PerioDIcO DI AGGIORNAMENTO MEDICO VoLuME 15 ¢ NuMEro 57

marzo 2015

n
SIMRI

societa italiana per le malattie
respiratorie infantili

PNEUMOLOGIA
PEDIATRICA

LA FIBROSI CISTICA

Organo ufficiale della

Societa Italiana per le Malattie 4 B 4 e
Respiratorie Infantili (SIMRI) _ Diagnosi molecolare di fibrosi cistica:
stato dell'arte

Official Journal

of the Italian Pediatric
s e y Lo screening neonatale per la fibrosi cistica:
quali novita?
Prospettive future nel trattamento medico della
malattia respiratoria in corso di fibrosi cistica
Standard e qualita di cure nei pazienti
con fibrosi cistica
La valutazione del danno polmonare nella
tolume /1.7 fibrosi cistica: aggiornamento per tutte le eta
Spedizione in A.P.
art.2 comma 20/b & ey 48 .
g 215 i Fibrosi cistica: una malattia
eg. Trib. PIn. . ) .
del 3 gugro 200 da alterazione dell'autofagia

WWW.simri.it



INDICE

Editoriale

View point
Francesca Santamaria

Diagnosi molecolare di fibrosi cistica: stato dell’arte

Molecular diagnosis of cystic fibrosis: state of the art
Paola Nardiello, Giuseppe Castaldo

Lo screening neonatale per la fibrosi cistica: quali
novita?

Newborn screening for cystic fibrosis:
what news?
Valeria Raia, Angela Sepe, Fabiola De Gregorio e Antonella Tosco

Prospettive future nel trattamento medico della
malattia respiratoria in fibrosi cistica

Therapy for cystic fibrosis lung disease: current status
and future perspectives
Valeria Galici, Cesare Braggion

Standard e qualita di cure nei pazienti con fibrosi
cistica

Standards and quality of care in cystic fibrosis
Elisabetta Bignamini

Valutazione del danno polmonare nella fibrosi cistica:
aggiornamento per tutte le eta

Assessment of pulmonary impairment in cystic fibrosis from childhood
to young adults
Giovanna Pisi, Valentina Fainardi

Fibrosi cistica: una malattia da alterazione
dell’autofagia

Cystic fibrosis: .
a disease with defective autophagy
Luigi Maiuri, Daniela De Stefano

“Aria buona a scuola”: un’indagine pilota in Campania

“Good air at school”: a pilot study in Campania
Silvia Montella, Angela Orabona, Laida Lisa di Micco e Francesca
Santamaria

12

17

24

29

35

41

Pneumologia Pediatrica n. 15

Pneumologia
Pediatrica

Volume 15, n. 57 - Marzo 2015
Reg. Trib. PI n. 12 del 3 giugno 2002

Direttore Responsabile
Francesca Santamaria (Napoli)

Direzione Scientifica

Stefania La Grutta (Palermo)
Luigi Terracciano (Milano)

Segreteria Scientifica
Silvia Montella (Napoli)

Comitato Editoriale

Angelo Barbato (Padova)
Filippo Bernardi (Bologna)
Alfredo Boccaccino (Misurina)
Attilio L. Boner (Verona)
Mario Canciani (Udine)

Carlo Capristo (Napoli)

Fabio Cardinale (Bari)
Salvatore Cazzato (Bologna)
Renato Cutrera (Roma)
Fernando M. de Benedictis (Ancona)
Fulvio Esposito (Napoli)
Mario La Rosa (Catania)
Massimo Landi (Torino)
Gianluigi Marseglia (Pavia)
Fabio Midulla (Roma)

Luigi Nespoli (Varese)
Giorgio L. Piacentini (Verona)
Giovanni A. Rossi (Genova)
Giancarlo Tancredi (Roma)
Marcello Verini (Chieti)

Editore

Giannini Editore

Via Cisterna dellOlio 6b
80134 Napoli

e-mail: editore@gianninispa.it
www.gianninieditore.it

Coordinamento Editoriale

Center Comunicazioni e Congressi Srl
e-mail: info@centercongressi.com
Napoli

Realizzazione Editoriale e Stampa
Officine Grafiche E Giannini & Figli SpA
Napoli

© Copyright 2015 by SIMRI
Finito di stampare nel mese di marzo 2015



Informazioni per gli autori e norme per la preparazione per gli articoli

La Rivista pubblica contributi redatti in forma di edi-
toriali, articoli d’aggiornamento, articoli originali, casi
clinici, lettere al Direttore, recensioni (da libri, lavori,
congressi), relativi a problemi pneumologici e allergo-
logici del bambino. I contributi devono essere inediti,
non sottoposti contemporaneamente ad altra Rivista,
ed il loro contenuto conforme alla legislazione vigen-
te in materia di etica della ricerca. Gli Autori sono
gli unici responsabili delle affermazioni contenute
nell’articolo e sono tenuti a dichiarare di aver ottenu-
to il consenso informato per la sperimentazione e per
la riproduzione delle immagini. La redazione accoglie
solo i testi conformi alle norme editoriali generali e
specifiche per le singole rubriche.

La loro accettazione & subordinata alla revisione cri-
tica di esperti, all'esecuzione di eventuali modifiche
richieste ed al parere conclusivo del Direttore.

NORMEEDITORIALI GENERALI

1l testo in lingua italiana, deve essere materialmente
digitato col programma Microsoft Word® 2004 e suc-
cessivi (per Mac OS X e Windows) e corredato di:

(1) nome, cognome e affiliazione degli Autori, evi-
denziando per ciascun autore l'affiliazione in api-
ce con numeri cardinali;

(2) titolo del lavoro in italiano va scritto in grassetto,
quello in inglese in corsivo grassetto;

(3) 1l riassunto va scritto in italiano; le parole chia-
ve, invece, in italiano e in inglese (la somma delle
battute, spazi inclusi, non deve superare i 1.700
caratteri, comprendendo in esse anche le parole
chiave);

(4) nome, cognome, ed e-mail dell’Autore referente
per la corrispondenza;

(5) bibliografia completa con voci numerate progres-
sivamente con richiami univoci nel testo tra pa-
rentesi tonde;

(6) Le tabelle e le figure integrate da disdascalie e le-
gende vanno numerate ed indicate nel testo pro-
gressivamente.

1l testo va preparato secondo le norme internazionali

(Vancouver system) per garantire 'uniformita di pre-

sentazione (BMJ 1991; 302: 338-341). E dunque indi-

spensabile dopo un’introduzione, descrivere i materia-

li e i metodi, I'indagine statistica utilizzata, i risultati,

e la discussione con una conclusione finale. Gli stessi

punti vanno riportati nel riassunto.

Le quantita editoriali devono essere le seguenti:

ARTICOLO CASO CLINICO

Le tabelle devono essere materialmente digitate in nu-
mero contenuto (evitando di presentare lo stesso dato
in pit forme).

Le figure vanno fornite su supporto digitale in uno dei
seguenti formati: .tif, .jpg e .eps e con una risoluzione
adeguata alla riproduzione in stampa (300 dpi) oppu-
re file vettoriali generati da Adobe Tllustrator®.

Sono riproducibili, benché con bassa resa qualitativa,
anche documenti generati da Microsoft PowerPoint®

e da Microsoft Word®. Al contrario, non sono utiliz-
zabili in alcun modo le immagini generate da Corel-
DRAW®.

Le dimensioni massime da rispettare per tabelle e fi-
gure sono:

Centimetri 8X6; Centimetri 8X11,5 (in verticale); Cen-
timetri 16X11,5 (in orizzontale)

La Redazione si riserva di rifiutare il materiale icono-
grafico ritenuto tecnicamente non idoneo.

La bibliografia va limitata alle voci essenziali identi-
ficate nel testo con numeri cardinali tra parentesi ed
elencate nell’'ordine in cui sono state citate. Se gli au-
tori sono fino a tre si riportano tutti; se sono quattro o
pit si riportano solo i primi tre seguiti da “et al.”.
Esempi di come citare la bibliografia:

Ringraziamenti, indicazioni di grant o borse di studio,
vanno citati al termine della bibliografia. Termini ma-
tematici, formule, abbreviazioni, unita e misure de-
vono conformarsi agli standard riportati in “Scienze”
(1954; 120: 1078). I farmaci vanno indicati col nome
del principio attivo.

I Lavori vanno inviati a:

Center Comunicazione e congressi all'indirizzo
email: redazionePP_SIMRI@centercongressi.com.

QUESITIDINATURA SCIENTIFICA VANNO INDIRIZZATIA:

Dott.ssa Francesca Santamaria
e-mail: santamar@unina.it

RICHIESTA ESTRATTI

LEditore si impegna a fornire agli Autori che ne fac-
ciano richiesta un pdf del proprio Articolo.

ABBONAMENTI

Pneumologia Pediatrica & trimestrale. Viene inviata
gratuitamente a tutti i soci della Societa Italiana per le
Malattie Respiratorie Infantili; i prezzi di abbonamen-
to annuo per i non soci sono i seguenti:

Italia ed Estero: € 72,00; singolo fascicolo: € 20,00.

2 Pneumologia Pediatrica n. 15



Lettera del Presidente

Cari Colleghi

A cinque mesi dalla mia entrata in funzione come Presidente della Societa sento il bisogno di dare
comunicazione di quanto fatto finora e dei prossimi impegni del Direttivo.

Innanzi tutto il passaggio della segreteria amministrativa alla Center Congressi, con un contratto
triennale rinnovabile annualmente, ha permesso di effettuare una programmazione di pitt ampio
respiro. Come avrete saputo il prossimo congresso nazionale si svolgera a Torino dal 22 al 24 ottobre
2015 con il grande aiuto di Elisabetta Bignamini e Massimo Landi. Il congresso 2016 si svolgera a
Roma nel mese di Ottobre.

Sono state assegnate delle deleghe ai membri del Direttivo e a Soci impegnati in cariche di prestigio in
societa scientifiche ed europee. Lelenco delle deleghe ¢ disponibile sul sito web della SIMRI.

Il sito e stato aggiornato con la possibilita di pagare le quote sociali con bonifico bancario, conto
corrente postale e con carta di credito, accedendo all’area riservata del sito con la propria username e
password. Il nuovo sito con veste grafica differente e contenuti rinnovati sara disponibile a breve.

La rivista Pneumologia Pediatrica (http:/simri.it/simri/referer/100/idPage/225/lang/it/Rivista-
Pneumologia-pediatrica.html) diretta da Francesca Santamaria con l'aiuto dei co-direttori Stefania La
Grutta e Luigi Terracciano & disponibile da questo numero solo in formato on line per tutti soci. La
rivista ha sinergie con il sito web, il cui comitato editoriale & stato rinnovato e rinforzato.

Inutile dire che tali attivita sono aperte a tutti i soci di buona volonta e pertanto contributi possono
essere inviati ai direttori della rivista e del sito web.

Una newsletter sara inviata a tutti soci periodicamente con notizie sulla vita della Societa e con novita
culturali prese dalla letteratura scientifica.

E stato selezionato un nuovo Ufficio Stampa, Intermedia, che rendera visibile le notizie riguardanti la
vita della Societa al pubblico non di settore.

Abbiamo siglato degli accordi quadro per cooperazioni con la Societa Italiana di Pediatria (Federazione
delle Societa di Area Pediatrica) e con societa Allergologiche e Pneumologiche dell'adulto SIAAIC,
SIMER, AICNA, APA, North East Allergy, Network nell’ambito di INAIA (Italian Network in Allergy,
Immunology & Asthma). Inoltre & stato deliberato un protocollo di intesa con '’Associazione Italiana
Pneumologi Ospedalieri (ATPO) al fine di favorire una reciproca crescita culturale nei campi di interesse
e una maggiore rappresentativita della Pneumologia Pediatrica nei tavoli regionali di pertinenza
respiratoria. Laccordo con AIPO rendera possibile a tutti i soci interessati la possibilita di iscrizione
congiunta ad ATPO ed ERS a costi estremamente contenuti.

Sono in corso contatti con ERS al fine di permettere una visibilita della SIMRI a livello europeo.

Una delegazione SIMRI con molti giovani sara presente al Congresso Internazionale ATS a Denver da 15
al 20 Maggio p.v. Nelll'ambito del congresso, grazie all’aiuto di Enrico Lombardi, nostro rappresentante
presso I'ATS, si svolgera un joint meeting della nostra delegazione con la Pediatric Assembly dell’ATS.
Speriamo che questo incontro sia inizio di una serie di proficue collaborazioni, soprattutto per i
giovani soci.

Sempre perigiovani sono state bandite fellowship per favorirne la partecipazione al Congresso Nazionale
SIMRI, al Congresso Nazionale ERS Amsterdam 26 -20 Settembre e al Corso di preparazione all'esame

Hermes pediatrico Barcellona 17-19 Giugno.
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I relativi bandi sono disponibili sul sito della SIMRI.

La dott.ssa Elisabetta Bignamini sta lavorando molto insieme a un gruppo di soci per realizzare un

database SIMRI che possa raggruppare i database esistenti (Asma grave e Discinesia Ciliare Primitiva)

con quelli in corso di realizzazione su altri gruppi di patologie rare (Malformazioni respiratorie,

Interstiziopatie polmonari, Insufficienza respiratoria cronica, Pneumopatie croniche post infettive).

?)/i terremo informati sullo stato di attivazione e tutti soci che ritengono di poter collaborare saranno
envenuti.

Sono inoltre in fase avanzata di realizzazione altri progetti, sui quali vi terremo informati attraverso la
newsletter per i soci.

Ringrazio tutto il Direttivo che sta sostenendo con entusiasmo e disponibilita questo impegno di
rinnovamento della SIMRI, rispettoso della storia della Societa e di quanti nel tempo si sono impegnati
per essa.

Aspettando i vostri commenti e le vostre critiche costruttive. “Uniti per migliorare”

W AR
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Editoriale

La fibrosi cistica (FC) ¢ la piu diffusa patologia su base ereditaria responsabile di broncopneumopa-
tia cronica nella razza Caucasica. Grazie alla aumentata disponibilita sul territorio di centri specia-
listici di riferimento ed al miglioramento delle cure, la sopravvivenza dei bambini ed adolescenti af-
fetti & significativamente migliorata e sempre pitt numerosi sono gli adulti attualmente seguiti. Vista
I'importanza della patologia, abbiamo deciso di dedicare il 1" numero dell’anno della nostra rivista
alle novita in tema di FC.

I genetisti del CEINGE di Napoli ci aggiorneranno sulle novita della diagnosi molecolare di FC che,
come molti sanno, ¢ indispensabile in diversi casi, soprattutto se a presentazione clinica atipica.
Realizzare lo screening neonatale, da sempre ¢ stato considerato utile per la conoscenza della storia
naturale della malattia, e il gruppo di Valeria Raia ci chiarira se diagnosticare presto la FC ¢ anche
utile per migliorare la prognosi del singolo individuo. Poiché nella FC l'interessamento polmonare
influenza fortemente il decorso clinico della malattia, abbiamo chiesto agli esperti di Parma un ag-
giornamento sulle modalita piu corrette di diagnosi di malattia polmonare a tutte le eta. Se ci sono
nuove prospettive nel trattamento medico della malattia respiratoria e se la qualita di cure offerte in
Italia ed in Europa ai pazienti affetti sono davvero cambiate negli ultimi anni, ce lo diranno gli esperti
FC di Firenze e di Torino.

Infine, il manoscritto di Luigi Maiuri ci mettera al corrente sui recenti progressi della ricerca di base
che, ci auguriamo, potranno aiutare i clinici ad identificare nuove strategie terapeutiche utili ai pa-
zienti.

In aggiunta agli interessanti aggiornamenti sulla fibrosi cistica, un piccolo report su un’indagine
“pilota” condotta dal Dipartimento di Scienze Mediche Traslazionali dell’'Universita Federico II di
Napoli in collaborazione con I'Ufficio Scolastico Regionale della Campania e finalizzata a informare
e sensibilizzare il personale docente e gli operatori scolastici sulle cause delle malattie allergico-re-
spiratorie e sulle misure di prevenzione ad esse legate.

Buona lettural

Francesca Santamaria

e-mail: santamar@unina.it
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Paola Nardiello, Giuseppe Castaldo Di a gno Si molecolare

di Fibrosi Cistica:
stato dell’arte

CEINGE-Biotecnologie avanzate,
Napoli. Dipartimento di Medicina
Molecolare e Biotecnologie Mediche,
Universita di Napoli Federico II

Corrispondenza: Giuseppe Castaldo Molecular diagnosis of Cystic Fibrosis: state of the art

email: giuseppe.castaldo@unina.it

Riassunto La Fibrosi Cistica (FC) ¢ la pit frequente malattia autosomica recessiva letale nei caucasici anche se la diagnosi precoce
(screening neonatale) ne ha migliorato l'outcomie. Inoltre, sono note forme di FC a prognosi favorevole (CFTR-Related Disorders), che
si manifestano con pancreatiti ricorrenti, agenesia bilaterale dei dotti deferenti, bronchiectasie, etc. La diagnosi molecolare contri-
buisce alla conferma di malattia, alla previsione dell'outcome (correlazione genotipo-fenotipo) e, poiché sono disponibili farmaci in
grado di correggere il difetto causato da specifiche mutazioni, alla guida alla terapia. Inoltre, contribuisce ad identificare le coppie a
rischio di generare un figlio affetto attraverso lo screening a cascata o lo screening di massa del portatore. Infine, alle coppie a rischio
puo essere offerta la diagnosi prenatale (su DNA da villi coriali o, in casi selezionati, su DNA fetale da sangue materno) o preimpian-
to nelle coppie che ricorrono alla procreazione assistita. Ad oggi sono note 2000 mutazioni del gene responsabili di malattia e le linee
guida suggeriscono di effettuare un I livello di analisi (ricerca delle mutazioni piti diffuse, che ha una ridotta sensibilita diagnostica)
e poi il sequenziamento del gene nei casi negativi, che puo pero identificare mutazioni nuove, per le quali ¢ difficile stabilire il carat-
tere patogenetico senza ricorrere a studi in vitro. In ogni caso, anche dopo il sequenziamento, circa il 5% degli alleli FC non presenta
mutazioni. Negli ultimi anni & emerso il ruolo delle aree non codificanti del gene (promotore, introni, etc.), che potrebbero ospitare

mutazioni causative, ma lo studio di queste regioni & limitato ai laboratori di ricerca.

Parole chiave: Fibrosi Cistica, gene, mutazioni, diagnosi molecolare
Key words: Cystic Fibrosis, gene, mutations, molecular diagnosis

INTRODUZIONE

La Fibrosi Cistica (FC) ¢ una malattia genetica
ereditaria autosomica recessiva, cronica, evolu-
tiva, che colpisce con uguale frequenza maschi
e femmine. E la malattia genetica grave pil
diffusa nella popolazione caucasica, con un’in-
cidenza di circa 1 neonato malato ogni 2500;
in Italia i pazienti stimati sono circa 5.000 (1).
Attualmente la sopravvivenza media ¢ di circa
40 anni (2). La malattia (forma classica) & carat-
terizzata dalla presenza di secrezioni dense che
causano malattia polmonare cronica ostruttiva
con evoluzione verso l'insufficienza respiratoria;
nell’ambito di una grande variabilita interindi-
viduale si possono avere altre manifestazioni
cliniche, tra cui insufficienza pancreatica, epa-
topatia, diabete e, nella quasi totalita dei maschi
affetti, azoospermia da agenesia bilaterale con-
genita dei vasi deferenti (CBAVD). Le modalita
di comparsa, la severita ed il decorso della ma-
lattia sono variabili. Alcuni pazienti presentano
precocemente i sintomi polmonari della malat-
tia (infezioni respiratorie ricorrenti) e manife-
stazioni gastrointestinali quali ileo da meconio
alla nascita e malassorbimento da insufficienza
pancreatica; altri hanno sintomi respiratori mo-
desti fino all’adolescenza, con un quadro digesti-
vo normale (3, 4). La discordanza dell’espressio-
ne clinica della FC a livello polmonare, epatico

e gastrointestinale ¢ presente anche in pazien-
ti con lo stesso genotipo CFTR o addirittura in
coppie di fratelli affetti dalla malattia. Cid ha
spinto alla ricerca di geni, ereditati indipenden-
temente da CFTR, che agiscano da modulatori
dell’espressione clinica della malattia (5).

Oltre alla forma classica di FC esistono forme
a fenotipo attenuato caratterizzate da modesta
espressione clinica respiratoria e normale fun-
zione pancreatica, spesso identificate in pazienti
adulti (coinvolgendo quindi andrologi, gastroe-
nterologi, pneumologi, etc.); in genere la malat-
tia interessa un unico organo, come i dotti de-
ferenti con la CBAVD che causa infertilita nei
maschi oppure il pancreas con episodi di pan-
creatite ricorrente. Le forme monosintomatiche
sono state per lungo tempo definite forme atipi-
che di FC, mentre oggi si parla di CFTR-Related
Disorders (CFTR-RD) per indicare le forme cli-
niche che non soddisfano i criteri per la diagno-
si di FC (6). Levoluzione clinica di tali forme &
poco nota, ma la prognosi appare piu favorevole
rispetto alla forma classica (3).

DIAGNOSI

Per la diagnosi di FC & necessaria la presenza di
sintomi tipici o di familiarita (fratelli ammalati)
o test di screening neonatale patologico, che de-
vono essere associati a test del sudore positivo
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o ad identificazione di due mutazioni del gene
CFTR in trans o ad alterazioni della differenza
di potenziale nasale (Tabella 1) (7).

Tab. 1. Criteri diagnostici per FC

Sintomatologia clinica tipica (incluso I'ileo da meconio)
Anamnesi familiare positiva (presenza di fratelli affetti)
Screening neonatale positivo (IRT elevato)

4

Test del sudore alterato

Alterato trasporto ionico a livello dell’'epitelio nasale e rettale
Analisi genetica positiva (presenza di una mutazione
patogenetica su entrambi gli alleli)

Nelle forme CFTR-RD con test del sudore ne-
ativo o borderline, I'analisi molecolare diventa
‘unico strumento di aiuto al clinico nella defi-

nizione diagnostica (8), anche se a volte sono

identificate varianti nuove o di incerto significa-

to patogenetico (9).

