RIASSUNTO

Lo studio di mutazioni e polimorfismi in geni coinvolti nell’etiopatogenesi di svariate malattie ¢
ormai pratica consolidata.

Le patologie infiammatorie pancreatiche, pancreatite acuta, acuta ricorrente e cronica hanno spesso
un’origine multifattoriale a cui partecipano fattori ambientali, abitudini voluttuarie e
predisposizione genetica.

La pancreatite acuta ¢ una patologia associata ad una intensa risposta infiammatoria. Monocyte
Chemoattracting Protein-1 (MCP-1) ¢ una chemochina con un ruolo centrale nell’instaurare e nel
mantenere il processo infiammatorio. Il polimorfismo -2518 G della regione regolatrice del gene per
MCPI1 altera il livello di espressione di questa chemochina accrescendo la risposta infiammatoria.
Gli studi svolti dal Dott. Bertolini volgono a valutare la presenza di tale polimorfismo in pazienti
affetti da pancreatite acuta e acuta ricorrente. I risultati ottenuti nella prima fase dello studio hanno
individuato un’associazione del polimorfismo con la pancreatite acuta ricorrente che ha portato ad
ampliare la numerosita del campione in analisi per garantire la significvativita dello studio, ha
altresi portato a volgere lo sguardo verso la pancreatite cornica e le malattie infiammatorie croniche
intestinali, patologie nelle quali un alterato processo flogistico puo avere effetto sulla severita della
sintomatologia. E stato identificato, in questa fase un trend di associazione con la pancreatite
cronica che non ha tuttavia raggiunto una significativita statistica, probabilmente a causa delle
diverse eziologie del campione in esame, ¢ stata comunque rilevata un’associazione significativa
nei soggetti obesi affetti da tale patologia. Nessuna associazione significativa ¢ stata individuata per
quanto concerne le malattie infiammatorie croniche intestinali.

Sulla base dei dati ottenuti per MCP1 e di una valutazione della letteratura relativa al
coinvolgimento dei processi flogistici nell’etioaptogenesi della pancreatite acuta, acuta ricorrente e
cronica, si ¢ diciso di studiare gli effetti del polimorfismo del gene GSTT1 nei pazienti affetti da tali
patologie. Il polimorfismo in questione comporta la delezione del gene per la Glutatione-S-
Transferasi Thetal e conseguente assenza della proteina. Tale proteina, quando presente, catalizza
la coniugazione del glutatione ridotto con reattivi elettrofili quali i radicali liberi derivati
dall’ossigeno e alcuni xenobiotici; tuttavia la presenza della proteina ¢ accessoria in quanto esistono
altre transferasi del glutatione in grado di svolgere la stessa funzione. Diversi studi hanno mostrato

come la presenza di GSTT1 comporti una deplezione precoce del glutatione e pertanto una funzione



protettiva compromessa dello stesso nei tessuti pancreatici, sembrerebbe dunque che sia piu utile
I’assenza di tale gene per garantire un danno tissutale minore nelle cellule del pancreas.

I risultati ottenuti non hanno evidenziato alcuna differenza statisticamente significativa nella
frequenza del polimorfismo in nessuno dei gruppi analizzati quando confrontati tra loro o rispetto al
gruppo di controllo e neppure quando il gruppo dei pazienti affetti da pancreatite acuta ¢ stato
valutato rispetto al grado di severita della malattia. Si pud pertanto concludere che, nella
popolazione in esame, il polimorfismo GSTT1*A/null non ¢ coinvolto nello sviluppo delle
patologie oggetto dello studio e nella loro severita.

Per proseguire nello studio dei fattori genici associati alle malattie infiammatorie croniche
intestinali ed esistendo pochi studi sulla popolazione italiana il dott. Bertolini ha indagato anche la
possibile associazione delle tre principali mutazioni (R702W, G908R e 1007fs) del gene
NOD2/CARDI1S5, codificante per la proteina cellulare NOD2, espressa dalle cellule dell’epitelio
intestinale e dalle cellule dell’immunita a livello della mucosa; tale proteina funziona in
associazione con il recettore per i costituenti della parete batterica. Essa ricopre un ruolo
nell’attivazione del fattore di trascrizione NFkB e nella trascrizione di citochine pro-infiammatorie,
cosi come sembra essere coinvolta nell’apoptosi di cellule dell’immunita attivate. Le mutazioni
studiate comportano un’inadeguata risposta infiammatoria nei confronti di antigeni endoluminali,
processo che caratterizza la patogenesi delle malattie infiammatorie croniche. Lo studio ha rilevato
un’associazione significativa tra la presenza della mutazione 1007fs e il morbo di Crohn e piu in
particolare con una localizzazione ileale della malattia e con la variante clinica

stenosante/fisolizzante coesistenti nello stesso soggetto.



1 - INTRODUZIONE

1.1 - IL PANCREAS

Il pancreas ¢ una ghiandola annessa all’apparato digerente, di consistenza parenchimatosa e dotata
di scarsa componente stromale (pancreas deriva dal greco pan, tutto e kreas, carne). Funge da
ghiandola endocrina ed esocrina. La componente endocrina comprende vari tipi cellulari organizzati
in aggregati sferici noti come isole di Langherans e secerne ormoni implicati soprattutto nel
mantenimento dell’omeostasi glucidica. La componente esocrina ¢ formata dalle cellule acinari e da
un complesso sistema di dotti secretori. Le cellule acinari sintetizzano enzimi digestivi che
svolgono la loro azione nell’intestino, dove il secreto pancreatico si riversa attraverso il sistema

duttale[1-2].

1.1a - EMBRIOLOGIA

Nell’'uvomo il pancreas origina da due distinti ispessimenti dell’epitelio dell’intestino anteriore
primitivo, noto anche come foregut. Infatti alla fine della quarta settimana di gestazione, sul lato
posteriore del duodeno, compare I’abbozzo pancreatico dorsale che si sviluppa dietro a quello dello
stomaco. Pochi giorni dopo, sul lato opposto del duodeno fa la sua comparsa 1I’abbozzo pancreatico
ventrale, un altro ispessimento endodermico che si sviluppa invece nelle adiacenze dell’endoderma
epatico.

Sia il fegato che il pancreas si sviluppano, infatti, come estroflessioni dell’intestino primitivo
craniale (foregut) e 1’acido retinoico sembra svolgere un ruolo cruciale nel determinare quale

porzione dell’endoderma si differenziera in tessuto pancreatico[3].
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La gemma dorsale ¢ piu grande e posta cranialmente rispetto a quella ventrale; il suo dotto
escretore, formatosi nel corso della quinta settimana, drena direttamente in duodeno. Il dotto
escretore dell’abbozzo ventrale, invece, confluisce unitamente al coledoco in duodeno, ad un livello
inferiore rispetto al dotto escretore del pancreas dorsale[4].

Durante la quinta settimana, la gemma ventrale e il tratto di coledoco che la unisce al duodeno
ruotano insieme attorno al tubo dell’intestino migrando verso il lato dorsale dello stesso. La gemma
ventrale si viene cosi a trovare inferiormente e posteriormente rispetto alla gemma dorsale[4]:
all’inizio della sesta settimana i due abbozzi pancreatici vengono a contatto e alla fine della stessa si
fondono completamente formando il pancreas definitivo. Dall’abbozzo dorsale origina quasi tutta la
sostanza pancreatica ossia la testa, il corpo e la coda[5]; da quello ventrale si forma la parte
inferiore della futura testa con il suo prolungamento noto come processo uncinato.

I dotti dei due abbozzi portano contributi molto diversi alle strutture definitive: il dotto della gemma
ventrale si anastomizza alla sua origine con il dotto della gemma dorsale; esso andra pertanto a
costituire il principale sistema duttale drenante la ghiandola chiamato dotto di Wirsung. Prima di
sfociare in duodeno si unisce, come gia detto, al coledoco, formando con esso ’ampolla di Vater.
Quel segmento del dotto pancreatico dorsale che va dall’anastomosi allo sbocco in duodeno spesso
degenera o persiste sottoforma di piccolo residuo che prende il nome di dotto di Santorini[5].

Sia le cellule esocrine che le endocrine derivano dall’endoderma duodenale, sebbene in passato si
riteneva che quelle endocrine migrassero negli abbozzi pancreatici dalla cresta neurale[5].

Negli ultimi dieci anni sono stati compiuti notevoli passi avanti nella comprensione dei meccanismi
molecolari che sottostanno alle varie tappe dello sviluppo del pancreas nei vertebrati. L’intero
processo inizia durante la gastrulazione, quando 1’epiblasto, formato da cellule multipotenti, da
origine a tre foglietti embrionali: ’endoderma, il mesoderma e 1’ecdoderma(1].

Gli organi dell’apparato gastrointestinale e le ghiandole annesse derivano dall’endoderma, tranne

che nella loro componente connettivale e muscolare che ¢ invece di origine mesodermical5].



L’induzione dell’endoderma sembra essere governata dal TGF- (Transforming Growth Factor)
proveniente dall’ectoderma adiacente e dal mesoderma all’interno della stria primitiva e del nodo di
Hensen[1]. Completata la gastrulazione per una serie di complessi movimenti morfogenetici cui le
cellule endodermiche vanno incontro passivamente, si viene a delineare il tubo intestinale primitivo.
Da piu parti di questo si sviluppano evaginazioni che sono destinate a formare vari organi
differenziati, tra cui anche il pancreas. Nei vertebrati esiste quindi una “regionalizzazione”
dell’endoderma: le sue varie porzioni vengono cio¢ precocemente indirizzate verso specifici destini
cellulari in relazione alla loro posizione lungo 1’asse antero-posteriore o dorso-ventrale
dell’endoderma stesso. Sembra che questa compartimentalizzazione avvenga gia durante la
gastrulazione per mezzo di segnali inviati dai tessuti circostanti.

I segnali induttivi determinano un diverso pattern di espressione genica nell’endoderma orientato
secondo ’asse antero-posteriore e dorso-ventrale[2]. Proprio per questo le cellule che si trovano in
aree specifiche dell’endoderma sono successivamente in grado di rispondere ai segnali che invece
dirigono la differenziazione dei vari organi.

Un aspetto estremamente affascinante ¢ proprio quello di capire quali segnali e quali vie presiedono
alla specificazione nell’endoderma di quella parte dello stesso che ¢ destinata a diventare il
pancreas. L’identificazione di tali segnali potrebbe avere ripercussioni cliniche nell’eventuale
generazione di cellule pancreatiche producenti insulina a partire da cellule staminali adulte o
embrionali da utilizzare per il trapianto nei pazienti diabetici.

L’impiego di modelli animali transgenici ha permesso di individuare alcuni dei fattori chiave
coinvolti nelle tappe piu precoci del processo di differenziazione dell’endoderma in senso
pancreatico. Si tratta di segnali che provengono dall’ambiente circostante e che hanno azioni
istruttive, cioe portano precise informazioni che consentono di definire 1’identita del pancreas
nell’endoderma naive; o azioni permissive, che consentono alle cellule di continuare il loro

specifico programma di differenziazione[2].



Si ¢ gia detto che il pancreas deriva dalla fusione di due distinte gemme endodermiche e che queste
danno origine a parti altrettanto distinte della ghiandola matura. Cio significa che le cellule dei due
abbozzi hanno un diverso corredo di espressione genica € un diverso e specifico percorso di
differenziamento.

Queste differenze sono dovute primariamente alle interazioni delle gemme con 1 tessuti circostanti:
I’endoderma del pancreas dorsale si trova sulla linea di mezzo dell’embrione e al momento della
specificazione ha contatti diretti con la notocorda e successivamente con 1’aorta dorsale; le
interazioni tissutali dell’endoderma che formera il pancreas ventrale sono completamente differenti,
essendo questo esposto, insieme all’abbozzo epatico, ai segnali provenienti dal foglietto del

mesoderma laterale[2].

1.1b - MALFORMAZIONI CONGENITE DEL PANCREAS

Data la notevole complessita del processo morfogenetico del pancreas non sorprende che possa
esistere un certo numero di varianti anatomiche e di anomalie congenite del pancreas e dei suoi
dotti. Tali anomalie, alcune delle quali estremamente rare, sono nella maggior parte dei casi silenti e
rappresentano un rilievo casuale in corso di indagini endoscopiche, di interventi chirurgici o di
autopsie. Alcune per0d possono assumere rilevanza clinica presentandosi con segni e sintomi relativi
al dislocamento o compressione di organi circostanti, a pancreatiti o ad una anomala secrezione sia
esocrina che endocrina.

Di seguito saranno trattate solo alcune di dette anomalie.

Agenesia e ipoplasia pancreatiche.

La completa assenza della ghiandola pancreatica ¢ una condizione di rarissimo riscontro nei
soggetti nati vivi, essendo di solito associata ad altre gravi malformazioni incompatibili con la

vita[4]. Infatti oltre alla completa assenza delle secrezioni pancreatiche esocrine ed endocrine con
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maldigestione, malassorbimento e diabete mellito dalla nascita, questa condizione ¢ spesso
associata a un grave ritardo di crescita intrauterino. L’agenesia pancreatica pud manifestarsi come
malattia monogenica[l]. In un singolo paziente ¢ stata dimostrata una mutazione nel gene che
codifica per PDX1 [6], un fattore di trascrizione che svolge un ruolo chiave nello sviluppo del
pancreas. Piu di recente ¢ stata dimostrata 1’associazione tra una mutazione del gene PTF1A, che
codifica per il fattore di trascrizione 1 alfa e una malformazione caratterizzata da agenesia
pancreatica e cerebellare[7].

L’ipoplasia del pancreas ¢ invece una condizione spesso asintomatica alla nascita, data la notevole
riserva funzionale della ghiandola. Coinvolge piu di frequente il pancreas dorsale e, data la
localizzazione della maggior parte delle isole di Langerhans nel corpo e nella coda pancreatici si
manifesta pill spesso con il diabete. L’ipoplasia del pancreas dorsale ¢ spesso associata a polisplenia
e a malrotazione intestinale. L.’agenesia parziale puo pero riguardare anche il pancreas ventrale in
maniera isolata.

In ogni caso si tratta quasi sempre di condizioni sporadiche e non sono noti i1 geni che potrebbero

determinare queste anomalie nell’uomol[1].

Pancreas anulare

Si definisce pancreas anulare quella condizione in cui la seconda porzione duodenale ¢
completamente circondata, e a volte strozzata, da un tralcio di tessuto pancreatico che si stacca, a
guisa di anello, dalla testa del pancreas.

Talvolta I’anello pud non essere completo e la porzione anteriore del duodeno resta in tal caso,
libera. Si distinguono ancora il pancreas anulare extramurale, in cui 1’anello pancreatico non
aderisce alla parete duodenale, da quello intramurale in cui il tessuto pancreatico contrae rapporti di
fissita con le fibre muscolari del duodeno[4].

L’incidenza della malformazione & stimata ad 1 su 20.000.



Sebbene 1’anomalia possa rimanere asintomatica sino all’eta adulta, nella maggior parte dei casi si
manifesta molto precocemente con i segni e i sintomi di un’ostruzione duodenale. Il pancreas
anulare ¢ responsabile dell’8-21% dei casi di ostruzione duodenale neonatale[1]. La patogenesi non
¢ nota o meglio ¢ controversa, essendoci numerose ipotesi tutte possibili, ma nessuna suffragata da
dati certi. L’anomalia ¢ associata ad altre malformazioni congenite quali I’atresia e la malrotazione

intestinali, fistole tracheoesofagee e difetti cardiaci.

Pancreas divisum.

E’ I’anomalia di sviluppo piu frequente del pancreas e deriva da un’incompleta o assente fusione
dei due abbozzi pancreatici, il ventrale e il dorsale, e in particolare dei loro sistemi duttali[8] Questo
fa si che la maggior parte delle secrezioni pancreatiche venga drenata nella papilla minor tramite il
dotto di Santorini, che tuttavia, per il suo calibro, puo risultare inadeguato rispetto al volume dei
secreti[4].

Considerando che l’incidenza riportata per tale anomalia nei pazienti senza alcuna patologia
pancreatica ¢ del 4-14% nelle serie autoptiche e del 2-8% negli studi eseguiti con la colangio-
pancreatografia endoscopica retrograda (ERCP)[9], il pancreas divisum dovrebbe essere considerato
una variante della normale anatomia pancreatica piuttosto che una vera malformazione congenita[1]
Ancora molto controversa e dibattuta ¢ I’associazione del pancreas divisum con le patologie
pancreatiche e quindi la rilevanza clinica dell’anomalia. Il pancreas divisum potrebbe predisporre a
pancreatiti acute, ricorrenti o croniche, agendo con un meccanismo patogenetico di tipo
ostruttivo[10-11)]. Studi pit ampi hanno documentato che 1’incidenza della malformazione nei
pazienti con pancreatite cronica ¢ simile a quellariscontrata nei soggetti sani o nei gruppi di

controllo[12-13].



Pancreas aberrante o ectopico.

E’ riscontrato con una prevalenza variabile dall’ 1 piu del 13% dei rilievi autoptici, ma € quasi
sempre clinicamente asintomatico rappresentando un rilievo casuale in corso di indagini
endoscopiche, di interventi chirurgici o di autopsie[14]. Si tratta della presenza di foci di tessuto
pancreatico che, sottoforma di noduli di 3-4 cm, di consistenza parenchimatosa e di colore
giallastro, si localizzano nella sottomucosa della parete del tubo digerente[4]. Il tessuto ectopico ¢
localizzato soprattutto nel tratto gastroenterico superiore, includendo lo stomaco (in particolare
I’antro), il duodeno, il digiuno e il diverticolo di Meckel. Localizzazioni insolite sono I’ileo, la
milza, il fegato, il mesentere e I’ombelico[8]. L aspetto istologico ¢ quello del tessuto pancreatico
normale, organizzato in lobuli, dotti e acini; nel 30% dei casi ¢ presente tessuto insulare[4]. A
seconda della localizzazione il pancreas ectopico puo dare dei sintomi associati a pancreatiti,
ulcerazioni, ostruzione biliare, ostruzione intestinale, sanguinamenti gastrointestinali[15)]; inoltre ¢

stata descritta I’associazione con tumori e formazionicistiche[16].

1.1c - ANATOMIA

Il pancreas & una grossa ghiandola lobulare, di consistenza molle e colorito grigiastro. E lunga 12-
15cm, con un’altezza di 4cm (a livello del corpo) ed uno spessore di 1,5-2 cm, per un peso
complessivo che ¢ mediamente di 80 grammi.

E’ un organo retroperitoneale, sito quindi in profondita nella cavita addominale dove giace davanti
alle prime vertebre lombari e dietro lo stomaco, orientato pressoché trasversalmente dal duodeno
alla milza.

La sua lunghezza, nell’adulto, ¢ in media 12-15 cm e il suo peso ¢ di circa 80 grammi. La sua
estremita di destra, slargata, detta testa, si continua nel corpo tramite il collo, leggermente ristretto;

I’estremita di sinistra, sottile, forma la coda. Dalla testa si diparte un prolungamento, il processo



uncinato, che dirigendosi in basso e a sinistra e incurvandosi su se stesso va a collocarsi al di sotto
del corpo, risalendo pitt 0 meno posteriormente a questo.

1l dotto pancreatico principale, o di Wirsung, decorre nello spessore del parenchima ghiandolare
con una direzione corrispondente al maggior asse dell’organo; origina dalla confluenza dei piccoli
dotti lobulari della coda e, percorrendo il corpo verso destra, riceve altri dotti lobulari che vi
sboccano quasi ad angolo retto (“a spina di pesce”). Aumentando di calibro, raggiunge il collo del
pancreas dove volge in basso, posteriormente e a destra, avvicinandosi al coledoco. I due dotti
attraversano obliquamente la parete della seconda porzione duodenale e qui si uniscono a formare
I’ampolla epatopancreatica o di Vater . L’estremita distale e ristretta di questa ampolla si apre alla
sommita della papilla duodenale maggiore.

La porzione terminale del coledoco, del dotto di Wirsung e I’ampolla di Vater sono provvisti di un
sistema particolare di fibrocellule muscolari lisce che, nel loro insieme, formano un complesso
sfinterico noto come sfintere di Oddi; ¢ possibile distinguere, in questo complesso sfinterico, uno
sfintere del coledoco, uno sfintere pancreatico ed uno sfintere ampollare.

1l dotto pancreatico accessorio, o di Santorini, decorre nello spessore della porzione superiore della
testa, originando nel punto in cui, a livello del collo, il dotto di Wirsung volge in basso formando un
gomito. Dopo un breve tragitto, sbocca in duodeno aprendosi sulla piccola ed arrotondata papilla
duodenale minore, posta circa 2 cm piu in alto della papilla maggiore.

Il pancreas ¢ formato da due tipi distinti di tessuto ghiandolare intimamente associati tra loro: la
componente principale dell’organo € esocrina e in essa sono inclusi gli isolotti pancreatici di cellule
endocrine (isole di Langerhans)[17]. Anche nelle sezioni a basso ingrandimento si puo facilmente
riconoscere la componente esocrina, nettamente predominante, da quella endocrina che, con 1 suoi
0,7-1 milioni di isole di Langerhans[18], costituisce appena I’1-2% del volume del pancreas.

Il pancreas esocrino (circa 1’85% di tutto 1’organo) ¢ una ghiandola composta, tubuloacinosa
ramificata, circondata e parzialmente suddivisa in lobuli da una trama di connettivo lasso. Il lobulo

rappresenta 'unita strutturale del parenchima pancreatico; ¢ costituito da un insieme di acini
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ghiandolari che, con il loro canalicolo (o dotto) intercalare, costituiscono le unita funzionali del
pancreas esocrino. Le cellule secernenti hanno forma piramidale, nucleo in posizione basale,
abbondante reticolo endoplasmatico rugoso e un vistoso apparato di Golgi in posizione
sovranucleare; gli apici di tali cellule appaiono ricchi di granuli secretori e si proiettano verso il
lume di un piccolo dotto che si invagina in ciascuna massa secernente e rappresenta la porzione pil
distale del sistema duttale. Le cellule di rivestimento di questi dotti sono spesso visibili al centro
degli acini secretori e pertanto sono note come cellule centro-acinose.

Il sistema duttale ¢ costituito da dotti di calibro progressivamente crescente rappresentati dai dotti
intercalari, che drenano direttamente gli acini, da quelli interlobulari che decorrono nei setti
connettivali e collegano i vari lobi del pancreas e per la maggior parte drenano, attraverso i dotti
lobari, nel dotto di Wirsung[17, 19]. Le cellule duttali dei dotti intercalari formano un epitelio
squamoso semplice, che presto diventa cuboidale, e sono circondate da scarso connettivo. Quando il
calibro dei dotti aumenta 1’epitelio si fa cuboidale, poi cilindrico e ancora cilindrico pluristratificato.
Le cellule duttali del Wirsung formano un epitelio colonnare e sono circondate da abbondante
tessuto connettivo[20].

Il pancreas endocrino rappresenta il restante 25% dell’organo; esso ¢ costituito da piu di un milione

di isole di Langerhans, raggruppamenti sferoidali di cellule che I’immunoistochimica ha rivelato
essere di diverso tipo: le cellule B, producenti insulina, sono le pitt numerose (circa il 75% di tutte le
cellule endocrine) ed occupano la zona centrale delle isole di Langherans. Le cellule a, producenti
glucagone, sono il 20% circa della popolazione cellulare insulare, sono poste alla periferia.

Le cellule 6, poste anch’esse principalmente in periferia sono responsabili della secrezione di
somatostatina. Sparse, anche isolatamente, nel pancreas esocrino ci sono altri tipi di cellule

endocrine come le cellule PP che producono e secernono il polipeptide pancreatico (PP), e le D1

che hanno come prodotto di secrezione ilpolipeptide intestinale vasoattivo (VIP)[17, 19 ,21].
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1.1d - FISIOLOGIA

Pancreas esocrino

Nell’'uomo vengono secreti giornalmente circa 1500 ml di succo pancreatico, con un flusso di 1.5
ml /min. Il succo pancreatico ¢ costituito da una componente acquosa, ricca di bicarbonato (circa
113 mEg/l contro i 24 mEqg/l presenti nel plasma), e da una componente enzimatica, costituita
prevalentemente dagli enzimi necessari alla digestione dei carboidrati, delle proteine e di grassi.
L’elevata concentrazione di bicarbonati rende il succo pancreatico alcalino (pH 7.0-8.3), atto quindi
a neutralizzare il chimo acido contenuto nel duodeno[22].

Le cellule acinari sono responsabili della sintesi della componente enzimatica del succo
pancreatico; il loro secreto, definito “primario”, si caratterizza per una tonicita ed una
concentrazione ionica del tutto simile a quella del sangue e contiene venti differenti tipi di proteine,
rappresentate principalmente dai precursori inattivi degli enzimi digestivi pancreatici (zimogeni).

I meccanismi alla base della secrezione esocrina del pancreas sono stati delucidati piu di trenta anni
fa da Palade[23], il quale dimostro il verificarsi, all’interno della cellula acinare, di un movimento
vettoriale delle proteine destinate alla secrezione dal versante baso-laterale, dove sono sintetizzate,
verso la regione perinucleare fino alla zona apicale.

La sintesi proteica inizia in corrispondenza dei ribosomi del reticolo endoplasmatico rugoso,
all’interno del quale le proteine, una volta assemblate, acquisiscono la loro struttura terziaria.
Attraverso un sistema di trasporto mediato da vescicole, esse raggiungono 1’apparato del Golgi; qui
gli zimogeni vengono separati dalle altre proteine secrete in modo costitutivo ed immagazzinati in
granuli secretori (processo di secrezione regolata). In particolare la selezione degli zimogeni
avviene in corrispondenza del lato “trans” (apicale) dell’apparato del Golgi; essa non ¢ altro che un

processo di aggregazione pH dipendente: le proteine infatti che vanno incontro ad aggregazione a
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valori di pH pari a 6 (quali quelli del lato trans del Golgi), vengono immagazzinate nei granuli
cosiddetti immaturi.

Attraverso una fase di rimodellamento, caratterizzata dalla fusione dei granuli € gemmazione di
nuove vescicole, 1 granuli immaturi si trasformano in granuli maturi, pronti per essere secreti in
risposta agli stimoli secretagoghi[24].

Dalla superficie dei granuli secretori possono originarsi alcune vescicole, contenenti proenzimi,
dirette alla membrana apicale, probabilmente attraverso il transito per il compartimento
endosomiale: tali vescicole formano una via di secrezione, analoga a quella costitutiva
(“constitutive-like patway”), non sottoposta all’azione degli agenti secretagoghi, la quale ¢
responsabile del rilascio costante di modeste quantita di enzimi nel lume duodenale e che
contribuisce pertanto al processo digestivo tra un pasto e I’altro.

Alcune delle vescicole gemmanti dai granuli maturi possono poi dirigersi direttamente alla
membrana apicale, costituendo quella che viene chiamata la via di secrezione regolata “minore”
(“minor regulated patway”), sensibile a livelli molto bassi di agenti secretagoghi[25].

Il 95% della secrezione pancreatica segue, comunque, la via regolata. L’attivita secretoria delle
cellule acinari ¢ stimolata principalmente dalla colecistochinina (CCK), ormone prodotto dalla
mucosa duodenale, e dalla acetilcolina (Ach), neurotrasmettitore liberato dalle terminazioni vagali.
Entrambi 1 mediatori, legandosi ai rispettivi recettori presenti sulla membrana basolaterale delle
cellule acinari (recettori CCK1 e 2 per la CCK e M1 e M2 per I’Ach), sono responsabili di un
aumento delle concentrazioni citoplasmatiche di calcio, immagazzinato nel reticolo endoplasmatico
liscio. L’incremento del calcio a sua volta promuove 1’attivazione a cascata di una serie di protein-
chinasi coinvolte nell’evento finale: la secrezione di granuli di zimogeno [26].

Sulla membrana basolaterale delle cellule acinari sono localizzati altri recettori, quali il recettore del
VIP (Vaso-Intestinal Peptide), della secretina (il cui bersaglio principale sono pero le cellule

duttali), del peptide ipofisiario attivante 1’adenilato ciclasi (PACAP).
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Tali recettori sono tutti accoppiati all’adenilato ciclasi, responsabile di un aumento dei livelli
intracellulari di cAMP (adenosin monofosfato ciclico); il cAMP innesca, a sua volta, la secrezione
dei granuli tramite 1’attivazione della protein-chinasi A.

Anche il recettore dell’angiotensina II (Ang-1I) ¢ presente sulle cellule acinari, e sembra
promuovere il loro processo di secrezione attraverso un incremento del calcio citosolico[24].

Le cellule acinari secernono, assieme agli enzimi, piccole quantita di un fluido isotonico rispetto al
sangue. Anche la composizione ionica ¢ analoga a quella sanguigna: Na“ e CI sono infatti gli
elettroliti piu concentrati.

La secrezione di CI" dipende dalla presenza, sulla membrana apicale, di un canale del CI’, il CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), attraverso cui I’anione fuoriesce sospinto
da un gradiente elettrochimico creato dal co-trasportatore Na'/K'/Cl" presente sulla membrana
basale; una pompa Na'/K" fornisce il gradiente del Na* necessario per attivare il co-trasportatore.
La secrezione del CI" genera un voltaggio negativo nel lume acinare responsabile, a sua volta, del
passaggio di Na* e di acqua per via paracellulare, attraverso le tight-junctions tra le cellule acinari.
La maggior parte della componente acquosa del succo pancreatico proviene dalle cellule duttali,
deputate alla produzione di un fluido ricco di bicarbonati che alcalinizza e diluisce il secreto
primario delle cellule acinari. La secrezione del bicarbonato ¢ strettamente dipendente da quella del
CI, la quale avviene con un meccanismo identico a quello descritto per le cellule acinari.

Una volta che il CI', grazie al CFTR, ha raggiunto il lume, viene scambiato con il bicarbonato
intracellulare, che viene cosi riversato in sede extracellulare. Le fonti di bicarbonato nella cellula
sono due: la prima ¢ I’enzima anidrasi carbonica, che catalizza la formazione di bicarbonati a partire
dall’acqua e dalla CO2, la seconda ¢ il cotrasportatore basolaterale Na*/HCO3".

La secretina e I’ Ach sono 1 pitt importanti stimoli fisiologici alla secrezione duttale.

La secretina possiede un recettore accoppiato all’adenilato ciclasi, responsabile di un incremento
del cAMP intracellulare, il quale, a sua volta, attiva le protein-chinasi A.

Tali enzimi fosforilano e attivano il CFTR.
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L’Ach causa un aumento della concentrazione intracitoplasmatica di calcio, ione che sembra
modulare I’apertura di canali del Cl' calcio-dipendenti, € quindi, in ultima analisi, favorire la
secrezione di bicarbonati attraverso lo scambio CI/HCO3'.

Anche la CCK agisce sulle cellule duttali con un meccanismo del tutto simile a quello della Ach,
legato anch’esso al calcio come secondo messaggero [27].

La secrezione del succo pancreatico avviene in tre fasi: cefalica, gastrica ed intestinale.

La fase cefalica viene evocata dal sapore, dall’odore o anche dalla sola vista del cibo. I mediatori
sono costituiti dall’Ach, liberata dalle terminazioni vagali, e dalla gastrina, simile per struttura alla
CCK, ma secretagogo pancreatico molto meno potente rispetto a questa; 1’Ach promuove essa
stessa il rilascio di gastrina dalle cellule G dell’antro gastrico.

Durante la fase gastrica, i riflessi vagovagali, evocati dalla distensione dello stomaco, stimolano la
produzione di piccoli volumi di succo pancreatico a elevato contenuto proteico. Anche la gastrina
contribuisce, in questa fase, allo stimolo secretorio.

Nella fase intestinale, 1’arrivo del chimo acido nel duodeno attiva la secrezione di ingenti quantita
di succo pancreatico ricco di bicarbonati e relativamente povero di enzimi. Questo tipo di risposta
pancreatica ¢ mediata principalmente dalla secretina, rilasciata dalle cellule della mucosa duodenale
e digiunale a seguito della riduzione del pH luminale.

La presenza all’interno del duodeno di peptidi, aminoacidi ed acidi grassi promuove la secrezione
della componente enzimatica del succo pancreatico attraverso I’ormone CCK, sintetizzato dalla
mucosa duodeno-digiunale.

Secretina e CCK potenziano la loro azione a vicenda, dal momento che i recettori della secretina
sono presenti sulle cellule acinari, cosi come quelli della CCK sulle cellule duttali.

