essere un fattore centrale nella crescita di nuovi sindesmofiti.
Infine, sono stati messi a confronto i livelli sierici di DKK-1, a seguito del
trattamento con farmaci antagonisti del TNFa in individui affetti da SA e
AR. In gquesto caso i livelli di DKK-1 sono significativamente diminuiti
solo nei pazienti con AR. Questo significa che il TNFa e la citochina
protagonista della AR e che il processo di inflammazione e strettamente
collegato al danno strutturale anatomico. Diverso e, invece, il caso degli
spondilitici; infatti il livello di DKK-1 nel siero di questi individui rimane
alto nonostante la terapia bloccante il TNFa, suggerendo che esso non €
probabilmente coinvolto in prima linea nella regolazione della
proliferazione ossea (166).

Anche i livelli di espressione di un altro inibitore del'osteoproliferazione,
la sclerostina, sono piu bassi negli indvidui affetti da SA rispetto ai

soggetti sani (167). La sclerostina € una proteina facebte parte della
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famiglia delle glicoproteine DAN (168). La sua funzione inibitrice & stata
associata alla via del segnale mediato dalle BMPs, ma sembra essere
differente rispetto ai classici antagonismi che avvengono nel pathway
mediato da BMPs (169).

La sclerostina, infatti, esplica un’azione piu simile a DKK-1 che ad altri
antagonisti di BMPs; si pensa che come DKK-1, la sclerostina potrebbe
dapprima bloccare la via del segnale Wnt e di conseguenza andare a
colpire indirettamente anche il processo di neoformazione ossea mediato
dalle BMPs (168). In questo studio non solo si valuta I'espressione della
sclerostina negli individui spondilitici comprandola con controlli sani, ma
si va a ricercare anche il livello sierico della proteina. Dai dati si evince
che nei pazienti affetti da SA il livello sierico di sclerostina € piu basso
rispetto ai controlli sani; ancor piu interessante € il paragone tra i livelli
sierici e la progressione radiografica della malattia che rivela come
gueste siano collegate, ossia un livello basso di sclerostina sierica
corrisponde alla maggior formazione di sindesmofiti. Questo risultato
riveste un grande significato perché fa della sclerostina un potenziale
futuro biomarker nella prevenzione della progressione del danno
strutturale del rachide (167).

Nonostante siano stati effettuati numerosi studi sui meccanismi regolatori
delle vie di trasduzione del segnale mediate da BMPs e Wnt, che
portano ad un’eccessiva produzione di 0sso, ancora non si € arrivati ad
identificare quale sia la molecola principale che potrebbe scatenare una

loro attivazione incontrollata.
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Un’altra considerazione interessante che é stata formulata € che molto
probabilmente il bilancio tra le proteine positive e negative coinvolte nei
pathways BMPs e Wnt rappresentino delle tappe decisive del processo
di rimodellamento osseo; in modo particolare questo delicato equilibrio
potrebbe determinare se la zona colpita sara interessata da danno
strutturale dovuto ad erosione ossea o formazione di osteofiti (165).

Alla luce di tutto cio appare ancor meno chiara una diretta associazione
tra infammazione ed osteoproliferazione. Sempre piu si sta facendo
largo l'ipotesi che processo flogistico e neoformazione ossea siano
processi clinicamente collegati, ma a livello molecolare disgiunti

(150,170).
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SCOPO

Questo lavoro e incentrato sullo studio della malattia SA con lo scopo di
definire nuovi marcatori cellulari e molecolari, sintomo di malattia e

possibili bersagli terapeutici futuri.

A tal fine, il nostro interesse si € rivolto a:

v' valutare il grado di osteoclastogenesi sontanea nelle colture di
osteoclasti primari ottenuti da cellule mononucleate del sangue
periferico (PBMCs) proveniente da individui affetti da SA. A tale
scopo, sono state allestite due condizioni differenti di coltura: una in
assenza di induttori, [laltra in presenza di induttori del
differenziamento osteoclastico. Il grado di osteoclastogenesi e stato
misurato attraverso il test TRAP;

v valutare il grado di apoptosi indotto dall’estratto della pianta Emblica
officinalis. A tal fine, gli osteoclasti maturi ottenuti dopo induzione,
sono stati trattati con I'estratto di E. officinalis e I'effetto apoptotico &
stato misurato mediante saggio TUNEL,

v analizzare il profilo di espressione di geni coinvolti nei processi di
osteogenesi e riassorbimento del tessuto osseo nei pazienti affetti da
SA. In questo caso, 'RNA dei globuli bianchi e stato sottoposto ad

analisi Real Time RT-PCR per i seguenti geni: Runx2, NFATcl, ERaq,

BMP-7, 3-catenina, Lefl e DKK-1.



PAZIENTI E METODI

Raccolta dei campioni

| campioni di sangue periferico utilizzati negli esperimenti di questa tesi
sono stati raccolti dall’'Unita Operativa di Reumatologia dell’Ospedale
Sant'’/Anna di Ferrara, dopo approvazione dello studio da parte del
Comitato Etico dell’'Universita di Ferrara e dell’Ospedale.

Ad ogni individuo sono stati prelevati circa 40 ml di sangue venoso in
provette successivamente inviate in laboratorio, dopo consenso
informato sottoscritto dal soggetto stesso. Sono stati arruolati 16 pazienti
consecutivi affetti da SA HLA-B27 positiva, naive ai farmaci anti-TNFa.
Tutti i pazienti soddisfacevano i criteri di New York modificati per la SA.

| pazienti assumenvano FANS a seconda della necessita. | dati raccolti
comprendevano: eta, durata di malattia e gli indici aspecifici di flogosi.

Anche eventuali manifestazioni extra-articolari sono state raccolte.