SCREENING NEONATALE (NBS)

La diagnosi di FC per sintomi & sempre pili rara;
infatti, oggi la maggior parte dei soggetti affetti
¢ identificata attraverso lo screening neonatale.
La FC, infatti, soddisfa pienamente i criteri di
applicazione di un programma di screening neo-
natale, in quanto & una malattia cronica evoluti-
va con un’elevata incidenza le cui manifestazio-
ni cliniche insorgono precocemente nell'infan-
zia; vi € ormai comune accordo che lo screen-
ing neonatale della FC ¢ in grado di ridurre la
severita della malattia, con riduzione dei costi
per l'assistenza. I risultati di numerosi studi
condotti a livello internazionale in termini d'im-
patto clinico ed epidemiologico hanno stabilito
che la diagnosi neonatale di FC, se associata
ad un trattamento precoce, riduce il rischio di
danno polmonare nell'infanzia, migliora la qua-
lita di vita e in definitiva migliora la sopravvi-
venza; ha inoltre un effetto benefico sullo stato
nutrizionale, con il miglioramento della cresci-
ta, e pud prevenire la malnutrizione da caren-
za di vitamine liposolubili e di proteine. Infine,
la diagnosi neonatale della malattia migliora la
reazione psicologica dei genitori, che subiscono
uno stress inferiore rispetto a quello che riceve-
rebbero in caso di diagnosi pit tardiva, quando
siano gia comparsi i sintomi clinici caratteristici
(10). Esistono molti protocolli diversi in Euro-
pa per lo screening neonatale di FC; tutti si ba-
sano attualmente sul dosaggio del tripsinogeno
immunoreattivo (IRT) in terza giornata, come
prima analisi, e sul test del sudore come analisi
conclusiva, che nella maggioranza dei casi con-
ferma o esclude la diagnosi di FC. Tra questi,
si collocano test intermedi, variabili tra i vari
protocolli ed utilizzati in varie combinazioni;
infatti, i casi di neonati con IRT positivo sono
una minoranza (circa 1-2%) della popolazio-
ne totale screenata e rappresentano una fascia
di popolazione a pit alto rischio di FC. Poiché
I'IRT risulta elevato, nei primi mesi di vita, negli

affetti da FC ma anche in alcuni neonati sani,
al fine di migliorare la specificita dello screening
alcuni dei programmi prevedono che i neonati
con IRT elevato siano sottoposti ad analisi delle
mutazioni piu frequenti, che in alcuni program-
mi & preceduta da un secondo prelievo su spot di
Guthrie per esecuzione di un II dosaggio di IRT
(il secondo spot di Guthrie ¢ prelevato intorno
alla ventesima giornata di vita). La presenza di
due mutazioni consente di porre diagnosi di ma-
lattia, mentre qualora se ne individui una sola il
test del sudore discriminera tra semplici porta-
tori ed affetti con una sola mutazione identifica-
bile. Infine, alcuni programmi prevedono, per i
neonati risultati portatori di una sola mutazione
dopo analisi delle mutazioni piu frequenti, I'e-
secuzione di un prelievo di sangue periferico in
EDTA per approfondimento dell’analisi moleco-
lare mediante sequenziamento diretto del gene
ed analisi di grossi riarrangiamenti.

IMPIEGO DELTEST GENETICOPERLA
DIAGNOSIDI EC

L’analisi molecolare del gene CFTR dovrebbe es-
sere sempre associata a un’appropriata consu-
lenza multidisciplinare ed il laboratorio di dia-
gnostica molecolare dovrebbe lavorare in stretta
collaborazione con il clinico, in modo da garan-
tire che siano eseguiti i test appropriati per ogni
specifica situazione e che siano sempre fornite
informazioni corrette e comprensibili al pazien-
te. Infatti, la qualita del risultato finale dipende
non solo dalle procedure di laboratorio, ma an-
che dalle informazioni riguardanti I'anamnesi
del paziente, che risultano determinanti affin-
ché il laboratorio possa definire il corretto iter
diagnostico, ovvero quali test eseguire e come
interpretare i risultati ottenuti. Attualmente, le
linee guida suggeriscono l'esecuzione del test
molecolare per FC nei seguenti casi (11):

1. sospetto clinico di forma classica di FC (che
presenta sintomatologia clinica tipica o fra-
telli affetti o IRT elevato alla nascita e test del
sudore positivo);

sintomatologia clinica “atipica” e/o test del
sudore borderline;

infertilita maschile in presenza di agenesia bi-
laterale congenita dei vasi deferenti (CBAVD);
adulti con sospetto di altre forme di CFTR-RD;
gravidanze in cui il feto presenti intestino ipe-
recogeno e/o dilatazione delle anse intestinali;
diagnosi prenatale;

diagnosi di portatore in soggetto con anam-
nesi familiare positiva.

La diagnosi di portatore in soggetti con anam-
nesi familiare negativa, cosi come la diagnosi
di portatore nelle coppie infertili, non sono uni-
vocamente riconosciute, ma sono regolate dalla
politica e dalle specifiche normative adottate a
livello di singole nazioni.

N Uk WD

METODICHE

Le metodiche utilizzate per la diagnosi moleco-
lare di FC possono essere divise in due gruppi: le
prime ad essere sviluppate sono state quelle che
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testano la presenza/assenza di specifiche muta-
zioni; successivamente, sono state utilizzate me-
todiche piu approfondite, definite di scanning,
poiché rivelano ogni differenza presente nella
sequenza genica del paziente analizzato rispet-
to alla sequenza di riferimento del gene CFTR
normale (11).

Poiché le mutazioni del gene CFTR hanno di-
versa frequenza nelle specifiche popolazioni, la
strategia pit idonea per la diagnosi genetica ed
il pannello di mutazioni da analizzare viene defi-
nita dai singoli laboratori sulla base della popo-
lazione originaria dei pazienti da analizzare (12,
13). Conoscere I'epidemiologia delle mutazioni
responsabili della FC in una determinata po-
polazione ¢ di fondamentale importanza anche
per la consulenza multidisciplinare, in quanto
rende possibile calcolare il rischio residuo per
una coppia di generare un figlio affetto e per il
singolo individuo di essere portatore sano dopo
un test che sia risultato negativo.

L'analisi molecolare di I livello utilizza kit com-
merciali o metodica home made che prevedono
I'analisi delle mutazioni pitt frequenti nella re-
gione di riferimento del laboratorio; le metodi-
che utilizzate per il I livello devono soddisfare
criteri di sensibilita, riproducibilita e rapidita.
Il detection rate dell’analisi molecolare di I livel-
lo & legato al pannello di mutazioni ricercato ed
all'origine etnica del paziente analizzato; ma in
linea di massima ¢ intorno all’80%.

Lanalisi molecolare di II livello: utilizza sistemi
di scanning che consentono il riconoscimento di
variazioni di sequenza nelle porzioni codificanti
e nelle regioni di splicing del gene.

La tecnica attualmente piti utilizzata ¢ il sequen-
ziamento diretto con I'impiego di strumentazio-
ni automatizzate. I test di II livello raggiungono
una detection rate migliore (circa 92%), ma il si-
gnificato fenotipico del risultato molecolare non
e sempre di semplice interpretazione.

Infine, in alcuni pazienti possono essere presenti
macroriarrangiamenti genici, quali macrodele-
zioni, inserzioni e duplicazioni, che non sono evi-
denziabili con le metodiche descritte precedente-
mente; la frequenza di tali riarrangiamenti & sti-
mata essere circa il 2% in alleli da pazienti affetti
da FC e circa I'1% in pazienti affetti da CBAVD.
Nei pazienti affetti da CFTR-RD le mutazioni
presenti sono spesso diverse da quelle rilevabili
per mezzo dei kit commerciali, per cui un’anali-
si di I livello ha una sensibilita minore rispetto
ai pazienti con FC classica (8); in questi pazien-
ti € quasi sempre necessario 'approfondimento
con scanning del gene. Sono, tuttavia, numerosi
i casi di forme classiche di FC (con test del su-
dore francamente patologico) nelle quali, anche
dopo un’analisi di II livello, non ¢ possibile iden-
tificare entrambe le mutazioni; infatti, mutazio-
ni causative possono essere localizzate in regio-
ni del gene non analizzate (promotore, introni e
3’'UTR) o in geni diversi da CFTR.

DEFINIZIONE DEL CARATTERE CAUSALE DI
MALATTIA DELLE VARIANTI DEL GENE CFTR

Lo sviluppo di nuove metodiche consente un’a-

nalisi sempre pitt approfondita del gene CFTR e
risulta nell'identificazione di un numero sempre
maggiore di varianti; la difficolta attualmente
maggiore dell’analisi molecolare della FC, cosi
come delle altre malattie genetiche, non ¢ quel-
la di identificare le alterazioni presenti nella se-
quenza genica, ma quella di stabilire il signifi-
cato patogenetico delle mutazioni identificate.
Infatti, con il passaggio dall’utilizzo dei kit per
mutazioni note alle metodiche di scanning del
gene CFTR, ci si € trovati di fronte non solo a va-
rianti gia descritte, ma anche a varianti nuove,
mai descritte precedentemente (9).

Alcune varianti sono ben classificate come mu-
tazioni causali di malattia (associate ad FC o
a CFTR-RD), poiche sono gia note come tali o
poiché sono nuove ma verosimilmente compa-
tibili con il fenotipo di malattia per caratteristi-
che proprie della variante (mutazioni nonsense,
splice-site, frameshift, grosse delezioni); altre va-
rianti sono gia note e classificate invece come
polimorfismi non causali di malattia (varianti
che non hanno effetto sul fenotipo clinico). Ma
per tutte le altre, nonostante lo sviluppo di di-
versi approcci mirati a definirne il carattere cau-
sale o non causale di malattia, il significato resta
dubbio, e le linee guida per la refertazione le in-
dicano come varianti probabilmente non pato-
genetiche o varianti di incerto valore patogene-
tico (14, 15). Alcuni esempi sono rappresentati
dalle varianti missense esoniche che ricadono
in domini non funzionali della proteina, dalle
varianti nucleotidiche sinonime, dalle varianti
localizzate in regioni introniche che potrebbero
alterare i meccanismi di splicing del RNA mes-
saggero, dalle varianti nel promotore (16) e nella
regione non tradotta al 3" del gene che, con mec-
canismi differenti, potrebbero alterare I'efficien-
za della trascrizione del gene (17).

Per stabilire il carattere causativo o non causa-
tivo di malattia di una variante sono oggi pos-
sibili due tipi di approcci: i primi sono basati
su software informatici, mentre i secondi sono
basati sulle sperimentazioni in vitro.

Nel primo caso, si tratta di sistemi di predizione
informatizzati che forniscono risultati riguardo il
grado di conservazione filogenetica dell'aminoa-
cido sostituito, riguardo I'impatto delle mutazio-
ni missense sull’attivita della proteina canale e
riguardo l'eventuale effetto della variante identi-
ficata sullo splicing dellRNA messaggero (9).
Questi sistemi di predizione forniscono risultati
immediati, ma talvolta contrastanti e non defi-
nitivi; pertanto, € sempre necessario utilizzar-
ne un minimo di tre per la valutazione di ogni
variante e, in ogni caso, tali risultati non sono
utilizzabili in fase di refertazione, ma solo come
indicazione a proseguire o meno con successivi
approfondimenti in vitro.

Le sperimentazioni in vitro misurano diretta-
mente l'attivita di gating del canale CFTR (nello
studio di varianti esoniche di tipo missense) o
la quantita di messaggero prodotto (nello studio
di varianti nel promotore o nella 3’UTR) o veri-
ficano la correttezza del risultato dello splicing
del mRNA di CFTR (18) ed utilizzano metodi-
che quali: clonaggio genico in vettori, sistemi
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reporter che utilizzano geni come luciferasi e
GFP (per lo studio sia di elementi cis che trans
di regolazione della trascrizione) e sistemi di ri-
velazione di bioluminescenza e di fluorescenza,
trasfezione in vitro, colture cellulari, RT-PCR e
sequenziamento diretto.

Le sperimentazioni in vitro forniscono risulta-
ti importanti e definitivi, ma lo fanno in tempi
molto piti lunghi, cosa che li rende lontani da un
utilizzo ruotinario.

NEXT GENERATION SEQUENCING

Lorizzonte della diagnostica molecolare della
FC e di tutte le malattie genetiche e multifatto-
riali & destinato a modificarsi completamente
nei prossimi anni grazie allo sviluppo recente
di tecniche di sequenziamento massivo, definite
Next Generation Sequencing (NGS); tutte le piat-
taforme NGS oggi disponibili presentano una
caratteristica tecnologica comune: il sequenzia-
mento parallelo massivo di molecole di DNA am-
plificate in modo clonale (sequenziamento di IT
generazione, Next Generation) o di singole mole-
cole di DNA separate spazialmente in una cella a
flusso (sequenziamento di III generazione) (19).
Poiché la procedura & parallela e massiva, tali
piattaforme consentono di sequenziare da cen-
tinaia di milioni di paia di basi fino a miliardi di
paia di basi di DNA in un’unica seduta analitica,
a seconda del tipo di tecnologia NGS utilizzata.
Complessivamente, le piattaforme NGS hanno
il vantaggio di sequenziare in tempi e con costi
enormemente ridotti rispetto al metodo Sanger,
rendendo possibile il completamento in alcune
settimane di analisi mentre che con il metodo
Sanger avrebbero impiegato anni; sono stati ne-
cessarl circa 3 miliardi di dollari e 17 anni (dal
1990 al 2007) per il completamento del Progetto
Genoma Umano, mentre per risequenziare il ge-
noma con una piattaforma NGS sono stati ne-
cessari due mesi a costi 100 volte inferiori.

Lavvento della tecnologia NGS ha aperto im-
portanti prospettive nella diagnostica molecola-
re e rappresenta un potente mezzo per l'analisi
simultanea di un gran numero di regioni geni-
che. Lapplicazione di questa tecnologia nella
diagnostica molecolare della FC consentira in
primo luogo la riduzione dei tempi necessari
alla diagnosi genetica nei pazienti affetti porta-
tori di mutazioni rare e la ricerca immediata di
mutazioni non esoniche; inoltre, I'utilizzo delle
piattaforme NGS consentira la ricerca immedia-
ta di mutazioni in pannelli di geni gia noti come
geni modulatori dell'espressione fenotipica della
malattia (attualmente realizzata principalmen-
te mediante 'uso di microarray) ed abbattera i
tempi necessari all’esecuzione di studi di ricerca
volti all'identificazione piti rapida di nuovi geni
modulatori. Il problema principale, come gia ac-
caduto in precedenza con l'avvento del sequen-
ziamento tradizionale, sara 'interpretazione dei
risultati ottenuti per ogni paziente, poiché il la-
boratorista ed il clinico si troveranno di fronte
ad un gran numero di varianti nuove in assenza
di strumenti utilizzabili in routine che ne pos-
sano definire il carattere causale o non causale

di malattia. Il primo supporto sara sicuramente
rappresentato dalla consultazione di database,
quali ad esempio “1000 Genomes”, realizzati
attraverso studi di NGS su grandi popolazioni,
che contengano tutte le variazioni, comuni e
rare, dell'intero genoma umano; altrettanto fon-
damentale sara la collaborazione di esperti in
bioinformatica.

FLOW CHART PER LA DIACNOSI GENETICA

Il percorso diagnostico da seguire nella diagnosi
molecolare della FC & strettamente dipenden-
te dalla motivazione della richiesta di indagine
(quale sospetto di malattia, familiarita, diagno-
si di portatore nelle coppie infertili, intestino
iperecogeno fetale, consanguineita, diagnosi
prenatale), dalla anamnesi clinica del paziente
da analizzare e dai valori di eventuali test pre-
cedentemente eseguiti (quali dosaggio dell IRT
e test del sudore) (11). Nella condizione di “so-
spetto clinico” possiamo includere i soggetti con
sospetto di forma classica di FC, quelli con sin-
tomatologia clinica “atipica”, con infertilita ma-
schile in presenza di CBAVD o con sospetto di
altre forme di CFTR-RD; la seconda condizione
¢ quella dei soggetti con familiarita per FC e del-
le diagnosi prenatali (20); la terza condizione &
quella di assenza di familiarita ed ¢ il caso delle
diagnosi di portatore nelle coppie infertili, delle
gravidanze con riscontro di intestino iperecoge-
no fetale e delle consanguineita.

Sospetto clinico: In presenza di sintomi (in-
cluso l'illeo da meconio) o dati clinici (test del
sudore o IRT alterato) sospetti per FC classica
o0 CFTR-RD ed in caso di infertilita maschile in
presenza di CBAVD ¢ indicata I'esecuzione del
test genetico. Qualora 'analisi di I livello identi-
fichi entrambe le mutazioni, dopo conferma del
genotipo mediante analisi dei genitori, la dia-
gnosi di affetto da FC viene confermata; qualora
I'analisi di I livello identifichi una sola o nessuna
mutazione € necessario ridiscutere il caso con
i clinici per valutare l'utilita di un approfondi-
mento di II livello. Qualora I'approfondimento
molecolare si fermi all'identificazione di una
sola mutazione in un paziente sospetto per FC
classica o di una mutazione ed una variante di
incerto significato in un paziente sospetto per
forma lieve o CFTR-RD, le linee guida suggeri-
scono l'esecuzione di test funzionali quali test
dei potenziali nasali (NPD) e misura della cor-
rente intestinale (ICM).

Familiarita e diagnosi prenatale: Nei soggetti
che presentino familiarita per FC (o per muta-
zioni nel gene CFTR), in caso di mutazioni note
¢ indicata la ricerca di tali mutazioni seguita
dall’analisi di I livello in caso di negativita; qua-
lora il soggetto risulti portatore ¢ indicata I'ese-
cuzione del test genetico anche nel partner. In
caso di familiarita ma con mutazioni non iden-
tificate, ¢ indicata 'analisi molecolare di I livello
direttamente nel soggetto e nel partner. Lidenti-
ficazione di coppie di portatori (con un rischio
di 1:4 di avere figli malati) deve essere seguita
da una consulenza multidisciplinare che offra
I'opportunita di scelta tra tutte le opzioni dispo-
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nibili in virtt degli enormi e continui progressi
nella diagnostica di laboratorio (villocentesi e
diagnosi prenatale su sangue materno) e delle
legislazioni vigenti (diagnosi preimpianto).

La diagnosi prenatale si esegue tramite analisi
molecolare su materiale fetale quando entrambi
i genitori sono portatori di una mutazione; I'a-
nalisi molecolare sul feto & da evitare in assenza
di un’indicazione specifica e deve essere prece-
duta dalla ricerca di mutazioni nei genitori (20).
Assenza di familiarita: Nelle coppie infertili,
in caso di consanguineita o di gravidanze con
riscontro di intestino iperecogeno fetale, la dia-
gnosi di portatore consiste nell’analisi moleco-
lare di I livello in entrambi i componenti della
coppia; lidentificazione di un portatore sano in
una coppia & seguita, in caso di feto con inte-
stino iperecogeno, da analisi molecolare di II
livello nel partner risultato negativo al I livello.
Negli altri casi, e riguardo la diagnosi di portato-
re come screening preconcezionale in assenza di
rischio aumentato (screening nella popolazione
generale), la situazione € eterogenea e non esiste
ad oggi un consenso Europeo.

In conclusione, sebbene la diagnosi della for-
ma classica di malattia sia affidata alla clinica
e mantenga tuttora come gold standard 1'esecu-
zione del test del sudore, 'analisi molecolare ri-
veste un ruolo prioritario in diverse situazioni
quali ad esempio la diagnosi nei pazienti affet-
ti da forme lievi e da CFTR-RD e lo screening a
cascata nelle famiglie dei soggetti affetti e por-
tatori. L'analisi molecolare ¢, inoltre, I'unica op-
zione esistente in alcune importanti situazioni
di rischio aumentato, quali gravidanze con ri-
scontro di intestino iperecogeno fetale e coppie
di soggetti portatori che scelgano di sottoporsi
a diagnosi prenatale. La diagnosi molecolare
consente oggi di intervenire in tutte le fasi della
malattia ed anche prima che la malattia stessa

si manifesti (con lo screening neonatale) ed ha
grande importanza nella formulazione progno-
stica (Tabella 2). Inoltre, con lo sviluppo di tera-
pie farmacologiche per la correzione del difetto
di base, la definizione del genotipo del paziente
affetto e diventata di fondamentale importanza
non per la diagnosi di malattia, ma per la defi-
nizione della terapia (Tabella 2). Questo nuovo
approccio terapeutico utilizza particolari mo-
lecole che, a seconda del difetto funzionale in-
dotto dalle mutazioni causative di FC, agiscono
sulla sintesi, il processamento e la funzionalita
della proteina CFTR. Attualmente, si stanno svi-
luppando tre tipi di farmaci: farmaci per i quali
¢ stata riconosciuta la capacita di bypassare co-
doni di stop prematuri causati da una mutazio-
ne, consentendo la traduzione di proteine wild
type; farmaci detti correttori, che hanno dato
risultati promettenti nel miglioramento del pro-
cessamento di CFTR, farmaci detti potenziatori
che attivano la proteina CFTR, che sia gia cor-
rettamente posizionata sulla membrana apicale.
In fase di studio sono anche molecole che agi-
scano sul trascritto di CFTR e sulla sua stabilita,
determinando un incremento del livello di RNA
correttamente processato (21).

Tab. 2. Applicazioni diagnostiche della diagnosi moleco-

lare in FC

e Screening neonatale (dopo IRT)

e Conferma diagnostica (nei pazienti sospetti)

e Screening familiare a cascata (ricerca dei portatori)

e Screening del portatore (di massa)

¢ Formulazione prognostica (correlazione genotipo-fenotipo)

¢ Guida alla terapia (ricerca di mutazioni sensibili a terapia
molecolare)

¢ Diagnosi prenatale

¢ Diagnosi preimpianto
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Riassunto Lo screening neonatale per la Fibrosi Cistica & una complessa procedura, ormai diffusa in tutto il mondo, che
coinvolge i controlli di qualita dei laboratori per la raccolta e analisi dei campioni esaminati (tripsinogeno immunoreattivo,
analisi genetica, test del sudore), la comunicazione di diagnosi, la consulenza genetica e il follow-up presso i Centri di cura
specializzati per la Fibrosi Cistica. Non esiste un algoritmo diagnostico “ideale”. E importante una periodica rivalutazione
del valore soglia di normalita (cut-off) dell'IRT, che rappresenta sempre il I test da effettuare; il II test IRT e il test genetico
sono stati introdotti per ridurre i falsi positivi e migliorare I'accuratezza diagnostica.

Vantaggi e svantaggi per ogni programma di screening sono stati registrati in termini di specificita, sensibilita, costi, risultati
di falsi positivi e negativi, livelli di ansia dei genitori per 'attesa del risultato e diagnosi di forme “atipiche” di Fibrosi Cistica,
la cui storia naturale non & ancora nota e che potrebbero non avere necessita di interventi terapeutici.

Mentre sono acclarati gli effetti positivi dello screening sull’andamento dello stato nutrizionale, resta ancora controversa
la dimostrazione di efficacia del programma di screening nel ridurre la mortalita. Tuttavia, & opinione comune che tale
programma debba rientrare in quelli dei “diritti umani fondamentali” e debba essere implementato nei programmi di pre-

venzione sanitaria.

Parole chiave: screening neonatale, fibrosi, tripsinogeno immunoreattivo, analisi genetica, test del sudore
Key words: newborn screening, cystic fibrosis, immunoreactive trypsinogen, genetic analysis, sweat test

INTRODUZIONE

La Fibrosi Cistica (FC) ¢ la pit frequente malattia
genetica autosomica recessiva a prognosi severa
della popolazione caucasica. E causata da muta-
zioni del gene regolatore della conduttanza di ioni
a livello della membrana epiteliale (CFTR). Ad
oggi circa 2000 mutazioni sono state identificate
sul gene e di queste quasi 120 sono responsabili
della espressione clinica di malattia classica (1).
Lo screening neonatale della FC consente di iden-
tificare precocemente la malattia, con il vantaggio
di avviare un programma di cura prima che si
manifestino sintomi evidenti o complicanze irre-
versibili. In particolare, lo stato nutrizionale e la
crescita sono avvantaggiati nei primi anni di vita
ed il trattamento mirato delle infezioni respirato-
rie condiziona una prognosi migliore.

E noto, infatti, che anche nei bambini diagnosti-
cati per screening la funzionalita respiratoria ten-
de ad essere precocemente alterata nei primi mesi
di vita a causa di una ostruzione bronchiale, an-
che in assenza di sintomi respiratori (2).

Un ulteriore vantaggio dello screening neonatale &
dato dalla possibilita di poter fornire precocemen-
te alla coppia di un bambino affetto ed ai familiari
un’adeguata consulenza genetica, essendo oggi di-
sponibile la diagnosi prenatale per la FC (3).

Lo screening neonatale per FC & una complessa
procedura che, oltre a permettere il trattamento di

una popolazione di pazienti diagnosticata poten-
zialmente in condizione pre-sintomatica, fornisce
conoscenze nuove sullincidenza della malattia e
sulla storia naturale della stessa (3).