L’inibizione della secrezione pancreatica sia enzimatica che elettrolitica ¢ controllata da stimoli
nervosi ortosimpatici, che verosimilmente agiscono riducendo 1’apporto ematico alla ghiandola, e

da alcuni ormoni gastrointestinali.
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I pit importanti sono: il glucagone che determina una riduzione della secrezione di bicarbonato
dopo stimolo con secretina, CCK o entrambi; la somatostatina che antagonizza gli effetti della
secretina probabilmente per competizione con il medesimo recettore; il polipeptide pancreatico per
il quale ¢ stata dimostrata un’azione inibente sulla secrezione di bicarbonato in alcune specie
animali ma non confermata nell’uomo.

L’insieme di tutti questi meccanismi di controllo ¢ integrato in maniera tale da garantire una
risposta rapida ed adeguata in seguito all’alimentazione.

Gli enzimi prodotti dal pancreas hanno un ruolo centrale nella digestione delle principali classi di
macronutrienti: 1 carboidrati, le proteine e 1 lipidi. Sono sintetizzati dalle cellule acinari e
successivamente immagazzinati in granuli di zimogeno che si localizzano nella loro porzione

apicale. In risposta a stimoli adeguati le cellule liberano gli enzimi nel lume con un processo di

esocitosi.Di seguito sono descritti suddivisi per classi.

1) Proteasi

Rappresentano il principale prodotto di secrezione delle cellule acinari (80%) e la principale risorsa
del nostro organismo per la digestione delle proteine introdotte con 1’alimentazione. Le proteasi
pancreatiche sono tutte prodotte in forma inattiva, come pro-enzimi, attivati in condizioni
fisiologiche solo all’interno del lume intestinale; comprendono endopeptidasi (tripsine,
chimotripsine ed elastasi), che scindono legami peptidici situati all’interno della catena
polipeptidica, ed esopeptidasi (carbossipeptidasi), che invece staccano gli aminoacidi
carbossiterminali.

Dalla loro azione originano oligopeptidi, ulteriormente idrolizzati da parte di enzimi dell’orletto a
spazzola degli enterociti, e aminoacidi liberi, che possono essere assorbiti attraverso la mucosa

intestinale.
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Le endopeptidasi fanno parte della famiglia delle proteasi seriniche cosi definite perché posseggono
un residuo di serina nel sito attivo; le esopeptidasi sono invece metalloenzimi contenenti zinco[22,
28].

Tripsinogeno e tripsine

Il tripsinogeno ¢ il piu importante tra gli enzimi pancreatici perché la sua attivazione a tripsina
innesca una cascata enzimatica che conduce all’attivazione anche di tutti gli altri proenzimi. Nel
succo pancreatico sono stati descritti diversi tipi di tripsinogeno, definiti cationico, anionico €
mesotripsinogeno, in base alla loro mobilita elettroforetica[29)]. Il pitt abbondante ¢ il tripsinogeno
cationico codificato dal gene PRSS1 (attualmente con tale sigla si intende in maniera
interscambiabile sia il gene, sia la proteina) che rende conto dei due terzi dall’attivita totale della
tripsina; il secondo ¢ il tripsinogeno anionico o PRSS2; la terza forma ¢ il mesotripsinogeno o
PRSS3 che contribuisce a meno del 5% dell’attivita tripsinica. E stata descritta anche una quarta
forma, detta pancreasina, ma ad oggi non sono note le sue proprieta né biologiche né
fisiologiche[31]. II tripsinogeno ¢ convertito nella sua forma attiva per azione di una peptidasi di
natura glicoproteica che si localizza sull’orletto a spazzola degli enterociti, 1’enterochinasi: essa
agisce rimuovendo per idrolisi, dall’estremita N-terminale della molecola, un esapeptide che ne
maschera il sito attivo[30].

La tripsina stessa ¢ in grado di autoattivarsi, tramite la rimozione di un peptide di 8 aminoacidi,
TAP o Tripsinogen Activation Peptide, tra il residuo di Lisina in posizione 23 e quello di Isoleucina
in posizione 24 del tripsinogeno. L’efficacia di questo meccanismo sembra marcatamente
aumentata in presenza di calcio e dipende anche dal pH[31]. Inoltre, I’attivazione del tripsinogeno
puo essere mediata dalla catepsina B, una proteasi lisosomiale che si colocalizza nei granuli di
zimogeno con il tripsinogeno, anche se questo meccanismo sembra avere un’importanza limitata

nell’organismo umano[32].
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Data la possibilita dell’autoattivazione della tripsina, e considerato il ruolo di questo enzima nella
cascata che conduce all’attivazione di tutti gli altri enzimi digestivi, devono esistere meccanismi
fisiologici in grado di impedire che tale processo avvenga all’interno del parenchima pancreatico.
Un possibile meccanismo agisce a livello delle cellule acinari ed & rappresentato dalla
compartimentalizzazione cellulare: il tripsinogeno e gli altri proenzimi sono localizzati e protetti
all’interno dei loro granuli citoplasmatici.

Un altro meccanismo agisce a livello del sistema duttale ed & rappresentato dall’inibitore
pancreatico secretorio della tripsina [PSTI o inibitore proteasico serinico Kazal tipo 1 (Spink 1)];
esso si localizza nei granuli di zimogeno assieme al tripsinogeno ed ¢ normalmente co-secreto dalle
cellule acinari. Il rapporto stechiometrico € di 5:1 per cui puo essere inibito al massimo il 20% della
tripsina[33].

Inoltre la tripsina ¢ in grado di catalizzare la sua stessa autolisi attraverso 1’idrolisi della catena che
connette 1 due domini globulari della tripsina, in corrispondenza di un residuo di arginina (R122).
Anche in questo meccanismo & coinvolto il calcio, ostacolando 1’autolisi e favorendo quindi la
persistenza della tripsina in forma attiva[31].

Chimotripsinogeno

E’ il precursore inattivo della chimotripsina, una proteasi serinica che ha specificita per legami
peptidici in cui un residuo aminoacidico ¢ dato da un AA aromatico. L’attivazione del
chimotripsinogeno ¢ mediata dalla tripsina che idrolizza il legame tra Argl5 e Ile-16; il peptide N-
terminale di 15 AA resta legato alla proteina per mezzo di un ponte disolfuro tra Cys 1 e Cys 122.
Si forma cosi la _-chimotripsina, attiva ma instabile. Questa molecola possiede tre legami
superficiali[13-14; 146-147; 148-149]che sono suscettibili di un’ulteriore idrolisi da parte della
chimotripsina stessa: questa autoattivazione porta alla formazone della _-chimotripsina o

semplicemente chimotripsina, una proteina di 241 AA, formata da tre catene polipeptidiche[30].
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Elastasile elastasi sono proteasi seriniche che idrolizzano legami peptidici in corrispondenza di
residui di alanina, glicina e serina. Sono in grado di digerire I’elastina, una proteina extracellulare
altamente insolubile che conferisce le proprieta elastiche ai tessuti. L’elastasi pancreatica deriva da
un precursore inattivo, la proelastasi, attivato dalla tripsina[31]. Sono state identificate due forme di
elastasi nel succo pancreatico[34-35] ma non si conosce con esattezza il loro meccanismo di

secrezione e la regolazione della stessa.

2) Lipasi

Le lipasi sono prodotte quasi esclusivamente dal pancreas e sono indispensabili per la digestione dei
lipidi introdotti con la dieta.

Comprendono la glicerolo estere idrolasi (“lipasi pancreatica™), la colipasi, la fosfolipasi A2 e la
carbossilesterasi.

Lipasi pancreatica (PTL)

La lipasi pancreatica ¢ una serin-esterasi che idrolizza i legami esterei in posizione C1 e C3 dei
triacilgliceroli, producendo acidi grassi liberi, i composti intermedi 1,2-diacilglicerolo e 2-3-
diacilglicerolo e infine il 2-monoacilglicerolo.E’ una proteina di 48.000 dalton, costituita da una
singola catena polipeptitica di 466 aminoacidi. Possiede due domini: quello N-terminale di 333
aminoacidi, contiene il sito attivo che normalmente ¢ nascosto da un segmento ad alfa-elica che lo
copre come un coperchio.

In questa conformazione la lipasi ¢ inattiva. Il dominio C-terminale ha una struttura a beta-foglietto
e comprende il sito di legame della procolipasi.

E’proprio a seguito dell’interazione con la procolipasi che il sito attivo della lipasi viene
smascherato e I’enzima passa nella sua conformazione attiva. L’apertura del “coperchio” espone
oltre alla triade catalitica contenente serina, un incavo ossianionico adiacente al sito attivo in cui il
substrato lipidico apolare riesce a penetrare e puo essere idrolizzato[30-31].

Colipasi
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La colipasi ¢ una piccola proteina di 10000 dalton priva di una propria attivita enzimatica. E’secreta
dal pancreas in forma inattiva, la procolipasi, € viene attivata dalla tripsina a livello duodenale,
tramite il clivaggio di un pentapeptide N-terminale, chiamato enterostatina. La colipasi ha
I’'importante funzione di permettere 1’attivazione della lipasi pancreatica e soprattutto di
stabilizzarla nella sua forma attiva in presenza nel duodeno di sostanze inibenti quali 1 sali biliari, i
fosfolipidi, le proteine e i carboidrati alimentari[31].

Fosfolipasi A2

La fosfolipasi A2 catalizza I’idrolisi del legame estereo dell’acido grasso legato al carbonio 2 del
glicerolo della fosfatidilcolina, con formazione di una molecola di acido grasso e di
lisofosfatidilcolina. Ha un peso molecolare di 14000 dalton ed ¢ composta da una sequenza di
125AA che comprende un peptide segnale di 7AA e un peptide di attivazione. Per funzionare
necessita di calcio ed ¢ in grado di attaccare i fosfolipidi emulsionati dai sali biliari[22; 31].
CarbossilesterasilLa carbossilesterasi ¢ attiva su vari substrati: in vitro ¢ in grado di idrolizzare
trigliceridi, esteri del colesterolo, fosfolipidi, lisofosfolipidi, ceramidi, esteri delle vitamine
liposolubili, galattolipidi. L’enzima ha un peso molecolare di 100000 dalton ed ¢ una glicoproteina,
ricca in residui di prolina.La struttura non ¢ stata dettagliatamente descritta, ma I’enzima possiede la
triade enzimatica contenente serina come la lipasi e anche il suo sito attivo €’ mascherato da
un’ansa superficiale altamente mobile[22, 31].

Proteine correlate alla lipasi pancreatica (PRLP)

Il pancreas umano secerne altre due proteine ( PRLP1 e PRLP2) che hanno dal 65 al 70% della
sequenza aminoacidica in comune con la lipasi pancreatica, e una struttura ad essa
sovrapponibile.Differiscono dalla lipasi per la specificita di substrato: la PRLP2 idrolizza

trigliceridi, fosfolipidi, e galattolipidi; il substrato della PRLP1 invece non ¢ noto[31].

3) Amilasi
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L’amilasi pancreatica ¢ una glicoproteina di 57000 dalton, contenente una singola catena
oligosaccaridica. Scinde i legami alfa-1,4 glicosidici degli amidi e del glicogeno portando alla
liberazione di destrine, un insieme di maltosio, maltotriosio (a 2 e 3 molecole di glucosio) e di
oligosaccaridi con 6-8 unita di glucosio che contengono sia i legami alfa-1,4 che alfa-1,6. La

digestione delle destrine ¢ completata dagli enzimi dell’orletto a spazzola.

4) Ribonucleasi e Desossiribonucleasi

Riducono RNA e DNA nei loro costituenti nucleotidici. I nucleotidi sono in parte assorbiti come
tali ed in parte ridotti, dagli enzimi dell’orletto a spazzola, a nucleosidi e basi puriniche e

pirimidiniche libere.

Pancreas endocrino

La componente endocrina del pancreas ¢ costituita da vari tipi di cellule differenziate nella
produzione di ormoni polipeptidici diversi.L’insulina ¢ stato il primo ormone ad essere identificato.
Ha un peso molecolare di 6000 dalton ed ¢ costituito da due catene polipeptidiche, A e B,
rispettivamente di 21 e 30 aminoacidi, legate da due ponti disolfuro; un terzo ponte ¢ presente nella
catena A.

E’ sintetizzata come pre-pro-insulina e la rimozione del suo peptide N-terminale di 24 aminoacidi
da origine alla pro-insulina. Mentre viene immagazzinata nell’apparato di Golgi, la pro-insulina
subisce un lento processo di scissione in cui si generano ’insulina e il peptide C; entrambi sono
accumulati nei granuli di secrezione e successivamente liberati in quantita equimolari. La
secrezione dell’insulina ¢ regolata principalmente dai livelli di glucosio circolanti: la riduzione della
glicemia la inibisce mentre I’aumento la stimola potentemente. Numerosi altri stimoli ormonali e
neurogeni hanno perd un ruolo nel controllo della secrezione dell’ormone: il mannosio, alcuni

aminoacidi, la stimolazione vagale e quella beta-adrenergica e alcuni ormoni gastrointestinali (GIP,
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GPL-1, CCK, secretina, gastrina) stimolano il rilascio di insulina; la somatostatina e la stimolazione
alfa-adrenergica la inibiscono.

Essa agisce su numerosi tessuti bersaglio dotati di specifici recettori per 1’ormone, che
appartengono alla classe dei recettori tirosinchinasici. Ha effetti molteplici e fondamentali per
I’intero organismo: interviene nel controllo del metabolismo dei carboidrati, dei lipidi e delle
proteine, comportandosi come ormone anabolico e cio¢ favorendo la conservazione dell’energia
introdotta con gli alimenti. A livello epatico stimola la sintesi di glicogeno e trigliceridi mentre
inibisce la gluconeogenesi, la glicolisi e la chetogenesi; nel muscolo scheletrico stimola la
captazione di aminoacidi e la sintesi proteica, come pure quella di glucosio, e la glicogenosintesi; a
livello del tessuto adiposo promuove 1’accumulo di triglceridi.

Il glucagone ¢ un polipeptide di 29 aminoacidi derivante da un precursore di 160 residui
aminoacidici, il prepro-glucagone, codificato da un gene sito sul cromosoma 2. La pill importante
funzione del glucagone ¢ di contribuire al mantenimento di valori glicemici costanti, anche in
presenza di aumentate richieste tissutali di glucosio: € secreto in risposta all’ipoglicemia e funziona
in senso iperglicemizzante. Agisce soprattutto a livello epatico stimolando la glicogenolisi, la
gluconeogenesi e la chetogenesi. Anche alcuni aminoacidi, 1’acetilcolina, le catecolamine, i
glucocorticoidi, alcuni ormoni gastrointestinali (gastrina, CCK, GIP) stimolano il rilascio di
glucagone dalle cellule alfa.

La somatostatina prodotta dalle cellule 6 del pancreas ¢ un peptide di 14 aminoacidi che controlla
con meccanismo paracrino la funzione delle cellule o e B comportandosi come potente inibitore
della secrezione di insulina e glucagone.

Le cellule PP, infine, secernono il polipeptide pancreatico (PP), il quale, sinergicamente alla

somatostatina, inibisce la secrezione esocrina del pancreas[4].

1.2 - LE MALATTIE INFIAMMATORIE DEL PANCREAS
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1.2a - PANCREATITE ACUTA

Definizione

La pancreatite acuta ¢ una malattia infiammatoria del pancreas a decorso acuto che frequentemente

si estende ai tessuti peripancreatici e che talvolta arriva a coinvolgere organi a distanza[36].

Epidemiologia

La pancreatite acuta ¢ la piu frequente malattia del pancreas ed & osservata in ogni parte del
mondo[37]. La sua incidenza ¢ estremamente variabile nelle diverse aree geografiche, e vada 5,4 a
79,8 nuovi casi su 100.000 abitanti I’anno. Essa risulta tuttavia complessivamente in aumento, e
questo a seguito sia di un miglioramento delle capacita diagnostiche, sia di un incremento della
prevalenza dei fattori di rischio[38, 39].Negli Stati Uniti la pancreatite acuta colpisce 100.000
individui all’anno[40]. In Gran Bretagna I’incidenza varia da 10 a 20 casi su un milione di abitanti
all’anno[41], mentre in Italia ¢ stimata attorno ai 5-6 casi su 100.000 abitanti all’anno[42].

La mortalita complessiva ¢ del 10%-15%, oscillando da valori inferiori al 5% per la forma lieve di
malattia, al 20%-25% per la forma severa[41].

Circa meta dei decessi si ha nelle prime due settimane e sono in genere riconducibili a insufficienza
d’organo. Il restante 50% si verifica nelle settimane o nei mesi successivi, e la morte ¢ per lo piu
attribuibile a insufficienza d’organo associata a necrosi infetta o alle complicazioni di una necrosi
sterile[43].

Per quanto riguarda le complicazioni, il 57% dei pazienti ricoverati per pancreatite acuta sviluppa
una raccolta fluida[44]; le pseudocisti compaiono nel 2%-15% dei pazienti[42], mentre gli ascessi si
riscontrano nel 2%-6% dei casi[4].
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Nei pazienti colpiti da pancreatite acuta severa, 1’insufficienza d’organo si manifesta nel 50% dei
casi, mentre la prevalenza delle infezioni a carico del tessuto necrotico ¢ del 15%-20% [43].

Il primo studio prospettico multicentrico sulla pancreatite acuta condotto in Italia risale al 2004. In
esso si riconosceva che, in linea con i dati mondiali, la forma piu frequente di malattia era quella
lieve (75% dei casi) e che il fattore eziologico piu spesso implicato era la litiasi biliare. Si segnalava
un’eta media di insorgenza di 59,6 + 20 anni ed una mortalita complessiva del 5,2%, oscillante dal
1,2% per la pancreatite acuta lieve al 17,1% per la pancreatite acuta severa[45].

Oggi abbiamo a disposizione i dati aggiornati[46]: ’eta media di insorgenza di malattia risulta di
62,0 £ 18,2 anni; i maschi sono piu giovani (59,7 + 18,2 anni) delle femmine (64,3 + 17,9 anni).
Come nel resto del mondo la forma pitu frequente di malattia quella ¢ lieve (85,8% dei casi); infatti
la forma severa si riduce al 14,2% dei casi.

La mortalita complessiva ¢ del 5% e va dal 3% per la pancreatite lieve e al 17% per la severa.

Classificazione

Classificazione di Marsiglia del 1963

In tale classificazione, il termine pancreatite acuta & usato per descrivere un episodio di flogosi
acuta del pancreas, responsabile di lesioni tessutali che vanno dall’edema interstiziale all’emorragia,
alla necrosi della ghiandola e del tessuto adiposo peripancreatico. L’identificazione e la rimozione
dell’agente causale consentono la restitutio ad integrum sia morfologica che funzionale dell’organo.
Viene inoltre riconosciuta un’entita clinica a sé stante, la pancreatite acuta ricorrente,caratterizzata
da ripetuti attacchi di pancreatite acuta[47].

Classificazione di Cambridge del 1983In questo sistema classificatorio, la pancreatite acuta ¢
definita come una malattia infiammatoria del pancreas, caratterizzata, dal punto di vista clinico, da

dolore addominale e, dal punto di vista laboratoristico-diagnostico, dall’incremento dei livelli sierici
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ed urinari degli enzimi pancreatici.Viene riconosciuto che la malattia puo ricorrere, € presentarsi sia
in una forma lieve che in una severa[48].

Classificazione di Marsiglia del 1984

Viene confermata la distinzione della pancreatite acuta in una forma lieve ed in una severa. La
prima ¢ caratterizzata da un decorso clinico benigno ed alterazioni morfologiche quali I’edema
interstiziale e la necrosi modesta del tessuto adiposo peripancreatico. La seconda si
contraddistingue per la comparsa di necrosi della ghiandola e del tessuto adiposo intra e
peripancreatico, spesso associata a stravasi ematici; clinicamente il paziente tende a sviluppare
ipotensione, insufficienza renale e respiratoria, che ne possono causare la morte[49].

Tali aspetti classificativi rimangono invariati nella revisione del 1988 (classificazione di Marsiglia-
Roma)[50].

Classificazione di Atlanta del 1992

E’ T’attuale classificazione di riferimento per la pancreatite acuta; in essa la patologia continua ad
essere distinta in una forma lieve ed in una severa[51].La pancreatite acuta si definisce severa in
presenza di :

-insufficienza d’organo, che comprende: pressione arteriosa sistolica inferiore a 90 mmHg, PaO2
inferiore a 60 mmHg, insufficienza renale (creatinina sierica superiore a 2 mg/dl dopo
reidratazione) e sanguinamento gastrointestinale superiore a 500 ml/24h;

-complicazioni locali, quali necrosi pancreatica (almeno il 30% del parenchima o piu di 3 cm di
dimensioni), pseudocisti pancreatiche (raccolte di succo pancreatico delimitate da una parete di
tessuto fibroso o granulomatoso), e ascessi pancreatici (raccolte circoscritte di pus non contenenti o
contenenti solo in minima parte tessuto necrotico);-segni prognostici sfavorevoli, quali il
raggiungimento di un punteggio maggiore o uguale a tre utilizzando i criteri di Ranson[52] e
maggiore o uguale a otto con i criteri dell’Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
(APACHE)-II[53].Nella medesima classificazione la pancreatite acuta lieve viene definita come

una flogosi del pancreas non associata a disfunzione d’organo o con disfunzione presente solo in
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minima parte.Essa rappresenta la forma piu frequente di malattia (75%-85% dei casi); 15%-25% dei

casi si presentano invece in forma severa[54].

Eziologia

Le cause di pancreatite acuta sono elencate nella tabella 1.

I calcoli biliari sono la causa principale di tale patologia essendo responsabili del 35%-60% dei casi
a seconda della popolazione considerata[38, 55-56].

L’incidenza della pancreatite acuta biliare ¢ maggiore nelle donne caucasiche con piu di 60 anni e
nei pazienti con calcoli di piccole dimensioni (< 5 mm di diametro) o con microlitiasi[57-58]. 1l
termine microlitiasi ¢ in genere usato come sinonimo di fango biliare; pill precisamente per
microlitiasi si intende la presenza di calcoli con un diametro inferiore ai 3 mm, mentre il fango
biliare ¢ una sospensione di cristalli, mucina, glicoproteine, detriti cellulari e materiale
proteinaceo[59].

Poco pit di un secolo fa, Opie ipotizzO per primo una correlazione tra litiasi biliare e
pancreatite[60].

La letteratura ha proposto due meccanismi principali tramite cui un calcolo pud causare la
malattia[43]:

-Teoria del canale comune: I’ostruzione della papilla di Vater ad opera di un calcolo puo indurre il
reflusso di bile dal coledoco nel dotto di Wirsung; gli acidi biliari, captati da un trasportatore
localizzato sul versante apicale delle cellule acinari pancreatiche, determinano un aumento della
concentrazione intracitoplasmatica di calcio, responsabile a sua volta della disfunzione
mitocondriale e della necrosi cellulare[61].

-Teoria del dotto pancreatico ostruito: la sola ostruzione del dotto ¢ di per sé sufficiente a causare la

pancreatite modificando il metabolismo del calcio nelle cellule acinari[62].1.’abuso di alcol ¢ in

genere citato come la seconda piu frequente causa di pancreatite acuta dopo la litiasi biliare (25%-
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30% dei casi), nonostante solo una piccola percentuale di etilisti sviluppi la malattia[63].La
“pancreatite alcolica” ¢ infatti un’entita clinica molto controversa; la comunita scientifica cerca di
comprendere se si tratti di una malattia cronica ab inizio o se diventi tale dopo ripetuti attacchi di
pancreatite acuta. Studi istologici hanno chiaramente dimostrato come gli episodi flogistici acuti
siano comunque associati a lesioni croniche e che dunque le acuzie si sviluppino su un pancreas gia
affetto da pancreatite cronica[38, 64-66].

Una vasta gamma di farmaci (piu di trecento) ¢ implicata nello sviluppo di pancreatite acuta, per lo
piu attribuibile a reazioni idiosincrasiche. Quelli per cui ¢ stata riconosciuta un’associazione certa
sono: gli antimetaboliti come I’azatioprina, la 6-mercaptopurina e gli alcaloidi della vinca, i
diuretici dell’ansa e tiazidici, le sulfonamidi, gli aminosalicilati (sulfasalazina e mesalazina), le
tetracicline, I’acido valproico, 1’a-metildopa, i farmaci usati nella terapia della infezione da virus
dell’immunodeficienza acquisita come la didanosina[67].

Alcuni disordini metabolici predispongono alla pancreatite acuta come I’ipercalcemia e
Iipertrigliceridemia. L’associazione tra ipercalcemia e pancreatite acuta fu suggerita per la prima
volta da Cope et Al. [68]; successivi studi confermarono tale correlazione e delinearono il ruolo
dell’ipercalcemia nell’ attivazione[69] e nella successiva stabilizzazione [70] della tripsina.

Per quanto riguarda I’ipertrigliceridemia, solo valori di trigliceridi superiori a 1000 mg/dl,
apprezzabili quasi esclusivamente nelle dislipidemie familiari o primarie (di tipo 1 e 5), possono
causare la pancreatite acuta. E’ probabile che I’idrolisi dei trigliceridi da parte della lipasi
pancreatica determini I’accumulo di acidi grassi liberi che risultano tossici per le cellule acinari[71].
La pancreatite acuta puo avere anche un’eziologia infettiva; molteplici virus e batteri sono stati
chiamati in causa (vedi tabella 1) in quanto responsabili di una infezione diretta delle cellule acinari,
ma i meccanismi patogenetici rimangono ancora poco chiari. I parassiti (Ascaridi per lo piu)
possono causare pancreatite ostruendo il dotto pancreatico[72].

Un gruppo di ricercatori[73] ha ipotizzato che alcol e virus agiscano sinergicamente nel causare

danno pancreatico e che, nel dettaglio, I’alcol renda 1’organo piu suscettibile all’azione di ceppi,
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virulenti e non, di Coxackie virus di tipo B, in analogia a quanto accade a livello epatico con i virus
B e C dell’epatite.

I traumi possono causare pancreatite, inclusi quelli iatrogeni quali la colangiopancreatografia
retrograda endoscopica, o ERCP (fino ad un 15% dei casi), la gastrectomia distale, la splenectomia,
I’esplorazione del coledoco, la sfinterotomia endoscopica[43].

Anomalie anatomiche come il pancreas divisum e le malformazioni cistiche delle vie biliari, le
disfunzioni dello sfintere di Oddi (SOD), gli adenomi e i carcinomi ampollari e, piu in generale, 1
tumori biliopancreatici, 1’ostruzione del dotto pancreatico ad opera di calcoli 0 mucina possono
causare una flogosi acuta del pancreas, ma pill frequentemente si associano a pancreatite acuta
ricorrente[66]; essi verranno pertanto trattati in modo piu approfondito in seguito.

La pancreatite autoimmune, una forma di pancreatite cronica sostenuta da un processo
infiammatorio su base autoimmune, caratterizzato da infiltrazione linfocitaria, fibrosi e disfunzione
d’organo, raramente si presenta con episodi di dolore addominale che richiamano quelli della
pancreatite acuta[74].

La tendenza a sviluppare episodi di pancreatite acuta puo essere infine geneticamente determinata.
Pazienti portatori di mutazioni geniche che tendono a sviluppare nel tempo una pancreatite cronica
possono presentare, nelle fasi iniziali del loro decorso clinico, episodi, spesso ricorrenti, di
pacreatite acuta.

I geni coinvolti sono: il gene del tripsinogeno cationico (PRSS1), il gene dell’inibitore delle serin-
proteasi Kazal tipo 1 (SPINK1) ed il gene che codifica per il canale del cloro CFTR (Cystic Fibrosis
Conductance Regulator)[66]. Tali mutazioni verranno piu dettagliatamente esaminate nei capitoli
successivi riguardanti specificatamente la pancreatite acuta ricorrente e la pancreatite cronica, nella
cui patogenesi detengono un ruolo cruciale.

Qualora non sia possibile stabilire 1’eziologia della pancreatite, essa viene definita idiopatica; le
attuali raccomandazioni suggeriscono che 1’eziologia della pancreatite dovrebbe essere determinata

nell’80% dei casi e che non piu del 20% di essi andrebbe etichettato come idiopatico[56].
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Per concludere, questi sono i dati italiani: le forme ad eziologia biliare sono le piu frequenti
(69,3%), quelle correlate all’abuso di alcol rappresentano il 6% dei casi e le restanti eziologie (post-
chirurgica, post-ERCP, traumatica, associata a farmaci, a iperlipidemia e a pancreas divisum) il

7,1%. 11 17,1% rimane ad eziologia sconosciuta (idiopatica)[46].

Fisiopatologia

Eventi precoci

La pancreatite acuta consegue all’inappropriata e precoce attivazione all’interno delle cellule acinari
degli enzimi digestivi, i quali innescano I’auto-digestione del tessuto pancreatico, con possibile
coinvolgimento dei tessuti adiacenti, risposta infiammatoria sistemica ed insufficienza multi-
organo[75].

I meccanismi sottostanti all’attivazione degli zimogeni sono molteplici.

Uno degli eventi piu precoci consiste nell’arresto della secrezione dei pro-enzimi mentre la loro
sintesi continual76].

Segue la co-localizzazione di idrolasi lisosomiali come la catepsina B all’interno di strutture
vacuolari instabili contenenti gli zimogeni[77] ed il clivaggio del tripsinogeno a tripsina[78].
L’attivazione del tripsinogeno ¢ considerata 1’evento cardine nella fisiopatologia della pancreatite
acuta[79], dal momento che la tripsina a sua volta causa I’attivazione di altro tripsinogeno e degli
altri pro-enzimi pancreatici quali la pro-fosfolipasi e la pro-elastasi, con un meccanismo a cascata
che, se I’azione degli inibitori non ¢ sufficiente, porta all’autolisi della ghiandola.

L’inibitore delle serin-proteasi Kazal tipo 1 (SPINK1), presente fisiologicamente nei granuli
secretori delle cellule acinari, si lega al sito attivo della tripsina con un rapporto 1:1, inibendone
I’attivita; quando piu del 10% di tutto il tripsinogeno ¢ stato ormai attivato, questo meccanismo di

protezione non ¢ pero piu sufficiente[80].
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Il calcio sembra infine svolgere un ruolo importante nella fisiopatologia della pancreatite acuta,
soprattutto nelle tappe iniziali: un aumento delle concentrazioni intracitoplasmatiche di calcio e una
compromissione delle vie del segnale calciodipendenti causerebbero la vacuolizzazione delle cellule

acinari e contribuirebbero all’attivazione del tripsinogeno[75].

La morte delle cellule acinari: necrosi versus apoptosi

In corso di pancreatite acuta la morte cellulare pud avvenire sia per necrosi che per apoptosi.
L’ apoptosi, nota anche come “morte cellulare programmata”, ¢ caratterizzata da eventi quali la
riduzione del volume cellulare, la condensazione della cromatina e la formazione di corpi apoptotici
e non causa I’infiammazione ed ¢ fondamentale per garantire I’omeostasi dei tessuti. Il controllo e
la regolazione del processo apoptotico dipendono da una famiglia di proteine, le bcl-2 (da B cells
lymphoma, dove la loro capostipite venne per la prima volta descritta), in grado di modulare la
permeabilita mitocondriale, mentre i bracci effettori sono rappresentati da un gruppo di proteasi,
note come caspasi.La necrosi ¢ invece un tipo di morte cellulare che interviene esclusivamente
incondizioni patologiche e costituisce la piu grave forma di risposta al danno cellulare. Essa si
contraddistingue per rigonfiamento e disfunzione dei mitocondri, rottura della membrana cellulare e
dispersione del contenuto nell’interstizio con conseguente flogosi. Le concentrazioni di ATP
(adenosina tri-fosfato) cellulare sono determinanti nell’indirizzare il processo di morte di una
cellula in senso la necrotico o 1’apoptotico e questo vale anche per il pancreas[81]; il motivo risiede

nel fatto che ’ATP ¢ necessario per D'attivita delle caspasi. E’ stato dimostrato che quando

I’apoptosi prevale sulla necrosi la severita del processo infiammatorio ¢ minore[82].

Ruolo dell’infiammazione

Il danno tissutale provocato dall’attivazione intraparenchimale degli enzimi conduce ad una risposta
flogistica locale e sistemica, in cui giocano un ruolo fondamentale i mediatori dell’infiammazione.
Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), interleuchina (IL)-1B, IL-6, Platelet Activating Factor (PAF),
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Intercellular Adhesion Molecule (ICAM)-1, IL-8, Growth-Related Oncogene (GRO)-a, la proteina
chemottatica dei monociti di tipo 1 (MCP-1) e la sostanza P fanno parte dei mediatori pro-
infiammatori, mentre la componente del complemento C5a, IL-10, il recettore solubile del TNF- a,
I’antagonista del recettore della IL-1 e la neuropeptidasi neutra (NEP) costituiscono i mediatori
antinfiammatori[75].Dopo I’insulto iniziale, comincia un’intensa migrazione di leucociti dal circolo
agliacini pancreatici, che richiede prima 1’adesione all’endotelio e poi il passaggioattraverso la
parete vascolare. Questo processo, noto come chemotassi, dipende dallan interazione dei leucociti
con specifiche molecole, le chemochine, che 1li guidano, grazie ad un gradiente di concentrazione,
verso 1 tessuti danneggiati[83].