Imaging

In utti i pazienti € stato eseguito uno studio radiografico e di RM del
rachide e delle articolazioni sacro-iliache. Per misurare il danno
anatomico irreversibile gia avvenuto e stato utilizzato il modified Stoke
Ankylosing Spondylitis Spine Score. Tutte le RM sono state eseguite con
una macchina a 1,5 Tesla [Siemens Magneton Avanto 1.5 T (Niobium-
Titanium 18 Channels). Le sequenze utilizzate sono state: T-1 spin echo

e short-tau inversion recovery (STIR).
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Ogni radiografia e RM € stata interpretata con l'ausilio di un radiologo
muscolo-scheletrico esperto. La definizione di lesioni attive alla RM si é
basata sulle definizioni standardizzate. In particolare, le lesioni
caratterizzate da edema midollare, definito come lesione iperlucente alle
sequenze STIR, sono cnsiderate attive. Per quello che riguarda la
deposizione grassa, questa viene definita come segnlae iperlucente

nelle sequenze T-1 spin echo (171,172)

Separazione delle cellule mononucleate di sangue pe riferico
(PBMCs)

Il campione di sangue € stato dapprima diluito 1:1 in PBS “ Phosphate —
buffered saline” (136,9 mM NacCl, 2,68 mM KCI, 10,13 mM Na2HPO4,
1,76 mM KH2PO4), poi stratificato sulla soluzione Histopaque 1077
(Sigma) e sottoposto a centrifugazione (2000 rpm per 30 minuti a
temperatura ambiente) per ottenere la separazione dei componenti del
sangue.

Prelevata la fase intermedia, essa e stata diluita (1:5 in PBS) e
sottoposta a centrifugazione (1700 rpm per 10 minuti a temperatura
ambiente) per eseguire un lavaggio. Una volta eliminato il surnatante si
aggiungono circa 10 ml di PBS 1X e si centrifuga di nuovo (1200 rpm per
6 minuti); questo lavaggio si ripete una seconda volta.

Eliminato il surnatante si risospende il pellet in 1 ml di PBS 1X e si
procede con la conta delle cellule dopo colorazione con Trypan blue.
Parte delle cellule raccolte (circa 300 x 103 cell.) sara destinata

all'estrazione dellRNA e all'analisi dell’espressione genica. Le restanti
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cellule saranno, invece, destinate per l'allestimento delle colture per la
valutazione dell'osteoclastogenesi. Il pellet cellulare e stato, quindi,
risospeso in terreno di coltura D-MEM (Dulbecco’s-Minimum Essential
Medium) addizionato di siero fetale di vitello (“Fetal Calf Serum”, FCS) al
10%, precedentemente scomplementato attraverso un trattamento a 56

per 30 minuti.

Colture primarie di osteoclasti umani

Le PBMCs isolate sono state piastrate alla concentrazione di 3x103
PBMCs/cm su vetrini per coltura cellulare da 8 pozzetti (0,8 cm) e
successivamente poste in incubatore a 37, in atmosfera umidificata
all'80% e con CO2 al 5%.

Sono state allestite due condizioni di coltura:

- osteoclastogenesi spontanea;

- osteoclastogenesi indotta.

Nell'osteoclastogenesi spontanea le PMBCS dopo essere state piastrate
nei vetrini, vengono mantenute in coltura per 14 giorni interreno di
coltura D-MEM a cui sono stati addizionati:

FCS al 10%, glutammina (2 mM), gli antibiotici streptomicina (50 mg/ml)
e penicillina (100 mg/ml), avendo cura di mantenere sempre anche la
componente linfocitaria.

Per quanto riguarda |'osteoclastogenesi indotta, dopo 2 ore dalla
piastratura delle PMBCs, le cellule in sospensione sono state rimosse,
mentre i rimanenti monociti sono stati mantenuti in coltura per 14 giorni,

in terreno di coltura D-MEM a cui sono stati addizionati: FCS al 10%,
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glutammina (2mM), gli antibiotici streptomicina (50 mg/ml) e penicillina
(100 mg/ml) e gli induttori del differenziamento osteoclastico M-CSF
umano (25 ng/ml), RANKL (30 ng/ml) e PTH 10 M.

Dopo 14 giorni si rileva la presenza di osteoclasti maturi, sia nella
condizione di osteoclastogenesi spontanea sia indotta, verificando la

positivita al test della TRAP (fosfatasi acida tartrato-resistente).

Estrazione dellRNA e retrotrascrizione

Una parte delle PBMCs, ricavate dai campioni di sangue periferico, viene
destinata per I'estrazione del’lRNA. Dopo un lavaggio con PBS 1X, le
cellule vengono lisate e raccolte al fine di estrarre DNA e RNA: per
I'estrazione viene utilizzato il Kit “QIAGEN Rneasy Plus Micro”. La
migrazione elettroforetica degli RNA estratti su gel d’agarosio all'1%
permette di verificare l'integrita del campione e di stabilire il volume della
soluzione di RNA da sottoporre a reversione.

La reversione del’lRNA estratto in cDNA viene effettuata tramite il Kit
“High Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems). Per
ogni campione da revertire si prepara in eppendorf una soluzione con la
guantita di RNA stabilita e acqua nucleasi-free, per un volume totale di
10 microl. Si prepara quindi una seconda mix con I'enzima e i substrati
necessari per la reazione di reversione. | volumi per campione sono: 2
microl di RT-Buffer 10X, 0,8 microl di dNTPs Mix 25X (100 mM), 2 microl
di RT-Random Primers 10X, 1 microl di Multiscribe Reverse
Transcriptase 50 U/microl, 4.2 microl di acuga nucleasi-free (volume

totale uguale 10 microl). Ad ogni provetta con 'RNA vengono quindi
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aggiunti 10 microl di mix di reazione, per un volume finale di 20 microl;
infine si posizionano le provette in un thermal-cycler, programmando i
seguenti step:

10’ a 25 (per equilibrare la reazione)

120’ a 37 (azione enzimatica)

5 a 85 (inattivazione dell’enzima)

Hold a 4 (conservazione).

RT-PCR quantitativa

Negli esperimenti descritti in questa tesi e stat utilizzata la tecnologia
TagMan: essa prevede I'impiego di oligonucleotidi sonda, complementari
ai geni bersaglio e coniugati in 5’ a un colorante “reporter” fluorescente
(FAM 6 — carboxyfluorescein per i geni in analisi e VIC per il gene di
riferimento) e in estremita 3 ad un *“quencher” (TAMRA 6 -
carboxytetramethylrhodamine).