Si basa su multiple fasi di test effettuati su spot
di sangue essiccato. Il primo step consiste sempre
nella determinazione della concentrazione della
tripsina immunoreattiva (IRT), seguito, nei bam-
bini positivi al test, da altre indagini, che general-
mente includono I'analisi delle mutazioni del gene
CFTR. 1l principale obiettivo consiste nella identi-
ficazione di neonati ad elevato rischio di avere la
FC; i neonati risultati positivi all'TRT sono sotto-
posti ad ulteriori test presso centri di diagnosi per
la FC per confermare (veri positivi) od escludere
(falsi positivi) la diagnosi.

Quasi tutti i Paesi dell’'Europa, del Nord America
e dell’Australia hanno organizzato un programma
di screening neonatale al fine di individuare la po-
polazione a rischio per la malattia, che viene poi
sottoposta agli accertamenti specifici per la con-
ferma della diagnosi di FC. I programmi di scree-
ning neonatale nel mondo hanno avuto date d'ini-
zio e continuano ad avere modalita di esecuzione
molto differenti (4).

PROGRAMMI DI SCREENING

Lo screening neonatale per la FC ¢ stato concreta-
mente possibile, alla fine degli anni '70, grazie alla
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disponibilita di un test radioimmunologico (5-7)
per il dosaggio dell'TRT su sangue, raccolto in 32-52
giornata, adsorbito su carta da filtro e disidratato
(Guthrie card), procedura gia usualmente utilizza-
ta fin dagli anni 60 per l'esecuzione di altri scree-
ning neonatali.

Successivamente, la possibilita di effettuare saggi
immunoenzimatici, implementati mediante ana-
lizzatori automatizzati o semiautomatizzati, ha
permesso di ridurre gli errori dovuti alla manipo-
lazione dei campioni, di ridurre i tempi di lavo-
ro e di aumentare la specificita e la sensibilita del
test. Il razionale per I'impiego di tale test per sele-
zionare alla nascita i bambini con sospetto di FC
deriva dal riscontro di valori elevati della tripsina
nel sangue dei neonati FC nei primi mesi di vita,
probabilmente da attribuire al reflusso della tripsi-
na verso il circolo ematico per la ostruzione dei
dotti pancreatici. Valori elevati di IRT si possono
comunque trovare anche in soggetti non FC.
Generalmente la soglia di normalita per il primo
IRT effettuato in 3°-5° giornata ¢ <45-50 ng/ml, da
confermare al re-testing (secondo test della tripsi-
na, di solito a un mese di vita, con riferimento di
valore soglia di normalita pit basso).

Comungque, il livello decisionale (cut-off) di norma-
lita per I'IRT viene sperimentalmente definito da
ogni singolo laboratorio, sulla base dei differenti
kit utilizzati, della numerosita della popolazione
di neonati considerata e dei protocolli e algoritmi
applicati.

La scelta del cut-off deriva dall’analisi statistica di
un elevato numero di valori di IRT; poiché I'IRT
non ha una distribuzione gaussiana, il cuz-off € de-
finito in base all’analisi dei centili (statistica non
parametrica). La scelta del centile al quale fissare
il cut-off & funzione dei livelli di efficacia del pro-
gramma di screening ed & un compromesso tra
esigenza di buona sensibilita e specificita e costi
economici e sociali. In genere, si sceglie un valore
che stia tra il 99° e il 99,5° percentile di tutti neo-
nati testati. Quindi, solo una piccola parte (tra lo
0.5 e I'1%) seguiranno un iter di approfondimento.
E buona regola ricalcolare con regolarita il cut-off
dell'IRT, basandosi sulla media e la dispersione dei
valori nella popolazione.

I primi programmi di screening per la FC sono
stati attuati con diversi protocolli negli USA e in
Europa; si basavano all'inizio sulla ripetizione
dell'IRT (re-testing); se il I test risultava elevato en-
tro la 6° settimana di vita, si effettuava analisi del
test del sudore per la conferma diagnostica. Suc-
cessivamente, I'analisi genetica per la ricerca delle
mutazioni del gene CFTR ¢ stata inserita nei pro-
grammi di screening, riducendo il numero di falsi
positivi e accelerando la fase dell’iter diagnostico.
In Italia, nei programmi di screening neonatale del
Veneto/Trentino Alto Adige e Toscana si € impiega-
to per molto tempo, nei casi di IRT elevati, in con-
comitanza con il test genetico, il saggio di lattasi
su meconio essiccato, inviato assieme alla card per
IRT, con apprezzabile incremento di sensibilita e
specificita del sistema.

Un gruppo francese (8) ha invece proposto di ef-
fettuare il programma di screening PAP/IRT attra-
verso il dosaggio dell'antigene PAP (Pancreatitis

Associated Protein) determinato su goccia di san-
gue essiccata, che nel neonato FC risulta elevato
presumibilmente per lo stesso meccanismo che
determina I'aumento della tripsina.
Lavanzamento delle tecniche di biologia mole-
colare, attraverso l'uso di diversi kit commerciali
che indagano sempre pitt numerose mutazioni del
gene CFTR (anche fino a 150) ha consentito di mi-
gliorare il cosiddetto “detection rate” nella popola-
zione screenata negli ultimi anni.

In tal modo, mentre il 90-95% dei bambini con FC
¢ diagnosticato mediante il programma di scree-
ning IRT/IRT, lo screening IRT/DNA, che usa un
pannello di mutazioni multiple e direttamente
porta al test del sudore, consente di ottenere una
sensibilita superiore al 98% per i bambini con va-
lori estremamente alti di IRT. Pertanto, molti labo-
ratori hanno adottato 'analisi genetica come step
immediatamente successivo al riscontro di IRT
elevato (9). In questi casi & importante sempre spe-
cificare quante e quali mutazioni sono state esplo-
rate e con quale tecnica ¢& stata eseguita I'analisi,
al fine di stabilire la capacita diagnostica del test
(detection rate).

Un’analisi recente effettuata (4) passa in rassegna
tutti i protocolli di screening attuati ed in via di at-
tuazione in tutto il mondo, definendo di ciascu-
na strategia pro e contro in termini di sensibilita,
specificita, costi, percentuale di falsi positivi e falsi
negativi, probabilita di individuare portatori, li-
vello di ansia generato nei genitori, etc. Lo studio
conclude che nessun metodo o strategia ¢ ideale
per tutte le realta regionali; quindi ¢ fondamenta-
le documentare gli esiti, cosi da poter valutare nel
tempo sia i danni sia i benefici.

In generale, i programmi prevedono un primo do-
saggio dell'TRT, la ricerca delle pit1 frequenti muta-
zioni della proteina CFTR nei neonati con valore
elevato e il proseguimento delle indagini, con se-
condo dosaggio di IRT, ampliamento della ricerca
genetica (sequenziamento) e test del sudore nei
neonati con almeno una mutazione della CFTR
e/o con primo valore di IRT molto elevato.

Oggl lo screemng neonatale per la FC & stato ag-
giunto ai programmi di prevenzione gla esistenti,
con una copertura della popolazione in diversi pa-
esi vicina al 100%.

ESITIDELLO SCREENING NEONATALE

Numerosi studi dimostrano che il decorso clinico
della malattia & complessivamente migliore nei
pazienti diagnosticati per screening alla nascita ri-
spetto a quelli diagnosticati piti tardivamente per
sintomi.

Tuttavia, la non disponibilita di studi clinici con-
trollati randomizzati e la scarsa disponibilita di
studi di coorte prospettici, i limiti metodologici
dell’'analisi dei parametri clinici riferiti a soggetti
diagnosticati per screening, paragonati a soggetti
diagnosticati per sintomi, provenienti dalla raccol-
ta dati dei diversi registri internazionali, 1'evolu-
zione naturale della malattia e la diversa gestione
delle complicanze nei centri specializzati rendono
difficile l'interpretazione degli esiti di efficacia nei
gruppi messi a confronto.
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Crescita e nutrizione

Diversi studi confermano che la malnutrizione se-
vera € meno frequente nei soggetti screenati e che
il migliore stato nutrizionale precoce correla con
una migliore funzionalita respiratoria, almeno
fino all’eta di 8-10 anni. Inoltre, i vantaggi diretti
dello screening sulla crescita/nutrizione (10) dimo-
strano che il gruppo dei bambini screenati con in-
sufficienza pancreatica avrebbe un miglioramento
di tutti i parametri auxometrici, che dura oltre I'in-
fanzia, con importanti benefici della terapia nutri-
zionale anche sulla supplementazione vitaminica;
in particolare, una precoce introduzione della vi-
tamina E puo avere ripercussioni favorevoli sullo
stato cognitivo (11).

Malattia polmonare

A tutt’oggi non vi sono ancora evidenze di signi-
ficativi vantaggi sull’evoluzione della malattia
polmonare. Alcuni studi randomizzati controllati
(2,3) effettuati sia in America sia in Europa evi-
denziano una differenza significativa degli score
radiologici in favore del gruppo degli screenati, ma
solo fino a 7 anni. Uno studio di coorte australiano
mostra un vantaggio significativo a favore dei pa-
zienti screenati fino all'adolescenza, ma il numero
dei pazienti arruolati & troppo piccolo per potere
raggiungere conclusioni definitive. Altri dati sono
comunque a favore di un ritardo nella colonizza-
zione da batteri gram negativi quale Pseudomonas
Aeruginosa nei pazienti screenati, infezione che
condiziona fortemente sia la morbidita sia la mor-
talita di questi pazienti.

Sopravvivenza

Mentre alcuni studi evidenziano una riduzione di
decessi per FC nellinfanzia grazie al contributo
del programma di screening neonatale (12), non
sono disponibili studi longitudinali sufficienti a
stabilire l'impatto, del programma di screening
sulla sopravvivenza a lungo termine, soprattutto
quando i risultati vengono analizzati in periodi di-
versi, e non € quindi possibile distinguere l'effetto
dello screening sugli esiti della malattia dall’effetto
del miglioramento del trattamento della malattia
avvenuto negli ultimi anni.

Prevalenza di malattia

Una tempestiva consulenza genetica fornita dopo
la diagnosi precoce di FC puo favorire il controllo
delle nascite di soggetti malati mediante la diagno-
si prenatale. Alcuni studi hanno recentemente evi-
denziato come in alcune aree geografiche un pro-
gramma di screening del portatore applicato sul
territorio a coppie cosiddette a rischio (genitori
di bambini affetti e coppie sterili) in fase pre-con-
cepimento, non solo ha consentito di accedere a
scelte riproduttive informate, ma ha indotto una
riduzione dell'incidenza della malattia in alcune
aree geografiche (13).

Tuttavia, lo screening del portatore non & ancora
di routine in tutti i paesi e in alcuni stati & proibito
dalla legge per motivi etici.

Costo/Efficacia
Uno dei vantaggi dell'introduzione del program-

ma di screening neonatale, aggiunto ai programmi
di prevenzione gia esistenti, € un costo relativa-
mente basso per una diagnosi precoce, a fronte di
costi molto piu elevati per la gestione di pazienti
diagnosticati per sintomi, considerata una piti ra-
pida progressione della malattia e la comparsa di
complicanze in questi ultimi casi (14,15).

LIMITIDELLO SCREENING NEONATALE

Falsi negativi

Levento di una falsa negativita allo screening
sembra abbastanza raro; alcuni dati provenienti
da ricerche degli ultimi anni riportano una
frequenza dei falsi negativi fra 1 su 20.000 e 1
su 50.000 neonati screenati. La loro frequenza
¢ difficilmente quantificabile perche varia in
relazione ad una serie di fattori. Tra questi, si
distinguono il protocollo di screening adottato
(bambini sottoposti ad analisi genetica, portatori
di mutazioni non inserite nel pannello in uso o
soggetti con livelli di IRT inferiori al cut-off scelto)
e gli anni d’'osservazione dopo la nascita (alcune
forme di FC possono essere diagnosticate anche
molto in la con gli anni) e la capacita di sospettare
la FC sulla scorta di sintomi magari molto sfumati
da parte dei medici di una regione rispetto ad
un’altra.

Per questo, si suggerisce comunque di fare il test
del sudore, a qualsiasi eta, nei casi con sintomi
evocativi, anche se il risultato dello screening neo-
natale era stato negativo.

Falsi positivi

L'1,5-2% dei neonati puo presentare valori elevati
di IRT alla nascita.

Nella massima parte dei casi con screening FC po-
sitivo alla nascita e normalizzato dopo circa un
mese di vita si tratta di risultati “falsi positivi”: la
FC viene esclusa con esami integrativi adottati dai
vari programmi di screening e si ha in definitiva
una diagnosi di vera FC solo in un caso su 6-10 tra
i neonati risultati positivi al test della tripsina.
Tuttavia, un certo numero di “falsi positivi” sono
rappresentati da neonati che sono portatori sani
delle pitt comuni mutazioni del gene CFTR iden-
tificate attraverso l'analisi genetica di I livello,
effettuata sulla stessa goccia di sangue usata per
I'esame della tripsina nei casi risultati positivi allo
screening (neonati quindi con valori di tripsina so-
pra la soglia di normalita, ma non molto elevati e
comunque mediamente pit elevati rispetto ai neo-
nati non portatori)(16).

E bene ribadire che, nel caso il test genetico risul-
tasse negativo, non si puo escludere al 100% che il
neonato sia portatore, perché il test genetico di I li-
vello non individua alcune mutazioni rare o molto
rare. In questi casi & possibile estendere la ricerca
delle mutazioni mediante test genetico di II livello.

Ricadute psicologiche

Lo screening neonatale per la FC comporta una
ulteriore responsabilita nel provvedere alla consu-
lenza genetica alle famiglie dei bambini positivi al
test. Fondamentale dunque uno staff adeguato a
gestire un numero elevato di test in tempi brevi
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e un'informazione corretta ai genitori in attesa di

definizione diagnostica. Ma altrettanto fondamen-

tale sarebbe I'impegno dei gestori dello screening e

degli operatori delle nurseries a fornire adeguate

informazioni ai familiari prima della nascita.

Lo screening neonatale della FC ¢ una procedura

complessa che richiede numerose tappe:

e il prelievo di sangue per il dosaggio della tripsi-

na

la comunicazione del primo risultato

la ripetizione del prelievo

I'attesa per il secondo risultato

la sua comunicazione

gli eventuali effetti a distanza dopo aver saputo

con certezza che il bambino non era affetto da

FC.

Da un’indagine effettuata nel Regno Unito sulle

possibili ricadute psicologiche nei genitori in at-

tesa dell’iter diagnostico definitivo per confermare

(veri positivi) od escludere (falsi positivi) la dia-

gnosi (17) sono stati evidenziati alcuni importanti

suggerimenti per migliorare il servizio di screening
C.

1) corretta informazione, meglio se scritta, ancora
prima del parto, sull’esistenza dello screening FC
e sulla possibilita che dia risultati sia positivi sia
falsi positivi;

2) informazioni realistiche sui tempi necessari per
avere il risultato del secondo prelievo di tripsina
o delle indagini genetiche per contenere l'ansia
dell’attesa;

3) informazioni essenziali chiare, ma limitate, sui
segni e sintomi della FC nel lattante, in modo da
contenere la tendenza dei genitori all'ipervigilanza
nell’attesa del risultato definitivo;

4) riduzione del tempo d’attesa del risultato defini-
tivo della procedura.

CONCLUSIONI

La FC e una patologia certamente seria, consi-
derate le conseguenze sullo stato di salute e sulla
durata della vita. E la piu grave e piu frequente
patologia su base genetica in assoluto; ha ad esem-
pio una frequenza superiore a quella dellipotiroi-
dismo congenito e della fenilchetonuria, patologie
per le quali & da tempo applicato lo screening di
massa in epoca neonatale.

Lanticipo diagnostico permette di instaurare pre-
cocemente gli interventi terapeutici adeguati (die-
ta ipercalorica con supplementazione di enzimi
pancreatici, fisioterapia respiratoria, terapia anti-
biotica delle infezioni polmonari e gestione delle
complicanze) e permette altresi alle famiglie cui
venga diagnosticato un figlio affetto di accedere
alla diagnosi prenatale per eventuali gravidanze
successive.

Uno degli effetti complementari dello screening
neonatale ¢ la identificazione dello stato di porta-
tore sano di FC (18).

Diversi studi sottolineano l'importanza di piani
comunicativi adeguati per garantire una corretta
comprensione del significato dell’'essere portatore
di una mutazione FC.

Lefficacia dello screening sui principali outcome,
in termini di guadagno prognostico negli screenati

rispetto ai non screenati, & ancora oggetto di di-
scussione.

Mentre i miglioramenti di natura nutrizionale e
auxologica sono abbastanza confermati, ancora
non sembrano stabiliti con certezza quelli a livello
polmonare e sulla durata di vita. Certamente una
diagnosi molto precoce consente di prevenire la
malnutrizione, il rischio di morte per la sindrome
da perdita di sali e le infezioni respiratorie gravi.
Alcuni studi randomizzati controllati e i numerosi
studi osservazionali risentono di bias di selezione
legati al differente case-mix generato dall’anticipa-
zione diagnostica. Lo screening, infatti, grazie alla
maggiore accuratezza diagnostica del test geneti-
co porta inevitabilmente a diagnosticare, oltre alle
forme classiche, anche delle forme meno gravi, al-
cune delle quali sarebbero comparse in eta avan-
zata, o addirittura non sarebbero state diagnosti-
cate la cui storia naturale non & assolutamente
prevedibile.

Il dosaggio dellIRT come test di I livello sembra
assai valido per sensibilita e specificita. I costi del
programma di screening sono accettabili.

Come per tutti i programmi di screening univer-
sali, ¢ fondamentale I'aspetto organizzativo, dalla
scelta dell’algoritmo diagnostico pitt accurato alla
valutazione continua della qualita dei dati e degli
aspetti logistici, procedurali, di monitoraggio e co-
municativi.

La presa in carico da parte dei Centri di cura spe-
cializzati deve essere tempestiva e adeguata, se-
condo gli standard di cura pit1 accreditati (19).
Nonostante non siano ancora disponibili definiti-
ve evidenze di beneficio clinico, dove sono attuabi-
li le condizioni per un programma di screening di
diagnosi precoce per la FC & opinione prevalente
che un tale servizio vada implementato, secondo
le indicazioni suggerite a livello internazionale
(Tabella 1) e che tale programma debba rientrare
nei “diritti umani fondamentali” delle persone, di
cui 'organizzazione sociale e sanitaria devono far-
si carico (20, 21).

Tab. 1. Direttive per limplementazione dello screening

neonatale per FC*
Fase educativa pre-screening
Algoritmi diagnostici

Report e aspetti educativi post-screening

Percorso diagnostico dopo una positivita

Test del sudore

Interpretazione del test del sudore

Comunicazione di diagnosi ai genitori

Counseling genetico

Aspetti di Quality Assurance compresi indicatori, follow

up e outcomes

*da American Academy of Pediatrics

Per questo lo screening neonatale per la FC € or-
mai applicato in vaste aree del mondo occidentale
e sta ulteriormente espandendosi nei programmi
di prevenzione sanitaria.
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Riassunto La scoperta della possibilita di cura del difetto di base in fibrosi cistica (FC) ha portato al fiorire di numerosi
studi volti alla progettazione e alla valutazione di molecole capaci di far funzionare la proteina CFTR difettosa, avendo
come bersaglio i diversi difetti associati alle diverse mutazioni del gene CFTR. I farmaci che al momento si stanno rivelando
pitt promettenti sono i potenziatori della CFTR, come Kalydeco. Tale farmaco ha dimostrato efficacia in mutazioni del gene
CFTR in cui la proteina ¢ localizzata sulla membrana cellulare, ma non funzionante per un difetto di “gating”.

I ricercatori si stanno impegnando anche alla realizzazione di farmaci correttori, che combinati ai potenziatori possano agi-
re su mutazioni pitt complesse, ma che riguardano un numero maggiore di pazienti con FC (ad es. F508del). Parallelamente
a questa ricerca innovativa, continuano gli studi rivolti a bersagli sintomatici, quali I'infiammazione e 'infezione polmona-
re. Essendo ancora lunga la strada verso la messa a punto di nuovi antibiotici, & attivo lo sforzo delle case farmaceutiche
nel fornire nuovi dispositivi per rendere pitt semplice e facilmente gestibile la somministrazione degli antibiotici per via
inalatoria, migliorando I'aderenza terapeutica dei pazienti.

Parole chiave: modulatori, correttori, CFTR, terapia genica
Key words: CFTR modulator, CFTR potentiator, gene therapy

Negli ultimi anni l'interesse della ricerca di base
e clinica nell’ambito della fibrosi cistica (FC) si
sta sempre pitl orientando verso soluzioni tera-
peutiche innovative volte alla correzione del di-
fetto di base della patologia. Sono stati ottenuti
risultati buoni e promettenti per alcune mutazio-
ni della proteina Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator. Parallelamente a questo
filone di ricerca, continuano anche gli studi volti
alla cura degli aspetti centrali della malattia (te-
rapia dell'infiammazione e dell'infezione polmo-
nare) e 'attenzione delle case farmaceutiche nel
fornire dispositivi che consentano un uso pitu
semplice e rapido di farmaci gia disponibili, per
ottimizzarne l'efficacia e I'aderenza terapeutica.

FARMACIMODULATORIDELLA PROTEINA CFTR

Per comprendere la modalita con cui la ricerca si
sta muovendo nella progettazione e realizzazione
di farmaci capaci di far funzionare la proteina di
membrana CFTR, alterata nei pazienti con FC,
€ necessario richiamare brevemente la classifica-
zione delle mutazioni per comprenderne i possi-
bili bersagli terapeutici.

E’ risaputo infatti che a mutazioni genetiche di-
verse corrispondono difetti diversi della protei-

na CFTR.

A tutt'oggi si conoscono pitt di 1900 mutazioni del

gene CFTR, anche se non di tutte ¢ stata ricono-

sciuta 'implicazione funzionale. La mutazione pit1
frequentemente rilevata nel Nord Europa e Nord

America & una delezione di tre paia di basi (CTT)

nell'esone 10, che corrisponde alla perdita di un

residuo di fenilalanina in posizione 508 (F508del).

Tale difetto in Italia rappresenta circa il 50% degli

alleli, mentre la distribuzione delle altre mutazio-

ni varia da regione a regione.

Le mutazioni FC sono state suddivise in cinque

classi, sulla base del difetto che provocano nel

processo di sintesi della proteina CFTR, che € una
proteina-canale dello ione cloro, localizzata sulla

superficie cellulare di molti epiteli (Figura 1):

- classe I - difetto di sintesi: causano la to-
tale assenza di sintesi della proteina per alte-
razioni dello splicing o mutazioni frameshift
e nonsenso, che portano, rispettivamente, a
instabilita dellmRNA e interruzione prema-
tura della catena polipeptidica nascente;

- classe II - difetto di maturazione: la protei-
na CFTR viene sintetizzata, ma non raggiun-
ge la membrana cellulare perché la muta-
zione determina un’anomala conformazione
spaziale e successiva degradazione. Lesem-
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pio principale ¢ la mutazione F508del;

- classe III - difetto di attivazione e disatti-
vazione: la proteina-canale CFTR in questo
caso viene sintetizzata e correttamente loca-
lizzata, ma non viene attivata o regolata; il
canale ha un difetto di apertura (“gating”);

- classe IV - difetto di conduttanza: le muta-
zioni missenso (sostituzione di un amminoa-
cido) cadono nelle regioni trans-membrana,
essenziali per il trasporto dello ione cloro,
causando quindi una diminuita conduttanza
allo ione;

- classe V - ridotta sintesi: la mutazione
causa instabilita dellmRNA rallentando la
trascrizione genica o creando siti di splicing
alternativi, causando una sintesi di proteina
normale ma fortemente ridotta in quantita.