Le chemochine sono citochine dal basso peso molecolare (8-10 kDa) in grado di stimolare, non solo
la chemiotassi, ma anche I’attivazione dei leucociti. Vengono suddivise sulla base della loro
struttura primaria in due grandi famiglie: quella delle CXC (o a) chemochine, dove i due residui di
cisteina N-terminali della molecola sono separati da un aminoacido, e quella delle CC ( o B)
chemochine, in cui i due residui sono adiacenti.

Il gruppo delle CC chemochine include la proteina chemotattica dei monociti (MCP) di tipo 1, 2 e
3, la proteina infiammatoria dei macrofagi (MIP) 1 o e 1 B, RANTES (Regulated upon Activation,
Normal T-cells expressed and Secreted) ed esercita la propria azione prevalentemente sui monociti,
1 linfociti e gli eosinofili; quello delle CXC chemochine, invece, comprende IL-8, GRO- a, il
peptide derivato dall’epitelio attivante 1 neutrofili (ENA)-78, ed agisce principalmente sui neutrofili.
Le chemochine si legano ad una famiglia di recettori che possiedono sette domini transmembranari
e che sono accoppiati a proteine G; essi sono espressi sulla superficie dei leucociti e garantiscono un
reclutamento estremamente selettivo degli stessi[84].

Una volta raggiunto il tessuto, i leucociti rilasciano specie reattive dell’ossigeno, citochine ed
enzimi proteolitici, contribuendo in questo modo al danno pancreatico e sistemico.

Queste osservazioni suggeriscono un ruolo molto importante delle chemochine nelle prime fasi del

processo fisiopatologico che caratterizza la pancreatite acuta[75].
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Le cellule acinari del pancreas sono in grado di sintetizzare e rilasciare citochine proinfiammatorie,
quali TNF-a (85) e PAF (86), CXC chemochine quali Interferon Inducible Protein (IP)-10 e GRO-
o, € CC chemochine come MCP-1 e RANTES [87-90].

MCP-1 e RANTES vengono prodotte, assieme a IL-8, anche dai mio fibroblasti periacinari, la
forma attiva delle cellule stellate del pancreas[91].

L’mRNA di MCP-1 e di CINC (Cytokine-Induced Neutrophil Chemoattractant, 1’analogo di GRO-
a nel ratto) risulta incrementato gia entro un’ora dall’induzione della pancreatite sperimentale nel
ratto, mentre i loro livelli sierici aumentano a 6 ore di distanza, rientrando nella norma 24 ore dopo.

Il ruolo di tali chemochine nelle fasi iniziali del processo infiammatorio ¢ pertanto rilevante;
costituendo, infatti, un importante segnale proveniente dalle cellule acinari del pancreas e

finalizzato ad attirare leucociti nell’organo danneggiato[88, 92].
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Anatomia Patologica

Nella pancreatite acuta ¢ presente una gamma estremamente ampia di reperti morfologici,

dall’edema interstiziale nella forma lieve ad aree confluenti di necrosi e di emorragia nella forma

severa[55]. Le alterazioni morfologiche di base sono:1) la lesione microvascolare, responsabile
dell’edema;

2) la steatonecrosi, conseguenza della distruzione enzimatica degli adipociti: gli enzimi lipolitici, una
volta attivati, dissolvono le membrane cellulari e idrolizzano i trigliceridi immagazzinati. Gli acidi
grassi cosl liberati si combinano con il calcio a formare sali insolubili che precipitano in loco creando
aree bianche come il gesso, apprezzabili all’esame macroscopico;3) una risposta infiammatoria
acuta;

4) la digestione del parenchima pancreatico ad opera delle proetasi;

5) la distruzione dei vasi sanguigni e la conseguente emorragia interstiziale.

Nella forma lieve le alterazioni istologiche si limitano all’edema interstiziale e alla presenza di
limitate aree di steatonecrosi a carico del pancreas e del tessuto peripancreatico. L’edema
interstiziale si risolve spontaneamente in pochi giorni, e i piccoli focolai di necrosi guariscono
completamente con minimi esiti fibrotici[93].

Nella pancreatite acuta severa la necrosi coinvolge il pancreas in modo massivo, estendendosi agli
acini, ai dotti e alle isole del Langerhans. Il danno puo interessare anche le strutture vascolari ed
essere tanto severo da causare un’emorragia del parenchima pancreatico. Macroscopicamente la
ghiandola presenta aree emorragiche rosso-nerastre frammiste a zone giallastre e calcifiche di
steatonecrosi. Focolai di steatonecrosi possono comparire in tutti i depositi di tessuto adiposo, come
I’omento, il mesentere ed anche il tessuto sottocutaneo[94].

Le aree di necrosi inferiori a 4-5 cm possono essere lentamente riassorbite, mentre quelle pil estese

si organizzano nell’arco di 4-6 settimane in cavita pseudocistiche[93].
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Presentazione clinica

Il dolore addominale, localizzato in genere in epigastrio, ¢ il sintomo principale della pancreatite
acuta; la tipica irradiazione ‘“a sbarra” ad entrambi gli ipocondri e posteriormente al dorso, ¢
presente nel 40%-70% dei pazienti. Il dolore aumenta progressivamente di intensita raggiungendo il
culmine 30-60 minuti dopo I’esordio e pud persistere per ore o giorni[66].Il perdurare della
sintomatologia dolorosa oltre questo limite temporale ¢ associato allo sviluppo di complicazioni
locali quali raccolte fluide ad insorgenza acuta, pseudocisti ed aree di necrosi[55].

Nella pancreatite acuta biliare il dolore ¢ tipicamente improvviso, ad insogenza acuta, trafittivo e
ben localizzato in regione epigastrica, mentre nelle pancreatiti ereditarie, ad eziologia metabolica o
correlate all’abuso di alcol, I’esordio puo essere pill graduale e il dolore meno localizzato[95].

La pancreatite acuta non accompagnata a dolore addominale ¢ un’entita clinica riconosciuta che pud
presentarsi in corso di shock di origine sconosciuta, durante il decorso post-operatorio, nei pazienti
che sono stati sottoposti a trapianto di rene, nei pazienti in trattamento dialitico peritoneale, nella
chetoacidosi diabetica[96].

Nausea e vomito frequentemente si associano al dolore.

L’obiettivita addominale varia notevolmente da paziente a paziente; essa va da una modesta
reazione di difesa, associata in genere a distensione e meteorismo dovuti all’ileo paralitico, ad una
peritonite generalizzata, tipica delle forme piu gravi.

Ecchimosi grigio-bluastre sui fianchi (segno di Grey-Turner) e in regione periombelicale (segno di
Cullen) vengono di solito riscontrate nella forma severa e sono dovute all’infiltrazione emorragica
del sottocute.

La patologia pud evolvere verso una flogosi generalizzata (Systemic Inflammatory Response
Syndrome, SIRS), responsabile di insufficienza respiratoria e scompenso cardiocircolatorio;
I’ipotensione e I’ipossia che ne conseguono possono portare ad alterazione del sensorio ed
insufficienza renale.
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Sete, oliguria, tachicardia e tachipnea, associate ad agitazione psicomotoria ed a stato confusionale
caratterizzano un decorso clinico severo e rendono necessario il ricovero del paziente in una unita di
terapia intensiva[95].

L’insufficienza d’organo si verifica con una maggior frequenza nei pazienti affetti da

pancreatite severa rispetto a quelli colpiti dalla forma lieve (circa un 50% dei pazienti a fronte di un
5%-10% rispettivamente) e, quando ¢ presente, comporta un aumento della mortalita proporzionale
al numero di organi coinvolti (10% nel caso di un solo organo interessato; 30%-50% nel caso di
MOF, Multi Organ Failure)[43].

Il primo segno di MOF nei pazienti con pancreatite acuta consiste in una riduzione della funzione
respiratoria sostenuta dalla sindrome da distress respiratorio dell’adulto (ARDS), seguita poi dal
coinvolgimento dell’apparato cardiocircolatorio, del rene e del fegato[97].

La febbre, in genere presente, puo essere espressione della flogosi sistemica mediata dalle citochine,
oppure di una colangite in caso di ostruzione della via biliare. Un rialzo febbrile riconducibile a

necrosi infetta non compare prima di due o tre settimane[55].

Diagnosi

Il riscontro clinico di sintomi come il dolore addominale, la nausea ed il vomito, ed il rilievo
laboratoristico di elevati livelli sierici di enzimi pancreatici, rappresentano i cardini della diagnosi

da pancreatite acuta[53, 61, 71].

Indagini bioumoralill dosaggio dell’amilasi & quello pit frequentemente eseguito, nonostante
I’iperamilasemia non sia specifica della pancreatite acuta, ma venga riscontrata in un elevato numero di
condizioni patologiche che tendono tutte a presentarsi con un quadro di addome acuto (la perforazione di un
viscere, 1’ischemia e 1’ostruzione intestinale, la rottura di un aneurisma dell’aorta addominale o di una

gravidanza ectopica, I’appendicite acuta), oltre all’insufficienza renale, alle malattie delle vie biliari
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(colangite, colecistite e coledocolitiasi), alla parotite e ad altre malattie del pancreas diverse dalla pancreatite
acuta quali la pancreatite cronica, il carcinoma e le pseudocisti.

Un livello di amilasi sieriche pari a tre volte il valore normale ¢ accettato come accurato cut-off. Va
ricordato, a tal proposito, come i riferimenti citati vanno comunque sempre interpretati alla luce
della clinica, facendo particolare riferimento al momento di insorgenza della sintomatologia
dolorosa[96].

L’iperamilasemia puo mancare negli attacchi di lieve entita, negli episodi di acuzie in un paziente
affetto da pancreatite cronica, soprattutto nelle forme alcol-correlate, e nei pazienti con
ipertrigliceridemia. La specificita dell’amilasi ¢ dell’88% circa, mentre la sensibilita & attorno al
72%.

Il dosaggio della lipasi possiede una maggior sensibilita e specificita rispetto a quello della amilasi
(pari a 100% e 96% rispettivamente), e quindi un’accuratezza superiore.

La sensibilita piu elevata della lipasi sembra derivare dalla sua maggiore emivita.

La lipasi rimane in circolo infatti per 8-14 giorni dopo un picco alla ventiquattresima ora, mentre le
concentrazioni sieriche dell’amilasi decrescono gia dopo 3-4 giorni[55].

Esistono comunque delle condizioni cliniche associate ad un aumento della lipasi sierica diverse
dalla pancreatite acuta; tra queste ricordiamo sempre 1’appendicite acuta, le malattie delle vie
biliari, la pancreatite cronica, il carcinoma e le pseudocisti pancretiche, 1’insufficienza renale
cronica.

Altri enzimi pancreatici quali I’isoamilasi, la fosfolipasi Az 1’elastasi 1, il tripsinogeno cationico,
ecc. possono essere misurati nel siero e nelle urine[98] e potrebbero diventare utili strumenti
diagnostici, ma non rientrano, ad oggi, nella comune pratica clinica[66].

Parametri laboratoristici come 1’iperbilirubinemia, suggeriscono un’eziologia biliare della malattia,

spesso associata ad un incremento delle transaminasi.
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I'livelli di AST (Aspartato-Amino-Trasferasi) sono un parametro preso in considerazione da diversi
sistemi prognostici, e risultano molto piu elevati nella pancreatite severa rispetto alla lieve, essendo
correlati ad una seria compromissione epatica.

La leucocitosi, infine, compare in corso di SIRS [99].

Diagnostica per immagini

La diagnosi di pancreatite acuta ¢ supportata dalla radiologia. La diagnostica per immagini consente
inoltre di individuare segni prognostici € complicazioni, ma solo in pochi casi permette di risalire
alla causa della malattia.L.’ecografia transaddominale difficilmente riesce a visualizzare il pancreas,
soprattutto in caso di spiccato meteorismo, anche se, dal recente studio italiano di Uomo et Al. [46],
la metodica si ¢ dimostrata in grado di visualizzare edema ghiandolare, anomalie dell’ecostruttura e
raccolte fluide peripancreatiche, proponendosi dunque in questo senso come alternativa alla
Tomografia assiale Computerizzata (TC) con mezzo di contrasto (m.d.c.) nei pazienti con
pancreatite acuta lieve.

L’utilita dell’ecografia transaddominale risiede principalmente nella semplicita della metodica,
nella capacita di identificare la presenza di calcoli e fango biliare e di individuare una dilatazione
del coledoco. In caso di referto negativo, il test piu sensibile per diagnosticare la presenza di calcoli
biliari potenzialmente misconosciuti durante il primo esame, ¢ un’ulteriore ecografia
transaddominale[100].

La sensibilita della metodica ¢ infatti superiore a quella della risonanza magnetica nucleare (RMN),
ma crolla quando si tratta di individuare calcoli nel coledoco distale[58, 101].

Superiore in questo senso si dimostra I’eco-endoscopia (EUS), utile anche ai fini di valutare la
necessita di eseguire una ERCP (colangio-pancreatografia retrograda endoscopica)[102].

L’ERCP, effettuata in associazione o meno alla sfinterotomia endoscopica per estrarre il calcolo
intrappolato nell’ampolla del Vater, ha dimostrato di poter ridurre del 73% l’incidenza di
complicazioni nei pazienti con pancreatite biliare severa[103].

37



Il ruolo della TC nella pancreatite acuta ¢ quello di confermare la diagnosi, escludere altre cause di
dolore addominale, stabilire la severita della malattia (attraverso 1’indice di severita TC) ed
individuare le complicazioni[104].

I reperti TC vanno da un ingrandimento focale o diffuso del pancreas a stravasi e raccolte fluide
perighiandolari, fino alla necrosi pancreatica, identificata dal mancato enhancement del tessuto
dopo la somministrazione di m.d.c. endovenoso. La necrosi pud non evidenziarsi completamente
prima di 72 ore dall’insorgenza della malattia e 1’esecuzione troppo precoce di una TC con m.d.c.
puo sottostimare la severita della pancreatite[55, 66].

Un’acquisizione recente riguarda il potenziale danneggiamento da parte del m.d.c. del microcircolo
pancreatico. Esso sarebbe responsabile di un aggravamento dell’entita della necrosi dell’organo e
quindi del peggioramento del decorso della pancreatite acuta[104]. Questo processo pud essere
dimostrato in alcuni modelli animali di pancreatite acuta, ma non in tutti.

L’unico studio randomizzato effettuato al riguardo escluderebbe questa eventualita[ 105].

E’ raccomandato infine eseguire una TC in tutti i pazienti con insufficienza d’organo, dolore
addominale persistente e segni di sepsi[56].

La RMN con gadolinio ¢ accurata tanto quanto la TC nell’imaging del pancreas e nello stabilire il
grado di severita della pancreatite acuta, inclusa la documentazione del grado di necrosi
ghiandolare. E’ difficile tuttavia sottoporre un paziente critico a questo tipo di esame strumentale,

percio la TC ¢ da preferirsi[ 106].

Definizione della severita

Stabilire precocemente la severita della pancreatite acuta ¢ fondamentale per una corretta gestione
del paziente attraverso un trattamento tempestivo ed adeguato.Un’ampia gamma di sistemi
prognostici sono stati delineati ai fini di identificare i pazienti affetti da pancreatite acuta a rischio di

sviluppare complicazioni e di andare incontro a morte[107].1 criteri di Ranson prendono in
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considerazione undici parametri (I’eta, la conta leucocitaria, la glicemia, i livelli sierici
dell’aspartato-amino trasferasi e della lattato deidrogenasi, 1’ematocrito, il sequestro di fluidi, la
calcemia, la PaO2, I’azotemia ed il deficit di basi), di cui i primi cinque valutati all’ingresso e gli
altri sei nelle 48 ore successive: esiste una relazione lineare tra mortalita e numero di alterazioni
riscontrate in tali parametri: il rilievo di tre o piu alterazioni tra quelle elencate ¢ indice di un attacco
severo di pancreatite[52].

Sono state successivamente introdotte delle modifiche a tali criteri per la pancreatite acuta ad
eziologia biliare, riducendo il numero dei fattori prognostici a dieci (vedi tabella 2).

Nonostante specificita e valore predittivo positivo siano piuttosto bassi (77% e 49%), i criteri di
Ranson sono tuttora ampiamente applicati anche nei trials clinici, e sono utili in quanto focalizzano
I’attenzione del medico sull’organo che piu probabilmente andra incontro a deficit di funzione[97].
Un sistema prognostico sviluppato in seguito ¢ quello di Glasgow (o di Imrie, dal nome
dell’autore), che riduce il numero di fattori da undici a otto (vedi tabella 3).

Anche in questo caso, il rilievo di tre o piu alterazioni tra quelle indicate ¢ espressione di severita
della malattia[ 108].

L’accuratezza complessiva ¢ simile ai piu laboriosi criteri di Ranson.

Un limite di entrambi 1 sistemi prognostici, tuttavia, ¢ che la raccolta dei dati viene completata 48
ore dopo I’'ingresso del paziente.

Lo score APACHE-II (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation-II) fornisce informazioni
prognostiche paragonabili a quelle dei criteri di Ranson e di Glasgow, avendo pero il vantaggio di
poter essere calcolato in un qualsiasi momento del ricovero del paziente, ed aggiornato al
modificarsi delle sue condizioni cliniche, consentendo cosi il monitoraggio dell’andamento della
malattia e della risposta alla terapia[66].

L”APACHE-II prevede la valutazione di parametri come la temperatura corporea, la pressione

arteriosa, la frequenza cardiaca, il pH arterioso, la concentrazione sierica di Na*, K" e creatinina,
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I’ematocrito, la conta leucocitaria, 1’eta, il punteggio ottenuto nella scala del coma di Glasgow, la
PaO2.

Un punteggio > 8 ¢ indice di una pancreatite acuta severa[53].

Sono state sviluppate due varianti semplificate dell’APACHE-II (Simplified Acute Physiology
Score-SAPS e SAPS II), validate per predire la severita della pancreatite nei pazienti ricoverati in
terapia intensiva[109], cosi come ¢ stata elaborata una forma di APACHE ancora pill complessa,
I’ APACHE-III, la quale pero non ¢ stata completamente valicata[110].

Sulla base dell’osservazione che I’obesita ¢ un fattore di rischio per la pancreatite acuta severa[111-
112], ¢ stata proposta una variante dell’ APACHE-II comprendente tra i parametri valutati ’indice
di massa corporea (BMI, Body Mass Index). La nuova scala “APACHE-0" prevede 1’aggiunta di un
punto per un BMI tra 25 e 30 Kg/rn2 (sovrappeso) e due punti per un BMI > 30 (obesita),
aumentando cosi I’accuratezza dello score prognostico[113].

Uno studio successivo perd non conferma tale dato[112].

I sistemi prognostici citati si caratterizzano tutti per un alto numero di falsi positivi e per un basso
valore predittivo positivo: molti pazienti con uno score di APACHE II > 8 (o di Ranson > 3) non
sviluppano complicazioni € non muoiono; questo perche la forma severa di malattia non ha una
prevalenza elevata (circa il 15% di tutti 1 casi di pancreatite)[66].

La necrosi pancreatica rientra nei criteri di Atlanta per la definizione di severita della pancreatite
acuta. Balthazar et Al. svilupparono un sistema di punteggio, ’indice di severita TC, basato sui
reperti delle scansioni TC eseguite con m.d.c., quali I’estensione dell’edema pancreatico, la
presenza di raccolte fluide peripancreatiche e di necrosi. Pazienti con un indice di 0 o 1 hanno
morbilita e mortalita nulle; un punteggio pari a 2 corrisponde ad un tasso di morbilita del 4% ed ad
una mortalita nulla, mentre un punteggio da 7 a 10 indica una morbilita del 92% ed una mortalita
del 17%. Cio suggerisce come una necrosi estesa sia associata con maggior probabilita di una

insufficienza d’organo e ad una prognosi sfavorevole[104].
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Numerosi parametri laboratoristici sierici ed urinari sono stati identificati e studiati ai fini di un loro
potenziale utilizzo come markers prognostici; tra questi 1L-6, 1L-8, IL-1p, IL-10, la Proteina C
Reattiva, TNF ed il suo recetore solubile, PAF, il peptide di attivazione del tripinogeno, 1’elastasi
leucocitaria, la procalcitonina, ecc, ma i dati che a disposizione sono limitati[66].

La Proteina C Reattiva (PCR) ¢ una proteina di fase acuta che viene sintetizzata dagli epatociti su
stimolo della IL-1 e della IL-6, raggiungendo il picco sierico 72 ore dopo I’insorgenza del dolore.
Ad oggi, la PCR ¢ il miglior marker biochimico che da solo ¢ in grado di predire la severita della
pancreatite acuta, con una accuratezza che ¢ massima a 48 ore dall’insorgenza dei sintomi[97] e che
¢ paragonabile a quella dei criteri di Ranson, di Glasgow e all’ APACHE II score[66].

Una concentrazione sierica di 150 mg/dl viene considerata il valore soglia per discriminare tra le
forme lievi e severe di pancreatite[36].

Dal momento che i livelli di MCP-1 risultano drammaticamente aumentati nei pazienti affetti da
pancreatite acuta che sviluppano complicanze locali e sistemiche[92], tale chemochina ¢ stata
proposta come marker della riposta infiammatoria in grado di predire la severita della patologia[97].
In conclusione, gli elementi che abbiamo a disposizione per predire la severita di un attacco di
pancreatite sono quelli elencati nella tabella 4. Il successivo monitoraggio dell’andamento malattia

richiede ripetute valutazioni cliniche, dosaggi regolari della PCR sierica (due volte alla settimana),

ed esecuzione di una TC quando necessario[56].

Complicazioni

Le complicazioni della pancreatite acuta possono essere locali o sistemiche. Le complicazioni locali
includono la necrosi pancreatica (sterile o infetta), le raccolte fluide, le pseudocisti e 1’ascesso; le
complicazioni sistemiche comprendono lo sviluppo di insufficienza d’organo (in particolare di
insufficienza respiratoria associata ad ARDS ed insufficienza renale), la comparsa di instabilita
circolatoria fino allo shock e le emorragie gastrointestinali[51].Una ridotta tolleranza al glucosio ¢
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stata riscontrata nel 25%-35% dei pazienti con pancreatite acuta severa[l14], mentre 1’ipocalcemia
¢ relativamente comune ed ¢ per lo pil attribuibile all’ipoalbuminemia[66].

Si definisce necrosi pancreatica la presenza di zone focali o diffuse del parenchima

pancreatico che non vanno incontro ad enhancement durante 1’esecuzione di una TC con mezzo di
contrasto., e che risultano superiori rispettivamente a 3 cm e al 30% di tutto il pancreas[51].
Nell’arco di alcune settimane o mesi il materiale necrotico tende ad andare incontro ad un processo
di colliquazione, circondandosi di una parete di tessuto granulomatoso simile a quella delle
pseudocisti (necrosi pancreatica organizzata).

La presenza di necrosi pancreatica, sia essa organizzata o no, non pone indicazione ad alcun tipo di
intervento specifico; la diagnosi viene posta tramite la TC con mdc.

Ai fini della determinazione della percentuale di componente solida e liquida dell’area necrotica,
risultano superiori alla TC la RMN e I’eco-endoscopia.

La presenza di batteri e/o miceti nel tessuto necrotico caratterizza il quadro dellanecrosi infetta[43].
Il sospetto clinico nasce dall’aggravamento del dolore addominale, dalla comparsa di febbre e di
leucocitosi, tipicamente 1-2 settimane dall’insorgenza della malattia.

La diagnosi viene posta tramite il riscontro alle scansioni TC di gas all’interno della raccolta e
attraverso I’esame colturale eseguito su un campione di materiale prelevato tramite aspirato con ago
sottile (FNA).

Tutti 1 pazienti in cui sia stata diagnosticata una necrosi infetta devono essere sottoposti al
drenaggio della raccolta, che puod essere radio-guidato, endoscopico o chirurgico
(necrosectomia)[36]. Un approccio meno invasivo come quello radiologico, endoscopico o
laparoscopico ¢ tanto piu efficace quanto maggiore ¢ la percentuale di tessuto colliquato[66]. Il
gold-standard rimane comunque, ad oggi, la necrosectomia[56].

Le raccolte fluide intra e peripancreatiche sono frequenti nei pazienti con pancreatite moderata e
severa, e raramente richiedono un trattamento specifico. Circa la meta delle raccolte fluide si risolve

spontaneamente nell’arco di sei settimane, mentre il 15% si trasforma in una pseudocisti.
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La pseudocisti ¢ definita come una raccolta di succo pancreatico delimitata da una parete di tessuto
fibroso e granulomatoso non rivestita internamente da epitelio, che si puo formare a seguito di una
pancreatite acuta, di una pancreatite cronica o di un trauma pancreatico. Essa puo essere del tutto
asintomatica, cosi come causare dolore addominale ed ostruzione del duodeno, dello stomaco o del
coledoco; puo andare incontro a sua volta a complicazioni quali I’infezione, la rottura, il
sanguinamento[115-116].

L’infezione di una pseudocisti comporta 1’accentuazione del dolore addominale, la comparsa di
febbre e di leucocitosi.

Il drenaggio di una pseudocisti infetta ¢ in genere agevole dato il suo contenuto liquido.

La rottura di una pseudocisti in cavita peritoneale ¢ responsabile della comparsa di peritonite ed
ascite. L’esecuzione di una paracentesi ed il successivo riscontro di una elevata concentrazione di
amilasi (> 20.000 UI/I) consentono di porre diagnosi.

La maggior parte dei pazienti viene trattata in modo conservativo tramite il posizionamento di
drenaggi, la nutrizione parenterale, la somministrazione di diuretici ed octreotide. Alternative
terapeutiche sono la pancreatectomia distale per le lesioni della coda e la pancreaticodigiunostomia
per quelle della testa.

La pseudocisti pud rompersi anche nel cavo pleurico, generando una fistola pleuropancreatica e la
formazione di un versamento toracico, per la cui diagnosi ¢ necessaria una toracentesi[117].

Il sanguinamento pud rimanere confinato all’interno della lesione o presentarsi sotto forma di
un’emorragia digestiva qualora la pseudocisti comunichi con 1l tratto gastrointestinale o con il dotto
pancreatico; la terapia consiste nell’embolizzazione del vaso sanguinante identificato
all’arteriografia[66].

Le pseudocisti di piccole dimensioni e asintomatiche non richiedono alcun trattamento; mentre ¢
indicata la terapia per quelle che persistono per piu di sei settimane, che aumentano continuamente

di dimensioni e che sono sintomatiche[118].
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Il trattamento consiste nella resezione, nel drenaggio esterno o in quello interno. La resezione ¢
indicata quando non implica una perdita importante di parenchima pancreatico, come per le piccole
pseudocisti della coda del pancreas.

Il drenaggio esterno pu0 essere posizionato chirurgicamente o per via percutanea, mentre il
drenaggio interno puo essere ottenuto sia attraverso una cistogastrostomia, una cistoduodenostomia
od una cistodigiunostomia sia, in modo meno invasivo, tramite il confezionamento per via
endoscopica di una fistola cisto-enterica o, se la pseudo cisti comunica col dotto di Wirsung,
attraverso il posizionamento di uno stent trans papillare[119].

L’ascesso, infine, ¢ la conseguenza dell’infezione di una pseudocisti o di una piccola area necrotica

colliquata[66].

Terapia

Terapia di supporto

La terapia di supporto prevede la somministrazione di fluidi, la prevenzione dell’ipossiemia,
I’analgesia e la correzione degli squilibri elettrolitici e metabolici. L’ipovolemia ¢ la conseguenza
del vomito, della sudorazione profusa e del sequestro di fluidi nel “terzo spazio” a seguito della
flogosi generalizzata, ed ¢ segnalata dalla comparsa di emoconcentrazione, tachicardia, oliguria,
iperazotemia ed ipotensione. Una fluidoterapia aggressiva ¢ in grado di prevenire, o quanto meno di
minimizzare, la compromissione della microcircolazione pancreatica e quindi di ridurre I’incidenza
della necrosi pancreatica. Il monitoraggio della efficacia della fluidoterapia ¢ costituito dalla
valutazione dei segni vitali, della quantita delle urine emesse e dall’ematocrito.E’ necessario
prevenire I’ipossiemia attraverso la somministrazione di ossigeno nelle prime 24-48 ore,
accompagnata da uno stretto monitoraggio della SaO2 tramite il pulsossimetro[43].L’ipocalcemia
solitamente non richiede alcun trattamento sino a quando non compaiono segni di ipereccitabilita

neuromuscolare come il segno di Chovsteck e di Trousseau, mentre per il trattamento
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dell’iperglicemia ¢ necessaria la somministrazione di insulina nella maggior parte dei pazienti con
pancreatite severa e in molti con pancreatite moderata.

L’ipertrigliceridemia, oltre ad essere, quando particolarmente severa, una causa di pancreatite acuta,
ne ¢ anche una conseguenza; in genere non richiede alcuna terapia, ma una piccola percentuale di
pazienti deve essere sottoposta a plasmaferesi. Per il controllo della sintomatologia dolorosa si
somministrano in genere analgesici quali morfina o meperidina per via parenterale.

Nonostante riserve siano state avanzate sull’uso della morfina per la possibilita che essa causi

spasmo dello sfintere di Oddi, non c’¢ nessuna evidenza che ci0 accada nell’uomo([66].

Supporto nutrizionale

Nella pancreatite acuta lieve il supporto nutrizionale non ¢ necessario dal momento che il paziente
riprende ad alimentarsi spontaneamente nei primi giorni del ricovero in ospedale; nella pancreatite
acuta severa ¢ invece raccomandata una nutrizione enterale o parenterale totale. Un recente studio
ha dimostrato come la nutrizione enterale sia superiore a quella parenterale totale, riducendo il

numero di complicazioni sia locali che sistemiche e la mortalita dei pazienti[120].

Uso degli antibioticiSe esiste un generale accordo in merito al fatto che la somministrazione di
antibiotici a scopo profilattico non sia giustificata nei pazienti con pancreatite acuta lieve[121], il
ruolo della terapia antibiotica nei pazienti con pancreatite acuta severa nel prevenire lo sviluppo di
una necrosi infetta ¢ tuttora molto controverso. L’efficacia profilattica degli antibiotici ¢ stata
inizialmente dimostrata nello studio randomizzato di Pederzoli et Al. [122] e successivamente
confermata da Bassi e colleghi[123]. Nessun accordo in merito ¢ stato raggiunto dalla UK Working
Party[56], mentre un recente studio randomizzato controllato in doppio cieco ha invece concluso
come non esista alcuna differenza statisticamente significativa nella prevalenza di necrosi infette e

nella mortalita tra 1 pazienti trattati con meropenem e quelli che hanno ricevuto il placebo[124].
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Nel caso di una necrosi infetta confermata da FNA, va instaurata una terapia antibiotica mirata in

base all’antibiogrammal[43].

Terapia per ridurre la frequenza e la severita delle complicazioni

Il presupposto che una riduzione della secrezione pancreatica (ottenuta con il posizionamento del
sondino naso-gastrico e la somministrazione di H2-antagonisti, inibitori di pompa protonica,
atropina, 5-fluoro-uracile, somatostatina ed octreotide) abbia ripercussioni positive sull’outcome del
paziente ¢ stato per anni un elemento fondante della terapia dei pazienti con pancreatite acuta.Una
meta-analisi sull’efficacia della somatostatina e dell’octreotide ha dimostrato che sia la
somatostatina che I’octreotide non garantiscono nessun beneficio ai pazienti con pancreatite acuta
lieve, mentre solo la somatostatina (ma non 1’octreotide) ¢ in grado di determinare una riduzione
della mortalita globale nei pazienti affetti da pancreatite acuta severa[ 108].

Il ruolo delle proteasi nella risposta flogistica sistemica ¢ incerto, oggi si tende ad attribuisce
maggior importanza alla cascata infiammatoria delle citochine[66]. L’inibitore delle proteasi
gabesato mesilato si ¢ dimostrato in grado di ridurre I’incidenza delle complicazioni, ma non la
mortalita complessiva dei pazienti[ 125].