Il quencher assorbe e maschera la fluorescenza emessa dal reporter
(eccitato dallo strumento) fino a quando l'attivita esonucleasica 5'----3’
della Tag DNA — polimerasi in fase di amplificazione non li separa. La
fluorescenza rimane quindi per i primi 20 cicli circa ad un livello basale;
guando invece la quantita di amplificato comincia a crescere in maniera
esponenziale, si ha un corrispondente aumento della fluorescenza
stessa.

L’indicatore della quantita di cDNA di partenza € il cosidetto ciclo soglia

(Ct), ossia la frazione di ciclo in cui comincia 'aumento esponenziale. Il
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valore del Ct e inversamente proporzionale alla quanita di cDNA di
partenza ed € da esso che parte I'elaborazione dei dati.

L'uso di geni di riferimento, che sono espressi in modo abbondante e
uniforme nei vari tipi cellulari, permette di normalizzare i valori.

Le PCR vengono eseguite in duplicato per ogni campione e, nella stessa
reazione, i cDNA vengono analizzati per il gene d’interesse e per il gene
di riferimento.

| valori di Ct sono presi come valori medi dei duplicati. Si calcola quindi il
deltaCt come Ila differenza tra il Ct del gene target e quello
dell’housekeeping (riferimento, in questo caso il gene GAPDH). Si
sceglie quindi un campione calibratore, ossia il valore del deltaCt del
campione con i livelli piu bassi del cDNA target e che puo permettere il
confronto dell’espressione genica tra gli altri campioni. Si calcola in
questo modo il deltadeltaCt, cioé la differenza tra il delta Ct di ogni
campione e quello del calibratore. Secondo una elaborazione validata
dal depositario della tecnologia, i livelli di espressione dei campioni
possono essere espressi come 2-deltadeltaCt, valore definito “fold
induction”, che quantifica lincremento di espressione rispetto al
campione scelto come calibratore.

In questa tesi, i geni la cui espressione e stata presa in esame mediante
tecnologia TaqgMan, utilizzando le sonde specifiche (Applied
Biosystems), sono Slug, Lefl, beta-catenina, DKK-1, Runx2, BMP-7,
NFATcl ed ERalfa. L'espressione € stata valutata in cellule provenienti
da pazienti SA e cellule di soggetti sani. | risultati sono stati riportati

come livelli di mRNA relativi d’espressione + ES. Le medie d’espressione
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di ogni gene sono state confrontate tra quelle derivanti dai livelli
d’espressione di pazienti SA e da quelle di soggetti sani attraverso il test

t di Student per verificarne una eventuale significativita (P < 0,05).

Test TRAP (fosafatasi acida tartrato-resistente)

Il test consente di verificare I'avvenuto differenziamento osteoclastico, 14
giorni dopo l'allestimento della coltura cellulare di PBMCs attraverso la
rilevazione dell’attivita fosfatasica acida dellenzima TRAP, marcatore
caratteristico degli osteoclasti.

Per entrambi i tipi di coltura (spontanea e indotta) & stato eseguito il test
con il medesimo procedimento.

Le cellule sono state sottoposte al lavaggio con buffer cacodilico 0.1 M
pH 7.2 (0.1 M sodio cacodilato, 0,0025% CACI2), e successivamente
fissate con la soluzione 3% paraformaldeide nel medesimo buffer per 15
minuti, al termine del quale si effettua un ulteriore lavaggio.

Per rilevare i livelli di TRAP e stato utilizzato il Kit Fosfatasi Acida
(Sigma). A tal fine si prepara una soluzione costituita da sodio acetato
25 M pH 5.2, naftol AS-Bl acido fosforico 12.5 mg/ml, in N,N’-
dimetilformamide, acido tartarico 0.67 M Ph 5.2 e sali fast garnet GBC
purificati. Tutti i reagenti sono contenuti nel Kit.

La soluzione preriscaldata a 37 gradi cent per 5-10 minuti, viene posta a
contatto con le cellule per 1h a 37 gradi cent.

Il naftolo AS-BlI, rilasciato mediante idrolisi enzimatica, si accoppia al fast
garnet GBC formando depositi insolubili nei siti di attivita. Quindi solo le

cellule contenenti una fosfatasi acida che non risente della presenza
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dell’acido tartarico mostreranno la corretta colorazione, costituita da
granuli citoplasmatici tra il violaceo e il rosso scuro.

Segue un lavaggio con acqua distillata per 3 minuti a temperatura
ambiente.

Le cellule multinucleate TRAP positive con 3 o piu nuclei vengono
considerate osteoclasti maturi (Ocs). | risultati sono stati riportati come

numero di OCs TRAP positivi + ES.

Estratto della pianta Emblica officinalis

L'estratto di E. officinalis deriva dai frutti essiccati di questa pianta, e
I'estrazione € stata fatta in etanolo con una resa de 9,33%, secondo il
metodo riportato nel lavoro di Khan et al. del 2002 (173).

L’emblica (Emblica officinalis) € un albero o un cespuglio deciduo
appartenente alla famiglia delle Euphorbiaceae (Indian Pharmaceutical
Codex 1953) e cresce nelle zone tropicali e subtropicali del sudest
asiatico, in particolare in Cina, India, Indonesia e nella penisola malese
ed é sempre stata usata come antinflammatorio e antipiretico nella
medicina tradizionale cinese, tibetana ed Ayurvedica (174,175). Questo
albero di piccola o media dimensione ha una corteccia caduca, liscia,
verde grigio con foglie pennate e leggermente oblunghe. | frutti sono
gialli o rosa, sferico-globulari (ampi 18-25 mm e lunghi 15-20 mm), piu
larghi che lunghi, con depressioni piccole e poco profonde lungo l'asse
longitudinale, che partono dal picciolo. Tra i componenti attivi principali
del frutto dell’E. officinalis sono stati isolati i tannini (emblicanina A e B,

la punigluconina e la pedunculagina). E dotata di numerose attivita
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terapeutiche che, basata sulle sue proprieta antiossidanti, rendono
guesta pianta utile nel trattamento delle patologie degenerative associate
all'invecchiamento. Per il contenuto in speciali tannini, L'E. officinalis e
indicata per il trattamento del diabete, detossificazione del fegato e

protezione della pelle dai segni dell'invecchiamento.