Nella cellula normale, la proteina CFTR e

espressa a livello della superficie cellulare dove

funziona come canale per il trasporto del cloro
verso 'esterno.

La proteina regola inoltre il canale del sodio ed

ha probabilmente anche altre funzioni.

La secrezione di cloro ed il riassorbimento di so-

dio comportano un passaggio di acqua verso l'e-

sterno e quindi una condizione di adeguata idra-

tazione delle secrezioni a livello dei vari organi:
in particolare a livello bronchiale tale condizio-
ne favorisce il movimento delle “cilia” e quindi

I'eliminazione del muco bronchiale (clearance

muco-ciliare) e cosi degli agenti estranei inalati

(inquinanti, batteri, etc.). Il mancato funziona-
mento di questo meccanismo nei pazienti FC &
responsabile dell'instaurarsi del circolo vizioso
infezione-inflammazione e quindi dei sintomi
della malattia polmonare.

La localizzazione della proteina-canale ha deter-
minato il tipo di approccio farmacologico scelto
per la sua correzione; se la proteina si localizza
nella sua sede abituale (superficie cellulare) il
trattamento farmacologico della stessa ¢ facilita-
to: infatti, nel caso delle mutazioni di questa ti-
pologia (classe III, IV e forse V) vengono studiati
farmaci “potenziatori” con lo scopo di ripristina-
re e appunto potenziare il funzionamento della
proteina mutata. Pitt difficoltoso invece il trat-
tamento farmacologico del difetto nelle prime
due classi di mutazioni, dove la proteina CFTR
non arriva all’apice cellulare; in tale circostanza
ai farmaci “potenziatori”, che stimolino l'attivita
della proteina, occorre combinare farmaci che
facilitino la sintesi o il percorso della proteina
fino alla sede appropriata.

Per giungere alla definizione di molecole utili
alla correzione o al potenziamento della CFTR, i
ricercatori di base hanno messo a punto il siste-
ma dello “screening ad alta efficienza”.

Tale metodica automatizzata ha il compito di
saggiare una vasta libreria di farmaci su cellule
con specifico difetto della CFTR. Tra i farmaci
testati, quelli che si dimostrano pitt prometten-
ti vengono caratterizzati e perfezionati per I'uso

Fig. 1 Somno illustrate le cinque classi di mutazioni del gene CFTR ed il diverso difetto che esse generano nella proteina-canale
CFTR. Nel caso delle mutazioni di classe I e Il non c’é proteina CFTR sulla superficie cellulare; nel caso delle mutazioni di classe
II1, IV e V la proteina CFTR é localizzata nella sede adeguata, ma non é funzionante per ragioni diverse.

Proteina CFTR
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Gene | % ~ A |
CFTRT‘?@)) | | J@?) |
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i I II 111 IV v
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G542X F508del G551D R117H A455E
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Adapted from Cystic Fibrosis Mutation Data Base: http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/
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Fig. 2 Sono illustrate in A le variazioni di FEV , nei pazienti trattati con Ivacaftor rispetto ai pazienti trattati con placebo, in B

1

e possibile osservare le variazioni di cloro sudorale. Lo studio ha arruolato 161 soggetti con fibrosi cistica e mutazione G551D
di eta superiore ai 12 anni. Il potenziatore Ivacaftor é stato somministrato per os per un anno (3).
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nell'uomo e, in seguito, avviati a studi in vitro
e/o nell'animale di laboratorio per testarne ef-
ficacia e sicurezza; terminato tale processo, le
molecole vengono avviate a studi clinici di fase
II e III nel soggetto malato.

I primi studi hanno portato alla scoperta del po-
tenziatore VX 770 - Ivacaftor (Kalydeco), che
ha dimostrato, prima negli studi in vitro e poi
negli studi clinici, di garantire una buona effi-
cacia in pazienti con almeno una mutazione di
classe III (es. la mutazione G551D) e di essere
discretamente tollerato dagli stessi. I primi studi
su Ivacaftor sono stati condotti in vitro su cellu-
le bronchiali umane con la mutazione G551D,
dimostrando che il farmaco aumentava la du-
rata di apertura della proteina-canale e percio
la secrezione del cloro di circa il 50% rispetto
alle cellule normali. Inoltre VX-770, pur non
avendo effetto diretto sul canale del sodio, ma
agendo su CFTR, riduceva il riassorbimento di
sodio. Leffetto combinato sul trasporto di cloro
e di sodio produceva un aumento del volume di
liquido periciliare sulla superficie delle cellule
con mutazione G551D di circa il 50%, normaliz-
zando il battito ciliare (1-2). In seguito a queste
premesse sperimentali si € passati a valutare ef-
ficacia e sicurezza di VX-770 in pazienti con FC
e mutazione G551D.

Uno studio di fase III ha valutato I'efficacia e la
sicurezza del farmaco (150 mg per bocca due
volte al di), somministrato per 1 anno, rispetto
al placebo in circa 161 pazienti, nei quali una
delle due mutazioni era la G551D (3). Come illu-
strato nella Figura 2, I'assunzione del farmaco si
associava ad un aumento in valore assoluto del
FEV,, espresso in percentuale rispetto al predet-
to, di 10,5 punti e ad una riduzione dei valori di
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cloro sudorale di circa 50 mmol/L (3).

Questi effetti si mantenevano nel tempo e si as-
sociavano ad una riduzione del 55% delle ria-
cutizzazioni respiratorie e ad un miglioramento
dei sintomi respiratori.

Tali risultati, rilevanti anche da un punto di vi-
sta clinico, hanno portato alla commercializza-
zione del farmaco per questa mutazione, molto
rara in Italia, mentre negli USA interessa il 4-5%
dei soggetti affetti da FC.

Lo studio GOAL ha valutato i meccanismi alla
base di questi buoni risultati ottenuti con I'Iva-
caftor: la riduzione del valore di cloro sudorale
(riduzione media di 48.1 mmol/L) corrisponde-
va ad un effettivo miglioramento di attivita del
canale CFTR (4).

Laumento statisticamente significativo della
clearance mucociliare rendeva ragione del mi-
glioramento della funzione polmonare e le va-
riazioni del pH intestinale, dovute ad aumento
del flusso di ioni bicarbonato nella secrezione
pancreatica, rendevano ragione del migliora-
mento dell'utilizzo degli enzimi pancreatici e
quindi di un incremento medio di 2.7 kg di peso
rispetto al placebo (Figura 3). Gli stessi risultati
clinici sono stati dimostrati anche in soggetti di
eta compresa trai6 e gli 11 anni con FC ed una
mutazione G551D (5). Dati preliminari, presen-
tati al Congresso Nord Americano del 2014, han-
no mostrato che anche l'elastasi fecale, un indi-
ce di funzione secretiva enzimatica pancreatica,
poteva aumentare, almeno in una percentuale di
bambini di eta compresa trai2 e 5 anni, con FC
ed una mutazione G551D. Altri dati preliminari
hanno evidenziato che 'effetto di Ivacaftor sulla
funzione polmonare si mantiene fino a 3 anni

(6).
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Fig. 3 Lo studio GOAL ¢ stato condotto in soggetti con la mutazione di classe III G551D. E’ illustrato in A il guadagno nella
clearance mucociliare, valutata con radioisotopi durante 60 minuti, dopo un mese di terapia con Ivacaftor. In B si possono
osservare le variazioni medie (1 DS) di clearance mucociliare, 60 minuti dopo l'inalazione di 7c99m-SC, dopo 1 e 3 mesi di
terapia con Ivacaftor, rispetto al valore basale ( p<0.001 rispetto al valore basale). In C si pud osservare l'aumento del pH nel
piccolo intestino in rapporto alla terapia con Ivacaftor per 1 mese: sono indicate le variazioni di pH, misurato ogni minuto,

dopo lo svuotamento gastrico (GE).
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Risultati positivi con Ivacaftor, paragonabili a
quelli ottenuti con la mutazione G551D, sono
stati confermati anche in soggetti con altre mu-
tazioni di “gating” della classe III (7-8).

Queste ultime sono piti frequenti in Italia rispet-
to alla mutazione G551D, interessando peraltro
non pitt di 150 soggetti.

Conosciamo risultati preliminari e da conferma-
re dell'uso di Ivacaftor nei soggetti con la mu-
tazione R117H, una mutazione di classe IV, ed
in soggetti con mutazioni caratterizzate da una
funzione residua della proteina CFTR. Questul-
tima condizione potrebbe interessare i soggetti
che mantengono sufficienza pancreatica e quelli
con una mutazione missenso, per i quali in vitro
¢ stato dimostrato un effetto di Ivacaftor. I ri-
sultati ottenuti in tutti questi casi sono peraltro
molto variabili e di minor impatto clinico rispet-
to a quelli ottenuti con Ivacaftor nelle mutazioni
di classe III.

L'Agenzia Europea per i Medicinali (EMA) ha
approvato il 31.07.2014 I'uso e la commercializ-
zazione di Kalydeco per pazienti FC di eta mag-
giore di 6 anni che abbiano nel loro genotipo al-
meno una delle mutazioni del gene CFTR con di-
fetto di “gating” (G551D, G178R, S549N, S549R,
G5518S, G1244E, S1251N, S1255P, G1349D).
Laltra opzione terapeutica, cui guarda attual-
mente la comunita scientifica con grande in-
teresse, partendo dai risultati incoraggianti di
Ivacaftor, consiste nel risolvere il problema delle
mutazioni di classe I e II, nel caso delle quali
serve, oltre ad un farmaco potenziatore della
CFTR, un farmaco “correttore” che faccia arri-
vare la proteina sulla superficie cellulare.
Attualmente i maggiori sforzi in quest’ambito si
stanno concentrando sulla mutazione F508del,
che interessa nel mondo 1'80-90% delle persone
FC e circa il 50% in Italia.

In presenza di questa mutazione, la proteina
presenta delle anomalie di conformazione; vie-
ne percio eliminata dai sistemi di controllo cel-
lulari ed arriva in minima quota (= 5%) sulla su-
perficie cellulare.

Per questo tipo di difetto sono stati valutati di-
versi farmaci “correttori”, come il VX-809 (Lu-
macaftor) ed il VX-661. Quest'ultimo correttore
avrebbe un’emivita pitt lunga del VX-809, una
migliore tollerabilita e minori interferenze con
Ivacaftor. Negli studi in vitro sulle cellule bron-
chiali dei soggetti omozigoti per la mutazione
F508del, I'uso combinato del “correttore” VX-
809 e del “potenziatore” Ivacaftor ha consentito
di aumentare la funzione della proteina CFTR
fino al 25% del normale; l'effetto additivo di
VX-809 e VX-770 risultava evidente anche per
I'incremento del 50% dello spessore del liquido
periciliare sulla superficie cellulare (9).

Sono state quindi studiate le dosi piu efficaci dei
due farmaci in studi di fase II, con i quali & stata
anche rilevata una modesta riduzione del cloro
sudorale (6-8 mmol/L in media) ma un incre-
mento, rispetto al placebo, del FEV, % predetto
di circa 6 punti, rispetto al valore basale (10).
Tali risultati hanno dato avvio a due studi inter-
nazionali di fase III, che hanno arruolato com-
plessivamente 1000 soggetti circa, omozigoti
per la mutazione F508del i risultati preliminari
di questi studi hanno dimostrato un aumento
medio del FEV, % predetto di circa 3 punti in
6 mesi una riduzione significativa del numero
di riacutizzazioni delle ospedalizzazioni e un in-
cremento del peso.

Tali risultati sembrano indicare che anche nel
caso della mutazione F508del; si puo ottenere
una correzione del difetto della proteina CFTR,
ma che la correzione, al momento, non e suffi-
cientemente “robusta” dal punto di vista clinico

20 Pneumologia Pediatrica n. 15



rispetto a quanto ottenuto per le mutazioni di
classe III.

Gli studi finora condotti a termine dimostrano
quanto sia complesso correggere i difetti di cui &
responsabile la mutazione F508del ed hanno for-
nito conferme sulla necessita di intervenire nel
recupero del difetto con almeno due correttori
capaci di interagire su passaggi diversi del pro-
cesso di maturazione di CFTR. La proteina CFTR
¢ composta da 5 domini: 3 presenti nel citopla-
sma (NBD1, NBD2 e R Domain) e due che attra-
versano la membrana apicale (TMD1 e TMD?2),
che si interfacciano tra loro attraverso filamen-
ti. Il difetto indotto dalla mutazione F508del (la
mancanza dell'aminoacido fenilalanina in posi-
zione 508 nel dominio NBD1) compromette la
conformazione e la maturazione di NBD1 e la
stabilita dell'intera proteina, agendo per questo a
livello dell'interfaccia tra NBD1 e TMD1. Pertan-
to diversi dovrebbero essere i bersagli da colpire
con distinti correttori (11).

Gli obiettivi cui e rivolta la ricerca al momento
attuale sono: la valutazione di tipologie di cor-
rettori diversi e pitt potenti; la combinazione di
almeno due correttori con un potenziatore; la
possibilita di interferire sui meccanismi di de-
molizione della proteina CFTR malconformata
e percio sul proteosoma per consentire ad una
quota maggiore di proteina di arrivare sulla su-
perficie cellulare.

Anche le mutazioni di classe I (mutazioni stop
o missense) sono abbastanza frequenti in Italia
(circa il 10% dei pazienti). In tali casi 'RNA-mes-
saggero contiene dei segnali di “stop”, che inter-
rompono la sintesi a livello ribosomiale della
proteina prima del dovuto, risultandone una
proteina troncata e percid eliminata. Gli studi
in vitro hanno mostrato che I'antibiotico genta-
micina, della classe degli aminoglicosidi, ed un
farmaco come I’Ataluren (PTC124) sono in gra-
do di far procedere la sintesi della proteina oltre
i segnali di “stop” in modo che venga prodotta
una proteina normale (12). Studi preliminari di
fase II con Ataluren hanno mostrato una corre-
zione del segnale elettrico della mucosa nasale
in circa la meta dei soggetti con queste mutazio-
ni (13-15). Recentemente ¢ stato pubblicato lo
studio di fase III con questo farmaco: sono stati
arruolati 238 pazienti, di cui 120 hanno fatto te-
rapia con Atalurene, 118 hanno assunto il place-
bo. Dopo 48 settimane di trattamento non sono
state osservate differenze significative del FEV,
tra i due gruppi; anche il numero delle esacer-
bazioni polmonari non variava tra i due gruppi
(16). Analizzando pero i dati per sottogruppi, &
stato mostrato che i pazienti trattati con Atalu-
ren ma che non assumevano tobramicina per
via aerosolica avevano risultati migliori rispetto
a quelli trattati con placebo: il FEV, mostrava
un miglioramento medio del 5,7% rispetto al va-
lore basale, a confronto del placebo; le esacerba-

zioni respiratorie erano 1,3 rispetto a 2,15 (16).
Per questa ragione l'azienda produttrice dell’A-
taluren sta predisponendo una ricerca di fase III
per la quale verranno arruolati soggetti con mu-
tazioni stop (nonsenso) che non abbiano in tera-
pia tobramicina per via inalatoria. Nel frattem-
po sono state proposte nuove e forse piu efficaci
molecole per il trattamento di queste mutazioni,
principalmente basate su nuovi aminoglicosidi
sintetici.

Di interesse anche una proposta venuta da ricer-
catori Israeliani sulla correzione di alcuni difetti
di splicing; questi ricercatori hanno lavorato sul-
la mutazione 3849+10kbC>T con l'uso di nucle-
otidi antisenso.

In sintesi, al momento, si pud concludere che
disponiamo realmente di un farmaco incisivo
sulla proteina difettosa solo per le mutazioni
di classe III. Per le altre mutazioni alcuni passi
preliminari importanti sono stati gia fatti con gli
studi in vitro e l'avvio di studi clinici anche di
fase III.

Gli studi attuali sono volti soprattutto alla ricer-
ca di nuovi farmaci correttori e alla loro combi-
nazione; tali farmaci debbono peraltro superare
i diversi step della ricerca sperimentale e clinica
prima di poter essere impiegati sul malato.
Spunti innovativi sono stati portati anche in
tema di terapia di riparazione genico-cellulare:
cellule staminali pluripotenti indotte, che vengo-
no trattate in vitro con gene CFTR normale e poi
indirizzate a differenziarsi in cellule respiratorie
per la riparazione di tessuti polmonari danneg-
giati. Per realizzare tali approcci e la terapia ge-
nica vera e propria occorre un trasportatore o
vettore; in generale i vettori piu efficienti si sono
rivelati alcuni virus, resi innocui, ma si & lavora-
to anche con vettori non virali (particelle inalate
per aerosol) (17-19).

FARMACI CONVENZIONALI “SINTOMATICI”

Un altro importante tema in corso di approfon-
dimento scientifico ¢ quello del ruolo dell'in-
fiammazione polmonare in fibrosi cistica e del-
le eventuali terapie per la gestione della stessa,
oltre a studi sulla combinazione di effetto di
farmaci con attivita antiinfiammatoria e di ri-
pristino della funzione CFTR. Oltre alla terapia
antiinflammatoria non steroidea (ibuprofene)
e alla terapia con azitromicina (macrolide con
elevata attivita antiinfiammatoria) sono in cor-
so numerosi trials sull'utilizzo di un inibitore
di leucoproteasi secretoria ricombinante (alfa-1
antitripsina), che neutralizza l'effetto dell’elasta-
si liberata dai neutrofili nel secreto bronchiale
(20).

Lannosa questione dell’efficacia della sommini-
strazione aerosolica di glutatione nei pazienti
FC, allo scopo di proteggere il polmone dei ma-
lati dall’effetto ossidante, € stato chiarito da uno
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studio clinico randomizzato e controllato con
placebo pubblicato nel 2013 (21). Tale studio
non ha dimostrato miglioramenti importanti
della funzionalita polmonare e del rischio di ri-
acutizzazioni nei pazienti FC rispetto al place-
bo. Non sono stati riportati miglioramenti nella
qualita di vita dei pazienti; inoltre il trattamento
non ha modificato lo stato ossidativo, né il bilan-
cio proteolitico e infiammatorio dell’essudato.

Tab. 1 Sono riportati gli studi placebo-controllati e di
comparazione che hanno portato alla commercializzazio-
ne di tobramicina, colistina ed aztreonam lisina sommi-
nistrati per via inalatoria per il trattamento dell’infezione
polmonare cronica da Pseudomonas aeruginosa. Un ciclo
di terapia ha una durata di 28 giorni; nel caso di piu cicli,
questi sono intervallati da periodi di 28 giorni senza terapia
(on-off). La colimicina é stata invece somministrata conti-
nuativamente per tre mesi.

Questo studio ha quindi confutato lipotesi
che il glutatione, ai dosaggi impiegati, possa
rappresentare un approccio terapeutico utile
nei pazienti FC.

In merito a terapie considerate piu tradizio-
nali per la gestione dell'infezione cronica da
Pseudomonas aeruginosa dei pazienti FC, un
tema ancora “caldo” & quello degli antibioti-
ci per via inalatoria; le case farmaceutiche si
sono rivolte al miglioramento dell’aderenza
terapeutica dei pazienti FC, con l'utilizzo di
nuovi dispositivi per la somministrazione de-
gli stessi.

La Tabella 1 mostra gli studi controllati con
placebo e comparativi, che hanno portato
all’approvazione e alla commercializzazione
di tobramicina, colistina ed aztreonam lisina
per via inalatoria (20, 22, 23). La tobramici-
na ¢ il farmaco,che presenta piu studi clinici
indirizzati a dimostrarne l'efficacia e la sicu-
rezza. Si stanno completando gli studi clinici
per l'utilizzo anche della Levofloxacina, della
Vancomicina in soluzione e dell’Amikacina li-
posolubile (23).

Gli antibiotici per via inalatoria rappresentano
un caposaldo anche per la terapia eradicante
di Pseudomonas aeruginosa, che avviata anche
in assenza di sintomi ha lo scopo di ritardare
I'infezione cronica, caratterizzata dalla tra-
sformazione fenotipica del batterio e percio
dalla formazione di “biofilm” non aggredibile
dagli antibatterici e dai neutrofili (23).

La terapia della pneumopatia comprende an-
che farmaci per via inalatoria mirati alla mu-
colisi. LRhDNase, che riduce la viscosita del
muco bronchiale demolendo le molecole di
DNA, ¢ stato valutato in numerosi studi clini-
ci; L'ipertonica salina, a concentrazioni pari al
7%, ha la finalita invece di aumentare, per ef-
fetto osmotico, la componente idrica del muco
bronchiale (20).

Lottimizzazione della terapia con tutti questi
farmaci “sintomatici” ha contribuito al mi-
glioramento della sopravvivenza registrato ne-
gli ultimi due decenni.
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STANDARD E QUALITA
DI CURE NEI PAZIENTI
CON FIBROSI CISTICA

Standards and quality of care in cystic fibrosis

Riassunto In fibrosi cistica, malattia cronica complessa, il concetto di qualita delle cure ¢ strettamente legato e dipendente

dalle performance del modello organizzativo in cui si colloca.

1l “linguaggio della qualita”, con i requisiti di struttura, processo ed esito, & entrato presto nei Centri specializzati per la
fibrosi cistica, spesso perd dimenticando che 'avanzare delle nuove terapie ed il miglioramento della tecnologia e, quindi,
complessivamente del Know-how che si traduceva in un alto livello di qualita delle cure professionali poteva non rispondere
pienamente alle aspettative dei pazienti proprio in termini di qualita.

La migliore qualita dei sistemi sanitari & raggiungibile solo se vi & un lavoro di condivisione di standards, obiettivi e finalita
delle cure tra tutti gli attori, in un rapporto di parita decisionale e di giudizio.

Parole chiave: fibrosi cistica, standard di cura, qualita delle cure, benchmarking, registri di malattia
Key words: cystic fibrosis, standard of care, quality of care, benchmarking, patients registries

INTRODUZIONE

La riduzione delle risorse disponibili, anche nel
campo della sanita pubblica, ha portato a ragio-
nare sempre pill in termini di qualita delle cure,
ossia di fare solo cid che ¢ utile (efficacia teori-
ca), nel modo migliore (efficacia pratica), con il
minor costo (efficienza), soltanto a chi ne ha ve-
ramente bisogno (appropriatezza), nel rispetto
della competenza professionale di tutti gli attori
e nella ricerca comune dei risultati migliori pos-
sibili per quel paziente, con quella patologia ed
in quel contesto.

In fibrosi cistica, malattia cronica complessa, il
concetto di qualita delle cure e strettamente le-
gato e dipendente dalle performance del model-
lo organizzativo in cui si colloca.

Per questo, gia da meta del secolo scorso, parti-
colarmente per opera della Cystic Fibrosis Foun-
dation, in Nord America sono nati i primi con-
fronti su ampia scala tra gruppi di pazienti affe-
renti a centri di cura diversi sulla applicazione
di terapie e modalita di follow-up e sui risultati
ottenuti in termini di sopravvivenza, frequen-
za delle infezioni respiratorie andamento della
funzionalita respiratoria e stato nutrizionale.
Da queste esperienze prendono il via i registri di
malattia, raccolti a livello nazionale ed interna-
zionale, che costituiscono uno dei pitt importan-

ti strumenti di lavoro per confrontare e definire
standards di cura, permettendo anche lo svilup-
po di piani di studio e di ricerca per migliorare
la conoscenza della malattia, per valutare I'effi-
cacia del sistema di cura, ma soprattutto, la qua-
lita delle cure stesse.