L’ERCP, come suddetto, associata o meno a sfinterotomia endoscopica, ¢ infine capace di ridurre
del 73% 1’incidenza di complicazioni nei pazienti con un calcolo intrappolato nell’ampolla del

Vater[103].
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1.2b - PANCREATITE ACUTA RICORRENTE

Definizione

N

La pancreatite acuta ricorrente ¢ una malattia inflammatoria che colpisce le cellule acinari del
pancreas, responsabile dell’alterazione della struttura dell’organo e del suo deterioramento
funzionale[55, 126]. Episodi ricorrenti di pancreatite acuta possono infatti portare ad una perdita
progressiva della funzione secretoria esocrina ed endocrina del pancreas, configurando un quadro di
pancreatite cronica[28].E’ stato altresi notato come pazienti che manifestano clinicamente ripetuti
attacchi di pancreatite acuta, possono gia presentare, a livello pancreatico, alterazioni tipiche della

pancreatite cronica evidenziate dall’ERCP, dall’EUS e dai test di funzionalita pancreatica[119].

Epidemiologia

Poco pit di un quarto (27%) dei pazienti che hanno subito un attacco di pancreatite acuta tende ed
sviluppare un quadro di pancreatite acuta ricorrente costellato da ripetuti episodi di malattia[127].
Una percentuale leggermente superiore, 31%, viene riportata da Zhang e colleghi
(128).Nell’esperienza di Gullo et Al. [127] i pazienti colpiti sono soprattutto maschi (73,3%), con
un’eta media di 43 anni (range: 16-95 anni).

La mortalita complessiva ¢ del 5,9% e quasi tutti i decessi si verificano al secondo attacco di
pancreatite. Non esisterebbe una differenza statisticamente significativa tra la mortalita dei pazienti

colpiti da pancreatite acuta e quelli che sviluppano la forma ricorrente della malattia.

Eziologia
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Le cause di pancreatite acuta ricorrente sono elencate nella tabella 5.Somogyi e colleghi[129]
suggeriscono la classificazione delle cause di pancreatite acuta ricorrente in tre categorie:-Tossiche-
metaboliche, come 1’alcol, I’ipercalcemia, I’ipertrigliceridemia, e i farmaci.-Meccaniche-ostruttive,
quali la coledocolitiasi (microlitiasi), ostruzioni ampollari e periampollari (diverticoli, cisti, tumori,
stenosi ed infezioni), ostruzioni del dotto pancreatico (tumori, stenosi benigne), malformazioni
congenite (pancreas divisum ed anulare).-Miscellanea, comprendente cause vascolari (ipotensione,
vasculiti, embolia, stati di ipercoagulabilita), genetiche (pancreatite ereditaria), infettive,
autoimmuni.La piu frequente causa non solo di pancreatite acuta, ma anche di pancreatite acuta
ricorrente ¢ ritenuta la litiasi biliare[128-129].Per quanto riguarda la microlitiasi, essa sembra essere
responsabile di circa due terzi dei casi di pancreatite acuta ricorrente inizialmente etichettati come
idiomatici[130]. In quei pazienti in cui ¢ stata posta diagnosi di pancreatite acuta ricorrente
idiopatica (10%-30% dei casi ), una valutazione piu approfondita puo portare all’identificazione di
cause ben definite quali microlitiasi, pancreas divisum od anulare, disfunzione dello sfintere di
Oddi, pancreatite ereditaria, fibrosi cistica, coledococele, tumori biliopancreatici, una giunzione

biliopancreatica anomala[131].

Pancreas divisum

Il pancreas divisum ¢ la pit comune malformazione congenita del pancreas, la cui prevalenza nei
reperti autoptici va dal 4,4% al 12%.Esso origina dalla fusione incompleta dell’abbozzo pancreatico
dorsale con quelloventrale, evento che si verifica nel corso della sesta settimana di gestazione.La
conseguenza ¢ che il dotto ventrale (di Wirsung) continua a drenare esclusivamente il pancreas
ventrale, mentre la maggior parte della ghiandola, I’abbozzo dorsale, fa capo, tramite il dotto
dorsale (di Santorini), alla papilla minore, spesso stenotica in questi pazienti. La sproporzione tra le

piccole dimensioni del sistema duttale e la grande quantita di succo pancreatico che deve essere
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drenato attraverso di esso, crea le condizioni per lo sviluppo di ipertensione duttale, che predispone
a sua volta alla pancreatite[132].

A volte il dotto pancreatico dorsale e ventrale possono comunicare attraverso esili e sottili canali,
configurando il quadro di pancreas divisum incompleto, che in termini di presentazione clinica e di
risposta al trattamento non differisce dal pancreas divisum[133].

Il ruolo del pancreas divisum nell’eziologia della pancreatite ricorrente ¢ piuttosto controverso, dal
momento che solo una piccola percentuale di pazienti con questa variante anatomica sviluppa
episodi ricorrenti di pancreatite[134-135]; tuttavia il 25% dei pazienti affetti da pancreatite acuta
ricorrente definita inizialmente come idiopatica ha il pancreas divisum. Per questo motivo la
valutazione di un paziente con pancreatite acuta ricorrente dovrebbe includere ERCP e colangio-

pancreato-risonanza magnetica (CPRM) per indagare la presenza di tale malformazione[129].

Pancreas anulare

Il pancreas anulare ¢ una malformazione congenita in cui un lembo nastriforme di tessuto
pancreatico circonda pit 0 meno completamente il duodeno, in genere all’altezza della papilla
maggiore. Il difetto si verifica in utero quando 1’abbozzo pancreatico ventrale aderisce alla parete
duodenale, fissandosi ad essa.

La prevalenza ¢ di 1/7000-1/20.000 reperti autoptici, e spesso ¢ riscontrabile una comorbidita con la
sindrome di Down, malformazioni cardiache, fistola tracheoesofagea, diverticolo di Meckel ed ano
imperforato.I  sintomi  possono comparire durante l’infanzia, e sono in genere
riconducibiliall’ostruzione duodenale, o in eta adulta, e sono in questo caso rappresentati da
doloreaddominale, pancreatite acuta ricorrente, pancreatite cronica, sintomi da ostruzione dellavia

biliare principale[136].La diagnosi ¢ posta tramite ERCP [114)].

Coledococele

49



Il coledococele ¢ una malformazione cistica della via biliare, congenita od acquisita, nella quale il
segmento distale (intramurale) del coledoco ¢ dilatato e protrude all’interno del lume duodenale.
Varia da alcuni millimetri a diversi centimetri di dimensione ed ¢ associato a coliche biliari, ittero
ostruttivo € a pancreatite acuta ricorrente; la flogosi pancreatica si sviluppa quando la dilatazione
cistica con il suo contenuto (fango biliare o calcoli) ostacola il drenaggio del succo pancreatico nel
duodeno.

Di tutte le malformazioni cistiche delle vie biliari, solo il coledococele € stato associato a
pancreatite acuta ricorrente[ 137].

La diagnosi viene posta tramite ERCP, durante la quale la papilla duodenale maggiore appare

rigonfia e soffice (“pillow sign”)[131].

Giunzione bilio-pancreatica anomala

La giunzione bilio-pancreatica viene definita anomala quando il canale comune ¢ troppo lungo (>15
mm). Essa si associa a colangiocarcinoma, adenocarcinoma della colecisti, cisti del coledoco e
pancreatite acuta ricorrente, dal momento che lo sfintere non separa completamente la via biliare
dal Wirsung e la bile ¢ libera di refluire nei dotti pancreatici[138]. Gli esami strumentali in grado di

evidenziare tale anomalia sono ERCP, colangio-pancreatoRM ed EUS[131].

Disfunzione dello sfintere di OddiLo sfintere di Oddi & una struttura fibromuscolare lunga 5-15
mm che avvolge il tratto distale del coledoco, del Wirsung ed il canale comune. Esso regola il
flusso di bile e di succo pancreatico nel duodeno, inibisce il reflusso del contenuto duodenale nel
coledoco e nel Wirsung, e promuove il riempimento della colecisti da parte della bile.La
disfunzione dello sfintere di Oddi puo avere un base organica (stenosi) o funzionale (spasmo) e puo

essere causa di una sintomatologia prevalentemente biliare o pancreatica.
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Sia la forma biliare che quella pancreatica di malattia vengono classificate secondo Geenen e Hogan
in tre varianti (tipo I, IT e III).

Nel caso della forma pancreatica, la variante di tipo I, in genere riconducibile a stenosi, ¢
caratterizzata da episodi ricorrenti di pancreatite, accompagnati da innalzamento sierico degli
enzimi pancreatici, ridotto drenaggio del succo pancreatico in duodeno e dilatazione del Wirsung.

Il tipo II € una variante intermedia tra il tipo I e III.

La variante di tipo III si contraddistingue per dolore addominale isolato.

La manometria dello sfintere di Oddi (SOM) ¢ il gold standard per la diagnosi di disfunzione
dell’Oddi, che viene stabilita in caso di valori pressori superiori a 40 mmHg [139].

Si stima che la disfunzione dello sfintere di Oddi sia alla base di un terzo delle forme di pancreatite

acuta ricorrente inizialmente definite come idiopatiche[131].

Tumori biliopancreatici

I tumori biliopanceratici, in paricolare adenomi ed adenocarcinomi ampollari, I’adenocarcinoma del
pancreas ed i tumori neuroendocrini possono essere causa di episodi ricorrenti di pancreatite e
devono essere sempre sospettatati nel panziente di mezza eta od anziano[56].TC, RM, eco-
endoscopia (EUS) ed ERCP consentono di identificare la lesione, ma la conferma diagnostica ¢ solo
istologica e viene data dall’esecuzione di una biopsia TC-guidata, di un brushing durante ERCP, o

di un ago-aspirato EUS-guidato[131]

Ruolo della genetica

La pancreatite ereditaria ¢ una malattia autosomica dominante con una penetranza dell’80%, la
quale si presenta clinicamente con ripetuti attacchi di pancreatite acuta che compaiono tipicamente

prima dei dieci anni di eta.Molti pazienti tendono a sviluppare, nel tempo, pancreatite cronica
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associata a calcificazioni, pseudocisti, dolore addominale cronico, insufficienza esocrina e diabete
mellito; alcuni cancro pancreatico[ 140].

Nel 1996 Whitcomb e colleghi identificarono il gene principalmente coinvolto in tale patologia:
esso codifica per il tripsinogeno cationico (o serin-proteasi 1, PRSS1) ed ¢ localizzato sul braccio
lungo del cromosoma 7 (7q35).

Tre differenti tripsinogeni sono stati descritti nel succo pancreatico dell’'uomo, definiti, sulla base
della loro mobilita elettroforetica, come tripsinogeno cationico (PRSS1), tripsinogeno anionico
(PRSS2) e mesotripsinogeno (PRSS3).

PRSS1 ¢ quello sintetizzato in quantita maggiore, che va incontro molto piu facilmente ad
auotoattivazione e che ¢ piu resistente all’autolisi[34].

La mutazione puntiforme G/A dell’esone 3 del gene di PRSS1 comporta la sostituzione di una
arginina con una istidina nella molecola dell’enzima (R122H); tale mutazione lo rende resistente,
una volta attivato a tripsina, all’idrolisi da parte dell’enzima Y e della mesotripsina.

Tali proteasi sono responsabili, assieme all’inibitore pancreatico della tripsina (PSTIL, noto anche
come inibitore delle serin-proteasi Kazal tipo 1 o SPINKI1), della degradazione della tripsina e
contrastano quindi la cascata di attivazione

intrapancreatica degli enzimi.

Nei pazienti con pancreatite ereditaria, venendo dunque a mancare uno dei due meccanismi di
protezione descritti, non appena l’entita del fenomeno di attivazione del tripsinogeno supera la
capacita inibitoria del PSTI, si verifica un episodio di pancreatite[28].

La mutazione R122H ¢ la piu frequente nella popolazione mondiale; assieme a questa, altre
mutazioni sono state descritte, quali N291, A16V, N29T, K23R, D22G, R122C, E79K [55].

In particolare, N29I, localizzata sull’esone 2, promuove, come R122H, I’autoattivazione del
tripsinogeno[141], mentre E79K e A16V favoriscono [’attivazione del tripsinogeno tramite

rispettivamente la transattivazione di PRSS2 e dell’enzima chimotripsina C [142-143].
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Recentemente ¢ stata riportata anche 1’associazione tra pancreatite ereditaria e la ripetizione di un
segmento genico di 60kb contenente i geni di PRSS1 e di PRSS2 [144].

D22G e K23R sono infine mutazioni che facilitano anch’esse 1’attivazione del tripsinogeno a
tripsina, ma sono veramente rare € hanno una penetranza molto bassa[145].

Il CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) ¢ un canale del cloro attivato dal
cAMP (adenosina monofosfato ciclico) localizzato sulla membrana apicale dell’epitelio duttale
delle ghiandole sudoripare e salivari, del pancreas, del fegato, dell’apparato genito-urinario, delle
vie aeree, dell’intestino e della colecisti. Nel pancreas il CFTR regola la secrezione di acqua e
bicarbonato, alcalinizzando e fluidificando il succo pancreatico. La fibrosi cistica ¢ una malattia
genetica, trasmessa come tratto autosomico recessivo, causata da pit di 1300 mutazioni del gene del
CFTR (la piu frequente ¢ la AF508), responsabili di una riduzione o dell’eliminazione dell’attivita
di questo canale, e quindi della comparsa di secrezioni dense e viscose.

Tali mutazioni vengono raggruppate in cinque classi: le prime tre sono responsabili della
soppressione o di una marcata riduzione (<1%) della funzione del CFTR (mutazioni ‘“‘severe”); la
IV e la V classe comportano invece una perdita parziale dell’attivita del canale, compresa tra 1’1%
ed il 10% (mutazioni “lievi”)[146].

I sintomi clinici sono strettamente correlati alla funzione residua del CFTR: se essa ¢ inferiore
all’1% di quella normale, la malattia si manifesta nella sua forma piu severa, coinvolgendo vari
organi ed apparati, in particolare quello respiratorio, mentre un deficit di funzione compreso tra
I’1% ed il 10% ¢ responsabile di varianti mono o paucisintomatiche della patologia[147].

Per quanto riguarda il pancreas, la fibrosi cistica ¢ la piu comune malattia genetica che interferisce
con la sua funzione esocrina[ 148]; 1 pazienti affetti dalle tipiche manifestazioni cliniche della fibrosi
cistica e quindi da insufficienza pancreatica tendono ad avere due (una per allele) mutazioni severe
del gene del CFTR (omozigosi), mentre quei pazienti (10%-15% dei casi) che si presentano

clinicamente con ricorrenti episodi di pancreatite tendono a possedere una sola mutazione lieve
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(eterozigosi)[149], oppure una mutazione lieve ed una severa, o ancora due mutazioni lievi diverse,
una per ciascun allele (doppia eterozigosi)[ 150, 151].

Sono individui, questi ultimi, in cui I’attivita esocrina del pancreas ¢ sostanzialmente conservata e
che quindi non manifestano i1 sintomi dell’insufficienza pancreatica; essi presentano inoltre una
forma clinica molto attenuata di fibrosi cistica, non accompagnata dai classici sintomi respiratori e
localizzata, in genere , ad un unico apparato (ad esempio quello riproduttivo)[150], e questo perché
il loro genotipo causa una perdita solo parziale dell’attivita del CFTR.

Nella patogenesi della pancreatite ¢ implicata 1’alterata composizione del succo pancreatico,
particolarmente concentrato, viscido e povero di acqua, in grado di causare la precipitazione di
materiale proteico (“plugs”), con conseguente ostruzione del sistema duttale[152].

Una singola mutazione lieve o la doppia eterozigosi per due diverse mutazioni lievi o per una
mutazione lieve ed una severa aumenterebbe dunque il rischio di pancreatite. Tuttavia, non ¢ ancora
stato chiarito se la presenza di tali mutazioni ¢ di per sé sufficiente a causare 1’insorgenza della
pancreatite o ¢ soltanto una condizione predisponente su cui poi agiscono altri meccanismi
patogenetici come la microlitiasi o la disfunzione dello sfintere di Oddi, presenti rispettivamente,
secondo Frulloni et Al.,nel 75% e nel 50% dei pazienti con pancreatite ricorrrente € nel 60% e
100% dei pazienti con pancreatite cronica[152].

Recentemente ¢ stato inoltre osservato come un’alterata funzione del CFTR possa agire
sinergicamente ad altre condizioni predisponenti quali il pancreas divisum o ad altri fattori anche
ambientali, nello sviluppo della pancreatite acuta ricorrente[ 134-135].

Anche mutazioni del gene di SPINKI, I’inibitore pancreatico della tripsina, sono state descritte in
associazione non solo alla pancreatite cronica (vedi capitolo successivo), ma anche alla pancreatite
acuta ricorrente, pill Spesso come mutazioni eterozigoti associate a mutazioni, sempre eterozigoti,
del gene del CFTR (transeterozigosi); la co-esistenza di mutazioni a carico di SPINKI

aumenterebbe dunque il rischio di pancreatite[ 126, 151].
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Approccio al paziente affetto da pancreatite acuta ricorrente

L’ approccio al paziente affetto da pancreatite acuta ricorrente proposto dal Pancreatic Disease
Center, dell’Universita di Cincinnati, modificato dal Midwest Multicenter Pancreatic Study Group,
¢ il seguente:1. Escludere la pancreatite cronica e i tumori biliopancreatici.
2. Eseguire I’ERCP (¢ da segnalare che le seguenti indicazioni sono state definite in America
ove la colangio-pancreato-RMN con o senza secretina non ¢ molto diffusa a causa dei costi.
In Europa ¢ indicata prima la RMN, non invasiva e priva di possibili complicazioni).Questo
esame consentirebbe infatti di individuare anomalie congenite come il pancreas divisum od
anulare, evidenziare stenosi del dotto di Wirsung, coledocolitiasi € microlitiasi e stenosi
ampollari; di fronte ad un colangiopancreatogramma negativo ed evidenza di coledocolitiasi o
stenosi ampollari, viene proposta 1’esecuzione di una sfinterotomia associata o meno a

colecistectomia.

3. Se la pancreatite ricorre nuovamente, si consiglia di eseguire, per arrivare alla diagnosi, la
manometria dello sfintere di Oddi, i test genetici, la determinazione dei potenziali nasali, i test
di funzionalita pancreatica, i markers della pancreatite autoimmune.4. Se i risultati degli
esami indicati sono negativi, la pancreatite acuta ricorrente viene classificata come

idiomatica[129].
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1.2¢ - PANCREATITE CRONICA

Definizione

N

La pancreatite cronica ¢ una patologia infiammatoria cronica del pancreas caratterizzata da un
danno progressivo e irreversibile che coinvolge la ghiandola nella sua interezza, associato
clinicamente a dolore, spesso invalidante. La perdita continua di parenchima pancreatico esita
eventualmente in un’insufficienza sia esocrina che endocrina che si manifesta con maldigestione e
diabete mellito[29, 152].

La fibrosi, ’atrofia delle cellule acinari e delle insule e I’infiltrato infiammatorio di tipo cronico
sono le alterazioni istologiche che stravolgono la normale architettura pancreatica e che definiscono
la cronicita del processo patologico[33 119]. Altre caratteristiche istologiche sono specifiche e
distintive di alcune forme di pancreatite cronica, come ’infiltrato prevalentemente linfocitario della
pancreatite autoimmune, piuttosto che le numerose calcificazioni parenchimali della pancreatite
tropicale[29]. In realta va sottolineato che né la definizione nosografica né la classificazione della
malattia hanno ad oggi ottenuto un consenso unanime da parte dei pancreatologi: questo ¢

attualmente uno dei problemi piu dibattuti e piu aperti riguardanti la pancreatite cronica[153].

Epidemiologia

Definire la reale incidenza e prevalenza della pancreatite cronica non ¢ semplice. Tale difficolta ¢
dovuta da una parte all’esistenza di casi di pancreatite cronica del tutto silenti dal punto di vista
clinico, e dall’altra all’incapacita di diagnosticare la malattia specie nelle fasi iniziali. Quest’ultimo
aspetto ¢ confermato se si considera che 1’incidenza della pancreatite cronica sembra essere in
continuo aumento negli ultimi anni: in un’eccellente review del 1995 [119] ¢ riportata una
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prevalenza oscillante tra lo 0,04% e il 5%; oggi si ritiene che 1’incidenza oscilli tra il 3,5 e il 10 su
100.000 all’anno[29] e che la prevalenza sia del 13% [33]. Quasi certamente questo apparente
aumento dell’incidenza della malattia ¢ ascrivibile al miglioramento delle indagini diagnostiche,
soprattutto alla diffusione delle tecniche di imaging[152].

In generale I’eta media di insorgenza della pancreatite cronica ¢ riportata attorno alla quarta decade
di vita; il rapporto M: F di circa 3:1.

Sebbene il principale fattore associato alla pancreatite cronica nei paesi occidentali sia ancora
I’abuso alcolico, ad oggi sono state descritte molte forme di pancreatite cronica diverse per
eziologia, patogenesi, caratteristiche cliniche e storia naturale. Anche per questo ¢ molto complesso
riuscire ad ottenere stime precise della prevalenza della malattia. Oltre all’alcol sono considerati
fattori di rischio per la pancreatite cronica il fumo, I’iperlipidemia, I’ipercalcemia, I’ostruzione del
dotto pancreatico principale, le alterazioni genetiche.

Grande interesse stanno suscitando negli ultimi anni la pancreatite cronica autoimmune e quella
tropicale.

La pancreatite autoimmune ¢ una forma rara di pancreatite. La prevalenza e I'incidenza globali non
sono ancora state determinate[74]: alcuni studi hanno riportato una prevalenza del 5-6% tra tutti i
pazienti con pancreatite cronica[54]. D’altra parte pero caratteristiche cliniche e biochimiche della
pancreatite autoimmune sono state ritrovate nel 40% dei pazienti con pancreatite cronica
idiomatica[155].

La malattia colpisce entrambi i sessi pur essendo due volte piu frequente negli uomini,e anche
questa forma compare nella maggior parte dei casi dopo i 50 anni[74].

La pancreatite tropicale, ¢ una forma di pancreatite cronica ad insorgenza giovanile presente
soprattutto in Africa ed India. Anche per questa forma non ci sono stime epidemiologiche
precise[156]. Uno studio epidemiologico del 1994 [157] nello stato del Kerala, nel sud dell’India,
(condotto su 28567 individui sani appartenenti a 6079 famiglie) ha stimato una prevalenza della

pancreatite cronica di 126/100000 abitanti e di 98/100000 per la forma calcifica.
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Classificazione

Ripercorrere la storia della classificazione delle pancreatiti vuol dire riproporre il cammino che ha
portato, dalla prima definizione della pancreatite cronica nel 1946 [158], alle attuali conoscenze
sulla malattia. Ogni classificazione ¢ stata infatti frutto del suo tempo e del bagaglio di nozioni
possedute, ed ha rappresentato il tentativo di dare loro uniformita e sistematicita.

Negli ultimi anni molti sforzi sono stati compiuti per cercare di ottenere un nuovo sistema di
classificazione della pancreatite cronica, proprio alla luce di quanto ora noto sulla malattia. Vi ¢
infatti 1’assoluta necessita di poter disporre di un sistema standardizzato che sia semplice e pratico,
ma accurato e oggettivo, e che racchiuda in un unico schema I’eziologia, la patogenesi, le
caratteristiche morfologiche e funzionali, lo stadio clinico e la severita della malattia[33, 159].

La mancanza di questo giustifica la reale difficolta di confrontare dati e studi presenti in letteratura,
di uniformare le caratteristiche dei pazienti da inserire nei trials clinici, e soprattutto di migliorare la
terapia e formulare un giudizio prognostico piu corretto.

E possibile affermare che, nonostante tale necessita sia compresa da molti e i numerosi simposi
organizzati a questo scopo, ancora oggi non esiste uno schema classificativo uniformemente

accettato e universalmente valido[153, 159-160)].

Classificazione di Marsiglia e successive revisioni.[47, 49, 50]

In occasione del Simposio Internazionale tenutosi a Marsiglia nel 1963 [47] venne sviluppata una
prima classificazione delle pancreatiti che teneva conto soprattutto delle loro caratteristiche
istologiche ed eziologiche[153, 159]. 1 sistema di Marsiglia introduce la distinzione tra pancreatite
acuta e cronica: per essere definita tale, ’acuta deve vedere la sua risoluzione clinica ed istologica
una volta eliminati i fattori scatenanti, mentre la diagnosi di pancreatite cronica richiede un reperto
di irregolarita istologiche permanenti.In pratica nella pancreatite acuta la ghiandola ¢ normale prima

dell’attacco e tale ritorna dopo la risoluzione dello stesso; mentre nella pancreatite cronica la
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ghiandola ¢ anomala sia prima che dopo ’attacco[119]. La classificazione comprende anche altre
due entita: la pancreatite acuta ricorrente, caratterizzata da attacchi ricorrenti di flogosi con piena
risoluzione clinica ed istologica; e la pancreatite cronica ricorrente, distinta dalla pancreatite cronica
su base clinica per la pregressa esperienza di piu episodi di dolore addominale.Le due successive
revisioni del 1984 e del 1988 cercarono di caratterizzare piul accuratamente 1 reperti istopatologici
per individuare aspetti fisiopatologici comuni.

Nella classificazione del 1984 ¢ introdotta come entita distinta la “pancreatite cronica ostruttiva”,
caratterizzata da un’ostruzione del dotto pancreatico principale con dilatazione a monte del sistema
duttale e atrofia diffusa e uniforme del parenchima, in assenza di calcoli. Solo per questa forma
viene accettata la possibilita di un miglioramento della patologia alla rimozione della causa
ostruttiva.

Con le conferenze di Marsiglia e poi di Roma del 1988 [50] la classificazione ¢ ulteriormente
ampliata con I’inclusione di altre due forme: la “pancreatite cronica calcificante”, caratterizzata
dalla presenza di precipitati proteici, “plugs”, che possono calcificare e formare veri calcoli
intraduttali; e la “pancreatite cronica infiammatoria”, in cui il parenchima esocrino perso € sostituito
da fibrosi diffusa con un infiltrato di cellule mononucleate[153, 161] Queste classificazioni
presentano numerosi limiti di applicabilita, tra cui quello di riferirsi a caratteristiche istologiche,
molto difficili da valutare nella normale pratica clinica[161]. Inoltre non ¢ affrontato in alcun modo
il problema della correlazione tra morfologia e funzione, della definizione di gradi di severita, né la

categorizzazione dei possibili reperti delle tecniche di imaging[159]

Classificazione di Cambridge.[48]
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Un gruppo internazionale di esperti si riuni a Cambridge, nel 1983, con I’obiettivo di ridiscutere la
classificazione delle pancreatiti alla luce degli sviluppi che avevano avuto luogo nei venti anni dalla
classificazione di Marsiglia. Il gruppo di lavoro fu inizialmente diviso in cinque sottogruppi di
esperti che si occuparono di fare il punto sull’eziologia, sui metodi di valutazione della funzione
esocrina del pancreas, sulle tecniche di imaging, sull’istologia e sulla chirurgia. La classificazione
di Cambridge, frutto di questo lavoro, riconosce due sole distinte categorie di malattie
inflammatorie del pancreas: la pancreatite acuta e cronica definendo la seconda come
un’infiammazione continua del pancreas con modificazioni morfologiche irreversibili, che da
tipicamente dolore e/o perdita di funzione[48]. Si ammette la possibilita che la pancreatite cronica si
manifesti con episodi acuti ricorrenti € che non sempre sia presente il dolore[153]. Inoltre e
proposto, per la pancreatite cronica, uno schema classificativo basato non sull’istologia, ma sulle

indagini di imaging in particolare endoscopia, tomografia computerizzata e ecografia. (Tab6-7)

Proposte classificative piu recenti.

Come gia sottolineato, altri sistemi classificativi sono stati proposti negli ultimi 10 anni ma non
sono universalmente accettati.Uno di questi[162] ha introdotto una dettagliata subclassificazione
della pancreatite cronica calcifica su base eziologica (alcolica, ereditaria, ipercalcemica,
iperlipoproteinemica, farmaco-indotta e idiopatica), considerandola 1’espressione di una risposta
stereotipata del pancreas esocrino a vari insulti cronici; inoltre la classificazione prevede la
suddivisione della malattia in quattro stadi clinici (evidenti per la forma ad eziologia alcolica): I)
latente o subclinico; II) precoce o stadio infiammatorio; III) tardivo o stadio dell’insufficienza
pancreatica severa; IV) avanzato o stadio della pancreatite indolore secondaria.

La classificazione di Zurigo del 1997[163] ¢ stata concepita specificatamente per la pancreatite
cronica alcolica e considera separatamente gli aspetti diagnostici, 1’eziologia, la stadiazione clinica
e le caratteristiche del dolore, ponendo I’accento, cosi, sul dinamismo e sulla multiformita della

malattia[ 164]. Sulla base di tutte queste caratteristiche distingue la pancreatite cronica “probabile”
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da quella “definita”. Limite di questo sistema ¢ la ristrettezza alla pancreatite alcolica e la mancanza
di informazioni sullo stadio della malattia.

Nello stesso periodo una classificazione simile ¢ stata proposta dalla Japan Pancreas Society[165]:
essa suddivide la pancreatite cronica in definita, probabile e possibile, sulla base dei rilievi delle
metodiche di imaging, dei test funzionali e degli esami istologici; risulta carente nella definizione
degli aspetti eziopatogenetici e percio non sempre utile nella pratica clinica[164].

Nel 2001 e stato introdotto il sistema TIGAR-O [33], il cui merito fondamentale & proprio la
dettagliata classificazione sulla base dei fattori di rischio associati allo sviluppo di pancreatite
cronica, alla luce soprattutto delle recenti acquisizioni in ambito genetico.

Nel 2002 ¢ stato proposto il sistema ABC che suddivide i pazienti con pancreatite cronica in tre
categorie: A) pazienti senza dolore; B) pazienti con dolore e senza complicanze; C) pazienti con
dolore e complicanze[166]. Anche questo sistema ha dei limiti, non differenziando chiaramente i
vari gradi di severita della malattia e non consentendo la classificazione delle possibili presentazioni
cliniche della stessa[159].

Le ultime proposte classificative sono estremamente recenti: la classificazione di Manchester
(2006) e quella di M-ANNHEIM (2007).

Il sistema di Manchester enfatizza la necessita di una classificazione che tenga conto della
stadiazione delle fasi della malattia e propone la distinzione in: pancreatite cronica lieve, moderata e
avanzata (“‘end-stage”) in base ad una serie di parametri clinici, morfologici, funzionali e in base
alla presenza o meno di complicanze[167]. L’ultima proposta ¢ il sistema di M-ANNHEIM [159]
che sembra racchiudere tutte le precedenti classificazioni della malattia. Questo sistema & basato
sull’assunto che nella maggior parte dei pazienti la malattia ¢ dovuta all’interazione di piu fattori di
rischio; la “M” ¢ acronimo di “Multiple risk factor classification”. I vari fattori di rischio sono stati
raggruppati in categorie € “ANNHEIM” ¢ I’acronimo di queste categorie: alcol, fumo (nicotine),

fattori nutrizionali, fattori ereditari (hereditary), dotti efferenti, fattori immunologici e fattori

metabolici e miscellanea. Oltre all’eziologia la classificazione comprende la suddivisione in stadi
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clinici, una serie di criteri diagnostici ben precisi che includono anche i criteri ecoendoscopici e

colangiografici, e un sistema di punteggio a score che definisce la severita clinica.

Eziologia e patogenesi

Inizialmente la pancreatite cronica ¢ stata considerata come un’unica malattia dovuta all’eccessivo
consumo di alcol e la maggior parte dei casi in cui questo fattore non era presente, erano etichettati
come ‘“‘pancreatite cronica idiopatica”.

La classificazione di Marsiglia-Roma ¢ basata proprio sull’individuazione di un ipotetico
meccanismo patogenetico comune nelle varie forme di pancreatite calcificante-calcifica, di cui
quella indotta dall’alcol ¢ la piu frequente. Caratteristica istologica fondamentale di questa forma di
pancreatite ¢ la presenza di “plugs”, ossia tappi determinati dalla precipitazione di proteine
all’interno dei dotti interlobulari ed intralobulari . Questi plugs sono inizialmente costituiti da
cellule degenerate immerse in una trama reticolare; successivamente si ingrandiscono, arricchendosi
di materiale amorfo, e formano aggregati laminari; contengono diverse proteine, tra cui enzimi
pancreatici, glicoproteine e mucopolisaccaridi acidi. I plugs proteici ed i calcoli neoformati, in
conseguenza alla deposizione di sali di calcio, determinano alterazioni duttali, fenomeni di
disepitelizzazione e conseguente risposta infiammatoria periduttale con fibrosi stenosante. La
dilatazione e la stasi che ne conseguono favoriscono un’ulteriore precipitazione proteica e I’atrofia
acinare.