Analisi dell’apoptosi

Le cellule dopo 14 giorni di coltura vengono trattate con I'estratto della
pianta Emblica officinalis. Un precedente studio ha testatola citotossicita
di varie concentrazioni crescenti (0,5-5-50 e 500 microg/ml) dell’estratto
della pisnta su osteoclasti derivanti da sangue periferico, attraverso il
saggio MTT. In questo saggio Is vitalita cellulare viene determinata da
una reazione colorimetrica, in cui

il sale tetrazolio (color giallo) MTT viene convertito in cristalli di
formazano (color blu) dalle cellule metabolicamente attive e, quindi, vive.
| risultati di questo studio hanno dimostrato che I'estratto dellEmblica
officinalis non ha effetti citotossici sulle cellule, ad eccezione della
concentrazione massima, 500 microg/ml, che induce una lieve riduzione
della vitalita degli osteoclasti (176).

Gli osteoclasti derivanti da PBMCs di pazienti SA e soggetti sani, nella
condizione di osteoclastogenesi indotta, al 14 sono stati trattati per 72 h
con differenti concentrazioni dell’estratto di Emblica officinalis (5, 50 e

500 microg/ml) a partire dalla soluzione madre di 50 microg/ml in H20.
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Per l'analisi dell’apoptosi € stato utilizzato il “DeadEnd TM Colorimetric
TUNEL System” (Promega) che misura il grado di frammentazione del
DNA.

Gli osteoclasti maturi dopo trattamento con l'estratto della pianta sono
stati fissati con un’incubazione a temperatura ambiente per 25 minuti in
una soluzione contenente il 4% di paraformaldeide (in PBS 1X). Quindi,
dopo un lavaggio in PBS 1X, le cellule sono state permeabilizzate con
una soluzione 0.2% di Triton X-100 (in PBS 1X).

E stato poi effettuato un trattamento di 5-10 minuti in 100 microl di
Equilibration Buffer (200 mM cacodilato di potassio pH 6.6; 25 mM Tris
HCL pH 6.6; 0.2 mM DTT, 0.25 mg/ml BSA, 2.5 mM cloruro di colbalto).
Lo strato di cellule é stato quindi ricoperto con la “TdT Reaction Mix”
contenente l'enzima “Terminal-deoxynucleotidyl-transferase” (TdT), in
opportuno buffer (Equilibration Buffer), in presenza di Biotinylated
Nucleotide Mix. La reazione é avvenuta a 37 gradi cent per 60 minuti, in
una camera umida.

La reazione e stata bloccata immergendo il vetrino in SSC 2X (0,3 M
NaCl, 0.03 M sodio citrato) per 15 minuti a temperatura ambiente.
Successivamente, il vetrino e stato posto in perossido di idrogeno 0.3%
per 3-5 minuti a temperatura ambiente, per bloccare le perossidasi
endogene che potrebbero falsare i risultati sperimentali. Le cellule sono
state quindi ricoperte con 100 microl di “Streptavidin-HRP” SOLUTION
(Imicrog/ml) e lasciate per 30 minuti a temperatura ambiente.

Infine, il vetrino & stato posto in contatto con la soluzione cromogenica

diaminobenzidina (DAB) (DAB substrato 1X Buffer e DAB cromogeno
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1X, in H202 1X) fino al raggiungimento dell'intensita di colorazione
desiderata (marrone scuro). La reazione e stata bloccata immergendo i
vetrini in acqua. Il vetrino puo essere allestito in glicerolo:TBS 9:1 dopo
I'eventuale controcolorazione con ematossilina acida (blu scuro).

La misurazione dei livelli di apoptosi avviene calcolando la percentuale di
nuclei apoptotici (nuclei marrone scuro) rispetto al numero di nuclei
totale di cellule multinucleate TRAP positive, valutate in esperimenti
indipendenti. | risultati sono stati riportati come percentuale di nuclei

apoptotici + ES.

Analisi statistica
Per l'analisi e la presentazione dei dati e stato utilizzato il GraphPad
Prism version 5.00. E stata eseguita un’analisi di varianza seguita dallo

Student’s t-test, considerando significativo un P < 0,05.
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RISULTATI

Caratteristiche dei pazienti e parametri clinici
| campioni di sangue periferico utilizzati in questi esperimenti sono stati
prelevati da individui affetti da spondilite anchilosante ed individui sani,

afferenti alla U.O. di Reumatologia dell’Arcipedale Sant’Anna di Ferrara.

Tabella 6.

Campioni PBMCs Sesso Eta
Paz. 1 18.560 x 10° cellule M 35
Paz. 2 25.000 x 103 cellule M 45
Paz. 3 25.000 x 102 cellule M 41
Paz. 4 46.000 x 102 cellule F 52
Paz. 5 17.200 x 10° cellule M 53
Paz. 6 22.720 x 103 cellule M 64
Paz. 7 18.240 x 10° cellule M 45
Paz. 8 12.480 x 10° cellule M 41
Paz. 9 48.640 x 102 cellule M 36
Paz. 10 52.320 x 102 cellule F 49
Paz. 11 55.350 x 102 cellule M 42
Paz. 12 69.760 x 10° cellule F 44
Paz. 13 62.720 x 102 cellule F 64
Paz. 14 19.200 x 10° cellule F 42
Paz. 15 31.787 x 102 cellule M 58
Paz. 16 35.626 x 102 cellule M 50
Ctr. 1 41.920 x 103 cellule M 33
Ctr. 2 39.680 x 103 cellule M 45
Ctr. 3 50.932 x 102 cellule F 26
Ctr. 4 37.867 x 103 cellule F 30
Ctr. 5 41.753 x 103 cellule F 43
Ctr. 6 34.987 x 103 cellule F 47
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Tabella 7. Caratteristiche cliniche e demografiche dei pazienti