A livello europeo, la pubblicazione nel 2005 del
documento “Standards of care for patients with
cystic fibrosis: a European consensus” (1) ha po-
sto interrogativi sulla applicabilita ed il confron-
to di standards nelle diverse realta nazionali ed
ha aperto un percorso che ha condotto alla co-
stituzione di un nuovo gruppo di lavoro euro-
peo formato da esperti della materia, tecnici e
pazienti ed alla pubblicazione, nel 2014, di tre
documenti di consensus di riferimento, uno dei
?uali )proprio in tema di Quality Management
2,3,4).

In Italia si & creata, storicamente, una situazio-
ne particolarmente favorevole al confronto, in
quanto una legge dello Stato (Legge n.548/93)
ha definito le finalita e dato le indicazioni per
la costituzione di centri regionali di riferimento
per lo studio, la diagnosi e la cura della fibrosi
cistica, che si sono sviluppati a partire dal 1994,
anche se esperienze di centri destinati alla esclu-
siva cura della fibrosi cistica erano gia presenti
precedentemente. In seguito alla pubblicazione
del documento europeo del 2005, ¢ iniziato a
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partire dal 2006 (5) il lavoro di una commissio-
ne della Societa Italiana Fibrosi Cistica (SIFC)
che, in un primo momento, si &€ occupata di veri-
ficare I'applicabilita degli standards europei, per
poi ampliare la visuale, passando da un’ottica
esclusivamente di conteggio delle risorse dispo-
nibili per i centri a quella di valutazione della
qualita delle cure applicate in quel centro.
Tutto cid & stato reso possibile grazie al coin-
volgimento e all'impegno dell’Associazione di
pazienti (LIFC: Lega Italiana Fibrosi Cistica del
Piemonte e Nazionale) al supporto tecnico del-
la Societa Italiana per la Qualita e lo Sviluppo
dell’Assistenza Sanitaria. Punti di forza sono
stati la costruzione del “Manuale per l'autovalu-
tazione e la revisione tra pari della qualita dei cen-
tri di riferimento per la fibrosi cistica” (6), in cui
i requisiti sono stati definiti partendo da Linee
Guida e documenti di consensus nazionali ed
internazionali, in un’ottica di parita di tutti gli
attori, professionisti della salute e pazienti/fami-
glie, e 'ampio confronto su scala nazionale che
ha preceduto la pubblicazione e messa a dispo-
sizione dello stesso. E a darvi pratica attuazione
vi & un gruppo di auditors formati, che eseguono
visite di accreditamento di qualita, per conto di
SIFC e LIFC, nei Centri Italiani.

TERMINOLOGIA E DEFINIZIONI

Gli standards, intesi come valori misurabili
di performance che descrivono la qualita del-
le cure da raggiungere sulla base delle miglio-
ri evidenze scientifiche disponibili o, nel caso
queste non lo siano, sulla base dell’'opinione de-
gli esperti, sono il riferimento indispensabile di
valutazione della qualita delle cure. Essi sono
caratterizzati da: livello minimo accettabile, li-
vello di eccellenza e range di accettabilita; de-
vono essere quantificabili, chiari ed espliciti,
coerenti con scopi e motivazioni dei servizi, re-
alizzabili e controllabili con procedure definite.
In fibrosi cistica il confronto nato tra pazienti
seguiti in centri differenti ha condotto a defini-
re standards in modo assai precoce rispetto ad
altre patologie croniche, aprendo cosi la strada
Eze;‘so un nuovo modo di pensare la cronicita
7).

Il “linguaggio della qualita”, con i requisiti di
struttura, processo ed esito, ¢ entrato presto nei
Centri specializzati per la fibrosi cistica, spesso
pero dimenticando che I'avanzare delle nuove
terapie ed il miglioramento della tecnologia e,
quindi, complessivamente del Know-how che si
traduceva in un alto livello di qualita delle cure
professionali (8), poteva non rispondere piena-
mente alle aspettative dei pazienti, proprio in
termini di qualita.

Nel 1979 A. Donabedian (9) descriveva come la
qualita delle cure fosse un concetto in cerca di
una definizione. Il suo lavoro sottolineava mol-
to bene la necessita di considerare, a livello di
definizione, sia gli aspetti tecnici sia quelli da
lui definiti “interpersonali”, che comprende-
vano le aspettative del paziente, il ruolo della
Societa (in senso lato) e il rispetto delle norme

professionali. Rimarcava inoltre I'importanza
di considerare i costi nella valutazione della
qualita delle cure, per evitare una definizione
“absolutist” della qualita. Nel 1988, lo stesso
autore sottolineava come fosse impossibile fino
a pochi anni prima anche solo pensare di misu-
rare la qualita, ritenuta reale, percepita ed ap-
prezzata, ma comunque connotabile come un
Elua)lcosa di per sé misterioso e non misurabile
10).
A distanza di alcuni decenni, il problema & an-
cora attuale: quali sono gli elementi che devono
entrare in una definizione di qualita delle cure,
in particolare per una patologia cronica e com-
plessa, come la fibrosi cistica? Come scegliere
gli standards di riferimento per la valutazione
della qualita? Chi deve decidere che cosa sia
qualitativamente meglio per il paziente/fami-
glia? Esiste una qualita diversamente misura-
bile per professionisti, societa e paziente/fa-
miglia? Dobbiamo semplicemente aggiungere
una “scala” che misuri la qualita della vita e del
benessere del paziente (11) alle nostre altre va-
lutazioni cliniche ed ai tradizionali outcomes,
quali ad esempio i valori di funzionalita respi-
ratoria o lo stato nutrizionale?
Se consultiamo la Letteratura, troviamo diffe-
renti risposte. Una, in particolare, mi ha col-
pito, sia perché proviene da un’autorevole fon-
te, sia per la sua intrinseca semplicita: “Health
care quality is getting the right care to the right
patient at the right time — every time” (12).
M.O. Campbell e colleghi invece scrivono: “Our
definition of quality of care for individuals is:
whether individuals can access the health struc-
tures and processes of care which they need and
whether the care received is effective” (13).
La differenza fondamentale tra queste due de-
finizioni ¢ che nella prima il paziente € un’enti-
ta passiva, a cui si somministra la giusta cura,
nel migliore dei modi. Nella seconda - ed ¢
per questo che la condivido maggiormente - il
paziente, persona attiva, dotata di pensiero ed
azione, pud accedere facilmente alle cure ne-
cessarie di cui ha bisogno e ivi trovare la cura
piu efficace. Quindi accessibilita ed efficacia.
Una visione d’insieme ci viene poi da P.B.
Batalden e F. Davidoff, che definiscono la qua-
lita delle cure “as the combined and unceasing
efforts of everyone — healthcare professionals,
patients and their families, researchers, payers,
planners and educators - to make the chang-
es that will lead to better patients outcomes
(health), better system performance (care) and
better professional development” (14).
Per concludere, un altro punto importante da
sottolineare & quello che la qualita & un con-
cetto dinamico e non statico ed & rappresen-
tabile in un ciclo di miglioramento continuo,
che ha come elementi fondamentali strumenti
tecnici, quali misurazioni, indicatori e survey,
riferimenti scientifici, come le linee Guida,
gli standards e gli obiettivi proposti e riscon-
tri pratici, quali i costi e la presenza attiva dei
Fazier;ti/famiglia, professionisti e Societa (15).
Fig 1

Pneumologia Pediatrica n. 15 25



Fig.1 Ciclo della qualita. Modificato da Shaw et al (15).
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STANDARDS E QUALITA DELLA CURA: LIVELLI
DIAPPLICAZIONE EVALUTAZIONE IN FIBROSI
CISTICA

Gli standards e la qualita delle cure possono es-
sere applicati, valutati e gestiti a vari livelli (mi-
cro, meso e macro), che sono fortemente inter-
connessi e, nell'insieme, costituiscono il panora-
ma complessivo in cui si muove il malato affetto
da fibrosi cistica. (Fig 2)

Di seguito sottolineo brevemente i principali
elementi di valutazione della qualita delle cure,
ai vari livelli, seguendo principalmente le indi-
cazioni del documento europeo citato (4).

Il paziente

Il paziente/famiglia & parte integrante ed attiva
per lo sviluppo di un programma di migliora-
mento della qualita delle cure e vi & interdipen-
denza tra paziente/famiglia e specialisti, che
solo lavorando insieme possono creare il mi-
glior sistema di cura possibile (16).

Fig. 2 Livelli del quality managment in Cystic Fibrosis. Le-
genda: P, paziente; C, centro; R, livello regionale; N, livello
nazionale; I, livello int ionale. (4)

Micro Meso Macro

La visita medica periodica deve essere un mo-
mento di condivisione di informazioni, ognuno
per le sue competenze, da parte dei professio-
nisti e da parte del paziente/famiglia, esperto
nel confronto quotidiano con la malattia fibro-
si cistica, con condivisione chiara e definita del
piano di follow up ed informazioni dettagliate
sulle terapie prescritte, favorendo il dialogo ed il
confronto su ogni questione ritenuta opportuna
dagli uni o dagli altri. E indicata una valutazio-
ne periodica della qualita della vita e della sod-
disfazione del paziente.

E stata pubblicata recentemente un’ampia survey
sulla fibrosi cistica vista dagli occhi dei pazien-
ti, che ha coinvolto 90 Centri specialistici della
Germania ed ha rivelato, a fronte di una generale
soddisfazione dei pazienti sulla qualita delle cure
mediche erogate, ancora problemi sui temi della
comunicazione, dell'informazione e dell'educa-
zione (17). E importante non tralasciare questi
aspetti come essenziali, per il paziente, per otte-
nere la migliore qualita delle cure.

Il Centro

Il Centro di riferimento per il paziente e la sua
famiglia & il luogo di incontro con il team mul-
tidisciplinare e multi-professionale esperto della
malattia.

Vi & stata molta enfasi in passato sulla necessi-
ta di riunire in pochi centri le competenze per la
cura della fibrosi cistica e sulle differenze di fol-
low-up ed esito clinico nei pazienti trattati in sedi
a diverso livello di specializzazione (18).

In termini di miglioramento della qualita, il Cen-
tro deve essere inserito in una rete di confronto
nazionale ed internazionale, utilizzando gli stru-
menti a disposizione, quali I'accreditamento tra
pari, l'invio dei dati al Registro nazionale, il se-
guire le linee guida e le raccomandazioni nazio-
nali ed internazionali e la partecipazione attiva ai
convegni/corsi specifici in tema di fibrosi cistica.

La Regione ela Nazione

A livello regionale o nazionale, a seconda delle
diverse realta europee, la qualita delle cure puo
essere migliorata formando gruppi di lavoro,
costituendo Learning and Leadership Collectives
(LLC), per esempio basati sul Darthmouth Insti-
tute Clinical Microsystem Approach, come negli
U.S.A. (19), o utilizzando sistemi quali il bench-
marking.

La pratica clinica del benchmarking consiste in
un processo di confronto strutturale e nella con-
divisione delle best practice riguardanti gli aspetti
clinici della cura, fornendo un approccio basato
sullo sviluppo della cultura della qualita delle
cure. Per esempio, un problema molto frequente
nel trattamento dei pazienti con fibrosi cistica e
quello di capire quale approccio terapeutico dia
un vero “valore aggiunto” in termini di qualita
delle cure ed esiti clinici. I trials sono sicuramen-
te uno strumento importante, ma, in un’ottica di
benchmarking, lo sono ancora di pit i dati dei re-
gistri o i confronti di parametri chiaramente in-
Elivi)duati tra centri che hanno approcci differenti

20).
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Criteri di benchmarking e revisione tra pari sono
solitamente la leadership, l'accesso alla cura,
il controllo delle infezioni, il test del sudore, le
modalita di follow-up, e le survey di soddisfazio-
ne del paziente (4).

Il benchmarking supporta l'utilizzo di strumen-
ti quali i cicli Plan Do Study Act (PDSA), ove
Plan definisce il cambiamento che deve essere
testato o implementato, Do & l'azione del por-
tare avanti, il test o il cambiamento, Study &
lo studio dei dati prima e dopo il test/cambia-
mento e la riflessione su che cosa si € imparato
ed Act € l'azione di programmazione del nuovo
ciclo di cambiamento o la piena applicazione
implementazione dello stesso (21).

E inoltre fondamentale che vengano adottate
e contestualizzate linee guida internazionali e
promossi programmi di revisione tra pari e di
accreditamento nazionale di qualita dei Centri.
Questi strumenti servono per proporre program-
mi di miglioramento a livello di politica della
salute regionale e nazionale, quale ad esempio
¢ stata, in molte realta, 'estensione su tutto il
territorio nazionale dello screening neonatale.
Nella tabella 1 sono riportate alcune strategie
ed esperienze di miglioramento della qualita a
livello europeo.

I registri hanno un ruolo fondamentale a livello
nazionale, come gia evidenziato in precedenza,
in quanto in grado di fornire dati sulle caratteri-
stiche dei pazienti, le terapie effettuate e gli esiti
clinici, indispensabili riferimenti per la definizio-
ne di standards e il miglioramento della qualita.

La realta internazionale

Come riportato dal documento europeo citato
(4), per poter definire un processo internazio-
nale di miglioramento della qualita & necessario
trovare accordo sulla scelta degli indicatori di
monitoraggio della qualita, 'approccio ai dati
raccolti nei registri (bias, fattori confondenti),
I'applicazione di cicli di PDSA e la governance
dei processi di quality managment. E inoltre im-
portante il coinvolgimento del paziente/famiglia
ad ogni livello di monitoraggio del processo di
qualita. In Europa un’importante attivita di con-
fronto ¢ svolta all'interno della European Cystic
Fibrosis Society, con gruppi di lavoro e promo-
zione e sostegno di progetti quali quelli di Euro-
Care CF (22) e di registro Europeo (23).

E attiva anche un’assemblea delle Associazioni
dei pazienti, che si confrontano ed hanno voce
nelle iniziative della Societa Scientifica CFE (24).

Tab. 1 Strategie ed esperienze di miglioramento della

qualita a livello europeo. Legenda: LLC, Learning and Le-
adership Collectives. Modificato da Stern et al. (4).

Nazione |Strategia di Principi - iniziative
miglioramento
Francia |LLC e best practice |Sviluppo professionale

continuo

Valutazione di esito
della qualita delle cure
per il paziente

Germania | Benchmarking

e best practice.
Certificazione dei
centri

Ttalia Accreditamento

e valutazione tra
pari. Certificazione
professionale di
qualita dei Centri

Coinvolgimento dei
pazienti/famiglie
come pari, anche
nel processo di
certificazione di

Regionali qualita e visita dei
Centri
UK LLC e programmi di | Valutazione di esito

della qualita delle cure
per il paziente e dei
processi (aderenza alle
linee guida)

revisione tra pari

CONCLUSIONI

Il miglioramento della qualita delle cure, anche
a fronte delle nuove terapie e modalita di som-
ministrazione di farmaci disponibili in fibrosi
cistica, € un processo che vede coinvolti, come
pari, tutti gli attori, ovvero professionisti della
salute, pazienti/famiglie e portatori di interesse
in senso lato (stakeholder), nel loro contesto so-
ciale e culturale.

L attenzione rivolta a livello nazionale ed inter-
nazionale sul tema della qualita in fibrosi cistica
ha fatto si che si aprisse un confronto di ampio
respiro, con la costruzione di modelli di analisi
utili anche per altre patologie croniche. Lavora-
re per “la qualita” significa cambiare prospettiva
o, meglio, modo di pensare e vedere la medicina,
tradizionalmente stretta nei vincoli dei numeri
e dei risultati; identificandola come dialogo e
confronto con altri protagonisti del mondo della
salute, quali i pazienti e le loro famiglie, con la
finalita di dare una risposta olistica ai bisogni
dei pazienti. In questo, la fibrosi cistica ha aper-
to una nuova strada.

“The heart of quality is not a technique, no mat-
ter how good. Quality is about people, passion,
consistency and pride. It relies on peoples good
reaction” — Tom Peters (25).
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From childhood to young adults

Riassunto Date l'eterogeneita e la complessita del danno polmonare nella Fibrosi Cistica, la valutazione della funzione
respiratoria prevede 'impiego di numerosi e diversi parametri funzionali a seconda della gravita e dell’eta del paziente.

Il parametro piu diffuso e pitt noto & il volume espiratorio forzato nel 1° sec. (FEV)), anche se non sembra in grado di evi-
denziare alterazioni della funzione respiratoria in fase precoce.

Scopo di questa revisione ¢ la valutazione di indici pit sensibili come il Lung Clearance Index (LCI), ottenibile anche nel
bambino non collaborante. Inoltre ¢ stato esaminato il significato del test di cammino di 6 minuti (6MWT), una metodica
molto semplice e riproducibile per indagare la tolleranza allo sforzo del paziente con Fibrosi Cistica durante le normali
attivita quotidiane.

Parole chiave: Fibrosi Cistica, danno polmonare, funzione respiratoria, volume espiratorio forzato nel 1° secondo, capacita
di esercizio, test del cammino di 6 minuti.
Key words: Cystic Fibrosis, pulmonary disease, lung function, forced expiratory volume in 1 second, exercise tolerance, six

minute walking test.

INTRODUZIONE

Negli ultimi 20-30 anni la storia naturale della
Fibrosi Cistica (FC) ha subito un drastico cam-
biamento, passando da malattia acuta dell’eta pe-
diatrica a malattia cronica dell’adulto, tanto che
oggi oltre la meta dei pazienti affetti da FC ha pit
di 18 anni ed ¢ in grado di vivere per molti anni,
nonostante una grave compromissione polmona-
re e una riduzione della funzione respiratoria (1).
Uno degli aspetti che caratterizzano il coinvolgi-
mento polmonare della FC ¢ la marcata eteroge-
neita in termini sia di effetti sul polmone sia di
progressione della malattia.

Tale eterogeneita si manifesta in soggetti con lo
stesso genotipo e addirittura nello stesso pazien-
te con lesioni differenti a seconda della zona pol-
monare considerata.

Il difetto primario nella FC consiste in una al-
terata funzione del canale ionico transepiteliale
noto come CF transmembrane conductance regu-
lator (CFTR), che si esprime in alterato trasporto
di elettroliti e acqua attraverso I'epitelio delle vie
aeree e in disidratazione del muco che le riveste.
A causa di questa scarsa idratazione delle secre-
zioni, la clearance muco-ciliare ¢ ridotta con con-
seguente ristagno di muco, che precocemente
porta all’'ostruzione delle vie aeree e ad una infe-
zione polmonare cronica. Nelle vie aeree ostru-
ite da secrezioni purulente si stabilisce cosi un

circolo vizioso di infezione e infiammazione che
porta ad una progressiva distruzione delle pareti
bronchiali con formazione di bronchiectasie dif-
fuse (2).

Nella FC i polmoni sono istologicamente nor-
mali alla nascita. Tuttavia le piccole vie aeree,
che sono di per sé particolarmente suscettibili a
noxae infettive ed infiammatorie e anche il sito
dove CFTR trova la massima espressione, vanno
incontro ad una ostruzione in fasi molto precoci
della malattia (3).

Gli alveoli sono invece relativamente conservati.
Nelle fasi terminali della malattia, le bron-
chiectasie sono un reperto costante e sono loca-
lizzate soprattutto ai lobi superiori.

Sebbene la compromissione polmonare sia mol-
to variegata, il quadro funzionale prevalente nel-
la FC & un danno disventilatorio di tipo ostrutti-
vo. Volumi polmonari e compliance tendono ad
essere ridotti con aumento delle resistenze delle
vie aeree.

Una eterogeneita della ventilazione ¢ una carat-
teristica del bambino con FC in fase precoce.
Gia nel 1969 Phelan e coll (4) avevano dimo-
strato che lattanti con FC con ileo da meconio
apparentemente asintomatici dal punto di vista
respiratorio ad 1 mese di vita avevano un intrap-
polamento di aria. In seguito nel 1978 Godfrey e
coll evidenziarono che ostruzione bronchiale e
iperinflazione polmonare erano presenti fin dai
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Fig. 1: Pannello superiore: in asse y FEV, (% pred.), in asse x eta (anni) in due pazienti FC, FG, 30 anni con malattia lieve
(a) e PG, 37 anni con malattia grave (b). La linea rossa indica il limite di normalita. Pannello inferiore: sezione trasversa di
tomografia computerizzata ad alta risoluzione polmonare negli stessi pazienti (Dati personali).
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primi 5 anni di vita anche senza segni evidenti di
malattia polmonare (5). Gli scambi gassosi inve-
ce nel paziente FC sono generalmente conservati
fino a fasi avanzate di malattia.

Scopo della presente revisione ¢ quello di esa-
minare il ruolo dei principali test di funzionalita
respiratoria nella valutazione del danno polmo-
nare della FC.

Nel paziente FC adulto e nel bambino collabo-
rante la spirometria & ancora il metodo piu dif-
fuso per valutare la gravita della malattia polmo-
nare e per monitorarne la progressione (6).
Poiché i lattanti ed i bambini non collaboranti
non sono in grado di svolgere manovre di espi-
razione forzata, la curva espiratoria flusso volu-
me forzata puo essere ottenuta sostituendo lo
sforzo volontario con l'applicazione di una pres-
sione esterna sul torace e sull'addome mediante
una giacchetta gonfiabile (7). Recentemente la
determinazione del lung clearance index (LCI)
mediante washout dell'azoto a respiro multiplo
sembra essere un indice sensibile di danno pol-
monare precoce (8) e puod essere applicata an-
che nel bambino piccolo non collaborante, cosi
come la valutazione delle resistenze respiratorie
mediante tecnica dell’oscillazione forzata (FOT).
Entrambi le metodiche tuttavia non sono ancora
largamente impiegate nella pratica clinica, ma
soprattutto in ambito di ricerca data la comples-
sita di interpretazione.

b

La valutazione della tolleranza all’esercizio fisico
mediante test del cammino di 6 minuti (6 Minute
Walking Test, 6MWT) fornisce importanti infor-
mazioni prognostiche e viene ampiamente usata
soprattutto nei pazienti adulti (9).

LA SPIROMETRIA

Il volume espiratorio forzato nel 1° sec. (forced
expiratory volume, FEV,), espresso come percen-
tuale del valore predetto, € la principale misura di
esito indicata per valutare e monitorare il danno
polmonare nel bambino collaborante e nell’'adul-
to con FC. Dal punto di vista clinico infatti il FEV,
e correlato con la frequenza delle esacerbazioni
polmonari e sembra essere il miglior parametro
per predire la sopravvivenza (10).

Inoltre la classificazione di gravita della malat-
tia polmonare nella FC si basa sul FEV;: lieve,
tra 80 e 60%, moderata, tra 40 e 60% e severa,
inferiore a 40% (11).

Nella pratica clinica quotidiana un calo del
FEV superiore al 10% definisce, in associazio-
ne ai sintomi clinici, una riacutizzazione respi-
ratoria.

Nel paziente adulto con danno parenchimale
lieve alla Tomografia computerizzata (TC), il
FEV, puo essere normale (fig. 1a), mentre nel-
la fase avanzata di malattia polmonare il FEV,
riflette I'entita del processo distruttivo polmo-
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nare (fig.1b). Nel paziente con malattia polmo-
nare di grado severo la riduzione del FEV, si
¢ dimostrata correlata ad una riduzione della
PaO,, ad un aumento della PaCO, e ad una ri-
duzione della compliance polmonare.

Inoltre il FEV, € un parametro cardine per la de-
cisione di inviare un paziente al trapianto pol-
monare (12). T flussi espiratori forzati a basso
volume polmonare misurati in riferimento alla
capacita vitale forzata (FVC) come il flusso espi-
ratorio forzato al 75% della FVC (FEF;s), il flus-
so espiratorio forzato al 50% della FVC (FEFs),
o il flusso espiratorio forzato tra il 25% ed il 75%
della FVC (FEF,s_;5) sono considerati piti sensi-
bili ma piu variabili del FEV, nell'individuare
una ostruzione delle piccole vie aeree.