Nella litogenesi duttale sarebbero implicate alterazioni qualitative e quantitative della litostatina,
una proteina di 14,000 dalton secreta dalle cellule acinari e capace di impedire la precipitazione del
calcio. La litostatina ¢ presente in grandi quantita nei plugs e nei calcoli, insieme alla proteina GP2,
anch’essa secreta dalle cellule acinari e presente nel succo pancreatico[119, 168].

Secondo questa teoria, la formazione dei plugs nei dotti pancreatici rappresenta un comune tipo di

risposta del pancreas a diversi insulti esogeni ed endogeni, in primis all’azione tossica dell’alcol.
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Un’aumentata degradazione della litostatina da parte di fattori endogeni (tripsina attiva endoduttale,
enzimi lisosomiali etc.) e tossici esogeni (alcol e fumo) determina cioe la precipitazione di materiale
fibrillare proteico insolubile (plugs) nei dotti; su tale matrice successivamente si depositano cristalli
di calcio in virtu della insufficiente concentrazione nel succo di litostatina e di altri inibitori
fisiologici della precipitazione di tali sali. Inoltre le forme eredo-familiari potrebbero essere causate
da un deficit ereditario di litostatina[169]. A partire dagli anni 90 sono emersi numerosi altri aspetti
circa I’eziologia e la patogenesi della pancreatite cronica.

Nonostante nei paesi occidentali ancora oggi I’abuso alcolico sia il principale fattore associato allo
sviluppo di pancreatite cronica, nel tempo ne sono stati descritti molti altri.

Oggi con il termine pancreatite cronica si individuano quindi forme di malattia con epidemiologia,
eziologia, caratteristiche istologiche e morfologiche diverse[169]. Con poche eccezioni, 1’esatta
eziologia della maggior parte dei casi di pancreatite cronica ¢ nota solo in parte e probabilmente la
malattia origina dall’interazione di piu fattori, ambientali e genetici, con azione additiva e
sinergica[29, 33]; i meccanismi patogenetici potenzialmente implicati sono di conseguenza multipli
ma nulla vieta che ne possa esistere uno unificante; una via comune potrebbe ad esempio essere
rappresentata dall’attivazione delle cellule stellate pancreatiche (PSC), recentemente individuate.
Proprio questa scoperta ha condotto alla vera novita patogenetica emersa in questi anni: la
possibilita che una pancreatite acuta possa evolvere in una pancreatite cronica (concetto della
necrosi-fibrosi)[170].

Si descrivono i meccanismi patogenetici coinvolti nelle varie forme di pancreatite utilizzando la

classificazione eziologica ripresa dal sistema TIGAR-O e M-ANNHEIM.

1) Cause tossiche e metaboliche (alcol, nicotina, fattori nutrizionali, fattori metabolici e

miscellanea)
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AlcolUna possibile relazione tra consumo di alcol e pancreatite cronica ¢ stata ipotizzata gia da
molti anni e 1’alcol ¢ ancora considerato il principale fattore eziologico della malattia nei paesi
industrializzati, dove 1’abuso alcolico ¢ documentabile nel 55-80% dei pazienti[33].La gran parte
degli studi sulla patogenesi della pancreatite cronica si riferiscono, proprio per questo motivo, alla
forma alcolica ed ¢ scaturita fondamentalmente da due osservazioni cliniche. La prima ¢ che
I’incidenza della pancreatite ¢ proporzionale alla quantita di alcol assunta: un ampio studio
multicentrico del 1978 [171], poi confermato da altri, suggeri come un consumo elevato (>150 + 84
g/die) protratto nel tempo (>15 anni) possa causare la malattia; questi dati fanno pensare che vi
possa essere un meccanismo patogenetico dose-dipendente.

D’altra parte la patologia pancreatica si manifesta solo nel 5%-10% degli etilisti cronici e, ad

individui con elevata suscettibilita all’azione tossica dell’etanolo, possono essere sufficienti pochi

anni di consumo di alcol perché si delinei un quadro clinico tipico; pertanto I’alcolismo cronico

interverrebbe nella genesi della malattia in sinergia con altri fattori di tipo dietetico (dieta ricca di

proteine e di grassi), ambientale (agenti infettivi) e genetico.

Nonostante numerosi studi abbiano tentato di individuare i fattori implicati nella suscettibilita
individuale al danno alcolico, i risultati sono stati in molti casi scoraggiantie la questione non
ancora risolta[29, 172].

Sono state formulate varie ipotesi, non mutualmente esclusive.

L’ipotesi ostruttiva, precedentemente illustrata, considera come evento patogenetico centrale la

precipitazione endoduttale di aggregati proteici (plugs) su cui possono formarsi veri e propri calcoli.

Da questo dipendono secondariamente il danno duttale, 1’atrofia e la fibrosi parenchimale.

Alcune evidenze suggeriscono che 1’ingestione cronica di alcol possa stimolare questo processo:

- 1) negli etilisti vi ¢ un aumento della concentrazione totale di proteine nel succo pancreatico[173]

e quindi un aumento della viscosita dello stesso;

- 2) vi ¢ anche la capacita di sintetizzare piu litostatine,(174) proteine secrete dalle cellule acinari e

note componenti dei plugs;
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- 3) l'alcol induce nei topi la riduzione del contenuto di GP2 nelle cellule acinari (175)
verosimilmente per un’aumentata secrezione della proteina nel succo pancreatico; anche la
glicoproteina G2 ¢ componente dei plugs[168].

L’ipotesi tossico-metabolica ritiene 1’alcol e 1 suoi metaboliti direttamente tossici, soprattutto sulle
cellule acinari.

Come nel fegato, I’alcol ¢ metabolizzato anche nel pancreas con metabolismo ossidativo,
producendo acetaldeide, o con metabolismo non ossidativo, originando esteri etilici degli acidi
grassi (FAEE). Infatti nel pancreas ¢ stata dimostrata la presenza degli enzimi coinvolti sia nella via
del metabolismo ossidativo (alcol deidrogenasi, citocromo P450E1 e catalasi) che non ossidativo
(FAEE- sintetasi). Inoltre I’esposizione all’alcol determina un’aumentata produzione di specie
reattive dell’ossigeno e una riduzione delle difese antiossidanti (ipotesi dello stress ossidativo).
Alcol, acetaldeide, FAEE, e specie reattive dell’ossigeno provocano numerosi effetti deleteri sulle
cellule acinari. Alcuni di questi potrebbero favorire I’attivazione prematura degli zimogeni con
innesco del processo di autodigestione della ghiandola: 1’alcol determinerebbe un aumento nella
produzione di enzimi pancreatici, associato a quello della catepsina B; 1 FAEEs inoltre sembrano
aumentare la fragilita delle membrane dei lisosomi e dei granuli di zimogeno.

Il meccanismo non ¢ noto ma potrebbe essere una conseguenza della riduzione della GP2, che
determina la forma e la stabilita di queste strutture; anche le specie reattive dell’ossigeno potrebbero
avere un ruolo nella destabilizzazione delle membrane dei granuli di zimogeno.

Un altro meccanismo di danno potrebbe essere legato all’attivazione di particolari vie di
segnalazione intracellulari: 1’alcol, I’acetaldeide e i radicali liberi modulerebbero 1I’espressione dei
fattori di trascrizione NFk-B e AP-1 che a loro volta controllano I’espressione di citochine
infiammatorie.

Un aspetto poco considerato ¢ che il danno indotto dall’alcol alle cellule acinari potrebbe avere una

base ischemica: I’etanolo sembra infatti interferire con la microcircolazione pancreatica[176-177]
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L’ipotesi della necrosi-fibrosi postula che ripetuti episodi di pancreatite acuta con necrosi cellulare
possano condurre allo sviluppo di pancreatite cronica con il rimpiazzo del tessuto necrotico con la
fibrosi. Questa teoria, non ancora accettata all’unanimita, ha trovato conferme sia cliniche che
sperimentali: ripetuti e severi attacchi di pancreatite acuta nell’uomo e ripetuti attacchi di
pancreatite subacuta in modelli animali possono portare allo sviluppo di una pancreatite
cronica[170]. In pratica un episodio di pancreatite acuta, provoca I’inflammazione e la necrosi di
aree periduttali del parenchima pancreatico. La fase di riparazione ¢ associata alla sintesi e
deposizione di fibre collagene (fibrosi) e questo pud portare a compressione del sistema duttale;
I’aggravamento dell’ostruzione determina stasi, secondaria formazione di calcoli intraduttali, ed
infine atrofia acinare[178].

Tutta una serie di studi volti alla comprensione del meccanismo che conduce alla fibrosi pancreatica
hanno portato all’individuazione nel pancreas esocrino di un'altra popolazione di cellule residenti, le
cellule stellate pancreatiche (PSC).

Le PSC sono simili alle cellule stellate del fegato che furono descritte per la prima da Karl Von
Kupfer nel 1876 e che inizialmente furono considerate cellule fagocitarie.

Devono il loro nome alla loro forma, appunto simile ad una stella e sono presenti anche in altri
organi come il polmone e il rene[179]. Watari et al[180], nel 1982, descrissero la presenza di cellule
contenenti vitamina A nel pancreas di topi a cui veniva somministrata tale vitamina.
Successivamente tali cellule, appunto le PSC, sono state isolate e caratterizzate sia nel topo che
nell’'uvomo[181-182]

Sono cellule dotate di processi citoplasmatici che si inseriscono tra le altre cellule pancreatiche, con
cui contraggono stretti rapporti.

Sono in grado di passare dallo stato quiescente a quello attivato in risposta a numerosi stimoli: le
cellule quiescenti contengono depositi lipidici e di vitamina A, ed esprimono marker come la
desmina e la proteina gliofibrillare acida (GFAP); le cellule attivate assumono un fenotipo

miofibroblastico e sono caratterizzate dalla scomparsa dei globuli di lipidi e dall’espressione
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dell’alfa-actina del muscolo liscio (alfa-SMA). L’attivazione delle PSC facilita la loro
proliferazione, la migrazione, e la deposizione di matrice extracellulare (ECM); questo pud
condurre alla fibrosi o al rimodellamento dell’ECM, nel quadro dei meccanismi di riparazione che
rispondono al danno pancreatico.

Nel pancreas solitamente le PSC attivate si ritrovano nel contesto di aree di necrosi estesa e di
inflammazione, in un ambiente ricco di citochine, fattori di crescita e specie reattive dell’ossigeno.
E’ stato dimostrato che il danno pancreatico precede I’attivazione di queste cellule[183-185]: sono
le sostanze liberate in risposta alla necrosi e all’infiammazione del pancreas che attivano per via
paracrina le PSC, le quali sono poi in grado, con un meccanismo autocrino, di mantenersi in tale
stato.

L’alcol puo indurre I’attivazione delle cellule stellate secondo due vie: con un meccanismo di
azione diretto oppure tramite 1’induzione di infiammazione pancreatica e conseguente rilascio di
numerose citochine. Studi in vitro hanno dimostrato che le cellule stellate sono direttamente attivate
dall’alcol e che esse stesse possiedono gli enzimi per metabolizzarlo. L’attivazione delle PSC
indotta dall’etanolo ¢ completamente inibita dal 4-metilpirazolo, un inibitore dell’enzima alcol
deidrogenasi e non ha luogo se le cellule vengono incubate con acetaldeide in presenza di sostanze
antiossidanti come la vitamina E. Cid suggerisce che 1’alcol sia in grado di indurre 1’attivazione
delle cellule stellate attraverso la sua riduzione ad acetaldeide che causa uno stress ossidativo
all’interno delle stesse. Le cellule stellate possono essere attivate anche con un meccanismo
paracrino da citochine proinfiammatorie (TNF-a, IL-1, IL-6, MCP1, TGF-§, PDGF) che vengono
liberate durante episodi di pancreatite alcolica con necrosi infiammatoria. Queste citochine possono
altresi essere prodotte dalle cellule stellate, che sono in grado cosi di autoattivarsi. Il meccanismo
autocrino appena descritto potrebbe avere un ruolo nel perpetuare 1’attivazione delle PSC anche
quando 1 fattori causali iniziali non sono piu presenti e quindi nel rendere persistente la produzione

di matrice extracellulare conducendo verosimilmente alla fibrosi pancreatica[29, 178-179)].
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Tabagismo

Il fumo di sigaretta ¢ stato descritto come un fattore di rischio indipendente per lo sviluppo di
pancreatite cronica[186].

In particolare sebbene 1’alcol sia riconosciuto come fattore causale principale, il fumo ha dimostrato
di avere un’azione additiva a quella dell’alcol nell’indurre la malattia[ 187-188].

Il rischio relativo di un fumatore rispetto ad un non fumatore varia trail 7,8 e il 17,3 [187;

189] e sembra essere dose dipendente[189].

Recentemente ¢ stato documentato anche il suo ruolo nell’accelerare la progressione della
malattia[190]. Il meccanismo patogenetico con cui il fumo contribuisce al danno ¢ sconosciuto. E’
noto che esso attraverso ’acetaldeide ed i derivati cianidrici, costiuenti della fase gassosa, esplica
un’azione citotossica sulle cellule acinari, inibisce la secrezione pancreatica di bicarbonati,
diminuisce I’attivita della proteina inibente la tripsina e i livelli sierici di al-antitripsina[29]. Inoltre
studi di laboratorio hanno dimostrato che 1’esposizione alla nicotina induce 1’attivazione di molte
vie di trasduzione del segnale che conducono ad un aumento del rilascio intracellulare di calcio,

forse responsabile della citotossicita e del danno cellulare[190].

Ipercalcemia

L’ipercalcemia, soprattutto sostenuta da una condizione di iperparatiroidismo, ¢ una rara causa di
pancreatite. I meccanismo patogenetico alla base del danno sarebbe di tipo ostruttivo: la
precipitazione di sali di calcio all’interno dei dotti pancreatici con danno epiteliale dovuto all’azione
tossica diretta dello ione Ca’ sulle cellule duttali ed acinari e conseguente precipitazione di
aggregati proteici e formazione di plugs.

Inoltre, alti livelli di calcio attivano di per sé il tripsinogeno e stabilizzano la tripsina, avendo un

ruolo importante come causa di pancreatite acuta[29, 191].

Iperlipidemia
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Le iperlipidemie familiari, in particolare I’ipertrigliceridemia, sono una causa rara di pancreatite. Si
presentano nei casi piu tipici come pancreatite acuta o acuta ricorrente e, talvolta, in forma cronica.
Il rischio ¢ aumentato in pazienti con iperlipidemia familiare di tipo I (deficit di lipoproteina lipasi e
apoproteina CII), di tipo IV (iperlipemia familiare combinata) e V (ipertrigliceridemia familiare).

In assenza di altri fattori, I’elevazione dei TG oltre i 1000 mg/ml ¢ in grado di scatenare un attacco
di pancreatite acuta. Il meccanismo patogenetico sarebbe probabilmente da ricondurre all’idrolisi
dei trigliceridi da parte della lipasi pancreatica con accumulo di acidi grassi liberi in elevata
concentrazione, nelle cellule acinari. Questi sono tossici e determinano danno alle cellule e anche al
microcircolo pancreatico. Inoltre 1’aumentata concentrazione di chilomicroni nel sangue
provocherebbe la precipitazione di aggregati lipidici, quindi ischemia e susseguente acidosi;
nell’ambiente acido gli acidi grassi liberi determinano 1’attivazione intrapancreatica del
tripsinogeno[71].

Si ritiene che la presenza di valori sierici di TG superiori ai 500 mg/dl sia un fattore di rischio
associato pancreatite ricorrente[192]. L’associazione con la pancreatite cronica ¢ meno evidente
dato che I'iperlipidemia ¢ stata associata alla pancreatite cronica solo in una piccola percentuale di

pazienti[193].

Farmaci e tossici esogeni o endogeni

Numerosi farmaci sono in grado di provocare pancreatiti acute. Per alcuni (tetracicline, sulfonamidi,
calcio, diuretici, azatioprina, estrogeni ecc.) I’associazione ¢ ormai definita, per altri solo ipotizzata
(steroidi, ciclosporina, paracetamolo, rifampicina ecc.).

Vi sono pochi casi in letteratura di pancreatite cronica associata all’uso di farmaci. Nel 1987
Amman et al riportarono i risultati di uno studio effettuato per valutare 1’incidenza della pancreatite
cronica nei pazienti con insufficienza renale cronica. In 53pazienti ’abuso di analgesici era il
fattore causale della nefrite. Solo nei pazienti con questa storia furono ritrovate calcificazioni

pancreatiche, in una percentuale del 10%. Questo studio ha ipotizzato che la fenacetina o il
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N

paracetamolo potessero causare la pancreatite cronica. Il meccanismo fisiopatologico & pero
sconosciuto[194].

Consistenti sono 1 dati che associano le pancreatiti, acuta e cronica, all’insufficienza renale cronica;
in questi pazienti sono state documentate sia alterazioni morfologiche che funzionali[29]. Il danno

sembrerebbe dovuto ad un effetto tossico diretto delle tossine uremiche[195].

2) Cause genetiche ( fattori ereditari)

La predisposizione genetica alla pancreatite cronica fu riconosciuta sin dal 1952 [196]

e seguita dalla descrizione di numerosi casi familiari della malattia[ 197].

Grazie ai progressi nel campo della genetica e soprattutto alla decodificazione del genoma umano ¢
stato possibile individuare vari geni, le cui mutazioni o polimorfismi, potrebbero spiegare non solo
I’esistenza delle forme ereditarie e familiari di malattia, ma anche la suscettibilita individuale al
danno pancreatico in presenza di altri fattori eziologici noti, o la severita delle manifestazioni
cliniche.

D’altra parte ¢ possibile anche che tali studi conducano all’identificazione di geni protettivi: un
recente studio ha identificato una variante del gene del tripsinogeno anionico (PRSS2) che sembra
proteggere dalla malattia[198].

I fattori genetici hanno un ruolo causale nelle forme ereditarie e familiari della malattia, ma hanno
un ruolo sicuramente importante anche nei casi di pancreatite cronica idiopatica; recentemente

anche per la pancreatite cronica tropicale ¢ stato proposto il ruolo della genetica.

Pancreatite cronica ereditaria, familiare ed idiopatica
La “pancreatite cronica ereditaria” ¢ forma molto rara di pancreatite. E’ una malattia genetica
trasmessa con ereditarieta autosomica dominante con penetranza elevata (80%) ed espressivita

variabile[199]. La malattia ¢ causata da mutazioni a carico del gene sito PRSS1 [200]; tale gene
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codifica per il tripsinogeno cationico[28], principale tipo di tripsinogeno sintetizzato dalle cellule
acinari del pancreas esocrino.

Con il termine “pancreatite cronica familiare” si indicano quei casi di pancreatite cronica che
insorgono in famiglie in cui la ricorrenza di malattia € superiore rispetto al valore atteso riferendosi
alla popolazione generale. A differenza della pancreatite cronica ereditaria, non sono pero
dimostrabili le suddette mutazioni del PRSS1, che infatti giustificano solo il 60% [197] delle forme
ereditarie intese in senso piu lato. Anche in questi casi vi & evidentemente alla base 1’ereditarieta ma
1 geni implicati e la modalita di trasmissione sono diversi.

La pancreatite cronica viene definita “idiopatica” quando non si riesce a documentare alcuna causa
nota potenzialmente implicata nella genesi della malattia.

La pancreatite cronica idiopatica ha una eta d’insorgenza bimodale e viene distinta in “early onset”,
con picco di incidenza intorno ai vent’anni e “late-onset”, con picco di incidenza dopo i 50
anni[201].

Nelle ultime decadi il numero di pancreatiti idiopatiche si ¢ drasticamente ridotto per la scoperta di
numerosi fattori ambientali e biochimici ma soprattutto genetici, associati alla malattia[29; 33]. E’
facile supporre che queste si ridurranno ancora con 1’avanzare della ricerca e con la scoperta di

nuovi geni e nuove mutazioni che potranno spiegarle.

Mutazioni del gene del tripsinogeno cationico (PRoteaSi Serinica 1, PRSS1)

Due mutazioni del PRSS1 sono state identificate nei pazienti con pancreatite cronica ereditaria e
sono considerate causa della malattia[28], la mutazione R122H e la mutazione N29I. La prima ¢
una transizione guanina-adenosina sul codone 122 della porzione codificante del suddetto gene
(esone tre); tale scambio determina la sostituzione di un residuo di arginina con uno di istidina nella
struttura della proteina. L’arginina 122 si trova sulla catena aminoacidica posta a cerniera tra 1 due
domini globulari che formano la molecola del tripsinogeno; questa catena ¢ il sito d’attacco iniziale

del processo di autolisi della tripsina, un importante meccanismo di difesa che impedisce il danno
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pancreatico quando il tripsinogeno viene attivato all’interno della ghiandola anziché nel lume
intestinale. Secondo questi autori la mutazione renderebbe la tripsina resistente all’auto-
inattivazione e di conseguenza il pancreas piu suscettibile al danno. La mutazione N29I riguarda il
codone 29 (esone 2) del medesimo gene; consiste nella sostituzione di un’asparagina in posizione
29 con un’isoleucina. Questa mutazione si associa ad un quadro clinico sovrapponibile a quello
causato dalla mutazione R122H, ma con meccanismo patogenetico diverso € non completamente
chiarito. Altre mutazioni del gene PRSS1 sono state studiate ma nessuna di queste ¢ stata
chiaramente associata alla pancreatite cronica ereditaria, intesa come una malattia autosomica
dominante.

In generale tutte queste osservazioni fanno supporre che il meccanismo patogenetico comune
implicato nelle pancreatiti sostenute da mutazioni del PRSSI1, sia ’aumento dell’attivazione
intrapancreatica del tripsinogeno e la stabilizzazione della tripsina (mutazione R122H) sarebbe da
considerare un meccanismo accessorio[29, 33, 197].

La pancreatite cronica ereditaria puo anche essere considerata un modello per spiegare la relazione
tra le varie patologie infiammatorie del pancreas, a sostegno dell’ipotesi che la pancreatite acuta
puo evolvere in pancreatite cronica. Infatti, nella maggior parte dei casi, tale malattia si manifesta
clinicamente con attacchi di pancreatite acuta fincheé non compaiono le caratteristiche tipiche della

forma cronica, che si differenziano dalle altre forme di tale patologia solo per I'insorgenza

precoce[199].

Mutazioni del gene della fibrosi cistica (CFTR)

Anche il gene della fibrosi cistica, il cui locus ¢ il 7q32, ¢ in qualche modo coinvolto nella
patogenesi della pancreatite cronica.

La proteina CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) € un canale del cloro

posto sulla membrana apicale delle cellule epiteliali secretorie, la cui funzione ¢ fondamentale per
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la secrezione di fluidi ed elettroliti soprattutto nel tratto respiratorio e digestivo. Il CFTR promuove
I’efflusso transmembrana di ioni cloro, generando un gradiente elettrochimico che consente la
contestuale fuoriuscita di acqua, sodio e bicarbonato[29, 202].

La perdita di funzione del CFTR, conseguente a mutazioni del gene, ¢ responsabile della fibrosi
cistica (FC) o mucoviscidosi, una grave malattia ereditaria autosomica recessiva che si caratterizza
soprattutto per le disfunzioni respiratorie e 1’insufficienza pancreatica[29].

Mutazioni o particolari polimorfismi del gene potrebbero essere un fattore di rischio anche per la
pancreatite cronica alterando il flusso e la composizione del succo pancreatico[197].

Nel 1998 due studi hanno documentato 1’associazione delle pit comuni mutazioni del CFTR con la
pancreatite cronica idiomatica[90, 202]

Attualmente si ritiene che la pancreatite cronica idiopatica possa rappresentare una forma atipica di
fibrosi cistica data dalla combinazione di due mutazioni lievi del CFTR o di una lieve e una severa.
Oppure la mutazione dl CFTR potrebbe agire nella patogenesi della malattia insieme a mutazioni o

varianti del PRSS1 e di SPINK1 [204].

Mutazioni del gene del Pancreatic Secretory Trypsin Inhibitor (PSTI) (o inibitore

proteasico Kazal tipo 1 o SPINK 1)

L’inibitore pancreatico secretorio della tripsina (SPINK 1) ¢ un peptide di 56 aminoacidi, codificato
da un gene situato sul cromosoma 5.

SPINK 1 (o PSTI) inibisce specificatamente fino al 20% del tripsinogeno attivato bloccando
fisicamente il sito attivo.

E’ sintetizzato dalle cellule acinari, si colocalizza con il tripsinogeno nei granuli di zimogeno con
un rapporto stechiometrico di circa 5:1 e realizza la prima linea di difesa contro 1’attivazione
prematura del tripsinogeno nelle cellule acinari[33, 197, 205].

L’attenzione sulle possibili mutazioni di SPINKI1 quale possibile fattore patogenetico nella
pancreatite cronica ¢ derivata dalla constatazione che molti casi di pancreatite cronica ereditaria non
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erano associati a mutazioni del PRSS1. Si ¢ ipotizzato allora che la pancreatite cronica potesse
derivare dalla perdita di funzione dell’ inibitore pancreatico della tripsina: mutazioni del gene
SPINK 1 potrebbero portare ad un’aumentata attivazione della tripsina all’interno del pancreas
causando pancreatite.

La mutazione piu frequente del gene SPINK 1 & N34S che ¢ il risultato di una transizione A-G che
causa la sostituzione di un’asparagina con una serina al codone 34, esone 4. Witt et al.[206] per
primi hanno dimostrato questa mutazione in 18 su 96 bambini e adolescenti con pancreatite cronica;
6 di questi erano omozigoti per tale mutazione.

La stessa mutazione ¢ presente anche nel 15-40% dei pazienti con pancreatite cronica idiopatica e in
circa il 2% della popolazione generale[29].

La maggior parte degli autori ritiene che le mutazioni dello SPINK 1 non siano sufficienti per
causare pancreatite ereditaria: la pancreatite cronica idiopatica ¢ rara e la mutazione N34S e
relativamente frequente nella popolazione generale. L’ipotesi piu probabile ¢ che le mutazioni dello
SPINK 1 agiscano come agenti modulanti, per esempio, abbassando 1’eta d’insorgenza o
aumentando la severita della pancreatite causata da altri fattori genetici ed ambientali. Inoltre
I’eventuale perdita di funzione dello SPINK, se permane I’integrita del sito di autolisi R122 della
tripsina e degli altri meccanismi di controllo, verrebbe vicariata da un incremento dell’efficienza di

questi sistemi, senza lo sviluppo della malattia[33, 207].

Pancreatite tropicale.

La pancreatite cronica tropicale ¢ un tipo particolare di pancreatite cronica idiopatica che ¢ stata
descritta nei paesi tropicali: India[208], Nigeria, Uganda, Kenya, Sri Lanka, Madagascar, Zaire e
recentemente anche in Cina e Malesia[209]. Le cause e la patogenesi della malattia, non sono

attualmente note: ¢ possibile che il meccanismo patogenetico ultimo sia sovrapponibile a quello
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delle altre forme di pancreatite, I’attivazione delle cellule stellate in aree di necrosi pancreatica con
deposizione di matrice e conseguente fibrosi (sequenza necrosi-fibrosi). Anche nella pancreatite
tropicale infatti lo stadio terminale della malattia ¢ dominato dalla sostituzione fibrotica del
parenchima ghiandolare. Quale sia perod 1’agente eziologico in grado di innescare questa sequenza
non ¢ ancora noto. Sono stati considerati la malnutrizione, 1’ingestione della radice di cassava o
tapioca, infezioni virali o parassitarie, meccanismi autoimmunitari. Al momento sono seriamente
considerate solo due ipotesi: lo stress ossidativo e alterazioni genetiche[156].

L’ipotesi dello stress ossidativo come meccanismo implicato nella patogenesi della pancreatite
cronica ¢ stata proposta diversi anni fa da Braganza et al[210], i quali hanno sostenuto che il danno
pancreatico potesse essere causato da una iperattivita delle ossidasi epatiche con generazione di
enormi quantita di radicali liberi dell’ ossigeno.

Sempre Braganza et al[211] hanno dimostrato che 1 pazienti con pancreatite cronica,
indipendentemente dall’eziologia, sono carenti in antiossidanti e quindi piu vulnerabili al danno
ossidativo. Inoltre la supplementazione con antiossidanti migliora la sintomatologia, riducendo
I’uso di analgesici[212]. In india, dove la pancreatite tropicale ¢ maggiormente diffusa, vari studi
hanno dimostrato che I’introduzione di sostanze antiossidanti e i livelli ematici delle stesse sono
bassi nella popolazione generale[213]. Lo stesso dicasi per pazienti affetti da questa forma di
pancreatite[214].

Anche per la pancreatite tropicale ¢ stata chiamata in causa la genetica; il fatto che questa forma di
pancreatite sia endemica in determinate zone, specie in India, suggerisce che ci possa essere una
predisposizione genetica, anche alla luce della mancata dimostrazione di un fattore causale di tipo
ambientale.

Studi su coorti di pazienti in India e in Bangladesh hanno dimostrato che le mutazioni del gene
PRSS1, causa di pancreatite ereditaria, non sono presenti nei pazienti con diabete pancreatico
fibrocalcoloso (FCDP)[215] una variante della pancreatite cronica tropicale; al contrario nei

pazienti con tale malattia ¢ stata documentata 1’associazione con mutazioni di SPINK1 [216]. La
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mutazione N34S del gene SPINKI inoltre ¢ stata dimostrata nei pazienti con pancreatite cronica
tropicale[217-218].

Come gia detto le mutazioni di SPINK1 non causano direttamente la malattia ma agiscono come
fattori modulanti le caratteristiche della stessa. Recentemente ¢ stata dimostrata la presenza di
polimorfismi del gene CTSB nei pazienti con pancreatite cronica tropicale. Tale gene codifica per la
catepsina B, un’idrolasi lisosomiale che si crede possa avere un ruolo nell’attivazione del
tripsinogeno: la mutazione L26V ¢ associata in maniera statisticamente significativa alla malattia, in
India. E stata ritrovata sia nei pazienti con mutazione N34S di SPINK1 che nei pazienti in cui tale

mutazione non era presente[(156]; la frequenza dei polimorfismi S53G e C595T ¢ invece alta solo

nei pazienti che hanno anche la mutazione N34S di SPINKI.

3) Autoimmunita ( fattori immunologici)

Pancreatite autoimmune

Il termine “pancreatite autoimmune” fu introdotto da Yoshida et al. nel 1995 per descrivere una
forma di pancreatite cronica associata a manifestazioni di autoimmunita dimostrabili con esami di
laboratorio, istologici e clinici[218].

E’ caratterizzata da un processo infiammatorio di tipo autoimmunitario, che determina la comparsa
nella ghiandola di un infiltrato, prevalentmente linfocitario (T CD4+ e CD8+), associato a fibrosi e
disfunzione dell’organo, in assenza di calcificazioni[74].

La patogenesi della malattia ¢ ancora in larga parte sconosciuta, nonostante diverse evidenze
suggeriscano che alla base di questa ci sia un meccanismo autoimmune: 1’associazione con altre
malattie autoimmuni, la presenza di elevati livelli di immunoglobuline (soprattutto 1G4) e di

autoanticorpi in circolo, ’infiltrato linfocitario, la risposta alla terapia steroidea.
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L’ipotesi piu plausibile ¢ che un’aberrante espressione di molecole del complesso maggiore di
istocompatibilita, (HLA-DR), porti alla presentazione di auto antigeni espressi dalle cellule
pancreatiche ai linfociti T con conseguente sviluppo di una risposta infiammatoria di tipo cellulo-
mediato contro il self[29].

L’infiammazione secondaria, cioe¢ 1'infiltrazione di linfociti attivati, si localizzerebbe attorno ai
dotti pancreatici, e, anche per il rilascio da parte dei linfociti di linfochine fibrogenetiche,
evolverebbe verso una fibrosi periduttale che oblitera il lume e determina un’ostruzione al deflusso
del secreto pancreatico. La caratteristica istologica fondamentale della pancreatite autoimmune ¢

proprio I'infiltrato infiammatorio che si dispone come un collare attorno ai dotti pancreatici[74].

4) Cause ostruttive ( dotti efferenti)

La pancreatite cronica ostruttiva ¢ una forma distinta e rara di pancreatite cronica in cui €
I’ostruzione del dotto pancreatico principale a innescare il processo che conduce all’atrofia delle
cellule acinari e alla fibrosi diffusa del parenchima dell’organo.Tale ostruzione pud essere
secondaria a traumi, tumori, malformazioni congenite quali il pancreas divisum, cisti e stenosi della
papilla di Vater o della papilla minor.