sesso (M/F) 12/7
eta (anni) 47.7£8.4
durata di malattia (anni) 124 +£5.6
artrite periferica (S/N) 2117
uveite (S/N) 3/16
dattilite (S/N) 4/15
ASDAS-CRP 2.7%+0.9
MSASSS 247 +7.2
HLA-B27 positivo 100%

| valori indicati sono la media £ SD

Valutazione dell'osteoclastogenesi spontanea

L'osteoclastogenesi spontanea viene spesso associata a condizioni
patologiche caratterizzate da perdita di tessuto osseo, come ad esempio
I'artrite reumatoide, in cui la maturazione eccessiva di osteoclasti, dovuta
soprattutto all’attivazione dei linfociti T, favorisce il processo di
riassorbimento osseo. Vi sono diversi studi che dimostrano come
numerose citochine, (IL-1, IL-6, IL-17 e TNFa) che mediano
'inflammazione, siano in grado di indurre l'osteoclastogenesi in modo
diretto o indiretto (177-80). Inoltre uno studio coreano ha dimostrato che
il grado di osteoclastogenesi in vitro stimolata da RANKL & maggiore nei

pazienti SA rispetto ai soggetti sani (181). Per verificare queste ipotesi
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nel gruppo dei pazienti da noi studiato abbiamo eseguito gli esperimenti
di sequito riportati.

La presenza degli osteoclasti (OCs) e stata indagata attraverso la
rilevazione di un enzima specifico: la fosfatasi acida tartrato-resistente
(TRAP). 1l test TRAP é stato eseguito su tutti i campioni di PBMCs
coltivati in assenza e in presenza di induttori del differenziamento
osteoclastico (PTH, RANKL, M-CSF).

La positivita al test TRAP di una cellula risulta dalla presenza di granuli
citoplasmatici color violetto, come e riportato in figura 1. Le cellule TRAP
positive che presentano tre o piu nuclei vengono considerate osteoclasti

maturi.

Paziente 7 Paziente 4

Figura 1. Immagine di osteoclasti TRAP+, ingradimen  to (20 x). Queste
cellule, derivanti da sangue periferico di 2 pazienti spondilitici, non sono

state trattate con induttori dell’osteoclastogenesi.

Dopo 14 giorni di coltura, e stata valutata I'osteoclastogenesi e

confrontato il fenomeno in tutti i campioni.

68



1000 , —

3 800 | -|_
8
c 600
£=
+*
o 400 4
é ;
= 200
0
E g?ﬂ spontaneous induced
5 ;m s
2O
AS ‘ . 1
! -y
¥l QE"
l.'.'n’.-i‘lrz'.f'j.f
|; ﬁ*:’*‘i‘q
B A
CTR A7 o8
¥ r_":l-‘ll'."
Pl i L gl 1]
s Ll
Rt ¥ T
Figura 2. Osteoclastogenosi spontanea ed indotta in colture di

PBMCs di pazienti con SA (AS) e controlli sani (CTR ): L’analisi
statistica é stata condotta confrontando le due condizioni. * P < 0,05. Nel
pannello inferiore immagini di OCs umani con la colorazione TRAP

(ingrandimento 20x).

La seconda serie di esperimenti volta a determinare il grado di
osteoclastogenesi indotta, ha messo in evidenza come la presenza degli
induttori non sia necessariamente associata ad un aumento delle cellule
TRAP positive. | campioni derivanti da soggetti sani rispecchiano i dati
attesi, ossia dimostrano un’osteoclastogenesi indotta maggiore di quella
spontanea, tranne un campione in cui la differenza tra le due condizioni
prese in esame non € significativa. La figura 2 mostra il grado di
osteoclastogenesi spontanea ed indotta degli osteoclasti dei soggetti
affetti da SA e dei controlli sani.
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Relazione tra attivita di malattia e osteoclastogen  esi

Al fine di valutare la relazione esistente tra osteoclastogenesi ed attivita
di malattia, abbiamo suddiviso i pazienti in due sottogruppi a seconda del
valore dellASDAS-CRP. Abbiamo considerato un gruppo A di pazienti
con attivita di malattia moderata (1,3 > ASDAS-CRP < 2,6) ed un gruppo
B con attivita di malattia elevata (ASDAS-CRP > 2,6). Il numero di
pazienti in ogni gruppo é stata, rispettivamente, di 11 e 8.

Come mostrato in tabella 8, il 75% dei pazienti del sottogruppo A
presenta lesioni a tipo degenerazione grassa con poche lesioni
inflammatorie alla RM. L’edema midollare, di converso, e stato rilevato
piu frequentemente rispetto alla degenerazione grassa nei pazienti del
sottogruppo B. Confrontando il numero degli osteoclasti nei due
sottogruppi, abbiamo dimostrato che un elevato numero di osteoclasti
era associato in maniera statisticamente significativa con alti valori di

ASDAS-CRP (Figura 3).
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Tabella 8. Parametri clinici

paziente  ASDAS- BME Degenerazione
CRP grassa
sottogruppo A 1 2.1 4 3
2 1.8 1 3
3 1.5 2 4
4 1.4 2 5
) 2.3 1 4
6 2.1 2 3
7 2.5 3 2
8 2.3 2 4
9 2.1 2 2
10 1.4 1 6
11 1.8 1 5
sottogruppo B 12 3.4 5 2
13 3.8 6 1
14 3.1 7 3
15 4.1 6 3
16 3.5 5 2
17 3.9 8 2
18 3.6 4 1
19 3.8 7 3
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Figura 3. Osteoclastogenosi spontanea ed indotta in colture di

PBMCs di pazienti con SA (AS) divisi in due sottogr  uppi sulla base
dell'indice ASDAS-CRP: Sottogruppo A vs sottogruppo B spontanea: P=
0,0006; Sottogruppo A vs sottogruppo B indotta: P = 0,0012.