La spirometria & stata impiegata, anche se in
studi limitati, in bambini in eta prescolare,
considerati tradizionalmente “silenti” in ter-
mini di misura della funzione polmonare. Ma-
rostica et al. hanno dimostrato una riduzione
significativa dei parametri espiratori forzati in
bambini con FC trai 3 ei 6 anni (13). Analoga-
mente Vilozni et al. hanno riportato in 93 bam-
bini con FC trai 2.5 e i 9 anni una riduzione di
FVC, FEV,, volume espiratorio forzato a 0,5s
(FEV,5)e FEF,s ;s rispetto ai controlli sani (14).
Un vantaggio della spirometria nei bambini in
eta prescolare in grado di compiere una mano-
vra riproducibile di espirazione forzata & quel-
lo di avere una traccia longitudinale della fun-
zione polmonare per tutto 'arco della vita.
Tuttavia, come dimostrato da Aurora et al. (15),
la spirometria potrebbe non essere il test funzio-
nale piu sensibile in questa fascia di giovane eta.
Nonostante il FEV, rappresenti un parametro
centrale per la valutazione della funzionalita
respiratoria nella FC, ¢ necessario infatti con-
siderare alcuni limiti. Innanzitutto il FEV,
espressione della pervieta delle vie aeree pros—
simali, mentre la malattia polmonare della FC
comincia dalle piccole vie aeree (al di sotto dei
2 mm di diametro) che contribuiscono solo a
circa il 10% delle resistenze totali.

Vari studi hanno dimostrato che la spirometria
non ¢ in grado di individuare alterazioni strut-
turali precoci. Al contrario, studi basati sulla
TC hanno dimostrato che alterazioni struttura-
li possono essere gia presenti in lattanti com-
pletamente asintomatici e progredire in bam-
bini con spirometria normale.

Pur tenendo conto di questi limiti, il FEV, al mo-
mento attuale ¢ il solo parametro di funzionalita
respiratoria ad essere riconosciuto come misura
di esito primario dall’ European Medicines Agen-
¢y nei trials clinici in pazienti con FC.

RVRTC

Sono state sviluppate due metodiche basate
sulla compressione rapida toraco-addominale
(Rapid Thoracoabdominal Compression, RTC);
la prima tecnica, si esegue durante il respiro
tranquillo a volume corrente (tidal RTC), la se-
conda viene eseguita partendo da un volume
polmonare superiore al volume corrente otte-
nuto mediante una manovra di insufflazione

polmonare applicata prima della manovra di
compressione (Raised Volume RTC, RVRTC)
mentre il lattante & addormentato. Flussi e vo-
lumi forzati ottenuti con la tecnica della RVRTC
sembrano essere piu sensibili nell’evidenziare
una riduzione della funzionalita respiratoria in
lattanti con FC rispetto alla tecnica eseguita a
volume corrente (7).

Dalla migliore curva si possono ottenere i se-
guenti parametri: FEV, s, FVC, FEF;s e FEF,5_ss.
L'Australian Respiratory Early Surveillance Team
for Cystic Fibrosis inizialmente aveva descritto
normali valori di FEV,; in lattanti con FC dia-
gnosticati per screening neonatale nei primi 6
mesi di vita (16).

In uno studio piti recente invece lo stesso grup-
po ha trovato una significativa riduzione della
funzione respiratoria (FVC e FEV,s), correlata
alla presenza di una infiammazione neutrofila
e all'infezione da Staphylococcus aureus o da
Pseudomonas aeruginosa (17).

Pit1 recentemente, dati del gruppo London Cy-
stic Fibrosis Collaboration, hanno dimostrato
che, sebbene il 35% dei lattanti con FC a 3 mesi
abbia un’alterazione della funzione polmonare
(18), durante il 1° anno di vita non si verifica un
ulteriore peggioramento, ma addirittura vi € un
miglioramento del FEV, ;5 (19).

WASHOUT A RESPIRO MULTIPLO (MULTIPLE
BREATH WASHOUT, MBW)

Il test del washout polmonare di un gas inerte
con tecnica del respiro multiplo (Multiple Brea-
th Washout, MBW), descritto per la prima volta
oltre 50 anni fa, e riscoperto recentemente, va-
luta I'efficienza del processo di distribuzione dei
gas seguendo l'espirazione dal polmone di un
tracciante inerte. MBW ¢ un test che si esegue
a respiro corrente, richiede una minima colla-
borazione e quindi ¢ potenzialmente eseguibile
ad ogni eta, a partire dalla prima infanzia fino
all’eta adulta. La determinazione del MBW nel
lattante viene eseguita in posizione supina du-
rante il sonno, mentre nel bambino pitl grande
e nell’adulto in posizione seduta mentre il sog-
getto guarda un video per favorire un pattern
respiratorio regolare.

Il MBW fornisce una misura della inomogenei-
ta della ventilazione, espressa da un aumento
del tempo necessario per “lavare” dal polmone
un gas tracciante inerte come l'esafluoruro di
zolfo, 1'elio o I'’Argon oppure l'azoto durante
il respiro a volume corrente (fig. 2). Il metodo
standard per il MBW test prevede l'uso di uno
spettrometro di massa in combinazione con un
flussimetro oppure, di recente in commercio, di
un trasduttore ad ultrasuoni.

Nel soggetto con FC I'inomogeneita della ven-
tilazione € un fenomeno precoce, evidenziabile
gia nel bambino molto piccolo e asintomatico,
per poi diventare molto marcato nell’adulto.
LCI ¢ il parametro pill frequentemente usato per
esprimere una inomogeneita della ventilazione
e misura il numero di volte che il volume pol-
monare deve essere ricambiato per “lavare” il
gas tracciante dal polmone. In presenza di una
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Fig. 2: Grafico di una manovra di washout in un soggetto
sano. La traccia superiore (in blu) rappresenta il flusso (L/
sec), con la scala di misura sull'asse y a sin. La traccia in-
feriore (in rosa) rappresenta la concentrazione del gas trac-
ciante (%), con la scala sull'asse y a dx. Ad ogni respiro vi
¢ in calo nel picco di concentrazione del gas. Sull’asse x &
riportato il tempo in sec.

144 Flusso (Lf5) Concentrb zione (9_6)[ &
1 J
o ‘

= i 2P =

=

ER s B R E & &

£

nTempo (sr

inomogeneita della ventilazione LCI aumenta.
Poiché LCI sembra essere un indice sensibile ad
alterazioni a livello di vie aeree periferiche, que-
sta caratteristica lo rende particolarmente utile
per lo studio della funzione polmonare nella FC
in fase precoce di malattia, quando la spirome-
tria & ancora normale.

Nel lattante con FC, LCI sembra avere una sen-
sibilita sovrapponibile a quella dei flussi espi-
ratori massimali nell’evidenziare un danno pol-
monare iniziale (20).

Inoltre dati recenti suggeriscono che, nel lattan-
te con FC, LCI puo essere un marker di inomo-
geneita della ventilazione indotta dall'infezione
da P. aeruginosa.

In eta prescolare LCI sembra essere ancora pit
sensibile rispetto ad altri indici funzionali nell’e-
videnziare alterazioni strutturali precoci visibili
alla TC (21).

Nello studio di Aurora et al (15) LCI & risultato
alterato nel 73% dei bambini FC in eta presco-
lare rispetto al 13% con riduzione della spiro-
metria. Inoltre dati recenti longitudinali sugge-
riscono che l'alterazione di LCI evidenziata in
epoca prescolare pud essere predittiva di una
alterazione della spirometria in eta scolare (22).
Nel bambino con FC in eta scolare confrontan-
do LCI e HRCT (High resolution computerized
tomography) & stato dimostrato che se LCI e
alterato anche HRCT sara sempre patologica,
mentre un risultato normale nell'una o nell’al-
tra indagine non ¢ predittiva di una normalita
nell’altra.

Per ridurre il rischio di esposizione a radiazio-
ni, gli autori suggeriscono che nella pratica cli-
nica LCI dovrebbe essere eseguito come prima
indagine e solo se normale il bambino dovrebbe
essere sottoposto ad HRCT (23). Nell’adulto con
FC con malattia polmonare avanzata esiste una
marcata eterogeneita della ventilazione secon-
daria all’estensione delle bronchiectasie e dei
tappi di muco alle vie aeree di grosso calibro,
che rende la distribuzione dei gas eccessivamen-
te prolungata.

Pertanto, da un punto di vista pratico, la va-
lutazione di LCI nel paziente adulto non offre
sostanziali vantaggi in presenza di malattia pol-
monare severa e andrebbe riservata ai pazienti
in fase lieve-moderata (FEV, > 60%).

Poiché LCI si ¢ dimostrato una buona misura di
risultato nei trials clinici in cui sono stati valu-
tati interventi terapeutici (salina ipertonica, dor-
nase alfa) sulla clearance muco-ciliare, ¢ stato
recentemente proposto come misura di esito
anche per futuri studi sulla terapia genetica in
pazienti FC.

TECNICA DELL'OSCILLAZIONE FORZATA
(FORCED OSCILLATION TECHNIQUE, FOT)

La FOT misura le variazioni di flusso e pressio-
ne in risposta ad una onda pressoria oscillatoria
con frequenze comprese tra 5 e 35 Hz applicata
alla bocca durante il respiro corrente.

Una variante di questa metodica ¢ 'oscillometria
ad impulsi (I0S) commercializzata nel 1995.

Il riflesso di queste oscillazioni pressorie mi-
surato alla bocca esprime l'impedenza (Z) del
sistema respiratorio, in cui si possono distin-
guere due componenti: la resistenza (Rrs) e la
reattanza (Xrs). La misura di Rrs ¢ dominata
principalmente dalla resistenza delle vie aeree
di conduzione, mentre la componente Xrs misu-
ra le proprieta elastiche ed inerziali del sistema
respiratorio.

Le basse frequenze (<5 Hz) valutano le proprieta
meccaniche del polmone e la pervieta delle pic-
cole vie aeree.

Poiché la FOT pud essere eseguita a respiro
tranquillo nel bambino in eta prescolare, anche
nel paziente FC la maggior parte degli studi ri-
guarda popolazioni pediatriche.

Dopo primi studi abbastanza deludenti, succes-
sivamente con l'uso delle basse frequenze (0,5-
20 Hz) Gangell et al. hanno dimostrato che in un
gruppo di bambini con FC di eta compresa tra 2
e 7 anni che vi & una correlazione tra alterazioni
della resistenza e della reattanza e sintomi re-
spiratori (24). Lo stesso gruppo ha evidenziato
in bambini FC in eta prescolare una correlazio-
ne tra resistenza, infezione da Pseudomonas e
indici di inflammazione neutrofila nel lavaggio
broncoalveolare.

Inoltre in una coorte di bambini in eta scolare,
Ren et al. (25) hanno dimostrato una correlazio-
ne tra R_e X, e miglioramento della spirometria
dopo trattamento di una esacerbazione respira-
toria.

Al momento mancano studi di valutazione della
FOT nell’adulto con FC.

6MWT

La riduzione della capacita di esercizio ¢ fre-
quente nella FC e dipende da fattori moltepli-
ci. Nei pazienti FC con malattia polmonare se-
vera il piti importante ¢ il deficit ventilatorio.

Il riscontro di una soglia anaerobica precoce
e di aumentati livelli di lattato nei pazienti FC
con malattia lieve fa ipotizzare che un aumen-
to del metabolismo anaerobio possa essere
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una causa principale di limitazione dell’eser-
cizio (26). Fattori aggiuntivi sono la malnutri-
zione e la ridotta attivita.

Negli ultimi 20 anni il 6MWT ¢& stato ampia-
mente utilizzato per valutare la capacita di
esercizio nei pazienti con FC. In particolare, la
distanza percorsa ¢ considerata un parametro
importante per candidare un paziente al
trapianto polmonare e per valutare gli effetti
positivi del trapianto sulla tolleranza all’eser-
cizio. Inoltre la distanza percorsa e altamen-
te riproducibile e appare correlata al massi-
mo consumo di ossigeno misurato mediante
il test da sforzo massimale con cicloergome-
tro. Quindi il 6MWT ¢ stato proposto come
un test semplice, poco costoso e affidabile per
la periodica valutazione dei programmi di ri-
abilitazione del paziente con FC (27). Inoltre
il tipo di esercizio eseguito durante il 6MWT
sembra meglio rispecchiare le normali attivi-
ta fisiche della vita quotidiana rispetto ad altri
tipi di test da sforzo come il cicloergometro
o il tappeto scorrevole. In particolare ¢ stato
dimostrato che in pazienti adulti con FC con
malattia polmonare di grado lieve-moderato la
distanza percorsa e la risposta cardiaca sono
normali nonostante si verifichi un significati-
vo calo della saturazione arteriosa di ossigeno
e un aumento della dispnea durante l'esercizio
(9). Il 6MWT potrebbe quindi essere utile per
identificare i pazienti che andranno incontro
a desaturazione e dispnea durante le normali
attivita quotidiane.

CONCLUSIONI

Le diverse metodiche descritte per valutare il
danno polmonare nella FC hanno ciascuna i
propri vantaggi e limiti; non esiste quindi un test
che sia superiore agli altri applicabile in ogni eta
e fase della malattia.

La spirometria con il FEV, rimane un parame-
tro fondamentale nella valutazione respiratoria
dell’ adolescente e dell'adulto con malattia pol-
monare avanzata.

Nel lattante la tecnica del RVRTC permette di
evidenziare una riduzione della funzione respi-
ratoria in fase molto precoce; tuttavia si tratta
di una metodica complessa da eseguire con il
bambino sedato.

La recente riscoperta dell'LCI & legata alla sua
capacita di essere un parametro molto sensibile
in fase precoce di danno polmonare, ottenibile
anche nel paziente non in grado di collaborare.
Per queste caratteristiche LCI potra essere uti-
lizzato ampiamente e dare informazioni utili
soprattutto in campo pediatrico. Anche la FOT
puo essere applicata nel bambino non collabo-
rante ed & un test di facile esecuzione e poco co-
stoso; tuttavia saranno necessari ulteriori studi
per chiarire il suo ruolo nella valutazione del
danno polmonare del paziente FC.

Il 6MWT & un test ampiamente usato e riprodu-
cibile nella valutazione respiratoria dell’adulto
con FC e fornisce utili informazioni sulla tolle-
ranza allo sforzo del paziente durante le normali
attivita quotidiane.
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FIBROSI CISTICA:
UNA MALATTIA DA ALTERAZIONE
DELL’AUTOFAGIA

Cystic fibrosis: a disease with defective autophagy

Riassunto Lautofagia ¢ un meccanismo fisiologico di sopravvivenza che le cellule adottano in risposta a vari tipi di stress.
Una alterazione dell’autofagia & presente in molte patologie umane, comprese alcune patologie respiratorie.

La Fibrosi Cistica (FC) & caratterizzata da un difetto di autofagia causato dal sequestro funzionale di Beclin 1, una proteina
fondamentale nella formazione degli autofagosomi, dovuto ad una persistente attivazione della Transglutaminasi Tissutale
conseguente al difetto di funzione della CFTR. 1l ripristino della risposta autofagica rappresenta una nuova opzione tera-
peutica per consentire il traffico e la stabilizzazione sulla membrana cellulare della proteina codificata dalla pitt comune

mutazione della CFTR, la F508del.

La correzione del difetto di autofagia mediante regolatori di proteostasi, quali la cisteamina, consente di ripristinare una
adeguata funzione della F508del-CFTR e di ridurre significativamente l'infiammazione polmonare sia in modelli murini di
malattia sia in pazienti FC omozigoti per la mutazione F508del-CFTR.

Parole chiave: Fibrosi cistica, F508del-CFTR, autofagia, transglutaminasi tissutale (TG2), regolatori di proteostasi
Key words: cystic fibrosis, F508del-CFTR, autophagy, tissue transglutaminase (TG2), proteostasis regulators

INTRODUZIONE

La Fibrosi Cistica (FC), la piti comune malattia
genetica della popolazione caucasica a prognosi
severa, che colpisce fra 1 su 2500 e 1 su 3500
nati vivi, € causata da mutazioni del gene CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator), che
codifica per una proteina che regola il flusso di
ioni, quali cloro e bicarbonati, e fluidi a livello
della membrana apicale delle cellule epiteliali
(1,2). Lalterata funzione di canale ionico della
proteina espressa sulla membrana delle cellule
secretive determina il fenotipo clinico. Nella sua
forma classica, la FC si manifesta con sintomi
caratteristici a livello del polmone, del pancre-
as, dell’'apparato gastrointestinale, del fegato e
dell’apparato riproduttivo (3). Il decorso della
malattia & variabile: alcuni soggetti presentano
ileo da meconio alla nascita, sintomi respiratori
e prognosi severa, e altri, invece, hanno scarse
manifestazioni polmonari e decorso clinico be-
nigno (4).

Sono state ad oggi identificate circa 2000 mu-
tazioni del gene CFTR. Le mutazioni di cui si
conosce leffetto sulle alterazioni strutturali o
funzionali della proteina sono state suddivise in
classi (da I a V). Le mutazioni di classe I, II e III
alterano in maniera consistente la quantita e la
funzione della proteina, impedendone la produ-
zione (classe I) o producendo una proteina mol-

to difettosa incapace di un corretto traffico in-
tracellulare (classe II) o con assenza di funzione
di canale ionico (classe III), e si associano ad un
fenotipo clinico severo. Le mutazioni di classe
IV consentono la sintesi di una proteina difet-
tosa ma capace di svolgere, seppure in piccolis-
sima misura, la sua funzione; quelle di classe V
determinano la produzione di una certa quota,
anche se piccola, di proteina normale (Tabella
I). La mutazione piu diffusa, la F508del, rap-
presenta il 50% circa delle mutazioni nell’Eu-
ropa meridionale ¢ 1'80-90% nelle popolazioni
del Nord-Europa. E una mutazione di classe II
e la proteina risultante presenta un difetto di
“folding” ed & rapidamente degradata prima di
raggiungere la membrana plasmatica. Altre mu-
tazioni presentano una frequenza compresa fra
il 2 e il 5%, mentre alcune sono caratteristiche di
particolari gruppi etnici.

DAL GENEALLA MALATTIA

Stress ossidativo e Transglutaminasi tissutale

Nonostante la sopravvivenza sia notevolmente
migliorata, I'evoluzione della malattia polmonare
rappresenta ancora la principale causa di morbi-
dita e mortalita in FC. Pertanto le terapie attuali,
come l'antibioticoterapia per via sistemica e per
aerosol, sono prevalentemente orientate a preve-
nire, quando possibile, e a trattare gli effetti se-
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Tab. 1: Classificazione delle mutazioni in Fibrosi Cistica

Classel Difetto di sintesi della proteina CFTR

Classe Il Difetto di maturazione della proteina che non e
in grado di raggiungere la membrana cellulare

Classe III Difetto di regolazione: la proteina raggiunge la
membrana , ma non é in grado di rispondere ai
segnali di attivazione del canale del cloro

Classe IV Normale sintesi della proteina CFTR, ma
funzione ridotta

Classe V Ridotta sintesi della proteina CFTR, ma
funzione normale

condari alle ripetute infezioni respiratorie acute
che caratterizzano i soggetti affetti da FC.

Negli ultimi anni numerosi studi in vitro e in
vivo hanno correlato il deficit funzionale della
proteina CFTR alla disregolazione della risposta
inflammatoria.

Una inflammazione “costitutiva” caratterizza le
vie respiratorie FC anche in assenza di infezioni
batteriche. 1l difetto funzionale di CFTR deter-
mina una condizione di stress ossidativo intra-
cellulare che perturba l'omeostasi delle cellule
epiteliali e predispone all'infiammazione (5). Gli
aumentati livelli delle Specie Reattive all’Ossige-
no (ROS) inducono modifiche post-traslazionali
della Transglutaminasi Tissutale (TG2) (6), una
proteina multifunzionale e con variegata loca-
lizzazione intracellulare che ha capacita di svol-
gere attivita enzimatica di tipo transamidante in
presenza di elevati livelli di calcio intracellulare
o attivita GTPasica o isomerasica a basse con-
centrazioni di calcio. Gli elevati livelli di ROS in-
ducono aumento di una proteina ligasi (PIASy)
che determina una modifica post-traslazionale
(SUMOilazione) della TG2, che compete con la
sua ubiquitinazione e conseguente degradazio-
ne proteasomica.

Lattivita della TG2 permane stabilmente eleva-
ta e induce cross-linking di varie proteine-sub-
strato. Fra queste figurano PPARYy, una molecola
con proprieta antiinfiammatorie, e IkBa, il cui
cross-linking consente la traslocazione nucleare
di NF-kB con conseguenti marcati effetti pro-in-
fiammatori (6,7). Queste proteine, modificate da
TG2, vanno incontro a ubiquitinazione e accu-
mulano in aggregati intracellulari, denominati
aggresomi. Gli aggresomi sono stazioni di depo-
sito intracellulare di proteine da avviare a de-
gradazione che, a causa di un sovraccarico del
proteasoma, sono sequestrate negli aggresomi
e successivamente trasportate ai lisosomi attra-
verso un meccanismo alternativo di degradazio-
ne, l'autofagia (8,9).

Pertanto, 'accumulo di aggresomi suggerisce,
oltre ad un eccesso di formazione di proteine
aggregate, anche un loro difettivo smaltimento
attraverso l'autofagia.

DIFETTO DIAUTOFAGIA IN FC

Luciani et al. hanno fornito la prima dimostra-
zione che un difetto di autofagia caratterizza le
cellule epiteliali FC (10). Lautofagia € un mecca-
nismo di sopravvivenza che le cellule adottano
in risposta a vari tipi di stress (8,9). E un proces-
so fondamentale coinvolto nel turnover intracel-
lulare di proteine aggregate e di organelli intra-

cellulari danneggiati attraverso il loro sequestro
in vescicole a doppia membrana (autofagosomi)
e successiva fusione con i lisosomi per la degra-
dazione.

Una alterazione dell’autofagia € stata associata
a varie patologie umane, fra cui malattie neuro-
degenerative, malattie infiammatorie, sindrome
metabolica, tumori e invecchiamento (11,12,13).
Recentemente, una alterazione dell’autofagia e
stata descritta anche in patologie respiratorie
quali enfisema, BPCO ed ipertensione polmona-
re (11,12,13).

La persistente attivazione della TG2 nelle cellu-
le epiteliali FC induce “cross-linking” di Beclin 1,
proteina cruciale nel processo di autofagia (8).

Il “cross-linking” di Beclin 1 spiazza dal retico-
lo endoplasmico (RE), sede di azione fisiologica,
il complesso di proteine fondamentali per I'au-
tofagia che interagiscono con Beclin 1 (Vps34,
Vps15, AMBRA1 e ATG14) e lo sequestra in ag-
gresomi (Figura IA). Cio porta ad inibizione del%
formazione degli autofagosomi, vescicole a dop-
pia membrana che servono ad inglobare protei-
ne danneggiate e organelli intracellulari, per poi
fondersi con i lisosomi per la degradazione.

Il blocco dell'autofagia induce accumulo di p62/
SQSTM1, una proteina legante ubiquitina, che in-
duce un sovraccarico del proteasoma e favorisce
la formazione degli aggresomi (10). Inoltre, € stato
riportato che I'accumulo di p62 nei macrofagi di
pazienti F508del omozigoti compromette la clea-
rance batterica (Pseudomonas aeruginosa e Bur-
kholderia cepacia), un evento importante nell’'evo-
luzione della malattia polmonare in FC (14).