Controverso ¢ invece il ruolo dei disordini funzionali dello sfintere di Oddi. (SOD) Questa forma di

pancreatite cronica puo regredire o migliorare con la rimozione della causa ostruttiva.

Anatomia Patologica

La pancreatite cronica si caratterizza dal punto di vista istologico per la fibrosi, distribuita in modo
irregolare, per la diminuzione del numero di acini con risparmio relativo della componente insulare,

per la presenza di ostruzioni duttali a vari livelli e infine per il ricco infiltrato
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infiammatorio.Macroscopicamente il pancreas appare di consistenza dura, con dotti dilatati e foci
ben evidenti di calcificazioni; comune ¢ anche il reperto di pseudocisti pancreaticatica[203].

Nella malattia iniziale il quadro ¢ vario ed incostante. La fibrosi ¢ localizzata alle aree intralobulari
o interlobulari, e sostituisce gli acini persi; le isole sono indenni e vi ¢ un intenso infiltrato cellulare.
Possono ritrovarsi aspetti comuni alla pancreatite acuta con edema, inflammazione acuta € necrosi
lipoidea[119].

Con il progredire della malattia la fibrosi diventa diffusa e coinvolge 1 dotti pancreatici che
mostrano numerose irregolarita dovute alla creazione di stenosi e dilatazioni; i precipitati proteici si
fanno piu cospicui, calcificano grossolanamente e ostruiscono i dotti pancreatici maggiori.

L’aspetto morfologico della ghiandola puo variare a seconda dell’eziologia della pancreatite.

Nella pancreatite autoimmune il pancreas si rivela quasi sempre diffusamente solido e duro
all’esame macroscopico; in alcuni pazienti si pud delineare una “massa” focale nel parenchima
pancreatico.

La caratteristica distintiva all’esame microscopico ¢ [Dinfiltrato periduttale di linfociti e
plasmacellule che forma un vero e proprio collare attorno ai dotti. Si tratta di linfociti T CD4+ e
CD8+, e in misura minore di linfociti B. I setti interlobulari sono ispessiti per la proliferazione di
miofibroblasti e per I'infiltrazione linfo-plasmacellulare[74].

La pancreatite cronica tropicale si caratterizza morfologicamente per la presenza di numerosi calcoli
intraduttali, associati a dilatazione dei dotti e ad un background di fibrosi. I calcoli sono situati nel
dotto principale o nelle sue collaterali; sono di aspetto e dimensione variabile, da quelli molto
piccoli che si ritrovano nella coda, a calcoli di 4-5 cm, localizzati soprattutto vicino alla testa del
pancreas. Risultano composti da detriti epiteliali, materiale mucinoso e fibrina mentre la sostanza
calcificante ¢ il carbonato di calcio sottoforma di calcite.

Microscopicamente le alterazioni maggiori in questa forma di pancreatite, si riscontrano a livello
duttale: 1’epitelio ¢ danneggiato e denudato e in alcune aree ¢ presente metaplasia. La fibrosi ¢

localizzata attorno ai dotti mentre I’infiltrato infiammatorio, pure presente, ¢ sparso[156].
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Clinica, complicazioni e terapia

Le caratteristiche cliniche della pancreatite cronica sono assolutamente prive di specificita,
soprattutto riferendosi all’esordio della malattia. E’ facile infatti immaginare che nello stadio piu
avanzato della pancreatite, quando gran parte del tessuto pancreatico esocrino ed endocrino ¢ stato
ormai sostituito dalla fibrosi, il quadro clinico sia dominato da segni e sintomi riferibili alla perdita
di funzione pancreatica e quindi dalla maldigestione e dal diabete mellito. La storia naturale della
malattia ¢ caratterizzata infatti da una lenta progressione verso lo stadio terminale, dominato
dall’insufficienza pancreatica. In questo lungo processo si possono distinguere: una fase preclinica,
di solito assolutamente asintomatica; una fase dominata da episodi ricorrenti di dolore addominale
di presunta origine pancreatica, senza evidenza di pancreatite cronica; un’ulteriore fase in cui
compaiono segni specifici della malattia, come le calcificazioni o la dilatazione duttale.Ogni
paziente con pancreatite cronica ha la sua stroria naturale: in alcuni I’esordio puo essere il dolore
addominale ricorrente intervallato da periodi di relativo benessere, in altri la malattia puo esordire
gia nella sua fase piu avanzata; in altri ancora I’esordio puo essere rappresentato da un episodio
grave di pancreatite acuta necrotico emorragica, in cui il processo di riparazione conduce nel tempo
verso la pancreatite cronica.

Non bisogna dimenticare che in ciascuna di queste fasi il quadro clinico puo risultare ulteriormente
diversificato per la comparsa di numerose complicanze, che hanno un ruolo importante nella
prognosi della malattia.

Di seguito sono descritte le principali caratteristiche cliniche della pancreatite cronica, i meccanismi

fisiopatologici che le determinano e le possibilita terapeutiche per migliorarle.

1) Dolore

79



Il dolore ¢ il sintomo principale della pancreatite cronica e rappresenta una delle indicazioni alla
terapia chirurgica.

E’ un dolore continuo e profondo, localizzato in epigastrio con irradiazione a entrambi gli ipocondri
o posteriormente (a “barra” o a “cintura”), ma puo essere anche diffuso ai quadranti addominali
superiori. Di solito aumenta con 1’ingestione di cibo e pud accompagnarsi a nausea € vomito.
Questo pud portare a riduzione dell’alimentazione e contribuire alla perdita di peso, dovuta
principalmente alla maldigestione.

E’ da sottolineare che un certo numero di pazienti con pancreatite cronica pud non presentare
affatto il sintomo dolore[29, 119].

L’evoluzione della sintomatologia dolorosa non ¢ prevedibile. E’stato proposto che il sopravvenire
dell’insufficienza pancreatica conduca nel tempo alla scomparsa del dolore (ipotesi del “burn-out™),
ma la questione ¢ ancora controversa e irrisolta. Pochi studi hanno valutato compiutamente
I’evoluzione clinica della malattia. Layer et al[201] hanno identificato due forme clinicamente
diverse nell’ambito della pancreatite cronica idiopatica: una ad insorgenza giovanile e ’altra ad
insorgenza tardiva. La prima esordisce nell’infanzia e nell’adolescenza con sintomatologia dolorosa
molto severa mentre la funzionalita pancreatica ¢ mantenuta per molto tempo. La seconda ¢
caratterizzata da insorgenza tardiva e il dolore ¢ scarso o del tutto assente. Un altro studio[219] ha
valutato in maniera prospettica (follow-up medio di 17 anni) ’evoluzione della malattia in una
coorte di 207 pazienti con pancreatite cronica alcolica. Sono stati individuati due pattern di
manifestazione del dolore: il tipo “A”, ossia episodi ricorrenti di dolore di gravita variabile; e il tipo
“B”, caratterizzato da periodi prolungati di dolore o da dolore continuo su cui si instaurano episodi
di accentuazione ed esacerbazione dello stesso. Nella fasi iniziali della malattia sono presenti

episodi dolorosi di tipo A e/o B; con prevalenza dei secondi in caso di complicanze.

Patogenesi
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La patogenesi del dolore ¢ multifattoriale e probabilmente 1 meccanismi che lo determinano sono
diversi da paziente a paziente. Due teorie sono state proposte per spiegare la genesi del dolore nella
pancreatite cronica: la teoria neurogenica e quella dell’ipertensione intraduttale e interstiziale.
Secondo la teoria neurogenica i nervi pancreatici e peripancreatici risultano danneggiati dai processi
patologici sottesi alla malattia e questo determina la loro esposizione a sostanze nocicettive,
prodotte dalle cellule infiammatorie, o agli enzimi pancreatici.

Anche i radicali liberi e lo stress ossidativo contribuiscono in tal senso alla patogenesi del dolore. Il
sintomo ¢ dovuto quindi alla trasmissione di questi stimoli algogeni attraverso il plesso celiaco.
L’ipotesi alternativa considera il dolore pancreatico come risultato dell’aumentata pressione nel
parenchima pancreatico o nel sistema duttale. La pressione nei dotti pud aumentare come
conseguenza della produzione continua di succo pancreatico a monte di un segmento ostruito da
restringimenti, stenosi o calcoli. L’aumento della pressione interstiziale pud essere dovuto alla
fibrosi che limita la capacita del pancreas di espandersi durante la secrezione esocrina e di assorbire
cosi gli aumenti di pressione creati dall’aumento del volume del sistema duttale.

Molti altri meccanismi potrebbero avere un ruolo nel determinare il dolore pancreatico: attacchi
acuti di pancreatite, la formazione di pseudocisti, la trombosi del sistema portale o della vena

splenica, I’ostruzione del sistema biliare e una predisposizione genetica[220-221].

Terapia

L’approccio terapeutico al paziente con pancreatite cronica ha come obiettivo fondamentale quello
di ridurre o eliminare la sintomatologia dolorosa, spesso determinante la bassa qualita di vita di
questi pazienti. La terapia puo essere medica, endoscopica o chirurgica. Va premesso che, a
prescindere dalla terapia, ¢ indispensabile consigliare ai pazienti 1’astensione dall’alcol e dal fumo e

garantire un adeguato supporto nutrizionale.

Terapia medica.[29, 152]
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I controllo del dolore & ottenibile, in molti casi, con i farmaciantinfiammatori non steroidei, in
particolare con il paracetamolo che rappresenta ilfarmaco di prima scelta a tale scopo.

Alcuni pazienti necessitano invece di analgesici maggiori, come gli oppioidi. L’uso degli oppioidi
va proposto con cautela, tenendo in considerazione gli importanti effetti collaterali: le alterazioni
della motilita gastrointestinale e lo spasmo dello sfintere di Oddi, la depressione del sistema
nervoso centrale e soprattutto il rischio della farmacodipendenza. Tra gli oppioidi ¢ di scelta il
tramadolo che esercita una doppia azione farmacologica essendo un agonista dei recettori degli
oppioidi ed un bloccante del reuptake di serotonina e noradrenalina.

La supplementazione di enzimi pancreatici ha lo scopo di ridurre la secrezione pancreatica e di
conseguenza la pressione parenchimale e duttale. Infatti la somministrazione esogena di enzimi in
capsule gastroprotette liberati nell’intestino, provoca per via neurale riflessa e mediata dalla CCK
una diminuzione della secrezione pancreatica.

Lo stesso risultato puo essere ottenuto con I’octreotide, uno dei piu potenti inibitori della secrezione
pancreatica.

Anche il danno da radicali liberi ¢ implicato nella patogenesi del dolore della pancreatite cronica.
L’uso di antiossidanti (beta-carotene, vitamina C, vitamina E, metionina etc) potrebbe essere utile in

alcuni pazienti.

Terapia endoscopica.[152]

Le manovre endoscopiche consentono 1’eliminazione degliostacoli che ostruiscono il dotto
maggiore creando ipertensione duttale, uno deimeccanismi implicati nella genesi del dolore.

A seconda della natura dell’ostruzione I’approccio ¢ diverso: in caso di stenosi cicatriziali e
fibrotiche ¢ possibile applicare una protesi, in presenza di un calcolo ¢ possibile estrarre il calcolo
associando una litotrissia extracorporea o endoduttale. Sia 1’applicazione di stent che la rimozione

dei calcoli si giovano di una sfinterotomia preventiva. La sfinterotomia da sola ¢ applicabile per
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quei pazienti che presentano fibrosi o stenosi perisfinteriali. L’endoscopia puo essere indicata, in

pazienti selezionati, nel drenaggio di alcune pseudocisti.

Terapia chirurgica.[4]

Il dolore intrattabile ¢ un’indicazione alla terapia chirurgica, insieme al dolore associato a
complicanze pancreatiche ed extrapancraeatiche. L’intervento dovrebbe essere conservativo in
assenza di insufficienza ghiandolare e radicale nel caso si sospetti una neoplasia, potenziale
complicanza della pancreatite cronica. L’approccio chirurgico pud essere scelto anche per il

drenaggio duttale e per il blocco del plesso celiaco.

2) Maldigestione

La steatorrea e la perdita di peso sono altre due manifestazioni importanti della pancreatite cronica e
sono determinate dalla perdita della funzionalita esocrina del pancreas e quindi dalla mancata
secrezione del succo pancreatico.

Il pancreas ha una grande riserva funzionale, di conseguenza le manifestazioni cliniche
dell’insufficienza esocrina sono tardive. La steatorrea, dovuta alla mal digestione lipidica, compare
solo quando la lipasi pancreatica si ¢ ridotta a meno del 10% del normale; solitamente la
maldigestione lipidica precede quella dei carboidrati e delle proteine perché la secrezione delle
lipasi decresce piu rapidamente di quella delle amilasi e delle proteasi. D’altra parte pero la
presenza di materiale lipidico in digerito nell’intestino compromette la digestione e 1’assorbimento
anche degli altri macronutrienti. Altri sintomi, assolutamente aspecifici, legati alla maldigestione

sono la flautolenza, il meteorismo, il gonfiore addominale, i crampi addominali, le alterazioni

dell’alvo[29, 119, 222].

Terapia
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L’insufficienza esocrina richiede la terapia sostitutiva con enzimi pancreatici che solitamente ¢
basata sulla valutazione clinica del paziente e quindi sulla presenza di steatorrea e perdita di peso.
Gli enzimi pancreatici vanno assunti con i pasti in formulazioni gastroprotette. La dose ¢
approssimativamente di 25.000-50.000 U di lipasi/pasto; anche se spesso sono necessarie dosi

maggiori associate a PPI [29].

2) Diabete
Gli isolotti pancreatici sono inizialmente risparmiati dal sovvertimento del parenchima e dalla
sostituzione fibrosa che caratterizzano la pancreatite cronica.
Nella maggior parte dei casi quindi I'insufficienza endocrina si manifesta nella fase avanzata della
malattia ed ¢ data dalla comparsa di diabete mellito conseguente alla scarsa produzione sia di
insulina che di glucagone[29, 119]. La “American Diabete Association” ha classificato il diabete

associato alla pancreatite cronica come di tipo Illc [223].

Terapia

La terapia del diabete richiede la somministrazione di insulina, non diversamente dal diabete di tipo
L. 1 problema maggiore ¢ correlato alla scarsita di glucagone che predispone a un maggior rischio di
ipoglicemia. Questo rappresenta un problema serio nei pazienti con scarsa compliance e che non si

astengono dall’assunzione di alcol.

Complicanze

Le complicanze piu frequenti sono rappresentate dalla comparsa di pseudo cisti pancreatiche e
dall’ostruzione della via biliare principale e del duodeno. Raramente si verifica un coinvolgimento
dell’asse vascolare splenico, mesenterico e portale (pseudoaneurismi multipli — ipertensione portale

settoriale); talvolta ascite e cirrosi epatica. E’ stata inoltre dimostrata 1’aumentata incidenza del
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carcinoma pancreatico soprattutto nei pazienti affetti da pancreatite cronica familiare rispetto alla

popolazione generale.

Pseudocisti pancreatiche

La pseudocisti pancreatica ¢ una cavita cistica sprovvista, a differenza della cisti vera e propria, di
rivestimento epiteliale. Le sue pareti sono costituite quindi da aderenze tissutali fibrose
postinfiammatorie. Ha contenuto fluido principalmente costituito da succo, enzimi pancreatici e
frustoli necrotici e pud trovarsi completamente all’interno del parenchima pancreatico o nelle
adiacenze della ghiandola. Le pseudo cisti complicano sia la pancreatite acuta che cronica; in
quest’ultima in particolare la pseudocisti pud essere “cronica” o insorgere a seguito di un episodio
di pancreatite acuta. Quelle che insorgono dopo un episodio flogistico acuto sono conseguenti allo
spandimento degli enzimi pancreatici e alla necrosi con formazione di una raccolta fluida sterile.
Oppure possono originare da una dilatazione del sistema duttale e sono, pertanto, spesso
comunicanti con lo stesso. Inizialmente mal definite, crescono col tempo, possono continuare ad

aumentare di volume, causare dolore, infettarsi o comprimere gli organi adiacenti e rompersi.

Terapia

Se la pseudocisti ¢ piccola e/o asintomatica non ¢ indicato alcun trattamento; in caso contrario le
possibilita terapeutiche sono il drenaggio della raccolta o la resezione pancreatica. Il drenaggio pud
essere interno, chirurgico o endoscopico, o esterno, chirurgico o percutaneo. La resezione ¢ indicata
se la pseudocisti ¢ difficile da drenare perché completamente indovata nel parenchima e se si trova a

livello della coda del pancreas[4].
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Ostruzione della via biliare

E’ caratteristica delle fasi tardive della malattia quando la fibrosi cefalica determina stenosi od
occlusione completa della porzione intrapancreatica del coledoco. In alcuni casi la stenosi puo
essere dovuta a compressione da parte di una pseudocisti.

La manifestazione clinica ¢ la colestasi extraepatica che per lungo tempo si estrinseca con i soli
segni bioumorali (aumento ALP e GGT) e solo in fase tardiva, con ostruzione completa, compare

un ittero franco. La frequenza varia dal 20 al 30 % dei casi.

Ostruzione duodenale.
E’ una complicanza rara, sostenuta dall’estensione della fibrosi o dalla presenza di una pseudocisti,
coinvolgenti la regione antro-duodenale. Provoca sintomatologia ostruttiva con ristagno gastrico e

vomito.

Ipertensione portale
La flogosi della ghiandola pancreatica determina in una percentuale variabile fra 3% e 8%
compressione e trombosi della vena splenica che talvolta si estende al tratto portale. In questo caso

compaiono splenomegalia e varici esofagee.

Ascite pancreatica
E’ una complicanza rarissima: riconosce la sua genesi nella rottura di pseudocisti ed

eccezionalmente nell’ipertensione portale (secondaria alla cirrosi epatica associata).

Cancro pancreatico
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La pancreatite cronica ¢ un fattore di rischio per lo sviluppo di un cancro pancreatico[224]. Il
rischio ¢ molto alto nella pancreatite cronica ereditaria[ 199] e in particolare se tra i fattori causali

della pancreatite cronica figura anche il fumo di sigaretta.
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1.3 - MONOCYTE CHEMOATTRACTANT PROTEIN-1 MCP-1)

MCP-1 ¢ una potente CC-chemochina di 76 aminoacidi rilasciata dai monociti e capace di attirare
linfociti, mast-cellule, eosinofili ed altri monociti durante il processoinfiammatorio [225]. In
aggiunta alla chemotassi, MCP-1 esercita sui monociti un’azione simile a quella che la IL-8 ha sui
neutrofili: essa promuove cio¢ un incremento delle concentrazioni intracitoplasmatiche di calcio,
innescando il “burst” respiratorio dei monociti [226].MCP-1 & prodotta non solo dai monociti, ma
anche dalle cellule endoteliali, dalle fibrocellule muscolari lisce della parete delle arterie [227],
dalle cellule della mucosa intestinale nei soggetti affetti da malattia infiammatoria cronica [228].
Nel pancreas, MCP-1 viene rilasciata sia dalle cellule acinari [87, 88, 89, 90], sia dai miofibroblasti
periacinari, la forma attiva delle cellule stellate [91].

In particolare, nelle cellule acinari, la sintesi di MCP-1 ¢ indotta dal TNF-q, attraverso una via
dipendente dal calcio, e dal fattore nucleare kB (Nf-xB) [89].

Nf-kB ¢ un fattore di trascrizione coinvolto nella sintesi di molteplici mediatori proinfiammatori.
Nelle cellule quiescenti ¢ sequestrato nel citoplasma sottoforma di un complesso ternario legato a
specifiche proteine chiamate inibitori di kB (IkB). Dopo stimolazione, le IkB vengono fosforilate,
ubiquitinate e degradate dai proteasomi e Nf-kB ¢ cosi libero di traslocare nel nucleo, dove esercita

la propria azione [229].

1.3a - IL RUOLO DI MCP1 NELLA PANCREATITE ACUTA

Come descritto nel capitolo concernente la pancreatite acuta, la sintesi di MCP-1 aumenta nelle
primissime fasi del processo infiammatorio, suggerendo un ruolo cruciale di tale chemochina nel

modulare gli eventi che conducono al danno d’organo [88].
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MCP-1 sembra inoltre essere correlata all’insorgenza di complicazioni locali, quali necrosi ed
infezioni pancreatiche, e sistemiche, come insufficienza renale e scompenso cardiocircolatorio,
erigendosi pertanto a determinante della severita del processo infiammatorio. Evidenze cliniche
suggeriscono infatti che la pancreatite acuta severa sia associata a concentrazioni locali e sistemiche

di MCP-1 significativamente elevate [92].

11 polimorfismo -2518 A/G

La trascrizione del gene di MCP-1 ¢ sottoposta al controllo da parte di due regioni regolatrici, una

prossimale ed una distale.

La prima, posta 150 basi a monte del sito di inizio di trascrizione del gene, ¢ responsabile del livello

basale di espressione dello stesso e risponde a citochine quali TNF, IL-1f e interferon-y.

La seconda, localizzata tra le 1.8 a 2.7 Kb a monte del sito d’inizio della trascrizione, include due
regioni riconosciute dal fattore di trascrizione Nf-kB ed ¢ fondamentale per la sintesi di MCP-1
indotta da citochine [230].

Recentemente ¢ stato descritto da Rovin e colleghi [231] un polimorfismo nella regione regolatrice

distale del gene di MCP-1 localizzato 2518 basi a monte del sito inizio trascrizione, risultante nella

sostituzione di una base azotata purinica, ’adenina (A), con un’altra, sempre purinica, la guanina

(G) @l polimorfismo -2518 A/G di MCP 1). Tale polimorfismo influenza 1’attivita trascrizionale

della regione regolatrice distale, determinando un incremento dei livelli di espressione di MCP-1 in

risposta ad uno stimolo infiammatorio.

Gli individui recanti I’allele G, sia in eterozigozi sia in omozigosi, sintetizzano quantita maggiori di

chemochina rispetto ai soggetti “wilde type”(A/A) in modo dose-dipendente: cio significa che gli

individui omozigoti (G/G) producono pit MCP-1 degli eterozigoti (A/G).
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La frequenza dell’allele G ¢ diversa nelle varie aree geografiche: maggiore negli Asiatici e nei
Messicani (47%) rispetto ai Caucasici (29%); non c’¢ invece alcuna differenza statisticamente
significativa tra Caucasici (29%) ed Afroamericani (22%).

I polimorfismo -2518 di MCP-1 ¢ stato associato alla progressione di molteplici malattie
inflammatorie, tra cui I’asma [232], il lupus eritematoso sistemico [233], ’aterosclerosi [234], il
morbo di Crohn [235] e I’epatite C [236].

Nel 2005, Papachristou e colleghi [237] hanno indagato 1’esistenza di una possibile correlazione tra
il polimorfismo -2518 A/G e la severita della pancreatite acuta, dal momento che esso comporta
livelli piu elevati di chemochina circolante e pertanto un incrementato reclutamento di cellule della
flogosi ove vi sia un qualche tipo di danno.

Gli autori hanno riscontrato una stretta associazione tra I’espressione di MCP-1 e la severita della
pancreatite.

Essi sostengono che i soggetti portatori dell’allele G, sia omozigoti che eterozigoti, producendo
molta pit chemochina, tendano a sviluppare una pancreatite severa (score di Ranson > 3 e di
APACHE > 8) anche a fronte di un insulto di entita moderata, laddove gli individui wilde type
(A/A) andrebbero incontro invece ad una malattia lieve (score di Ranson = 1 e di APACHE =4).
Nel caso di insulto importante, i soggetti A/A tenderebbero ad essere affetti da un forma severa di
pancreatite, mentre i pazienti con genotipo A/G o G/G sarebbero a rischio di vita.

Esisterebbe pertanto una predisposizione geneticamente determinata a sviluppare forme lievi o
severe di malattia.

Livelli piu elevati di MCP-1, sostenuti dal polimorfismo -2518 A/G, costituirebbero pertanto un
prezioso marker prognostico di severita, consentendo di discriminare pazienti ad alto o basso rischio

nei confronti di un decorso clinico severo della malattia.
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1.3b - IL RUOLO DI MCP1 NELLA PANCREATITE CRONICA

Come descritto nel capitolo riguardante la pancreatite cronica, la fibrosi parenchimale ¢ uno degli
aspetti morfologici piu rilevanti di tale patologia [238].

Tra le diverse citochine, MCP-1 in particolare svolge un ruolo fondamentale nell’innescare e far
progredire la fibrosi pancreatica, in analogia con quanto gia descritto a livello epatico [239] e
polmonare [240].

MCP-1, rilasciata dalle cellule acinari, dalle cellule duttali, e dall’endotelio vascolare a seguito di
un danno d’organo, recluta dal torrente circolatorio T-linfociti, mast-cellule e monociti [225],
promuovendone I’attivazione [226]. I monociti, una volta attivati, sintetizzano una vasta gamma di
mediatori dell’infiammazione, quali IL-1B, IL-6, TNF-a TGF-B1 e PDGF che, sinergicamente a
quelli rilasciati dal tessuto pancreatico, agiscono sulle cellule stellate pancreatiche (PSC)
determinandone la trasformazione a miofibroblasti.

Tali cellule, come precedentemente spiegato, sono in grado di proliferare, sintetizzare collagene ed
altre proteine della matrice extracellulare, innescando la fibrosi dell’organo.

MCP-1 agirebbe pertanto come fattore pre-fibrogenico [241]

I monociti reclutati, oltre ai mediatori citati, producono a loro volta MCP-1, amplificando la
risposta infiammatoria [242].

Il ruolo cruciale di MCP-1 nella pancreatite cronica ¢ stato confermato dallo studio di Zhao e
colleghi.

Gli autori hanno indagato gli effetti della neutralizzazione di MCP-1 nella pancreatite cronica
sperimentale del ratto, utilizzando una forma mutata di chemochina (mMCP-1), che agisce da
antagonista nei confronti di MCP-1, contrastandone gli effetti biologici.

La terapia genica anti-MCP-1 ha portato ad un miglioramento delle lesioni pancreatiche, ad una
conservazione della funzione esocrina dell’organo, ad una riduzione della flogosi e della fibrosi del
50%, grazie ad un minor sequestro tissutale di monociti e ad una minor attivazione delle PSC.
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Anche I’espressione intrapancreatica dell’'mRNA di TGF-f, di PDGEF, di IL-1B e di IL-6 risultava
significativamente ridotta.

MCP-1 contribuirebbe pertanto in modo determinante alla progressione della pancreatite cronica:
contrastare la sua azione potrebbe arrestare lo sviluppo della fibrosi pancreatica [243].
L’osservazione infine che le PSC sono in grado a loro volta di rilasciare MCP-1 su stimolo di IL-1
[244], pone tale chemochina al centro di un circuito flogosi-fibrosi in grado di mantenersi
autonomamente [242].

Un ulteriore meccanismo attraverso cui MCP-1 contribuisce alla fibrosi dei tessuti danneggiati ¢
rappresentato dalla induzione dell’angiogenesi [243], che ¢ uno degli aspetti fondamentali del

processo di riparazione tissutale

11 polimorfismo -2518 A/G

Nonostante gli studi a sostegno dell’importanza di MCP-1 nella patogenesi della fibrosi pancreatica,
Sass e colleghi [244] non hanno riscontrato alcuna associazione tra la pancreatite cronica ed il
polimorfismo -2518 A/G del gene di MCP-1, descritto per la prima volta da Rovin e colleghi [231],
responsabile di un incremento dell’attivita sintetica di tale chemochina. La mancanza di una
differenza statisticamente significativa della frequenza dell’allele G nei pazienti affetti da
pancreatite cronica rispetto ai soggetti sani di controllo suggerirebbe che tale polimorfismo non

costituisca un elemento di suscettibilita genetica nei confronti della malattia [244].
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1.4 - GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE Theta 1

Tra 1 geni indagati per la predisposizione allo sviluppo di patologia infiammatoria del pancreas, ¢
stato recentemente suggerito come la Glutatione-S-Transferasi Theta (GSTT1) possa rivestire un
ruolo importante nella patogenesi di malattia. GSTT1 ¢ una delle molteplici proteine ad azione anti-
ossidante che inattiva 1 radicali liberi dell’ossigeno attraverso reazioni di ossido-riduzione,
utilizzando come substrato il glutatione ridotto (GSH), che viene quindi consumato. Essa fa parte di
una famiglia di proteine dimeriche ad azione antiossidante, di cui oggi conosciamo differenti classi
distinguibili per struttura e specificita di substrato: Alpha, Mu, Pi, Theta.

Della forma Theta sono note due isoforme, GSTT-1 e GSTT-2, ed il gene codificante ¢ situato sul
cromosoma 22q11.2. L’interesse per GSTT1 ¢ legato alla peculiare distribuzione tissutale di questa
sottoclasse all’interno delle cellule acinose, ove le altre forme sono solo debolmente espresse o
assenti [245]. La sua espressione ha, inizialmente, un effetto protettivo che si esplica nella riduzione
dello stress ossidativo; tuttaviaGSTT1 necessita per la sua attivita di grandi quantita di glutatione,
comportando un rapido consumo dello stesso e conseguente paradosso aumento dello stress
ossidativo. Il gene di GSTT1 ¢ deleto in una percentuale della popolazione variabile dal 16 al 38%
secondo i diversi studi [245-246]; la delezione pud presentarsi in omozigosi con assenza di
trascrizione, oppure su un solo cromosoma comportando espressione e funzione ridotte. La presenza
o assenza del gene corrisponde, rispettivamente, al fenotipo coniugatore (GSTT1*A) o non-
coniugatore (GSTT1-null) [246]. Alcuni studi hanno rilevato un’associazione tra il fenotipo
coniugatore e la pancreatite acuta, correlando 1’espressione dell’enzima con laseverita di malattia in
modo dose dipendente [247]. Nei pazienti GSTT1*A si ¢ evidenziato un maggiore consumo di
glutatione ridotto (rilevato come concentrazione eritrocita riadello stesso) che si accresce
ulteriormente nelle forme severe rispetto alle lievi. La dose-dipendenza comporta un’incrementata

deplezione di GSH nelle cellule in cui la delezione ¢ assente (GSTT1*A/GSTT1*A) e che hanno,
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pertanto, una elevata espressione dell’enzima se paragonate a quelle conespressione bassa

(GSTT1*A/GSTT1-null) o assente (GSTT1-null/ GSTT1-null)[247].
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1.5 - CENNI DI FISIOLOGIA DELL’INTESTINO

Intestino tenue

Le funzioni principali dell’intestino tenue sono la digestione e 1’assorbimento degli alimenti, il
trasporto dei residui alimentari fino all’intestino crasso e la produzione di sostanze di natura
ormonale.
Queste funzioni sono rese possibili da tre attivita principali:

1) attivita motoria;

2) attivita digestiva e di assorbimento;

3) attivita endocrina.

Attivita motoria

Caratterizzata da:

- movimenti di segmentazione: efficaci nel mescolare il chimo con le secrezioni digestive e
permettere il contatto con la superficie mucosa;

- movimenti peristaltici: favorenti la progressione del contenuto intestinale in senso aborale.

Il transito ¢ regolato dalla valvola ileocecale, la cui apertura avviene in corrispondenza dell’arrivo
dell’onda peristaltica; esso ha una durata di circa quattro ore.

Notevole importanza rivestono i riflessi enteroenterici:

- riflesso gastroileale: la distensione gastrica stimola la peristalsi ileale e 1’apertura della valvola
ileocecale;

- riflesso inibitorio digiunogastrico: la distensione digiunale provoca I’inibizione dello svuotamento

gastrico;
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- riflesso inibitorio intestino-intestinale: la distensione di un segmento intestinale inibisce la motilita
dei segmenti adiacenti.

L’attivita motoria ¢ regolata dal sistema nervoso simpatico e parasimpatico, che rispettivamente
inibiscono e stimolano la peristalsi, ai quali si aggiunge il controllo del sistema nervoso enterico,

capace di liberare sostanze localmente attive(istamina, serotonina, prostaglandine...)[22].

Attivita digestiva e di assorbimento

Il chimo, prodotto di una primaria digestione gastrica, subisce nel tenue due fasi di trattamento:

- una fase endoluminale, in cui agiscono gli enzimi idrolitici salivari e pancreatici e i sali biliari;

- una fase parietale, a livello dell’enterocita, nella quale agiscono enzimi specifici sia del brush

border sia della membrana basolaterale.