Valutazione dell’'apoptosi dopo trattamento con Embl ica officinalis
Uno studio recente effettuato nel nostro laboratorio ha dimostrato che
estratti ottenuti dai frutti della pianta medicinale Emblica officinalis sono
in grado di indurre I'apoptosi in osteoclasti primari umani senza causare
effetti citotossici, se non lievi ad una concentrazione di 500 pg/ml (176).
E stata quindi valutata la possibilita di interferire con il processo di
apoptosi degli osteoclasti derivati da pazienti affetti da SA, con questi
stessi estratti. Gli osteoclasti ottenuti dopo 14 giorni di coltura in
presenza degli induttori, sono stati trattati per 72 ore con differenti
concentrazioni dell’'estratto di E. officinalis, 5, 50 e 500 ug/ml a partire da

una soluzione madre di 50 pg/ul in H,O. Le cellule sono state, in seguito,
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fissate e processate per il rilevamento del grado di apoptosi attraverso |l
saggio TUNEL, secondo le modalita descritte nella sezione “materiali e
metodi”. Il processo che porta all’apoptosi di una cellula € composto da
varie fasi che culminano con la morte cellulare. Tra queste fasi vi e la
frammentazione del DNA della cellula ed € proprio questa fase che viene
misurata con il saggio TUNEL. Questa tecnica prevede, infatti, che
'enzima DNA nucleotidil-trasferasi terminale aggiunga nei siti di DNA
cellulare frammentato che presentano estremita 3'-OH libere, nucleotidi
biotinilati che poi vengono rivelati mediante il sistema streptavidina-DAB.
Gli OCs derivati dagli individui sani mostrano un elevato grado di
apoptosi gia alla concentrazione di 50 pug/ml dell’estratto della pianta,
mentre alla concentrazione massima si ha la perdita della maggior parte
delle cellule. Tale esperimento, rappresentativo dei risultati ottenuti
anche con gli altri campioni di pazienti SA analizzati, dimostra che
I'effetto proapoptotico dell’estratto della pianta Emblica officinalis &
visibile solo alla concentrazione 500 pg/ml negli OCs derivanti da
soggetti affetti da SA, quindi la concentrazione che normalmente induce
apoptosi negli OCs da soggetti sani non e efficace negli OCs da SA.

L’effetto del trattamento con E. officinalis, e stato valutato globalmente
attraverso il conteggio dei nuclei apoptotici. Come risulta dai dati riportati
in figura 4, il fenomeno apoptotico € decisamente piu apprezzabile nei
controlli sani, mentre gli OCs derivanti da soggetti affetti da SA
presentano una certa resistenza all’apoptosi. La dose 50 pg/ml sembra
non avere nessun effetto proapoptotico negli OCs derivanti da pazienti
SA. | controlli sani rispondono, invece, in maniera piu uniforme e
sembrano essere piu sensibili al trattamento, in quanto mostrano una

percentuale del 100% di apoptosi in tutti i campioni alla concentrazione

73



maggiore dell’estratto (500 pg/ml), e una percentuale che oscilla tra I'80-

85% alla dose 50 pg/ml, ad eccezione del controllo 3 che non denota

segni di apoptosi a questa concentrazione.

La dose corrispondente a 5 pg/ml non ha indotto apoptosi in nessun
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Figura 4. Trattamento degli OCs di pazienti con SA (AS) e volontari
sani (CTR) con differenti concentrazioni (5-500 pg/ml) di estratti di
Emblica officinalis per 72 ore, 14 giorni dopo [linduzione
dell'osteoclastogenesi: Le poptosi delle cellule € stata valutata con il test
TUNEL. I risultati quantitativi dell’esperimento sono riportati come % negli
istogrammi (i dati rapprentano la media £ SD di 20 determinazioni
indipendenti; * P= 0,001; ** P= 0,00001). Immagini rappresentative del test
TUNEL per ogni esperimento sono riportate: il colore marrone indica le

cellule ch vanno in contro ad apoptosi (ingrandimento 20x).

74



Valutazione del profilo di espressione di geni spec ifici

Parte delle cellule ottenute da sangue periferico, pari a circa 300.000

cellule, sono state destinate all’analisi dell'espressione genica mediante

la tecnica della Real-Time RT-PCR (Figura 5). Tale indagine € stata

preliminarmente eseguita solamente in 7 pazienti ed in 4 controlli sani.

BCL-XL SURVIVIN BIM

AS

CTR

Figura 5. Analisi immunocitochimica di OCs di pazie nti con SA (AS) e

volontari sani (CTR): E stata valutata I'espressione basale di Bcl-XL,

Survivin e Bim (in gradimento 20x).Le frecce indicano la immunopositivita.

| geni che sono stati presi in esame sono:

-Runx2: (runt-related transcription factor 2) € il piu importante fattore di

trascrizione che regola il differenziamento in senso osteoblastico, infatti

diversi studi hanno dimostrato come questo fattore sia necessario e

sufficiente nel processo di differenziamento degli osteoblasti (182,183).
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Le sequenze consenso riconosciute da questo fattore di trascrizione
sono state trovate nella maggior parte dei promotori dei geni che

regolano I'osteoblastogenesi.

-NFATc1: (nuclear factor of activated T-cells 1) e il fattore di trascrizione
principalmente coinvolto nei processi di formazione degli osteoclasti e
nella regolazione del processo di riassorbimento osseo (184). Recenti
studi suggeriscono un coinvolgimento di NFATcl anche in processi di
osteoblastogenesi, attraverso la regolazione della trascrizione di geni del

differenziamento degli osteoblasti, come ad esempio Osterix (185).

-ERa: il recettore dell’'estrogeno-a favorisce ['osteoblastogenesi e
inibisce l'osteoclastogenesi (186,187) attivando la trascrizione di geni
coinvolti nella formazione del tessuto osseo, come Runx2 (188).
Interessante e notare come questo recettore e NFATcl siano modulati
positivamente dallo stesso sistema, CaZ2+/calmodulina/calcineurina

(189).