RUOLO PATOGENETICO DEL DIFETTO DI
AUTOFAGIAIN EC

La rilevanza patogenetica di questo meccani-
smo, schematizzato in Figura I, & evidenziata
dal fatto che, ripristinando i livelli di Beclin 1 sia
mediante over-espressione genica sia con mo-
lecole che inibiscono l'attivita della TG2, quali
la cistamina o la sua forma ridotta cisteamina,
non solo si ripristina la risposta autofagica, ma
si ottiene un efficace controllo della infiamma-
zione polmonare in vivo in un modello murino
omozigote per la F508del-CFTR.

Lautofagia e un processo fondamentale nel com-
plesso meccanismo di risposta integrata allo
stress (8). Il difetto di autofagia determina un
circolo patogenetico vizioso che sostiene lo stress
ossidativo e l'infiammazione. Dati sperimentali
indicano che il ripristino dell'omeostasi cellulare
ed il controllo dell'infiammazione conseguenti al
trasferimento del gene CFTR wild-type in cellule
FC sono abrogati se ¢ impedito il concomitante
recupero di una appropriata funzione autofagi-
ca (15,16). Allo stesso tempo, gli effetti benefici
del ripristino dell'autofagia sull'inflammazione
polmonare sono abrogati se si inibisce la funzio-
ne della CFTR. Queste evidenze sono fortemen-
te suggestive di un ruolo cruciale del ripristino
dell'autofagia nel recupero di funzione della
CFTR e indicano che la stimolazione dell’autofa-
gia migliora il fenotipo polmonare attraverso il
ripristino della funzione della CFTR.
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Fig. 1: L Autofagia come bersaglio di terapie in FC.

A: 11 difetto di Autofagia in FC. La difettiva funzione della CFTR induce un aumento di ROS con conseguente persistenza di elevati
livelli di TG2. L’attivazione della TG2 induce cross-linking di Beclin 1, che viene spiazzata dal reticolo endoplasmico insieme alle
proteine con cui interagisce (complesso PI3K III) e sequestrata negli aggresomi. Cio determina blocco dell’autofagia, aumentati
livelli di p62 e accumulo di proteine ubiquitinate in aggresomi. Questo processo sostiene un circolo vizioso che induce ulteriori
incrementi di ROS e infiammazione. La F508del-CFTR, in parte degradata attraverso il proteasoma, accumula anche in aggre-
somi a causa del blocco di autofagia, con sovraccarico del proteasoma, e non puo raggiungere il Golgi per essere glicosilata e
trasportata in membrana.

B: Il ripristino della autofagia corregge il difetto funzionale della Fs08 del-CFTR. 11 trattamento con cisteamina interrompe il circolo vizioso e
favorisce una normale risposta autofagica. Conseguentemente, la F508del-CFTR traffica verso la membrana plasmatica ove per-
mane per un periodo anche dopo sospensione del trattamento con cisteamina. L’aggiunta di epigallicatechina gallato inibisce la
chinasi CK2, riducendo la frammentazione della CFTR, e aumenta la stabilita della proteina mutata in membrana, prolungando
in tal modo gli effetti benefici della cisteamina per un periodo dopo la sua sospensione. A cid consegue un prolungato controllo

dell’infiammazione.
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In accordo, dati in vitro e in vivo in modelli ani-
mali indicano che il recupero dei livelli fisiolo-
gici di Beclin 1 o il silenziamento genico di p62
non solo ristabiliscono la risposta autofagica,
ma ripristinano il traffico intracellulare della
F508 del-CFTR verso la membrana plasmatica
delle cellule epiteliali respiratorie e la sua fun-
zione (15, 16).

VECCHIE ENUOVE STRATEGIE PERLA CURA
DELLAEFC

Le terapie attuali in FC, come le terapie an-
ti-infiammatorie, sono sintomatiche e agiscono
a valle del difetto di base della malattia (5). La
terapia genica, che dovrebbe essere il gold stan-
dard per la cura dei pazienti con FC, ha fornito
risultati molto insoddisfacenti (17).

La terapia cellulare & ancora in fase di studio e
non ci sono al momento risultati che consentano
la trasferibilita al paziente. Recentemente, la co-
noscenza dei meccanismi attraverso cui le mu-
tazioni del gene CFTR conducono alla funzione
difettiva della proteina mutata ha aperto la stra-
da alla terapia di riparazione del difetto di base
(CFTR repairing therapy), che introduce il nuovo
concetto di terapie specifiche per le diverse clas-
si di mutazioni. Questa terapia si basa sull'uso
di piccole molecole capaci di I) correggere il
traffico intracellulare della proteina (correttori)
o II) incrementare la funzione della CFTR mu-
tata (potenziatori). La terapia con potenziatori
mira ad aumentare la probabilita di apertura del
canale ionico della proteina e, quindi, al recu-
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pero della funzione di quei mutanti della CFTR
capaci di raggiungere la membrana plasmatica
delle cellule, ma incapaci di svolgere una nor-
male funzione di canale ionico. Esempio di ber-
saglio della terapia con potenziatori della CFTR
sono le mutazioni di classe III, che presentano
un difetto di gating della proteina normalmente
risiedente in membrana cellulare.

Luso dei correttori ¢, al contrario, teoricamente
indicato per mutanti con ripiegamento difettivo
della proteina (misfolding), principalmente mu-
tazioni di classe II, come la F508del, che, a cau-
sa del loro difetto conformazionale, rimangono
intrappolati nel reticolo endoplasmico nel cor-
so dei processi di “folding” e sono degradati dal
proteasoma. Un ampio e costoso programma di:
“drug discovery” in corso con approccio di “hi-
ghthroughput screening”, mira a selezionare, fra
milioni di molecole, quelle candidate a divenire
potenziatori o correttori della CFTR per il tra-
sferimento alla terapia. Una di queste moleco-
le, il potenziatore VX-770 (Ivacaftor, Kalydeco,
Vertex Co.) (18), si & rivelata efficace in vivo nel
migliorare il trasporto di cloro e la funzione pol-
monare in pazienti con una rara mutazione di
classe III, la G551D, presente in meno del 5%
dei pazienti con FC, che codifica per una protei-
na capace di raggiungere la superficie cellulare
ma che presenta un difetto della funzione di ca-
nale del cloro. Questa terapia & gia disponibile
sul mercato, seppure a costi molto elevati, in
molti paesi europei ed americani.

Al contrario, i risultati dei trials clinici con “cor-
rettori” non hanno mostrato alcun beneficio cli-
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nico nei pazienti con la pitt comune mutazione
della CFTR, la delezione di fenilalanina in posi-
zione 508 (F508del), presente nel 70% circa dei
pazienti FC (2). Questa mutazione di Classe II
codifica per una proteina che non riesce a esse-
re completamente ripiegata ed & trattenuta nel
RE dove & prematuramente degradata, non riu-
scendo quindi ad essere trasportata sulla mem-
brana cellulare, sede di attivita del canale ionico
CFTR. La F508del-CFTR conserva la funzione
di canale ionico, sia pur incompleta per un par-
ziale difetto di “gating”, quando & trasportata in
membrana mediante manipolazioni sperimen-
tali, come l'incubazione a basse temperature,
o attraverso l'uso di molecole “chaperons” in
grado di accompagnare la proteina attraverso il
suo percorso difficoltoso all'interno della cellu-
la. Fra queste molecole, il correttore VX-809 si
e rivelato il pit efficace nei sistemi in vitro, ma i
risultati di un trial clinico in pazienti omozigoti
per la F508del-CFTR sono stati insoddisfacen-
ti (19), anche quando il VX-809 (Lumacaftor) e
stato somministrato in associazione al potenzia-
tore VX-770 (Ivacaftor) (20). La scarsa efficacia
di questa combinazione terapeutica € motivata
da studi recenti (21), che dimostrano come, una
volta trasportata in membrana dai correttori, la
F508del-CFTR ¢ instabile ed ¢ avviata verso la
degradazione lisosomiale.

Questo secondo meccanismo di controllo di
qualita non consente alla F508del-CFTR di ri-
siedere in membrana anche dopo trattamento
con correttori. Inoltre, recenti evidenze hanno
dimostrato che il potenziatore VX-770 compro-
mette la stabilita della F508del-CFTR dopo il
suo arrivo in membrana (22). Queste evidenze,
sperimentali e cliniche, suggeriscono la neces-
sita di identificare molecole capaci non solo di
favorire il traffico della F508del-CFTR verso la
superficie cellulare, ma anche di stabilizzarla in
membrana per poter ipotizzare un beneficio cli-
nico nei pazienti.

AUTOFAGIA COME BERSAGLIO DITERAPIE
INNOVATIVEIN EC

Correggere il difetto della F508del-CFTR senza
correttori e/o potenziatori

Lattuale strategia di drug discovery mediante “hi-
ghthroughput screening” (approccio “top-down”)
si basa sulla ricerca di molecole che interagisco-
no con la proteina F508del-CFTR favorendone il
traffico verso la membrana. Altre strategie, mi-
rano alla ricerca di piccole molecole che modu-
lano le proteine “chaperons” che interagiscono
con la CFTR. Un approccio radicalmente diver-
so pone l'autofagia come bersaglio per la corre-
zione del difetto di base in FC.

Questa strategia differisce dalle terapie con cor-
rettori in quanto: I) segue un percorso bottom-up,
cioe parte dalla conoscenza delle alterazioni di
vie di segnale intracellulare conseguenti alla di-
fettiva funzione della CFTR; II) ha come bersa-
glio diretto non la CFTR mutata ma I'ambiente
cellulare in cui questa & costretta a muoversi per
raggiungere la membrana, correggendo le altera-
zioni della “proteostasi” nelle cellule FC.

Studi in vitro e in vivo in modelli animali, hanno
dimostrato che il ripristino dell’autofagia favori-
sce sia il traffico della F508del-CFTR sia la sua
stabilizzazione in membrana, ristabilendo una
funzione sufficiente della CFTR senza l'ausilio
di correttori o potenziatori della CFTR (10,16).
Queste evidenze dimostrano che & sufficiente
correggere le alterazioni dell'ambiente intracel-
lulare delle cellule epiteliali FC, conseguenti al
deficit di funzione della CFTR, per ripristinare
il corretto traffico e la funzione della proteina
mutata.

Lidentificazione di molecole regolatrici della
proteostasi, capaci di ripristinare una corretta
autofagia in FC, ha aperto la strada a un per-
corso di ricerca traslazionale che, partendo da
evidenze sperimentali in vitro su linee cellulari
e in vivo su modelli murini di FC, ha condotto
ad una sperimentazione clinica su pazienti FC
omozigoti per la F508del-CFTR.

La cisteamina, in qualita di regolatore della pro-
teostasi, diversamente dai noti correttori della
CFTR precedentemente menzionati, non solo
ripristina l'autofagia, ma consente il traffico
intracellulare della F508del-CFTR, la stabiliz-
za sulla membrana delle cellule epiteliali per
oltre 24 h dopo la sua rimozione e riduce l'in-
fiammazione polmonare dei topi omozigoti per
F508del-CFTR anche dopo oltre una settimana
di sospensione del trattamento. Infatti, il ripri-
stino della autofagia riduce i livelli di p62 ed il
conseguente avvio della CFTR alla degradazione
lisosomiale e ripristina il “recycling” delle protei-
ne di membrana, fra cui la CFTR.

Pertanto, la presenza della CFTR funzionante
in membrana interrompe il circolo vizioso che
porta all'autofagia e all'infiammazione (Figura
IB), e sostiene per un periodo dopo la sospensio-
ne del trattamento la sua stessa permanenza in
membrana (15,16). La somministrazione orale
di cisteamina nei topi F508del-CFTR omozigo-
ti & risultata efficace nel ripristinare la funzione
della CFTR, ridurre la mortalita per occlusione
intestinale nelle prime settimane di vita dal 50%
al 9% circa (23) e ridurre significativamente 1'in-
fiammazione polmonare nei topi adulti.
Quest'ultimo effetto della cisteamina si estende
per oltre due settimane dopo la sospensione del
trattamento, suggerendo che l'identificazione di
sostanze capaci di prolungare gli effetti benefici
della cisteamina dopo sospensione della terapia
potrebbe essere di grande utilita per i pazienti e li-
mitare gli eventuali effetti collaterali del farmaco.
Studi recenti hanno dimostrato che l'associa-
zione con un flavonoide contenuto nel té verde,
I'epigallocatechin gallato (EGCG), prolunga in
vitro e in vivo gli effetti della cisteamina dopo
la sospensione, inibendo la protein chinasi CK2,
maggiore responsabile dei processi di frammen-
tazione della CFTR che favoriscono la sua insta-
bilita (23).

Sebbene 'EGCG da solo non sia efficace come
agente di recupero della F508del-CFTR, ¢ in gra-
do di prolungare gli effetti benefici della cistea-
mina sulle cellule e sui modelli animali (23).

Il trattamento combinato con cisteamina ed
EGCG ¢ stato validato e confermato su cellu-
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le primarie prelevate mediante brushing nasa-
le direttamente dal paziente omozigote per la
F508del-CFTR prima del trattamento per va-
lutare I'eventuale responsivita alla terapia, nel
contesto di una personalizzazione dell’approc-
cio terapeutico (23).

Il prelievo di cellule epiteliali nasali mediante
brushing &, infatti, una procedura semplice e
ben tollerata e 'epitelio nasale rappresenta una
finestra appropriata sul polmone in quanto ri-
produce le caratteristiche fenotipiche delle cel-
lule bronchiali, principale sede di patologia in
FC.

DALLABORATORIO ALPAZIENTE

Recentemente, uno studio clinico in aperto di
Fase II (23) ha testato gli effetti della combina-
zione di cisteamina ed EGCG in 10 pazienti con
FC omozigoti per la mutazione F508del-CFTR.
Entrambe le sostanze hanno gia un noto profilo
di tollerabilita.

La cisteamina (nome commerciale Cystagon)
¢ un farmaco approvato dalla Food and Drug
Administration per la terapia di pazienti con ci-
stinosi, una rara malattia da accumulo lisoso-
miale, e 'TEGCG (nome commerciale Epinerve) &
utilizzato come integratore alimentare.

Lo studio clinico ha raggiunto gli obiettivi pri-
mari evidenziando un recupero della funzione
della CFTR sia a livello respiratorio, valutata

mediante analisi dell’efflusso di cloro in cellu-
le prelevate a fresco da brushing nasale prima
e dopo trattamento, sia attraverso la misura-
zione dei livelli di cloro nel sudore, test ancora
utilizzato per la diagnosi di FC. 1l trattamento
ha determinato un aumento dell’efflusso ionico
nell’epitelio nasale con valori pari a oltre il 25%
dei controlli sani ed una riduzione del cloro nel
sudore di oltre il 20% rispetto al valore basale
con valori pari o al di sotto di 60 mmol/L in 7
pazienti, e ha indotto una drammatica riduzio-
ne dei livelli di citochine pro-infiammatorie, sia
a livello nasale sia nell’espettorato dei pazienti.

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE

I recenti progressi della ricerca nella terapia
della FC indicano che: I) ristabilire I'autofagia
attraverso regolatori di proteostasi rappresenta
una strategia alternativa promettente, da con-
fermare in studi clinici multicentrici controllati;
IT) indirizzare la ricerca verso l'identificazione
di molecole/farmaci gia in uso in altre patologie
umane o sostanze presenti in natura, con pro-
filo di sicurezza noto, costituisce un approccio
sostenibile in termini di costi e di trasferibilita
clinica, sia per il paziente sia per il sistema sani-
tario; III) individuare appropriati test di predit-
tivita di efficacia sul singolo paziente puo aprire
la strada ad un percorso di medicina persona-
lizzata.
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Riassunto Le malattie respiratorie croniche, tra cui I'asma, sono tra le principali cause di morbosita e mortalita sia nei
bambini sia negli adulti, con un elevato impatto socioeconomico. Negli ultimi anni si sta assistendo ad un aumento della
loro prevalenza, soprattutto tra i bambini e si ritiene ragionevole attribuire un ruolo importante alle condizioni ambientali
e allo stile di vita. Linquinamento indoor & sicuramente uno dei fattori maggiormente implicati nell'induzione di manife-
stazioni allergiche e del declino della funzionalita respiratoria: pertanto negli ultimi anni la qualita dell’aria negli ambienti
confinati & divenuta un problema di sanita pubblica. Lattenzione posta in eta pediatrica & giustificata dalla lunga perma-
nenza dei bambini nelle aule scolastiche, da cui deriva una maggiore suscettibilita ai rischi determinati dalle sostanze in-
quinanti. Lultima Relazione sullo Stato Sanitario del Paese (2012-2013) ha sottolineato I'importanza dell'informazione dei
cittadini e degli operatori di settore e delle misure di prevenzione attuabili per contenere I'inquinamento indoor. Campagne
di educazione ed informazione rappresentano uno strumento fondamentale per sensibilizzare 'opinione pubblica e gli
operatori di settore su questo argomento. Futuri studi longitudinali potranno dimostrare gli effetti a lungo termine dell’e-
sposizione a bassi livelli di inquinanti indoor, nonché l'efficacia delle misure di abbattimento nella prevenzione di tali effetti.

Parole chiave: inquinamento indoor, asma, scuola
Key words: indoor air pollution, asthma, school

Le malattie respiratorie croniche sono tra le prin-
cipali cause di morbosita, disabilita e mortalita
prematura e hanno un elevato impatto socioeco-
nomico. Tra quelle di maggiore interesse in ter-
mini di salute pubblica vi & 'asma bronchiale,
allergico e non. Nel 2004, a livello internazionale
¢ stata creata la Global Alliance against chronic
Respiratory Diseases (GARD), ed il Ministero del-
la Salute italiano ha aderito a tale iniziativa cre-
ando nel 2009 la GARD italiana (GARD-I).

I dati riportati in questo documento hanno
mostrato come negli ultimi decenni vi sia stato
un generale incremento di sintomi/malattie re-
spiratorie nella popolazione italiana, con una
prevalenza dell'asma bronchiale pari al 6-8%
nella popolazione generale e nei giovani adulti,
e fino al 9-10% nei bambini (1).

Stando ai dati riportati nella recente relazione
sullo Stato Sanitario del nostro Paese (2012-
2013), in Italia la prevalenza delle malattie al-
lergiche, cresciuta sensibilmente negli anni ‘90
e duemila, ¢ tornata a decrescere e al momento
riguarda il 6.3% dei ragazzi (era pari all'8% nel
2008), mentre la diffusione della bronchite cro-
nica (2.1%), asma bronchiale inclusa, pur risul-
tando in netta diminuzione rispetto all'anno pre-
cedente, ¢ sostanzialmente stabile se confrontata
con un periodo di tempo piu lungo (2). Diverse
sono le spiegazioni dell'elevato numero di malati

allergici di tutte le eta, e tra queste sembra che sia
soprattutto lo stile di vita delle societa industria-
lizzate a favorirlo in misura significativa. Peraltro
relativamente all’'asma vi sono conferme di uno
stretto legame con obesita e sedentarieta (3).

LINQUINAMENTO INDOOR

Linquinamento indoor ¢ definito come presen-
za, nell’aria degli ambienti confinati, di inqui-
nanti chimici, fisici o biologici non rilevabili,
naturalmente, nell’aria esterna. Gli inquinanti
principali sono rappresentati da anidride carbo-
nica, particolato respirabile (PM10), monossido
di carbonio, composti organici volatili (COV),
ossidi di azoto, ossidi di zolfo e formaldeide.
Sono ulteriori esempi di possibili fonti gli al-
lergeni quali gli acari della polvere e i derivati
dell’epitelio di animali domestici, il riscalda-
mento domestico, gli impianti di condiziona-
mento ed umidificazione, ed il fumo di tabacco
sia attivo sia passivo (4-7). In particolare, 'espo-
sizione al fumo passivo nel periodo prenatale ed
in eta neonatale/infantile facilita enormemente il
rischio di sensibilizzazione allergica e lo svilup-
po di asma nelle epoche successive della vita (4).
I bambini asmatici le cui madri sono fumatrici
usano piu di frequente farmaci antiasmatici, ri-
corrono pitl spesso al pronto soccorso rispetto ad
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altri ed hanno un rischio di mortalita per malat-
tie respiratorie raddoppiato (5, 6). Circa la meta
dei bambini italiani, da 0 a 13 anni, & molto
esposta al fumo passivo e la quota maggiore di
fumatori passivi risiede nelle regioni dell'Ttalia
meridionale e insulare (2). In particolare, i sog-
getti esposti a fumo in ambienti confinati pre-
sentano un rischio di asma aumentato del 40-
60% rispetto ai non esposti.

Linquinamento indoor & preoccupante in eta
pediatrica perché il bambino trascorre la mag-
gior parte delle ore della sua giornata all'interno
delle mura scolastiche ed & pertanto maggior-
mente suscettibile ai rischi derivati dall’esposi-
zione alle sostanze inquinanti. D’altronde, in eta
pediatrica le vie aeree presentano un calibro ri-
dotto rispetto agli adulti, per cui piu facilmente
le sostanze inquinanti vi possono rimanere in-
trappolate (8). Cid comporta un considerevole
aumento di rischio di costrizione delle vie aeree
inferiori, configurandosi di conseguenza il qua-
dro dell’asma bronchiale. Infine, per un appara-
to respiratorio in fase di sviluppo, 'esposizione
agli inquinanti e agli allergeni pud condizionare
la comparsa o la persistenza dell’asma anche in
eta adulta (9). Cio & dovuto anche al fatto che
I'asma accelera la fisiologica e progressiva per-
dita di funzione respiratoria che si verifica negli
adulti con 'aumentare dell’eta.

Negli edifici scolastici gli inquinanti possono
provenire anche dall’ ambiente esterno dal mo-
mento che l'aria esterna contenente inquinanti
atmosferici puo immettersi facilmente in case,
uffici, classi scolastiche e qualsiasi altro am-
biente confinato.

Le principali fonti di inquinamento indoor sono:
materiali vari usati per le attivita didattiche
(polvere di gesso, attivita artistiche e/o di labo-
ratorio, colle, adesivi e solventi), dispositivi di
riscaldamento, attrezzi e suppellettili usati nel-
le palestre (es. mogquette e rivestimenti trattati
con sostanze chimiche) e prodotti utilizzati per
la pulizia degli ambienti e dell’arredo. Lespo-
sizione a muffe e inquinanti indoor peggiora
sensibilmente nella stagione invernale quando
tutti trascorrono pitt tempo in ambienti in cui
I'apertura delle finestre € ridotta. Cio, unitamen-
te alllaumentata incidenza di infezioni delle vie
aeree, giustifica il pitt frequente ricorso in quel
periodo dell’'anno ai trattamenti antiasmatici
(10). Diversi studi evidenziano non soltanto che
la concentrazione di alcuni inquinanti in am-
bienti confinati ¢ superiore a quella rilevabile
all’'esterno (outdoor), confermando che le fonti
d'inquinamento sono anche di origine indoor,
ma che perfino a basse concentrazioni si posso-
no avere effetti sulla salute, specie per persone
particolarmente vulnerabili come i bambini e i
soggetti allergici e asmatici (9, 11-15).
Confermata la stretta relazione esistente tra
ambiente di vita indoor e livello di salute della
popolazione, il recente documento italiano ha
altresi sottolineato l'importanza dell’approccio
preventivo che utilizzi soprattutto l'informa-
zione e la formazione sia dei cittadini sia degli
operatori di settore (2). Fortunatamente, la pre-

senza di allergeni e di inquinanti indoor & intera-
mente prevedibile e prevenibile, ma nel percor-
so molti sono i soggetti da coinvolgere in quanto
responsabili: istituzioni centrali, governi ed enti
locali, e, non ultimi, gli individui stessi, con le
loro scelte di prodotti di consumo e di arredo.