I meccanismi di assorbimento dei principali nutrienti possono essere cosi riassunti:

a) carboidrati: idrolizzati dalle amilasi salivari e pancreatiche a monosaccaridi e disaccaridi; 1 primi
sono assorbiti come tali, i secondi vengono scissi da disaccaridasi dell’enterocita e immessi nel
circolo portale[2438];

b) proteine: digerite dalla pepsina gastrica e da enzimi pancreatici (tripsina, chimotripsina, eso- ed
endopeptidasi), sono ridotte ad aminoacidi ed oligopeptidi che a loro volta vengono scissi da
oligopeptidasi; gli aminoacidi sono trasportati attraverso la membrana luminale e basolaterale
per mezzo di meccanismi sia sodio-dipendenti che sodio- indipendenti[249];

c) grassi: la lipolisi richiede la partecipazione della lipasi pancreatica, della colipasi e dei sali
biliari. Tali proteine contribuiscono a formare micelle in grado di veicolare i1 grassi attraverso
I’epitelio fino ai linfatici.

Gli esteri del colesterolo vengono idrolizzati prima da un’esterasi pancreatica nel lume
intestinale, in seguito da un’esterasi a livello dei microvilli. II colesterolo libero entra quindi

nell’enterocita ed € secreto nei linfatici[250, 251];
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d) vitamine liposolubili: sono contenute nelle miscele di grassi della dieta e subiscono lo stesso
destino dei tali sostanze;

e) acqua e sodio: assorbiti per via transcellulare (attraverso 1’enterocita) e per via paracellulare; i
due sistemi sono in connessione reciproca; infatti per fare entrare acqua e sodio ¢ necessaria la
creazione di un gradiente di soluti ad opera della Na/K ATPasi della membrana basolaterale;

f) vitamine idrosolubili: tiamina e riboflavina seguono I’acqua per diffusione passiva; 1’acido folico
¢ scisso da complessi poliglutammati in cui ¢ ingerito e quindi assorbito; la vitamina B12 ¢
assorbita prevalentemente a livello dell’ileo distale grazie al legame con il fattore intrinseco,
secreto dalle cellule parietali gastriche[252];

g) calcio: presente nella dieta come sale, il suo assorbimento ¢ vitamina D-dipendente; altre
proteine all’interno dell’enterocita (proteina legante il calcio e calmodulina) regolano tale
processo[253];

h) ferro: gli enterociti presentano recettori specifici e proteine di trasporto che assorbono ferro, reso

solubile dall’acidita gastrica; tale processo ¢ maggiore nel duodeno-digiuno rispetto

all’ileo[254].

Attivita endocrina

Lungo tutto il tenue troviamo cellule endocrine intercalate agli enterociti; queste producono diverse
sostanze in risposta a stimoli rappresentati dal chimo acido e dai prodotti della digestione. Tra le
principali sostanze prodotte citiamo:

- le enterochinasi, attivatrici del tripsinogeno pancreatico;

- la colecistochinina (CCK) e la secretina, che rispettivamente stimolano la secrezione degli enzimi
e della componente acquosa da parte del pancreas; la CCK favorisce inoltre la contrazione della
colecisti;

- la gastrina, importante stimolo per la secrezione acida gastrica;

97



- la motilina, il polipeptide pancreatico, il VIP, la bombesina, ormoni regolatori della secrezione e

della motilita gastrica ed intestinale.

Intestino crasso

Le principali funzioni dell’intestino crasso sono la conservazione del contenuto idrico e salino e il

contenimento ed espulsione delle feci e sono garantite da attivita assorbente, secretoria, motoria.

Attivita assorbente

il colon assorbe piu del 90% di acqua ed elettroliti che arrivano dall’ileo. Le vie di assorbimento
sono due:

- transcellulare, attraverso porocanali (trasporto passivo) o attraverso carrier specifici (trasporto
facilitato);

- paracellulare, attraverso le tight junctions.

II primo motore dell’assorbimento ¢ dato dalla pompa del sodio a livello della membrana
basolaterale: questa secerne sodio dall’enterocita verso I’interstizio, favorisce 1’ingresso di sodio dal
lume e genera un gradiente elettrico luminale di riassorbimento di anioni; I’acqua viene assorbita
passivamente seguendo i soluti.

Ricordiamo inoltre che 1’abbondante flora batterica del colon provvede alla decomposizione dei

residui glucidici e proteici e partecipa nella sintesi e assorbimento di vitamine B e K.

Attivita secretoria

Le secrezioni del colon sono inferiori, per volume, rispetto a quelle del tenue, ma piu ricche di
muco, prodotto dalle cellule caliciformi. La componente acquosa ¢ ricca di bicarbonato e potassio.
Lo stimolo secretivo ¢ determinato dalla stimolazione meccanica del materiale in transito e
dall’attivita del sistema parasimpatico, mentre ¢ inibito dal sistema simpatico.
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Attivita motoria

I movimenti del colon possono essere suddivisi in:

- movimenti non propulsivi, ovvero contrazioni segmentarie (austrazioni) che suddividono il colon
in segmenti adiacenti al fine di rimescolare il contenuto intestinale e favorire 1’assorbimento;

- movimenti propulsivi o di massa, che si verificano da una a tre volte al giorno e hanno la funzione
di sospingere il contenuto intestinale in senso aborale;

- movimenti antipropulsivi, tipici delle regioni prossimali del colon, il cui compito ¢ quello di

trattenere il chimo in quella sede per riassorbire la maggior quota possibile di acqua e sali[22].

Attivita immunologica dell’intestino sano

L’attivita immunologica della mucosa intestinale costituisce un meccanismo importante visto il
carico antigenico a cui il sistema gastroenterico risulta costantemente esposto.
Il sistema immunitario non ¢ in grado di riconoscere prontamente qualsiasi antigene batterico, ma
piuttosto focalizza la sua attenzione verso poche strutture altamente conservate, presenti in una
grande maggioranza di microrganismi. Questi patterns molecolari associati a patogeni, sono
costituiti da lipopolisaccaridi, peptidoglicani, mannani, DNA batterico, RNA e glicani. Sebbene si
tratti di molecole distinte, queste presentano alcune caratteristiche comuni:

- sono prodotti dai soli microrganismi patogeni, non dai loro ospiti;

- sono strutture essenziali per la sopravvivenza del patogeno;

- sono solitamente strutture costanti, espresse da intere classi di patogeni[255-256]
Ci sono evidenze emergenti di un dinamico interscambio tra antigeni luminali, epitelio intestinale e
tessuto linfoide sub-epiteliale, costituito dalle placche di Peyer. La strategica dislocazione delle

cellule epiteliali rende conto della loro funzione come prima linea di difesa nei confronti di antigeni

99



luminali e consente loro di interagire sia con antigeni del lume sia con le cellule dell’immunita
residenti nella lamina propria.

Antigeni intestinali capaci di attraversare 1’epitelio vengono riconosciuti da cellule presentanti
I’antigene (APC), quali macrofagi e cellule dendritiche, processati e presentati a cellule T nella
lamina propria. Nei soggetti sani le APC e le cellule epiteliali espongono una varieta di recettori per
tali agenti e per citochine infiammatorie[257].

Un secondo livello di difesa ¢ costituito dalle placche di Peyer, tessuto linfoide costituito da follicoli
linfatici di cellule B alternati ad aree di linfociti T, cellule dendritiche e macrofagi.

Il icollegamento tra le placche di Peyer ed il lume intestinale ¢ rappresentato dall’epitelio
intestinale, la cui caratteristica principale ¢ data dalla presenza di cellule specializzate M; queste
cellule fungono da trasportatori di antigeni proteici verso le cellule dendritiche e i1 linfociti
resiedenti in tasche subito al di sotto della membrana basale. Le cellule M non esprimono molecole
MHC 1II e possiedono pochi lisosomi sembra pertanto possibile che trasportino 1’antigene senza
processarlo. Gli antigeni luminali vengono riconosciuti dalle APC con due possibili conseguenze:

- trasduzione del segnale intracellulare TLR- o NOD-mediato, risultante nell’attivazione di
NF«B, nella trascrizione di fattori dell’infiammazione e nell’amplificazione del processo
infiammatorio;

- processazione dell’antigene e presentazione a cellule T in associazione ad MHC 1I e
attivazione dei meccanismi dell’immunita umorale e cellulo- mediata[269].

Alla fine di tali processi si giunge all’eliminazione dell’antigene e alla soppressione dell’attivita
immunitaria meadiata da regolatori negativi. Nella mucosa intestinale sana agiscono, infatti, fattori
immunosoppressivi, quali il fattore di crescita trasformante B 1(TGF B 1), che induce 1’apoptosi
delle cellule attivate dell’immunita[270].

Il TGF B 1 lega il proprio recettore di membrana, TGF B RII, dotato di attivita tirosin-chinasica; che
fosforila e attiva un secondo recettore, TGF BI: entrambi sono necessari per la trasduzione del

segnale intracellulare. I due recettori fosforilano i fattori di trascrizione Smad2 e 3 che formano un
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complesso eterodimerico con Smad4, entrano nel nucleo e regolano I’attivita di geni bersaglio. 1l
meccanismo molecolare che conduce alla morte apoptotica non ¢ completamente noto e vede
probabilmente coinvolta una proteina Daxx, recettore associato alla proteina Fas in grado di
mediare [’attivazione di JNK e i meccanismi di morte apoptotica cellulare[271-272]. TGF-B

previene inoltre 1’attivazione di NFkB dovuta a TNF-a.
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1.6 - PRINCIPALI PROTEINE COINVOLTE NELLA RISPOSTA

INFIAMMATORIA INTESTINALE

Toll-like receptors

Il primo recettore appartenente alla famiglia dei “toll-receptors” fu identificato in Drosophila come
componente coinvolto nella via di segnale che controllava la polarizzazione dell’embrione. Il
sequenziamento del gene d’origine riveld che esso codifica per una proteina transmembrana con un
esteso dominio extracellulare ricco in leucine e un dominio intracitoplasmatico molto simile al
recettore per IL-1 (IL1-R) dei mammiferi. I due recettori risultavano coinvolti nell’attivazione della
via di trasduzione del segnale intracellulare mediata dal fattore di trascrizione nucleare NFkB e
nell’induzione della risposta immune ed infiammatoria[258].

Omologhi dei Toll receptors di Drosophila sono stati identificati nei mammiferi e sono stati percio
definiti Toll-like receptors (TLRs).

Il primo Toll-like receptor identificato nell’'uomo ¢ stato TLR4. La dimostrazione che questo
recettore era coinvolto nell’immunita innata ed in particolare nel riconoscimento del
lipoplisaccaride batterico giunse quando si evidenzio che la mutazione del gene per tale recettore
rendeva una popolazione di topi non responsiva al lipopolisaccaride stesso e cosi resistente allo
shock endotossico[259].

Perche avvenga il riconoscimento del da parte dei TLRs sono necessarie altre due componenti:
CD14, recettore ancorato sulla superficie di macrofagi e cellule B, e la proteina intracellulare MD?2,
proteina presente sia sulla superficie cellulare in associazione a TLR4 come co-recettore, sia in
forma monomerica o tetramerica solubile[260]. Il lipoplisaccaride batterico si lega inizialmente una
proteina sierica, la lipopolysaccharide-binding protein (LBP), che lo trasferisce a CD14, il quale a

sua volta determina la dimerizzazione del complesso TLR-MD2. Questo interagisce con una
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proteina intracellulare adattatrice definita myeloid differentiation factor 88 (MyD88) che attiva una
proteina chinasi associata al recettore dell’IL-1 (IRAK).

IRAK ¢ poi fosforilata e accoppiata alla tumor necrosis factor—associated factor (TRAF-6); la
conseguente oligomerizzazione di TRAF-6 attiva un membro della famiglia delle proteine chinasi
mitogene (MAP3K) che a sua volta conduce all’attivazione delle chinasi dell’inibitore di kB (IKK1
e IKK2). Tale inibitore (IkB) ¢ legato ad NF«xB e ne impedisce la funzione. In seguito a
fosforilazione IkB viene degradazione: NF«B risulta quindi libero di traslocare nel nucleo e favorire
la trascrizione di citochine a livello del DNA. A seguito di tale traslocazione si ha il legame a
diverse regioni promotrici di geni codificanti per citochine quali IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-8,
complesso maggiore di istocompatibilta, molecole di adesione di tipo 1 e ossido nitrico sintetasi con
meccanismo simile a quello indicato in precedenza per I’attivazione, NFxB dipendente, di MCP1

[261-263] (Tab.8)

NOD1 e NOD2

Sono proteine citosoliche appartenenti alla famiglia dei Nod-like receptor (NLR), rappresentanti la
controparte intracellulare dei TLR; risultano costituite da tre regioni funzionali:
- laregione C terminale, contenente un dominio ricco di leucine (Leucine Rich Repeat, LRR)
e importante nell’interazione tra proteine;
- la regione centrale, costituita da un Nucleotide-binding Oligomerisation Domain (NOD)
coinvolto nell’auto oligomerizzazione della proteina;
- la regione N-terminale che pud essere caratterizzata da tre diverse strutture: un dominio
pirico, regioni CARD (caspase activity recruitment domain) o un dominio BIR (Baculovirus

“Inhibitor of apoptosis” Repeat).
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NOD2 riconosce il muramildipeptide, molecola correlata con la struttura del peptidoglicano comune
a batteri Gram positivi e Gram negativi, NODI invece riconosce solo il peptidoglicano contenente
acido meso-diaminopimelico, espresso unicamente dai Gram negativi. In seguito al legame con
queste strutture NOD1 e NOD2 formano rapidamente strutture oligmeriche e reclutano una proteina
chinasi Rip2 (chiamata anche RICK e CARDIAK). Il complesso che si forma attiva a sua volta le
chinasi correlate con la proteina inibitrice di NFkB (IkB). La fosforilazione di IkB ne determina la
degradazione e la perdita del controllo inibitorio sul fattore di trascrizione nucleare.

NF«B sarebbe quindi in grado di interagire con il DNA, promuovendo la trascrizione dei mediatori
dell’infiammazione precedentemente citati, quali citochine infiammatorie e recttori cellulari per le
stesse, chemochine, enzimi dell’infiammazione, molecole di adesione.

NOD?2 sembra inoltre un promotore indiretto nella produzione di citochine anti-inflammatorie (IL-
10 e TGF-B) indotta dal legame di antigeni con il recettore LTR. Infatti mutazioni di NOD2 sono
state associate ad un deficit nel rilascio di IL-10 e TGF-3 dalle cellule mononucleate del sangue che
si avrebbe normalmente in seguito al legame di antigeni a TLR2, il meccanismo con cui questo
processo si verifica, tuttavia, non ¢ stato ancora chiarito[264].

L’attivazione di NOD2 ¢ modulata da “proteine di regolazione della morte cellulare”, la chinasi
TAKI1 e la proteina di membrana basolaterale, erbina. Studi recenti hanno evidenziato che erbina ¢
una proteina regolatrice nella trasduzione del segnale intracellulare NOD-dipendente, in grado di
legare NOD attraverso il dominio CARD e di inibire I’attivazione di NFkB e quindi la trascrizione
di citochine infiammatorie[265].

Studi sulla funzione della proteina chinasi TGFB-dipendente (TAK1) hanno evidenziato che la sua
partecipazione ¢ richiesta nell’attivazione di NFkB NOD-dipendente. TAK ¢ anche attivata da
citochine proinfiammatorie quali IL-1, TNF-a e IL-18 e cio sta ad indicare quanto sia elevato il

grado di interazione tra citochine inflammatorie e recettore NOD.
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TAK gioca un doppio ruolo nella risposta infiammatoria: il primo, come regolatore positivo
nell’attivazione di NFxB mediato da citochine infiammatorie; il secondo vede TAK agire da

regolatore negativo nella via di trasduzione del segnale NOD-mediata[266].

IL-1 ¢ una potente citochina coinvolta in diversi diversi processi immunologici ed infiammatori.
Queste attivita vengono svolte principalmente attraverso 1’attivazione di NF«B: la cascata di segnali
che termina nell’attivazione di tale fattore prende origine dal legame di IL-1 al suo recettore IL-1R
che induce il reclutamento di una proteina accessoria co-fattoriale chiamata IL-1AcP. Il complesso
IL-1R/IL-1RacP, attraverso la mediazione di MyD88, lega e fosforila IRAK; tale proteina si associa
ad TRAF-6; la conseguente oligomerizzazione attiva MAP3K che a sua volta conduce
all’attivazione delle IKK1 e 2. La fosforilazione di IkB comporta la sua degradazione e la
liberazione di NFkB, che traslocando nel nucleo favorisce la trascrizione di citochine a livello del

DNA [267].

TNFo

TNFo regola I’attivazione della risposta immune derivante da differenti vie di segnale: queste
possono condurre a morte apoptotica, attraverso 1’attivazione di una via che coinvolge le c-Jun-
chinasi (JNK) e le caspasi, oppure al contrario ad un’inibizione della morte cellulare, attraverso una
seconda via, che dal recettore di TNF-oo conduce, con la mediazione di TRAF e delle IKK,
all’attivazione di NFxB i cui geni bersaglio codificano per inibitori di JNK e delle caspasi.

Il gene che codifica per il TNF-q, ¢ situato sul braccio corto del cromosoma 6, ove si localizzano

geni dell’MHC e dista 1.000 paia di basi dal locus HLA-DR e 1.100 dai geni per le linfotossine-ot
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(LT-a, precedentemente conosciuta come TNF-B) e B (LT-B), proteine con potenti proprieta
citotossiche secrete da linfociti, che condividono gli stessi recettori del TNF e simili meccanismi
d’azione.

II TNF-a ¢ un ormone polipeptidico di 17000 Dalton prodotto principalmente da macrofagi attivati
e da un vasto numero di cellule fra cui linfociti e natural killer. Questi elementi cellulari sono
stimolati da endotossine, fattori del complemento (anafilotossina C5a), citochine come IL-1, IL-2,
IL-6 e dal TNF stesso. In origine il suo peso molecolare ¢ di 26000 Dalton, successivamente viene
clivato da una metalloproteinasi detta TACE (enzima convertente il TNF) che produce la proteina
matura. Facendo parte della famiglia delle citochine, i1 TNF-o. ha comune con esse molte
caratteristiche tra cui il pleiotropismo, la ridondanza, I’azione paracrina ed autocrina.

Nei macrofaci non esiste una forma d’accumulo della molecola, ma essa viene sintetizzata ex novo
dopo I’attivazione cellulare. Si € osservata una inibizione quasi totale della sua sintesi conseguente
la somministrazione di glucocorticoidi, presumibilmente per una inibizione della trascrizione di
RNA messaggero (mRNA) o della traduzione dello stesso, mentre 1’interferon-y. sembra possedere
effetti opposti.

Il TNF svolge diverse azioni durante il processo flogistico, potendo agire come pro- od anti-
infiammatorio in relazione a molteplici variabili; I'effetto biologico di questa citochina dipende
infatti, dalla sua concentrazione, durata d’azione, esposizione della cellula bersaglio e dalla
presenza di altri mediatori che possano agire in sinergismo o in antagonismo con essa.

In particolare si ¢ osservata una sua azione chemiotattica sui monociti e polimorfonucleati,
stimolatrice la fagocitosi e I’adesione cellulare, inducente la produzione di Specie-Ossigeno-
Reattive (R.0.S.) ad azione ossidante, come 1’anione idrossilico e 1’anione superossido e infine una
capacita favorente fenomeni coagulativi a livello endoteliale. Questa citochina aumenta anche il
numero delle diverse molecole di adesione, coinvolte in piu tappe del processo infiammatorio,
come: la molecola di adesione intracellulare dei leucociti (ICAM-1), la molecola di adesione

leucocitaria endoteliale (ELAM-1), la molecola inducibile di adesione cellulare (INCAMs) e
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vascolare (VCAM-1) che intervengono nelle fasi tardive del processo flogistico. Inoltre,
ampiamente dimostrata ¢ la sua proprieta inducente I’espressione di antigeni MHC su diversi
citotipi, che si traduce in un aumento del numero di cellule presentanti 1’antigene (APC). L’ aumento
nel plasma e nei tessuti della concentrazione del TNF-o, suggerisce un coinvolgimento in parecchie
patologie infiammatorie ed autoimmuni.

Agendo come fattore di crescita, il TNF-o stimola direttamente la proliferazione di fibroblasti e
cellule mesenchimali, induce la produzione di altre citochine che promuovono la crescita e la
proliferazione di cellule e matrice e stimolando il fattore di crescita epidermico, genera fenomeni
angiogenici. Sono stati individuati due tipi diversi di recettori per il TNF-o: TNF-R1 con peso
molecolare 60 KDa e TNF-R2 di 80 Kda. Entrambi questi recettori sono proteine integrali di
membrana, ma dopo processi proteolitici possono, in parte, passare in circolo e, infatti, si possono
reperire in modica quantita anche nelle urine. Vi sono evidenze che i recettori ‘solubili’ in circolo,
siano una parte dell’intera proteina presente sulla membrana e precisamente la porzione
extracellulare con capacita paradossalmente antagonizzanti il TNF-o sul recettore di membrana. Si
¢ osservato che al TNF-R1 e R2, puo legarsi anche la LT-o, promuovendo con questo, la
formazione di aggregati linfocitari in regioni di flogosi cronica.

La formazione del complesso TNF-recettore attiva una varieta di vie biochimiche che includono la
trasduzione del segnale dalla membrana, ad opera di una proteina-G, la sua amplificazione attuata
da una adenilato-ciclasi, I’attivazione di una fosfolipasi e proteina chinasi con generazione finale di
un secondo messaggero. Questa cascata di eventi si traduce in una risposta cellulare cito-

specifica[268].
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1.7 - MORBO DI CROHN E RETTOCOLITE ULCEROSA

1.7a - DEFINIZIONE

Morbo di Crohn e rettocolite ulcerosa sono malattie infiammatorie croniche del tratto
gastrointestinale.

Nonostante presentino molte caratteristiche patologiche comuni, esse rimangono due differenti
malattie, il cui esito finale ¢ il danno a carico della parete del tratto gastroenterico.

I morbo di Crohn (MC) ¢ un’infiammazione granulomatosa in grado di coinvolgere
potenzialmente tutto il tratto gastroenterico, dalla bocca all’ano.

La rettocolite ulcerosa (RCU) & un’affezione cronica caratterizzata da uno stato infiammatorio della
mucosa colica che insorge nel retto e puo estendersi in maniera continua nel colon fino al cieco; non

coinvolge mai altri tratti dell’apparato gastroenterico.

Epidemiologia

L’incidenza delle malattie infiammatorie croniche ¢ in costante aumento dal Secondo dopoguerra in
tutto il Nord Europa, nel Regno Unito e negli Stati Uniti: I’incidenza in queste regioni ¢ di circa 7
abitanti/100.000/anno per morbo di Crohn e 11 abitanti/100.000/anno per rettocolite ulcerosa. E’
facile intuire quanto le nuove conoscenze mediche e diagnostiche abbiano inciso a tal proposito.

La prevalenza ¢ stata stimata intorno allo 0,4% della popolazione Statunitense e allo 0,5% di quella
Canadese.

Si ¢ rilevato un notevole incremento anche in zone fino ad oggi considerate a bassa incidenza (0,5

abitanti/100.000/anno): Sud Europa, Medio Oriente, Asia Orientale, India e America Latina.
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Studi condotti sulla eterogenea popolazione Statunitense rendono sempre piu evidente il fatto che le
malattie infiammatorie croniche non riguardano esclusivamente popolazioni di razza Caucasica, ma
interessano anche le popolazioni Sud Americane ed Afro-Americani. Questo mostra quanto
complessa sia I’interazione tra fattori genetici e fattori ambientali nell’insorgenza della
patologia[273].

In Italia I’incidenza del morbo di Crohn si aggira intorno a 4/100.000/anno e la prevalenza ¢ di circa
50/100.000 abitanti. Sono colpiti soprattutto giovani tra i 15 e 30 anni d’eta e adulti tra 1 55 e 65
anni.

L’incidenza della rettocolite ulcerosa ¢ invece di 5-6 abitanti/100.000/anno con due picchi per eta
d’insorgenza: uno tra 1 25-40 anni ed uno intorno ai 70 anni. La prevalenz ¢ di 60-70/100.000
abitanti. Il rapporto tra maschi e femmine varia da 1,1 a 1,8 per morbo di Crohn ed ¢ 1,1 a 1 per

rettolcolite ulcerosa[274].

Fisiopatologia

Alla base degli eventi fisiopatologici dell’infiammazione sembra essere presente un’inappropriata e
persistente attivazione del sistema immunitario della mucosa verso antigeni luminali, chesi instaura
in individui geneticamente predisposti, in presenza di una normale flora batterica intestinale[275].
Studi condotti al fine di ricercare 1 mediatori responsabili dell’infiammazione hanno dimostrato il
ruolo chiave delle citochine nella patogenesi delle malattie infiammatorie croniche intestinali.
Queste includono citochine prodotte da linfociti Th1, quali IL-1, IL-2, IL-12, 1L-18, IFNy, TNFa e
le piu recenti scoperte 1L-23, IL-32 e TL1A (appartenente alla superfamiglia di TNF), cosi come
citochine antinfiammatorie prodotte da linfociti T di tipo 2, tra le quali citiamo IL-4, IL-10, I[L-13 e
TGFp. Un’alterata produzione di questi mediatori in risposta ad antigeni luminali sembra alla base

del processo infiammatorio ed esistono evidenze che una deficiente, piuttosto che eccessiva risposta
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immunitaria, costituisca il processo iniziatore che porta allo sviluppo di una cronica ed esagerata
risposta inflammatoria.

Un’altra evidenza, oggi accettata, che descrive il ruolo centrale delle citochine nelle malattie
infiammatorie croniche ¢ legata alla polarizzazione Th1/Th2, in favore di una risposta di tipo Thl
nel morbo di Crohn e di tipo Th2 in rettocolite ulcerosa. Studi eseguiti su modelli animali e
sull’'uomo indicano un ruolo di citochine prevalentemente Thl-dipendenti nella patogenesi del
Crohn, anche se ¢ ormai stato accettato che citochine Th2 possono promuovere e mantenere la fase
cronica della malattia indotta sperimentalmente. Allo stesso modo, sebbene rettocolite ulcerosa sia
caratterizzata da un pattern citochinico di tipo Th2, I'importanza delle cellule Th1 ¢ stata supportata
dalla recente dimostrazione dell’efficacia di anticoprpi anti-TNFa nel trattamento di pazienti affetti

da rettocolite ulcerosa[276].

Morbo di Crohn

Aumentata permeabilita dell’epitelio intestinale

Recenti studi hanno evidenziato come un’ aumentata permeabilita intestinale giochi un ruolo
importante in diversi aspetti del morbo di Crohn. Studi su modelli animali hanno infatti dimostrato
che I’espressione di caderine transgeniche mutate (molecole coinvolte nell’interazione cellula-
cellula) determina un’alterata interazione tra le cellule epiteliali intestinali, la morte apoptotica delle
stesse e la formazione di “gap” nella barriera mucosa. In queste cavie lo sviluppo di un processo
infilammatorio intestinale si verificava a breve termine.

Nei soggetti sani la barriera mucosa ¢ costituita da un singolo strato di cellule connesse tra loro da
giunzioni serrate, necessarie per separare |’ambiente luminale dall’interstizio, mantenere
un’adeguata permeabilita di parete e selezionare quali molecole possono attraversarla per via
paracellulare. Dette giunzioni sono composte da proteine appartenenti alla famiglia delle claudine e

stabilizzate da filamenti intracellulari di actina-miosina. Studi recenti hanno avanzato I’ipotesi che
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in soggetti affetti da morbo di Crohn si possa verificare in acuto un’alterazione a carico della
permeabilita di barriera: primo motore di tale processo sembra essere il TNFa, in qualita di
attivatore di una proteina chinasi della catena leggera della miosina (MLCK). MCLK, fosforilando
catene miosiniche, determinerebbe la contrazione del complesso intracellulare actina-miosina,

I’allargamento degli spazi paracellulari e I’aumento della permeabilita di parete.

Una seconda citochina sembra coinvolta nell’aumento della permeabilita di parete: IL-13
sembrerebbe svolgere un ruolo importante nel cambiamento di espressione di diverse isoforme di
claudine e della loro distribuzione lungo il tratto gastroenetrico. E’ stato infatti osservato che in
soggetti affetti da morbo di Crohn I’espressione di claudina2 ¢ notevolmente aumentata, soprattutto
a livello delle cripte, mentre risultano diminuite la isoforme 3, 5 e 8. Questi cambiamenti potrebbero
essere coinvolti in un’alterazione della funzione di membrana, con meccanismi ad oggi

sconosciuti[277].

L’effetto finale del difetto di barriera consiste in un’aumentata traslocazione di batteri dal lume

all’interstizio con una persistente attivazione del processo immunitario ed infiammatorio.

Un ruolo centrale nell’infiammazione nel morbo di Crohn & svolto dai linfociti T CD4 del tipo Thl.
L’importanza di queste cellule nel processo infiammatorio ¢ stata suggerita a negli anni Ottanta,
quando, in un individuo HIV positivo, fu osservata una prolungata remissione da morbo di Crohn
coincident con la diminuzione delle cellule CD4 [278].

Una delle citochine coinvolte nella differenziazione verso questo sottotipo ¢ IL-12, un eterodimero
costituito da una catena p35, subunita strutturale costantemente espressa, € da una subunita
inducibile p40. La sua importanza nel mantenere I'infiammzione intestinale fu inizialmente
dimostrata dalla capacita di anticorpi anti-IL-12 di abolire una colite in atto in topi da esperimento.
(279) In effetti ¢ stata poi riscontrata una maggiore presenza di IL-12 in macrofagi di soggetti affetti

da morbo di Crohn rispetto a soggetti normali di controllo.
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La risposta delle cellule Thl dipende dall’espressione di un recettore ad alta affinita per IL-12,
composto da due subunita (IL-12RB1 e IL-12RPB2): entrambe sono necessarie per un’adeguata
risposta ad IL-12 e ci0 rende ragione della mancata risposta dei Th2 a questa citochina. Le cellule
Th2 eprimono infatti la sola subunita IL-12RB1 mentre la componente responsabile della
trasduzione del segnale risiede in IL-12RB2. Studi eseguiti su tessuto proveniente da soggetti affetti
da morbo di Crohn hanno evidenziato una maggior espressione di IL-12RP2 rispetto alla
popolazione di controllo. IL-12RB2 possiede residui tirosinici che le permettono di interagire con
STAT4, appartenente alla famiglia dei fattori di trascrizione cellulari. Questo garantisce la
trascrizione di elevati livelli del recettore stesso, mantenendo la polarizzazione Th1l e promuovendo

la produzione di grandi quantita di INFy da parte di queste cellule[280].

Anche IL-18, membro della famiglia delle IL-1, partecipa in sinergia con IL-12 alla mediazione
della la polarizzazione delle T cellule verso il tipo Thl; trascritti di questa citochina, infatti, sono
stati dosati in quantita significativamente maggiore nei pazienti con morbo di Crohn rispetto a

soggetti sani o affetti da rettocolite ulcerosa[281].

Toll- Like Receptor

Nei soggetti affetti da morbo di Crohn ¢ stato riscontrato un fenomeno di up-regulation di TLR4 e
MD-2 a livello della porzione apicale delle cellule epiteliali e dei macrofagi della lamina propria.
INFy, prodotto dalla popolazione di T linfociti di tipo 1, sembra essere il principale responsabile di
tale processo che porta inevitabilmente ad una aumentata responsivita immunologica nei confronti

di lipoplisaccaridi batterici e ad una costante e persistente inflammazione attiva.
Proteine NOD

Come citato precedentemente NOD?2 riconosce il muramildipeptide, molecola correlata con la
struttura del peptidoglicano comune a batteri Gram positivi e Gram negativi. Tale proteina, espressa

maggiormente da monociti, macrofagi, cellule dendritiche e polimorfonucleati ed identificata anche
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in cellule di Paneth, & un recettore intracellulare associato ai TLRs [282]. NOD2 attiva NFkB e
promuove processi di trascrizione di citochine pro-infiammatorie, chemochine, enzimi
dell’infiammazione e molecole di adesione[283].

NOD2/CARDI15 sembra inoltre un promotore indiretto della produzione di citochine anti-
infiammatorie (IL-10 e TGFbeta) indotta dal legame di antigeni con il recettore LTR [284].

La presenza di una proteina di membrana alterata in seguito a mutazioni geniche determina una
minore attivazione di NFkB NOD2-dipendente e inadeguata risposta nei confronti di antigeni
luminali [285]; Anche 1 meccanismi promossi indirettamente da NOD2, quali la produzione IL-10 e
TGFp, citochine coinvolte nella regolazione negativa della risposta immunitaria, risultano
alterati[284].