-BMP-7: (bone morphogenetic protein 7) proteina coinvolta
positivamente nella regolazione del processo di ossificazione

endocondrale;

-Slug : fattore di trascrizione regolato positivamente dal pathway del Wnit,
coinvolto in numerosi processi cellulari e recentemente correlato

positivamente con la maturazione degli osteoblasti (190).
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-B-catenina : proteina attivata dalla via di trasduzione del segnale del
Wnt, capace di attivare la trascrizione di geni coinvolti nel

differenziamento osteoblastico, come ad esempio Runx2 (191).

-Lefl: (lymphoid enhancer-binding factor 1) forma un complesso legando
il fattore di trascrizione TCF, il fattore delle cellule T; in seguito lega la [3-

catenina, regolando la trascrizione di specifici geni;

-DKK-1: (dickkopf-related protein 1) principale antagonista della via del

segnale del Wnt.

Tabella 9: Analisi complessiva dei livelli di espressione dei geni
analizzati mediante RT-PCR quantitativa, riscontrati nei globuli bianchi

derivati da sangue periferico di tutti i campioni

gene livello di espressione
Slug +
Lef-1 +++++
B-catenina +++++
DKK-1 N.D.
Runx2 +++
BMP-7 N.D.
NFATcl ++++
Era ++

Il livello di espressione complessivo di ogni gene,riscontrato in tutte le
cellule ed analizzato mediante RT-PCR quantitativa, viene comparato

con quello degli altri
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In tabella 9 sono riportati i livelli di espressione dei singoli geni: i dati
risultano da un’analisi complessiva di tutti i campioni mediante RT-PCR
quantitativa. | risultati dimostrano che i geni Lefl, B-catenina, Runx2 e
NFATc1 sono quelli piu espressi in tutte le cellule rispetto agli altri geni
esaminati. Al contrario, i livelli di espressione di DKK-1 e BMP-7 sono
risultati non valutabili e, pertanto, esclusi dall'analisi comparativa
successiva. La figura 6 mostra il livello di espressione dei geni coinvolti
nella regolazione della formazione e del riassorbimento del tessuto

0SSeo.
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Figura 6. Analisi del livello di espressione di gen i coinvolti nella

regolazione della formazione e riassorbimento di te ssuto osseo. L'RNA
estratto dai globuli bianchi dei campioni (pazienti con SA, P1-P7; soggetti sani,
C1-C4) viene retrotrascritto in cDNA per valutare i livelli di espressione dei vari
geni mediante la tecnica Real-Time RT-PCR. | risultati sono stati normalizzati
utilizzando il gene di riferimento GAPDH secondo il metodo ddct. | risultati
riportati nei grafici sono indicati come fold induction dell’espressione del’mRNA
nei confronti del campione calibratore, cioe il valore d’espressione piu basso
per ciascuno dei geni. Il livello di espressione di ogni gene e stato confrontato
tra quello ottenuti da pazienti SA e quello dei controlli. Nelle tabelle (in alto, a
destra di ogni grafico) sono state riportate le medie dei livelli d’espressione
relativi di mRNA di ogni gene dei controlli sani (C) e dei pazienti SA (P) seguite

dal valore dell’errore standard (SEM).
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| geni di cui e stata valutata I'espressione sono tutti correlati con il
processo di formazione e rimodellamento del tessuto osseo, che nella
spondilite anchilosante risultano alterati. In particolare, i geni Runx2,
NFATcl, ERa, BMP-7 sono associati con il processo di osteogenesi in
generale. | geni Slug, DKK-1, Lefle [-catenina, invece, sono piu
strettamente associati al pathway del Wnt.

Il profilo d’espressione di questi geni & stato, quindi, preso in esame in
ogni campione.

| dati riportati in figura 6 mostrano un’alta variabilita di espressione dei
geni considerati.

Merita un’osservazione particolare il fatto che il gene per 3-catenina sia
significativamente pitu espresso nei soggetti affetti da SA rispetto ai
controlli, a sostegno del ruolo della via del segnale mediata da Wnt. |
geni per SLUG, Runx2 e Lef-1 non mostrano, invece, differenze di
espressione apprezzabili tra gli individui affetti da SA e i controlli sani.
Per quanto riguarda i geni NFATcl e ERaq, questi risultano nella norma o
addirittura poco espressi rispetto agli individui sani, ad eccezione del

paziente 5 che mostra un’elevata espressione di entrambi i geni.
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DISCUSSIONE

In questa tesi si e cercato di ampliare la conoscenza sulla spondilite
anchilosante, malattia inflammatoria cronica facente parte delle
spondiloartropatie, allo scopo di fornire informazioni utili per eventuali
terapie non ancora sperimentate. La patogenesi della SA e, infatti,
ancora non del tutto conosciuta e studi in questo senso riportano varie
ipotesi in alcuni casi in contrapposizione fra loro, a sottolineare la
necessita di ulteriori ricerche.

Uno dei nostri primi propositi € stato quello di valutare il grado di
osteoclastogenesi spontanea in vitro nei pazienti affetti da SA. |l
processo che porta al differenziamento di una cellula oasteoclastica e
finemente regolato in condizioni normali, ma in letteratura si possono
trovare numerosi studi che dimostrano come questo fenomeno sia
notevolmente alterato e incrementato in diverse patologie caratterizzate
da perdita di densita ossea.

Dai nostri risultati non e stato possibile confermare questo fenomeno
nella spondilite achilosante: la variabilita del grado di osteoclastogenesi
osservata nei pazienti affetti da SA ci porta a concludere che non vi
siano differenze significative nell’osteoclastogenesi spontanea in vitro fra
pazienti affetti da SA e individui sani.

L’ipotesi, quindi, € che l'osteoclastogenesi spontanea non sia una
caratteristica essenziale presente in tutti i soggetti affetti da SA, ma solo
forse di un certo gruppo. E opportuno, pero, sottolineare il fatto che il

numero di campioni presi in esame in questa tesi e limitato e che ulteriori
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esperimenti devono essere effettuati per confermare la validita di tale
ipotesi.