LAPREVENZIONE NELLE SCUOLE

In tema di prevenzione dei rischi per la salu-
te derivanti da fattori ambientali, ¢ solo negli
ultimi anni che nel nostro paese si ¢ dedicata
maggiore attenzione all'inquinamento scola-
stico (16). Nell’accordo del 2010 tra Governo,
Regioni e Province concernente le linee guida
per la prevenzione di allergie ed asma in am-
bienti scolastici, ¢ stata focalizzata 'attenzione
sull'importanza, per la salute dei bambini, delle
condizioni di igiene e di qualita dell’aria negli
ambienti scolastici (17). Nel documento é stata
sottolineata anche l'inadeguatezza del quadro
normativo disciplinante molti aspetti dell’edi-
lizia scolastica, della qualita dell’aria indoor
e del microclima, il quale risulta non aggior-
nato rispetto alle ultime evidenze scientﬂ%che
e non rispondente alle esigenze degli edifici in
rapporto al risparmio energetico, ai requisiti
bio-climatici e alle caratteristiche di salubrita e
sicurezza dei materiali e degli arredi.

I risultati principali di un recente progetto
multicentrico europeo sull'inquinamento nelle
scuole hanno evidenziato nelle aule di alcune
regioni italiane (Piemonte, Lombardia, Emi-
lia-Romagna, Lazio, Sicilia e Sardegna), per gli
stessi inquinanti analizzati, concentrazioni in-
door piu alte rispetto a quelle esterne, a confer-
ma del contributo “proprio” di fonti interne nel
rilascio di sostanze chimiche, ed inoltre valori
di formaldeide piti elevati tra tutte le scuole eu-
ropee indagate (18).

Pertanto, stando alle recenti direttive degli or-
gani di governo, & assolutamente necessario
“sviluppare le conoscenze tra gli operatori della
salute e dell'ambiente sui temi della integrazio-
ne ambiente-salute e della comunicazione del ri-
schio....con la strategia di ridurre attraverso in-
terventi di prevenzione collettiva le esposizioni ai
principali inquinanti, con particolare attenzione
ai bambini e ai soggetti con malattie croniche,
come asma”, e soprattutto “sensibilizzare e for-
mare il personale scolastico sulle problematiche
correlate alla qualita dell’'aria indoor e sui siste-
mi di riduzione/abbattimento dei livelli di inqui-
nanti indoor” (19).

ILPROGETTO "ARIA BUONA A SCUOLA”

Obiettivi principali del progetto Aria Buona a

Scuola (ABS) condotto in collaborazione con

I'Ufficio Scolastico Regionale per la Campania

sono stati:

1) informare e sensibilizzare il personale do-
cente e gli operatori scolastici di Istituti di
Istruzione Primaria e Secondaria di Primo
Grado della Regione Campania sulle cause
delle malattie allergico-respiratorie e sulle
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misure di prevenzione ad esse legate;

2) realizzare un percorso formativo per il per-
sonale della scuola in merito al corretto uso
di attrezzature e di sostanze e materiali im-
piegati in ambiente scolastico;

3) organizzare incontri con gli alunni, in col-
laborazione con il personale docente e gli
operatori scolastici in precedenza formati,
con la finalita di informare e discutere sulle
cause delle malattie allergico-respiratorie e
sulle misure di prevenzione ad esse legate;

4) predisporre un’indagine conoscitiva sulle
cause delle malattie allergico-respiratorie
e sulle misure di prevenzione ad esse lega-
te, somministrando un questionario ad un
campione pilota di famiglie degli alunni, di
personale docente e di operatori scolastici,
ed elaborarne i risultati;

5) realizzare, in un sottocampione di aule de-
gli Istituti scolastici coinvolti nel progetto,
rilevazioni ambientali mediante campio-
natori passivi (Radiello®, Sigma-Aldrich,
USA) posizionati per sette giorni consecuti-
vi per la determinazione ed il monitoraggio
diretto dei livelli indoor di COV e di sostan-
ze contenute nel fumo di sigaretta.

Abbiamo realizzato il progetto in 12 scuole

distribuite sul territorio dellaregione Campania,

di cui 6 a Napoli e provincia, 2 a Caserta e
provincia, 2 nella provincia di Salerno, 1 nella
provincia di Benevento, e 1 nella provincia di
Avellino, tutte, tranne una, localizzate in una
zona urbanizzata. Nelle 12 scuole partecipanti
allo studio sono stati raccolti un totale di 706
questionari sulla conoscenza dell’asma. Di
questi, 520 sono stati compilati dai genitori
degli alunni e 186 dai docenti e dal personale
ATA. T risultati del questionario sono riassunti
nella Tabella 1.

In generale, sia i genitori degli alunni sia i do-
centi ed il personale ATA intervistati mostrano
di possedere buone conoscenze sulla malattia
asmatica.

In 2 scuole non é stato possibile dosare le con-
centrazioni ambientali di COV in quanto il
campionatore passivo non & stato restituito (un
istituto) oppure € stato smontato prima dell’in-
vio in laboratorio (una scuola).

Le concentrazioni di COV rilevate nell’aria di
10 su 12 scuole partecipanti allo studio sono
riportate nella Tabella 2. Nessun composto pre-
sentava livelli tossici in alcuna scuola, essendo
stati rilevati in tutti gli istituti valori decine di
volte al di sotto delle soglie ritenute tossiche.
Tuttavia, in 3 delle 10 scuole abbiamo trovato
concentrazioni di tutti i COV piu basse rispetto

Tab. 1. Risultati del questionario sulla conoscenza dell'asma compilato dai genitori degli alunni, dai docenti e dal personale ATA.

Valori espressi come numero assoluto (%).
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Domanda ?:r:i;:::)i Docenti(/lfgrlsg;ale ATA
Vero 17 (3.3%) 7 (3.8%)
L’asma € una malattia contagiosa? Falso 492 (94.6%) 178 (95.7%)
Non so 11 (2,1%) 1(0.5%)
Vero 412 (79.2%) 161 86.5%)
Durante un attacco d’asma i bronchi si restringono? | Falso 25 (4.8%) 5(2.7%)
Non so 83 (16%) 20 (10.7%)
) ) o Vero 417 (80.2%) 143 (76.9%)
Qtrtlgcglsg?aels}gg()?rzo e infezioni possono scatenare un Falso 49 (9.4% 24 (12.9%)
Non so 54 (10.4%) 19 (10.2%)
Vero 503 (96.7%) 181 (97.3%)
L’asma puo svilupparsi nei bambini e negli adulti? | Falso 7 (1.3%) 4 (2.1%)
Non so 10 (1.9%) 1(0.5%)
Completamente d’accordo 470 (90.4%) 169 (90.1%)
Cor} I’asma b'isogna evigaye molge cose (fumo, pol- Parzialmente d’accordo 43 (8.3%) 13 (7%)
veri, prodotti per la pulizia degli ambienti, colle, - —
adesivi)? Parzialmente in disaccordo 3(0.6%) 1(0.5%)
Completamente in disaccordo 2(0.4%) 2 (1.1%)
Completamente d’accordo 462 (88.8%) 168 (90.3%)
. . Parzialmente d’accordo 50 (9.6%) 18 (9.7%)
L’asma peggiora se le persone vicino a te fumano? - —
Parzialmente in disaccordo 3(0.6%) o (0%)
Completamente in disaccordo 2(0.4%) o (0%)
Completamente d’accordo 79 (15.2%) 30 (16.1%)
N R . Parzialmente d’accordo 147 (28.3%) 41 (22%)
Con ’asma non si puo fare attivita sportiva? - —
Parzialmente in disaccordo 103 (19.8%) 35 (18.8%)
Completamente in disaccordo 167 (32.1%) 71 (38.2%)
Completamente d’accordo 402 (77.3%) 145 (77.9%)
Se non si cura I’asma si potrebbero avere peggiora- | Parzialmente d’accordo 70 (13.5%) 31 (16.7%)
menti in futuro? Parzialmente in disaccordo 19 (3.6%) 1(0.5%)
Completamente in disaccordo 8(1.5%) 1(0.5%)
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alle altre. Inoltre, non ¢ stata rilevata la presen-
za di acetonitrile, acrilonitrile, metil-metacrila-
to e naftalene in alcuna scuola.

Tab. 2. Concentrazioni di composti organici volatili rile-

vate mediante campionatore passivo nell’aria di 10 scuole
partecipanti allo studio.

Composto Comzc:lrglﬁ':;z)lone
Etanolo 10.6 (3.7-132.0)
Acetone 0.3 (0-1.6)
Isopropanolo 13.8 (2.1-202.0)
Pentano 0.9 (0.4-1.9)
Metil-acetato 1.6 (0.8-6.2)
Ciclopentano 0.3(0.2-0.8)
Due-metilpentano 0.8 (0.5-2.7)
Metiletil-chetone 0.3(0-5.3)
Tre-metilpentano 0.6 (0.3-1.9)
Etil-acetato 1.6 (0.7-12.5)
n-esano 0.4 (0.2-5.9)
Isobutanolo 0.4 (0.2-1.9)
Etbe 0.6 (0.4-0.9)
Metil-ciclopentano 0.7 (0.3-6.2)
Butanolo 0.5 (0-2.0)
Benzene 1.0(0.4-1.9)
Uno-metossi-due-propanolo 1.1 (0-25.7)
Cicloesano 1.6 (0.5-14.8)
AlifaticiCy 7.9 (2.2-30.2)
Metil-cicloesano 22.9(1.8-110.0)
Toluene 3.2(1.4-5.0)
Butil-acetato 0.5 (0-0.9)
AlifaticiC8 3.3(0.5-7.0)
Tetracloroetilene 0.5 (0-1.8)
Etilbenzene 0.5(0.3-1.2)
m-p-xilene 1.3 (0.8-2.8)
o-xilene 0.4 (0.3-1.0)
Due-butossietanolo 9.5(0.9-157.0)
AlifaticiCo 0.4 (0.2-1.2)
AromaticiCo 1.6 (1.1-9.1)
Limonene 1.5(0.3-12.3)

Valori espressi come mediana (range).

Nella Tabella 3 sono sintetizzati i risultati rela-
tivi al questionario sulle fonti di COV in 9 delle
10 scuole che hanno effettuato la misurazione
nell’aria indoor (un istituto non ha compilato il
questionario sulle fonti di COV nelle scuole).

A differenza degli altri istituti, le 3 scuole con
concentrazioni di tutti i COV pitt basse rispet-
to alle altre non utilizzano detersivi e colle che
emettono COV, non presentano arredi in formi-
ca o lavagna classica con gesso nelle aule, effet-
tuano pulizia quotidiana dei vetri delle finestre
ed utilizzano I'aspirapolvere per i pavimenti. In-
fine, nelle scuole con le piu alte concentrazioni
di COV le aule sono situate in vicinanza di depo-
sito rifiuti, di sala con fotocopiatrice e/o stam-
pante e di aree dove si fuma.

CONCLUSIONI

La qualita dell’aria indoor € un importante deter-
minante di salute, responsabile in misura notevo-
le del carico globale di inabilita, anche in eta pe-

diatrica (20). Per realizzare una valida prevenzio-
ne delle malattie respiratorie acute e allergiche
nei bambini e per prevenire le frequenti assenze
e lo scarso rendimento scolastico € necessario fo-
calizzare l'attenzione sulla qualita dell’ambiente
indoor nelle scuole.

Tab. 3. Risultati relativi al questionario sulle fonti di com-
posti organici volatili (COV) nelle scuole che hanno effet-

tuato la misurazione nell'aria indoor.

Scuole con Scuole con
concentrazioni concentrazioni
di COV pintbasse di COV piu alte
(n=3) (n=6)
Uso di detersivo per
pavimenti che emette 0% 67%
cov
Uso di detersivo per
banchi/piani di lavoro 33% 67%
che emette COV
Pulizia di vetri . .
tutti i giorni 100% 17%
Utilizzo 67% 0%
dell’aspirapolvere 7% :
Uso di colle che . .
emettono COV 33% S
Presenza di sedie,
banchi e cattedra 33% 67%
in formica
Aula in vicinanza di
sala con fotocopiatrice 0% 50%
e/o stampante
Aula in vicinanza - o
di aree dove si fuma ° 33%
Aula in vicinanza - -
di deposito di rifiuti ° 7%
Uso di lavagna classica . .
con gesso 33% 100%

Il fine ultimo non ¢ solo quello di informare, ma
anche di sollecitare considerazioni sul sistema di
monitoraggio e controllo ambientale e sul loro
ruolo potenziale per la tutela della qualita dell’a-
ria indoor.

Le linee guida internazionali raccomandano una
serie di azioni per prevenire, ridurre o eliminare
la presenza di inquinanti indoor (21-23), e cioe:
1. migliorare la ventilazione e aumentare il ri-
cambio dell’aria;

migliorare i sistemi di pulizia e di igiene;
vigilare sul rispetto del divieto di fumo;
rimuovere tutte le possibili fonti di COV e di
altri inquinanti;

tenere sotto controllo I'umidita dell'ambien-
te per ridurre la carica microbica.

In particolare, il ricambio frequente dell’aria
rappresenta un metodo molto efficiente per ab-
battere le concentrazioni di qualunque sostanza
volatile (22). Composti piti pesanti, invece, pos-
sono essere rimossi efficacemente con l'utilizzo
di aspirapolvere dotato di filtro ad alta efficien-
za, che opera mediante filtrazione meccanica,
precipitazione elettrostatica e generazione di

R
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ioni con carica negativa (24). Queste misure
preventive, associate al controllo dell'umidita
dell’aria ed alla rimozione di tutti gli accessori
che accumulano polveri ed inquinanti (tappeti,
tende, coperture in tessuto, ecc.), aiutano anche
a ridurre i livelli indoor di allergeni e di conse-
guenza a prevenire la comparsa di sintomi aller-
gici (24).

Infine, dovrebbero essere condotte campagne
di educazione ed informazione, in quanto

rappresentano uno strumento fondamentale
per sensibilizzare l'opinione pubblica e gli
operatori coinvolti nel settore scolastico su
questo argomento. Futuri studi longitudina-
li potranno dimostrare gli effetti a lungo ter-
mine dell’esposizione a bassi livelli di inqui-
nanti indoor, nonché l'efficacia delle suddette
misure di abbattimento nella prevenzione di
tali effetti.
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Seciwls Flalis le FMalattie Ha aforie Indankil

Cari Colleghi,

a nome del Consiglio Direttivo SIMRI ed in particolare dei colleghi Elisabetta
Bignamini @ Massimo Landi, Vi attendiamo numerosi a Torino in occasione del XX
Congresso Nazionale della Societa Italiana per le Malattie Respiratorie Infantili
{SIMRI) che si svolgera dal 22 al 24 ottobre 2015,

Il programma scientifico che stiamo elaborando, vuole ra pFresentare. per tutti i
partecipanti, un valido aggiornamento sui pnnmpal.l aspetti 5||:J'J}atulugn:|, clinici,
diagnostici, terapeutici e gestionall delle malattie respiratorle infantili nonche una
fondamentale occasione di incontro e scambio di opinioni per tutti | pediatri che,
inevitabilmente, si devono confrontare, nella Loro pratica quotidiana, con patulugle
respiratorie comuni o complesse,

ome di consueto, saranno coinvolti, i maggiori cultori della materia, che
riporteranno non solo gli aspetti teorici e gli aggiornamenti scientifici
sull’argomento da Loro trattato, ma anche La loro esperienza nella gestione pratica.
Il confronto ed il dibattito che ne scaturira ci permettera di approfondire e nostre
conoscenze & di trasferirdle nella pratica clinica, con U'obiettive di migliorare La
qualita di vita dei pazienti.

Questa edizione si focalizzera, tra gli altri temi trattati, tutti molto attuali, su:
Infezioni e asma

La gestione dell'asma difficile

Il futuro dell’asma

Le urgenze respiratorie

Malacia delle vie aeree e wheezing
Patologia ciliare e clearance muco ciliare
Disturbi respiraton del sonno

Fumo di sigaretta e patologia respiratoria
Alimentazione e malattie respiratorie
Ussigenoterapia

Ven ?la:hne a lungo termine
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che vorranno appmfundwe spemﬂche tematiche.

Come innovazione nell'ambito del Congresso, partendo da Toring, abbiamo
deciso di coinvolgere La cittadinanza e le scuole, lanciando La campagna "Viviamo
bene per respirare meglio® che quest'anno avra il titolo “Dai un calcio al fumo”.

Di tale iniziativa sara data ampia diffusione attraverso i mass media e le testate
giornalistiche nazionali. Sin da adesso, posso anticiparvi che testimonial della
manifestazione sara Massimiliano Allegri,

Nel ringraziarVi per Uattenzione, Vi saluto cordialmente,

bud- CAT)

Per il Comitato Scientifico
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SCENTIRCO

Corsi in sessioni parallele*
LUMILAL GHAND | | l I
ROUND RINCSINUSITE [ DALLE LIMEE ASMA QUANDS | CSSIGENOTERAPWA
GUIDA ALFDTA  |NONRISPONDE | DOMICILISRE E
ALLATERAPWA | VENTILOTERARIA

LETTLIRE MAGISTRALI

Simpaosi in sessioni parallele

La TOSSE INFEZIOMI FOLMOMART GRAVI
*Il'l.’.||.-2|ﬂ|'r'.:‘"||!r”litl gn}’eua.e & |-l Chart ﬂlégr'ESIZIIIEn

*| 3 p2rtosse oggi v La discinesia ciliare primaria
*[ 0558 PEICOgEns ® Fibrosi cistice

#Tosse alte @ hasse vip

Simposio in plenaria
INFEZXOMI RESPORATORIE RICORRENT

=%inas & Gronchioline
* Cuando soepettare limmuncdeficienza
* Tarapia

18.00-19.30 Assamblea Soci SIMRBI

* | carsi sono a numero chiuse per un massima di 50 parteipanti per corso
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Inizio lavori

Simposi in sessioni parallele
LA TERAPLA DELLE MALATTIE RESPIRATORIE. | MALATTIE POLMOMARI COMPLESSE
VECCHI E NUCA RIMEDI

* balbutamolos< 4 anni * Ipesensinofilie: inquadramentn genarale
+ TS * Chury Straves
* Nuone terapie combinate » ABFA & Anticorpi monoclonali

a girr bk
SRl

Simposio in plenaria
L PEDIATRA ED IL FLIMO DY TABACCD
* La BRCO: ura malattia pediztnca’?
¢ Le patologie respiratorie Fumo correlate
* Disgssuetanone gl fume & tabaceo tra farmadi & tecniche psicalogiche
+ Fump attivo e passiva: um reolo ger il Pediatra?
- 13.00 Fine lavori

14.00 1700 | SPAZIO EDUCAZIONALE: "DAI UN CALCIO AL FUMO®

; Parteciperanno attivamente |a ottadinanza e Scuole di Toring.
| Ditale iniziativa sara data ampia diffusione attraversa | mass media

| & le testate giornalistiche nazionali.,
Teﬂm:rnni‘ ial della manifestazione sara Massimiliano Allegri,
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entro Congressi Lingotto - Viale Nizza 280 - 1124 Torino

CONTRIBUTI SCIENTIFICI

Cantruti ar'=r':|f|r Sl .-]"._|I'Z"'IZ-'TI| carrelat alle malattie 'F"H[Z'ﬁli'lr B |r'f.-|r':||
potranng essere inviati, entro il 30 giwgro 2005, Per imviare vn lavore sara
necessari registrarsi sul sitg del Congresso me centercongressi.com,simri201s

arl g oo i I "camiene abetract”™ il fantrhi and ifiee Dl oot arinante oot
goHinserire, netla sedoneabstract Abcontnbuto soe LT AT PP LE TS A

inviare un .-1"|.." Coantributo come F rima auton

It Cormitato 2 Scientifico selerionera, a Suo ins |I.Jr]..r]|.| W2 Ui, | Cimsgue laviarn Che

ritesra |'.I|L| in |Z='"II-53-.'II'I|I innowativi ed "II.'_|| iali. | lavan :I E'SE'?[‘J SArannd preseniat
WE COMUMNICETIon arall @ nceveranng un pramio di eunt 1500000, | premi saranng

IE-‘.'-.-J’.i-IliE-.' SIMRI di et inferiore a 37 ann nregola con il pagamento della quota

associativa a tutto il 25, Tutti gli alin Lavon pefranng essere presentatl nells

SESEI0NE POSLET.

QUOTE DVISCRIZIONE jma inclusa)
Entro il 31/07/2015 Dal 0170872015
Seei Sipam (1 € 450,00 € 500,00
Mon Soc € 530,00 € 580,00
Specializzandi €] € 12500 € 150,00

a3l s inreqola com il pagamento della quata associstiva a futha
i Bisogrerd rrdane un ceificata di frequenza della scuola di specialzzazions
ludone: La partecioazione alle sessioni <..|:n..|||. 2, | kit congrassuale, 1L CD con i Aassun
k, e colaziani di lawors, iLcockeal @ a cena

La parles ||:.;|._r it Al Cofsl if PG i b FieraL ._||:||i 1eendni al I::_||||_:|'|:-_-.:.|.:- Fa SR COres palih

Avene un massimg 0i 50 panecipant,

AL Bk el asssinamonie o COns in programima, ¢ InCispersalike che | partecpant! S5anrmand L3 propria
derenga | =pnima soslia; I= secanda soelra; 3=ter : :

L assegriaziane sard [atla, ad rendacabile qudizo del Comitaba Soentifica, tenenda conta dela data di

f e el ricee s L i isonaeee® A oo [ard Sede L umbea posiale Limprinti i del tan 0 L3 data della
p-rrdil], i alla prederenza espreisa. Pertarto, qualona 4 esaunissen i posti dispanibill, potra werilicarsi il

L350 N i un partecipante venoa assegnato ad un carso che non era indicato come “prima scelts”,

ECM

All'evento, accreditato per wn un massimo di 500 partecipanti presso

Commissione Mazionale per La formazione Continws, saranne asseqnati, secondo |a

normativa vigente, cingue credit ECM

Le fiqure professio ali. DET | quali verranno richiesti i credit ECM sono E!-iut.-::-qc- £

Medico Chirurgo con le sequenti specialita: Allerg ologi F'1 menunclogia Clinica

Continuith Assistenziale Farmacologia e Tossical -:- ia Clinica, Gastroentenclogia

Crariat £a r-.-1|-1 fica, I-:j Bire |'|u|:||| Alimenti @ dalla Mutrizions I-' ere-Epidamiclogua &

Malattie dell Apparato Respiratorio, Malattie Infettive, Medicina

I:-ﬂr:' ral. |:- |"I'!q_l: ri di famiglia),Medicing Interna, Medicina Termale, Medicina dello
Spaort, Medicina @ Chinur __|m d"Accertarione e d'Urgenza, Microbiologia e Virologia

Neona stologia, Otorinolaringoiatria, Pediatria, Pediatria (pediatri di libera scelta).

Si precisa, inaltre, che potranno essere accreditati alcuni corsi teanco-pratici per

guali saranno attribuiti crediti “ad hoc”™.

Sard, inoltre, previsto un corsa per personale paramedico (Infermiere, Infermiere

Pediatrico e Fisioterapista) per il quale sara fatto una specfico accreditamento.

Collegandosi al site; www.cenfercongressi.com/simri2015 sara possibile
effettuare la registrazione al congresse, La prenatazione alberghiera e Linvio di
un contributo scientifico

Sul sita sono anche presenti le politiche di cancellazione nonché 1| termini d
reqgistraziomne e di insenmento di un contributo scientifico.
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