Alla luce di questi risultati, il nostro secondo obiettivo & stato quello di
studiare la possibilita di interferire con il ciclo cellulare delle cellule in
qguestione attraverso la valutazione della possibilita di modulare
'apoptosi. Questo tipo di approccio puo, infatti, rappresentare una
strategia terapeutica in quelle patologie in cui la perdita di massa ossea
e dovuta ad una alterazione dell’equilibrio dell’attivita degli osteoblasti e
osteoclasti, in favore di questi ultimi.

L’apoptosi € un tipo di morte cellulare programmata che riveste una
funzione di turnover molto importante nelle cellule che formano tessuti
ed organi. E noto che I'apoptosi pud essere innescata mediante due
meccanismi, uno estrinseco (che coinvolge recettori di membrana) e uno
intrinseco (che coinvolge soprattutto i mitocondri). Entrambe le vie
convergono nell’attivazione della famiglia delle caspasi, proteasi cellulari
in grado di promuovere cambiamenti della morfologia della cellula che
culminano, infine, con la morte della stessa (193).

| recettori maggiormente coinvolti nella via estrinseca che prota
all'apoptosi sono i recettori del TNF, i recettori TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand) e i recettori FAS (0o CD95); questi una volta
legato il loro ligando innescano una cascata di trasduzione del segnale
all'interno della cellula, che porta all’attivazione delle caspasi stesse.
Studi precedenti condotti nel nostro laboratorio hanno dimostrato I'effetto
proapoptotico sugli osteoclasti da parte dell’estratto di una pianta

medicinale: 'Emblica officinalis. | risultati di questo studio mettono in luce
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il possibile meccanismo d’interferenza dell’'estratto della pianta nel ciclo
cellulare degli osteoclasti. Infatti € stata riscontrata un’elevata
espressione del recettore Fas dopo trattamento con E. officinalis. E
stata, inoltre, riscontrata una possbibile interferenza nel legame del
fattore di trascrizione NF-KB (essenziale per los sviluppo degli
osteoclasti) con le sequenze consenso, grazie alla capacitadi questo
estratto di sequestrare il fattore di trascrizione impedendone il legame al
DNA.

Interessati a valutare il grado di apoptosi negli osteoclasti di pazienti
affetti da SA, abbiamo trattato le cellule con l'estratto di E. officinalis.
Comparando i risultati con quelli ottenuti da medesimi esperimenti
effettuati su osteoclasti di soggetti sani, si € osservato che gli osteoclasti
derivanti da pazienti affetti da SA sono piu resistenti all’azione
dell’estratto della pianta e vanno incontro ad apoptosi sono ad una
concentrazione piu elevata (500 microg/ml) di estratto. Pertanto, I'ipotesi
e che gli osteoclasti dei pazienti affetti da SA possano essere piu
resistenti ad un eventuale micromabiente sfavorevole, come quello
causato da un processo flogistico. Anche se alla dose di 500 microg/mi
I'estratto di E. officinalis si € dimostrato efficace nell'indurre I'apoptosi
degli Ocs nei pazienti SA, un suo eventuale impiego terapeutico potra
essere in futuro preso in esame solo approfondendo gli effetti che questa
dose puo avere negli altri tipi di cellule.

L'ultima parte di questa tesi € stata dedicata ad una valutazione
preliminare dell'espressione di geni specifici coinvolti nei processi di

osteoblasto- e osteoclasto-genesi in globuli bianchi di pazienti SA. Studi
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recenti suggeriscono che la crescita anomala di osso nella spondolite
anchilosante sia dovuta ad un’incontrollata attivazione bei pathways che
governano l'osteoproliferazione, ed in particolare quelli regolati dalle
BMPs e dalle Wnt. Di queste due vie di trasduzione del segnale,
abbiamo preso in considerazione soprattutto le proteine coinvolte nel
pathway del Wnt.

Dai nostri risultati emerge una conferma dell'ipotesi che questa via del
segnale possa essere coinvolta nel processo di osteoproliferazione che
causa la crescita di sindesmofiti, in quanto uno dei geni principalmente
coinvolti (beta-catenina) risulta, a livello di mRNA, maggiormente
espresso nelle cellule provenienti da individui affetti da SA rispetto a
guelle derivate da soggetti sani (194). A sostegno di questo non € stata
trovata espressione di DKK-1, principale antagonista della via. Il pathway
regolato dalle Wnt porta all’attivazione di numerosi geni coinvolti col
processo di formazione di osteoblasti, come Runx2 e Slug. | nostri dati
nellespressione di questi geni non mostrano, tuttavia, differenze
significative tra pazienti SA e soggetti sani. E doveroso pero sottolineare
la necessitd di ulteriori studi che prendano in esame il livello
d’espressione porteico di questi geni, al fine di feninire nuovi marcatori
molecolari della malattia e un loro possibile utilizzo in una eventuale
strategia terapeutica.

Relativamente a geni correlati con il processo di osteoclastogenesi, sono
stati misurati i livelli di espressione del fattore di trascrizione NFATc1,
associano positivamente con | processi di differenziamento e

maturazione degli osteoclasti, e del recettore dell'estrogeno alfa che ha,



invece, un effetto negativo sugli osteoclasti inducendone I'apoptosi.
Questa analisi non é stata informativa, in quanto il livello d’espressione
di questi due geni non risulta alterato nei pazienti affetti da SA ad
eccezione di un singolo campione, che presenta livelli molto elevati di
entrambi i geni e per il quale varra la pena appronfondire l'indagine
molecolare e clinica.

| dati raccolti in questa tesi anche se preleminari e riferiti ad un numero
ristretto di pazinti, tuttavia, insieme ad atri, potranno portare alla scoperta
di marcatori cellulari e molecolari specifici della spondilite anchilosante,
da utilizzare in futuro come possibili bersagli nello sviluppo di nuove

strategie terapeutiche.
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