E’ stato inoltre riscontrato che, nonostante elevati livelli di TGFp, le cellule T CD4 non vanno
incontro ad apoptosi, come fisiologicamente avviene per regolare negativamente la risposta
immune. La spiegazione di questo paradosso risiede nel fatto che la via di trasduzione del segnale
mediata da Smad2 e 3 viene bloccata da una molecola inibitoria del segnale intracellulare, Smad7
che inibendo la fosforilazione di Smad2 e Smad3 da parte del dominio tirosino-chinasico del
recettore per TGFp, impedisce loro I’interazione con Smad4 e la traslocazione nel nucleo. In questo

modo 1 meccanismi di attivazione della morte apoptotica risultano interrotti[286].

Rettocolite ulcerosa

Una delle caratteristiche istologiche della rettocolite ulcerosa ¢ la massiva ed uniforme presenza di
plasmacellule secernenti IgG distribuite nella mucosa intestinale, in contrasto con il morbo di

Crohn, dove tali plasmacellule sono state prevalentemente riscontrate intorno alle lesioni ulcerose.

Attraverso metodiche immunoistochimiche ¢ stata dimostrata la presenza di immunoglobuline G1 a
livello della mucosa danneggiata. Questi depositi sono risultati co-localizzati con componenti del

complemento (Clg, C3b e il complesso terminale d’attacco) a livello delle cellule epiteliali della
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mucosa e sembrerebbero riconoscere la tropomiosina, proteina di 40 kD per la quale ¢ stato
supposto un ruolo di autoantigene nella rettocolite ulcerosa[287]. Tali evidenze hanno portato a
ritenere che la presenza di plasmacellule, probabile conseguenza dell’infiammazione nel morbo di
Crohn, potrebbe invece rappresentare il primum movens patogenetico nella rettocolite ulcerosa.
Questo aspetto patogenetico che accomuna rettocolite ulcerosa a molte altre patologie mediate da

autoanticorpi, ha fatto ipotizzare che si tratti di una malattia a patogenesi immunomediata.

Studi di analisi genica sono stati utilizzati al fine di investigare la distribuzione dei cloni di
plasmacellule secernenti IgG e IgA nella mucosa e nel plasma. E’ stato evidenziato che cloni
plasmacellulari producenti IgG espressi a livello della mucosa di pazienti con rettocolite ulcerosa
erano ugualmente distribuiti tanto a livello della mucosa stessa quanto all’interno del sangue

periferico, in contrasto con quanto avviene nei soggetti sani[288].

Questa considerazione supporta 1’idea che la rettocolite ulcerosa possa derivare da una risposta

periferica Ig-mediata che risulta espansa a livello della mucosa colica.

Infine I’ipotesi di un coinvolgimento dei linfociti B nella patogenesi di questa malattia, fu avanzata
osservando I’effetto protettivo dell’appendicectomia nello sviluppo e nel decorso della rettocolite

ulcerosa.

L’appendicectomia prima dei vent’anni protegge dallo sviluppo della malattia ed ¢ stata associata

ad un miglioramento della sintomatologia in soggetti con malattia in corso[289].

In supporto a queste evidenze sono stati eseguiti studi in topi e conigli knock-out per il gene TCRa:
tali animali sviluppano spontaneamente un’infiammazione intestinale molto simile alla rettocolite
ulcerosa mentre 1’appendicectomia preventiva riduce significativamente tale rischio. Nel coniglio ¢
noto che I’appendice ¢ sede di maturazione di un repertorio di cellule B e, pertanto, il riscontro che
I’appendicectomia in eta precococe sopprime lo sviluppo della malattia deve inevitabilmente
prendere in considerazione le cellule B nella patogenesi della rettocolite ulcerosa, anche se i

meccanismi restano ancora da chiarire[290].
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Mentre la fase iniziale dello sviluppo del danno nelle malattie inflammatorie croniche intestinali ¢
differente quella finale ¢ probabilmante comune al morbo di Crohn e alla rettocolite ulcerosa e
coinvolge mediatori quali ossido nitrico, prostaglandine, leucotrieni, proteasi rilasciate dai neutrofili
e citochine infiammatorie quali TNFa e IL-1fB. Questi mediatori potenziano il processo
inflammatorio nonché la distruzione tissutale mentre si verifica un continuo reclutamento di
leucociti dal sangue alla sede dell’infiammazione, dipendente dall’espressione di molecole di
adesione specifiche sui microvasi e dall’espressione di ligandi sulla superficie delle cellule

linfocitarie.

La persistenza di uno stato inflammatorio, conferito dalla resistenza ai normali processi apoptotici
innescati da regolatori negativi e dalla costante attivazione dell’NF«B porta il soggetto allo sviluppo

di malattia cronica[291].

1.7b - EZIOLOGIA

L’eziologia di morbo di Crohn e rettocolite ulcerosa ¢ tutt’oggi sconosciuta.

Fattori ambientali e un genotipo di suscettibilita interagirebbero con il sistema immunitario
dell’individuo, generando cosi una risposta infiammatoria alterata che conduce a danno

tissutale[292].

Fattori Ambiantali

1) Agenti batterici

E’ stato ormai chiarito che la flora intestinale svolge un ruolo fondamentale nello sviluppo delle

malattie infiammatorie croniche intestinali.
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Le evidenze piu convincenti sono state osservate in alcuni modelli animali: topi mantenuti in
condizioni “germ-free” non sviluppavano malattia, mentre ¢ stato rilevato che quest’ultima si
ripresentava in seguito all’introduzione anche di un solo antigene batterico[293].

Un supporto a tali evidenze giunge dalla clinica: prima di tutto ¢ stato osservato che le lesioni pil
frequenti si localizzano a livello di ileo e colon, laddove la carica batterica ¢ maggiore; in secondo
luogo si ¢ dimostrata I’efficacia della terapia antibiotica nel trattamento e nella remissione della
malattia; da ultimo ¢ stato osservato che in soggetti con diversione del contenuto fecale o
colonstomia si verificava un notevole miglioramento delle lesioni a valle rispetto alla deviazione ed
il numero delle ricadute andava riducendosi fino al ripristino della canalizzazione del contenuto
fecale[294].

Inoltre studi condotti sulla popolazione batterica intestinale di soggetti sani e soggetti affetti da
morbo di Crohn hanno rivelato una diversita nella quantita e nella qualita della flora popolazione
microbica residente: nella mucosa infiammata non solo risiede una maggiore concentrazione
microbica luminale, ma ¢ stata rilevata anche la presenza di uno spesso strato batterico disposto
sulla superficie epiteliale, tipicamente assente nei soggetti sani[295-296].

Diversi gruppi filogenetici sono stati riscontrati in pazienti affetti da rettocolite ulcerosa rispetto alla
popolazione sana: si tratta di batteri appartenenti ai phila dei Bactroides e Proteobacteria, in
contrasto con membri del philum dei Firmicutes riscontrati all’interno della mucosa sana[297-298].
Numerosi microrganismi non appartenenti alla flora intestinale sono stati inoltre studiati come
possibili responsabili dell’eziologia delle malattie infiammatorie croniche: Mycobacterium Avium
subspecies Paratubercolosis, specie di Pseudomonas, Mycoplasma, Chlamydia e Coxiella, Listeria
Monocytogenes, Streptococchi, Escherichia Coli, Yersinia Pseudotubercolosis, Saccharomyces

Cerevisiae ma nessuno di essi ha dato esiti convincenti[299].
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2) Fumo

Il fumo di sigaretta produce una grande quantita di sostanze, tra le quali si attribuisce alla nicotina il
ruolo principale. Questa sostanza agisce provocando un aumentata produzione di muco rettale e
diminuendo la produzione di eicosaniodi e prostaglandina E2 [300], diminuendo I’attivita delle
cellule natural killer, riducendo la capacita di adesione e chemiotassi dei neutrofili e diminuendo la
sintesi di citochine inflammatorie. La nicotina presenta infine effetti di riduzione del flusso ematico
viscerale che potrebbe contribuire ad uno stato di ipercoagulabilita, con peggioramento dei
fenomeni vasculitici a livello dei piccoli vasi[301].

Un recente studio di meta-analisi ¢ stato eseguito al fine di stabilire una correlazione fumo-IBD: i
dati sono stati consultati all’interno di database, includenti MEDLINE ed EMBASE, a partire dal
gennaio 1980 fino al gennaio 2006. Sono stati considerati tredici studi sulla correlazione fumo-RCU
e questi hanno confermato il ruolo protettivo del fumo nei confronti della patologia, tanto che lo
stato di non fumatore costituisce un fattore di rischio per lo sviluppo di RCU ( rischio relativo =
0,7); ¢ stato inoltre rilevato un significativo aumento del rischio in soggetti ex fumatori, per i quali
esiste una correlazione dose-risposta: pill elevato ¢ stato il consumo di nicotina in passato, maggiore
sarebbe il rischio di sviluppare rettocolite ulcerosa da ex fumatore, rispetto a chi in passato non ha
mai fumato[302-303].

Nove studi di correlazione fumo-morbo di Crohn hanno invece rivelato che il fumo di sigaretta
raddoppia il rischio di sviluppare malattia, maggiore per chi fuma da pill tempo e in chi consuma
superiori quantita di nicotina; non esistono univoche indicazioni sulla persistenza dell’elevato
rischio in soggetti ex fumatori anche se alcuni dati suggerirebbero 1’omologazione del rischio con

quello dei non fumatori in 2-4 anni.

Nei pazienti fumatori affetti da morbo di Crohn, diverse evidenze indicano come la persistenza

dello status di fumatore si associ ad un decorso piu severo di malattia, richiedendo un uso pil
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frequente di immunosppressori € favorendo un elevato livello di recidiva e riacutizzazione; tale

tendenza si inverte dopo la sospensione del fumo di sigaretta[304].

3) Appendicectomia

L’appendicetomia sembra costituire un fattore protettivo nei confronti della rettocolite ulcerosa

mentre & ancora dubbio tale ruolo nel morbo di Crohn.

Un’anamnesi positiva per appendicectomia ¢ rara in pazienti affetti da rettocolite ulcerosa. Diversi
studi hanno evidenziato che il rischio di sviluppare malattia in soggetti appendicectomizzati per
appendicite acuta o per linfadenite mesenterica ¢ notevolmente diminuito rispetto alla popolazione
di controllo (Odd Ratio = 0,58); E’ stata dimostrata inoltre una correlazione inversa tra 1’eta
dell’intervento per appendicite acuta e il basso rischio di sviluppare malattia: 1’effetto protettivo ¢
conferito in modo evidente in soggetti appendicectomizzati prima dei vent’anni. Se
I’appendicectomia ¢ stata pero eseguita per il trattamento di dolore addominale non specificato, il

rischio rimane molto simile a quello della popolazione di controllo (Odd Ratio = 1,06) [305].

4) Farmaci

Il consumo di farmaci ¢ stato spesso indicato come concausa di malattia inflammatoria cronica
intestinale, o come responsabile di un peggioramento del decorso della stessa. Sono noti da alcuni
anni casi di esordio di colite acuta o riattivazione in soggetti con malattia quiescente, in seguito
all’assunzione di farmaci antinfiammatori non steroidei (FANS); il meccanismo con il quale questi
farmaci determinano un’esacerbazione del processo infiammatorio in queste malattie € tutt’altro che
chiarito, ma ¢ stato ipotizzato che si venga a creare uno squilibrio tra citochine ed enzimi

dell’infiammazione a causa dell’azione inibitoria dei FANS sulla ciclo-ossigenasi [306)].
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A conferma delle molte singole segnalazioni ¢ sopraggiunto uno studio prospettico caso-controllo
nel quale si associa una forte relazione tra consumo di FANS e ricoveri ospedalieri per
riacutizzazione di preesistente malattia infiammatoria cronica. Il rischio di sviluppare malattia acuta
¢ stato calcolato tra il doppio e il triplo rispetto ad una popolazione di controllo non in terapia con
tali farmaci[307].

Uno studio di metanalisi basato sulla ricerca nel database MEDLINE dal 1975 all’ottobre 1993 ¢
stato condotto al fine di correlare 1’uso di contraccettivi orali con il rischio di sviluppare malattie
inflammatorie croniche: 1 risultati provenienti da sette studi caso-controllo hanno evidenziato un
rischio aumentato di sviluppo o di riacutizzazione di malattia in seguito a terapia con tali farmaci
(Odd Ratio = 1,44 per MC e 1,29 per RCU). Tale evidenza ¢ provata in particolare per il morbo di

Crohn, mentre rimane dubbia per rettocolite ulcerosa [308].

5) Dieta

Nessuna chiarezza riguardo la correlazione tra dieta e malattie inflammatorie croniche ¢ ancora sta
fatta nonostante 1 numerosi studi effetuati.

L’aumento di malattie infiammatorie croniche segue un andamento simile all’aumentato consumo
di acidi grassi; meriterebbe un cenno l’associazione non trascurabile tra morbo di Crohn e
I’abitudine di nutrirsi con cibi da fast-food: tale abitudine voluttuaria si assocerebbe infatti ad un
rischio piu che triplicato di sviluppare malattie inflammatorie croniche. E’ stata avanzata 1’ipotesi
che I’eccessiva introduzione di acidi grassi mono- e poli-insaturi aumenti la disponibilita di acido
arachidonico a livello delle membrane cellulari. Essendo quest’ultimo un’importante precursore per
la sintesi di prostaglandine, potrebbe favorirne 1’aumentata produzione ed amplificare il danno

ossidativo a livello delle membrane mediato da queste sostanze[309].
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Fattori Genetici

L’aggregazione familiare osservata nelle malattie infiammatorie croniche intestinali e studi su
gemelli monozigoti e dizigoti ha fatto ipotizzare che queste siano il risultato di una predisposizione
genetica[310].
Le malattie infiammatorie croniche intestinali non sottostanno ad una ereditarieta di tipo
mendeliano, bensi ad un’interazione complessa da parte di molti fattori di rischio genetici, ciascuno
dei quali comporta un modesto contributo individuale. Studi di linkage sull’intero genoma hanno
identificato 1 possibili loci candidati, denominati loci “IBD” (da Inflammatory Bowel Disease), a
cui ¢ stata asegnata una numerazione progressiva. Tra i loci che fino ad oggi hanno ricevuto
maggiori conferme rientrano il locus IBD1, corrispondente al gene NOD2/CARDIS5 sul braccio
corto del cromosoma 16, il locus IBDS5 contenente il gene OCTN, il locus IBD3, corrispondente alla
regione HLA, e il locus IBD10, corrispondente al gene DLGS.
Il primo gene oggetto di studio ¢ stato NOD2/CARDI1S, il cui ruolo ¢ stato proposto nel 2001,
quando Hugot et al. mostrarono la presenza di una correlazione significativa tra mutazioni a carico
di tale gene e la suscettibilita allo sviluppo della malattia[311].
Studi di linkage sul genoma di famiglie con diversi soggetti affetti da malattie infiammatorie
croniche intestinali hanno messo in evidenza diversi loci di suscettibilita [312]; tra questi spicca il
locus IBD1, localizzato nella regione pericentromerica del cromosoma 16 e corrispondente al gene
NOD2/CARDI15 [311].
NOD2/CARDI1S5, inizialmente denominato NOD2, perché analogo di NODI1, e successivamente
riclassificato come CARDI1S5, per la presenza nella proteina codificata di due gruppi CARD
(caspase activity recruitment domain), ¢ un membro della famiglia di geni APAF-1/CED-4°
codifica per una proteina citosolica costituita da tre regioni funzionali:

- laregione C-terminale, contenente un dominio ricco di leucine (Leucine Rich Repeat, LRR)

che permette 1’interazione tra proteine;

120



- la regione centrale, costituita da un Nucleotide-binding Oligomerisation Domain (NOD)
coinvolto nell’auto oligomerizzazione della proteina;

- la regione N-terminale caratterizzata da due regioni CARD responsabili dell’attivazione di
NF«B e dell’induzione dell’apoptosi.

Tale struttura accomuna la proteina NOD2/CARDIS con tutte le proteine CARD conosciute,

coinvolte nell’interazione con agenti batterici estranei all’ospite[313].

In effetti tale proteina, espressa maggiormente da monociti, macrofagi, cellule dendritiche e

polimorfonucleati ed identificata anche in cellule di Paneth, € un recettore intracellulare in grado di

riconoscere muramildipeptide, frazione importante del peptidoglicano batterico[314] e di attivare

NFkB promuovendo processi di trascrizione di citochine pro-infiammatorie, chemochine, enzimi

dell’infiammazione e molecole di adesione[315].

Indirettamente NOD2/CARDI1S5 condurrebbe alla produzione di citochine anti-infiammatorie in

seguito al legame di antigeni con il recettore LTR [284].

Tre maggiori mutazioni del gene NOD2/CARDI1S sono state ritenute responsabili della

suscettibilita verso le malattie inflammatorie croniche:

1) R702W ¢ caratterizzata da una sostituzione dell’aminoacido Arginina con 1’aminoacido
Triptofano in posizione 702 della proteina, dovuta alla sostituzione di una citosina con una
timina in posizione 2104 del gene;

2) G908R, nella quale ¢ presente una sostituzione di una Glicina con Arginina in posizione 908
della proteina dovuta a sostituzione di una guanosina con citosina in posizione 2722 del gene;

3) 1007fs, inserzione di una citosina in posizione 3020 dell’esone 11 del gene, risultante in un
frameshift nella sequenza di lettura del gene, che causa la formazione di un codone di stop
prematuro e quindi una proteina tronca, mancante di almeno 33 aminoacidi [316].

Tali mutazioni provocano una perdita della funzione della proteina, con possibili conseguenze

legate alla minore attivazione di NFkB e conseguente persistenza di batteri invasivi nel lume
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intestinale (315) oltre ad un’alterata produzione di citochine anti-infiammatorie, quali 1L-10 e
TGEFp, nel processo di regolazione negativa della risposta immunitaria [284].

E stata dimostrata in studi condotti sulla popolazione Caucasica una correlazione significativa tra la
presenza di mutazioni di NOD2/CARDI15 ed una maggiore suscettibilita ad ammalare di morbo di
Crohn. Le tre mutazioni principali sono presenti nel 30-40% dei soggetti con morbo di Crohn e nel
10% o meno dei controlli. La presenza di una mutazione aumenta il rischio di malattia di 2-4 volte,
mentre due mutazioni (in omozigosi o in eterozigosi) aumentano il rischio fino a 40 volte [316],

ma tali mutazioni risultano praticamente assenti nelle poplazioni Asiatiche ed Africane [317].

Nella popolazione italiana ¢ stata confermata una correlazione significativa tra succitate mutazioni
di NOD2/CARD15 e morbo di Crohn, che genera un rischio di sviluppare malattia aumentato di 2-4
volte per 1 portatori eterozigoti e di 20-40 volte per gli omozigoti.

Nessuna correlazione significativa ¢ stata dimostrata per quanto concerne la rettocolite ulcerosa:
infatti tutti gli studi hanno trovato una frequenza delle mutazioni abbastanza simile a quella presente
nei controlli escludendone la correlazione. Solo in una casistica italiana ¢ emersa un’aumentata
frequenza della mutazione 1007fs rispetto nei pazienti con rettocolite ulcerosa rispetto ai controlli
ma con una significativita statistica assolutamente marginale [318-319].

Sono inoltre emerse evidenze che il riscontro di mutazioni di NOD2/CARDI1S5 si associa a
particolari caratteristiche cliniche della malattia di Crohn, quali la localizzazione ileale, la
manifestazione in eta precoce, la tendenza verso la forma stenosante e la maggiore frequenza della
necessita di ricorrere a interventi chirurgici addominali[320]. Ampie conferme scientifiche e
pochissimi studi negativi, e evidenziano che i pazienti che presentano queste mutazioni hanno piu
spesso una malattia localizzata a livello dell’ileo. Uno studio di meta-analisi ha stimato per questa
associazione un valore di Odd-Ratio di 2.9; tale informazione risulta utile nella comprensione dei
meccanismi patogenetici delle malattie infiammatorie croniche, essendo I’ileo distale un’area ad

elevata concentrazione di strutture linfatiche e di carica batterica.
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Esistono inoltre sempre maggiori evidenze di un’associazione statisticamente significativa tra la
presenza di mutazioni di NOD2/CARDIS5 e la manifestazione della malattia nella sua forma
stenosante (O.R.=2.1) rispetto alle forme infiammatoria o fistolizzante. Questa suddivisione risente
pero di alcune limitazioni, quali la difficolta classificativa nella distinzione tra una forma e altra
anche causata dalla modificazione nel tempo delle caratteristiche cliniche che spesso sfumano da
una variante all’altra [321].

Uno studio multicentrico italiano, eseguito su casi di morbo di Crohn ad insorgenza sporadica o
familare, ha dimostrato I’associazione di almeno una delle mutazioni principali del gene con una
serie di caratteristiche quali I’eta d’insorgenza piu precoce, un decorso clinico piu severo, associato
a patologia perianale, e un ricorso alla chirurgia per il trattamento di complicazioni piu frequente
rispetto a soggetti malati, ma senza le mutazioni in questione.

I valori piu elevati di rischio si ottengono quando ¢ presente la mutazione 1007fs o quando sono
presenti due alleli in omozigosi di ciascuna delle tre mutazioni o una eterozigosi composita [320].
Lo stesso studio multicentrico ha rivelato che le mutazioni di NOD2/CARD15 sono presenti in una
discreta percentuale di familiari sani, in misura significativamente maggiore rispetto rispetto ai
controlli, ma avendo la malattia una penetranza inferiore al 1% risulta evidente come non tutti i
soggetti di una famiglia portatori delle mutazioni sviluppino la patologia. Su circa 600 familiari di
pimo grado sani, una mutazione ¢ risultata presenta in Y4 dei casi. La percentuale di familiari sani
con due mutazioni invece non differisce significativamente rispetto alla popolazione di controllo.
Un secondo gene oggetto studiato si trova nel locus IBD3, nella regione HLLA sul braccio corto del
cromosoma 6. L’identificazione del gene/i specifico/i implicato nelle malattie infiammatorie
croniche ¢ stata frenata dall’elevata densita di polimorfismi nei geni immunoregolatori presenti in
tale regione. E’ stato studiato in particolare 1’allele DRB1*0103, riscontrato frequentemente in
pazienti con rettocolite ulcerosa ed in particolare in soggetti con malattia pil estesa, severa e che
richiede maggiore ricorso alla colectomia; non sempre questa associazione ¢ stata confermata in

studi successivi[322]. Lo stesso allele ¢ stato descritto con maggiore frequenza nei pazienti con
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morbo di Crohn a localizzazione colica, con malattia perianale e manifestazioni extraintestinali.
Riguardo alle patologie extraintestinali ¢ stata dimostrata un’associazione tra ’allele DRB1*0103 e
le manifestazioni articolari, ed oculari [333].

Va sottolineato perd che molte di queste associazioni riportate per IBD3 non sono state replicate
negli studi successivi, a dimostrazione della grande eterogeneita genetica sia nei opazienti sia nei
controlli.

Un altro potenzialmente coinvolto con le malattie inflammatorie croniche intestinali ¢ quello che
codifica per il recettore di IL-1, per il quale alcuni studi hanno dimostrato un’associazione con
rettocolite ulcerosa e con lo sviluppo di pouchite dopo interventi chirurgici [334].

E’ stata studiata anche un’associazione tra il polimorfismo -308° del TNFa con una piu intensa
attivita infiammatoria, con il rischio di artropatia e con malattia fistolizzante nei pazienti affetti da
morbo di Crohn [335].

In conclusione, seppure il locus IBD3 abbia ricevuto numerose conferme della sua implicazione con
le malattie inflammatorie croniche, non ci sono al momento dati conclusivi e significativi a causa
dell’elevata eterogeneita di quest’area e la conseguente difficolta di studio della stessa.

Il locus IBDS sul braccio lungo del cromosoma 5, comprendente la regione cluster per le citochine,
sembra piu specifico per morbo di Crohn. All’interno di questa regione sono stati sequenziati 11
geni e 16 polimorfismi, nessuno pero si ¢ dimostrato un buon candidato dal punto di vista statistico.
Alcuni dati preliminari della casistica italiana sembrano dimostrare un effetto sinergico di IBDS e
CARDI15 nel morbo di Crohn e in rettocolite ulcerosa nel determinare una malattia pill estesa e pill
aggressiva, ma queste informazioni necessitano di ulteriori conferme [336].

Nella stessa area del locus IBDS ¢ stato localizzato il gene OCTN, di cui sono note due varianti
(OCTNI1 e 2). Questo codifica per una proteina di trasporto cationico presente a livello dell’epitelio
intestinale e la mutazione 503F ne riduce significativamente la funzione. I dati pubblicati mostrano
un’associazione con il morbo di Crohn, con incremento del rischio in caso di omozigosi ed in caso

di associazione con mutazioni di NOD2/CARD15 [337].
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Un altro gene identificato ¢ DLGS (cosi nominato per 1’omologia con Drosophila Discs Large
Homolog 5) sul cromosoma 10; esso codifica per una guanilato ciclasi, responsabile della
trasduzione di segnali intracellulari che esitano nel controllo dell’architettura e dell’integrita
epiteliale; essa ¢ espressa da intestino tenue, colon, placenta, muscolo, cuore, fegato e pancreas.
Due aplotipi sono stati associati a morbo di Crohn e rettocolite ulcerosa: SNPG113A e DLG5e26,
entrambi determinanti una riduzione funzionale del gene stesso. Per questi geni non sono stati
condotti studi di correlazione genotipo-fenotipo e sono necessari studi di conferma su casistiche

indipendenti [338].

1.7¢ - ANATOMIA PATOLOGICA

Morbo di Crohn

Dal punto di vista anatomo-patologico il morbo di Crohn si contraddistingue per I’interessamento
transmurale di tutti gli strati della parete intestinale da parte del processo flogistico, delimitabile per
altro in aree ben demarcate. Il processo infiammatorio ¢ solitamente di tipo granulomatoso non-

caseoso aspecifico.

Possono comparire granulomi in tutti gli strati della parete intestinale, della mucosa, della sierosa,

talvolta reperibili, in corso di intervento chirurgico, come noduli miliari.

Sono inoltre riscontrabili granulomi non caseosi nei linfonodi, a livello mesenterico, peritoneale ed
epatico, come conseguenza di una diffusione diretta della patologia, a partenza dall’intestino, per
contiguita. Qualsiasi segmento, dalla bocca all’ano, puo esserne colpito, ma la malattia interessa

generalmente 1’ileo terminale e/o il cieco.
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Spesso 1’aspetto della sierosa ¢ granulare e il tessuto adiposo mesenterico tende di conseguenza ad
“avvolgersi” attorno alla parete esterna dell’intestino (creeping fat). La parete intestinale appare
gommosa ed ispessita in conseguenza dell’edema, della flogosi e della fibrosi, condizioni che
possono provocare il restringimento del lume intestinale con la formazione di stenosi ed

eventualmente ostruzioni.

Il morbo di Crohn ¢ caratterizzato dalla presenza di skip lesion, cio¢ aree di mucosa coinvolte dal
processo infiammatorio alternate a segmenti intestinali microscopicamente indenni. Nel morbo di
Crohn compaiono due diversi tipi di ulcere: la prima ¢ lineare o serpiginosa, e si estende lungo o
attraverso la mucosa intestinale. Tali ulcere possono confluire tra di loro, circoscrivendo isole di
mucosa “normale” e conferendo ad essa, in tal modo, il tipico aspetto ad “acciottolato”, rilevabile

radiologicamente e microscopicamente.

Il secondo tipo di ulcera ¢ quella aftoide: ulcere di dimensioni inferiori (generalmente del diametro
di 1-2mm), che si sviluppano al di sopra dei follicoli linfatici. Le ulcere aftoidi si manifestano come

lesioni “a capocchia di spillo” nel contesto di un intestino apparentemente sano.

I pazienti affetti da morbo di Crohn sviluppano spesso delle fissurazioni della parete intestinale,
delle lesioni penetranti che derivano probabilmente dalle ulcere aftoidi. Tali fissurazioni possono
interessare 1’intero spessore della parete intestinale e formare dei tragitti fistolosi con altre parti

dell’intastino o di altri visceri (ad esempio la vescica, la vagina, gli ureteri o altri organi).

La lesione piu precoce del morbo di Crohn ¢ I’infiltazione neutrofila focale dell’epitelio delle cripte,
soprattutto in corrispondenza della mucosa sovrastante gli aggregati linfoidi, con la formazione
concomitante di criptici e quella conseguente di ascessi criptici; con il passare del tempo, tale
processo infiammatorio puo evolvere fino a formare un’ulcera aftoide. Nella malattia conclamata ¢
invece presente una flogosi transmurale, con evidenza di un danno infiammatorio cronico della
mucosa, di atrofia e di modificazioni metaplastiche dell’epitelio (per esempio la metaplasia delle

cellule di Paneth nell’interstino crasso).
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Caratteristica della malattia di Crohn ¢ la presenza di granulomi non caseosi nell’ambito della

parete intestinale o dei linfonodi regionali.

L’esito finale del processo infiammatorio ¢ costituito dalla flogosi transmurale che determina la

fibrosi e la formazione di stenosi.

Rettocolite Ulcerosa

La rettocolite ulcerosa si caratterizza dal punto di vista anatomo-patologico per la presenza di una
mucosa arrossata, granulare e friabile; nei casi severi possono essere presenti ulcerazioni estese

confluenti.

La flogosi ¢ confinata prevalentemente alla mucosa; la lamina propria diviene edematosa e i
capillari, dilatati e congesti, presentano spesso stravasi ematici. E presente un infiltrato
infiammatorio di neutrofili, plasmacellule, macrofagi e linfociti; nei pazienti affetti da rettocolite
ulcerosa sono inoltre presenti, in numero maggiormente elevato, eosinofili e mastociti. Nella
malattia attiva in fase precoce, il rivestimento epiteliale delle cripte appare infiltrato da neutrofili

che formano ascessi; queste criptici si associano al rilascio di muco da parte delle cellule

caliciformi, e ad un incremento del turnover delle cellule epiteliali.

Istologicamente si osserva una riduzione nel numero delle cellule caliciformi, con un viraggio
cellulare verso una colorazione maggiormente basofila, indice della presenza di cellule giovani e

immature.

L’incremento delle plasmacellule a livello della lamina propria ¢ seguito da modificazioni della
distribuzione isotipica; predominano le cellule IgA, ma I’aumento pit marcato riguarda le cellule
IgG, e in modo minore le cellule IgM. L’incremento di IgG ¢ fondamentalmente legato all’aumento

delle IgG1 e 3, a differenza della malattia di Crohn dove si associa all’aumento delle IgG2. Molte
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delle caratteristiche sopra menzionate sono aspecifiche, e il quadro puo essere confuso con quello di

una colite acuta auto-limitantesi.

Tra le caratteristiche specifiche che possono essere d’aiuto per diagnosticare la rettocolite ulcerosa
vi sono la presenza di distorsione delle cripte, I’atrofia delle stesse, I’incremento dello spazio
intercriptico a meno di 6 cripte/mm, l'irregolarita della superficie della mucosa, gli aggregati
linfoidi basali e un’infiltrato infiammatorio cronico; tali caratteristiche sono diagnostiche di colite

ulcerosa con una probabilita pari all’80%.

All’aumentare del grado di flogosi, le cellule dell’epitelio di superficie si appiattiscono, fino a
formare delle ulcerazioni che possono divenire profonde e sottominare 1’epitelio circostante. In
questo stadio, vi ¢ generalmente un certo grado di flogosi e di congestione vasale a livello della

sottomucosa.

Nelle fasi di remissione della patologia 1’aspetto istologico puo essere del tutto normale, soprattutto
in seguito ad un episodio di lieve entita. Vi e I’aspetto tipico di un’alterazione dell’architattura delle
cripte, o di un’effettiva riduzione ghiandolare; tra le altre modificazioni, vi ¢ la presenza di
ghiandole bifide e accorciate che non arrivano alla muscolaris mucosa. E stato dimostrato che se,
nonostante la presenza di una remissione clinica, esiste I’evidenza persistente di un quadro
inflammatorio acuto, i soggetti sono a rischio elevato di recidiva di malattia. Tra le altre
modificazioni istopatologhiche osservate di frequente vi sono l’ipertrofia neuronale I’iperplasia

fibro-muscolare della muscolaris mucosa.

Possono altresi formarsi degli pseudopolipi di tipo infiammatorio, lesioni che rappresentano delle
proliferazioni di ghiandole distorte e di tessuto di granulazione infiammatorio su uno stroma
connettivale sottomucoso. Nonostante la severita dell’infiammazione e delle ulcerazioni della
mucosa, la muscolaris propria e la sierosa non sono interessate da alcun processo infiammatorio.
Nella malattia di lunga durata, la mucosa appare atrofica con perdita e accorciamento delle cripte;

generalmente si osserva una diminuzione del numero delle cellule caliciformi, mentre puo essere
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presente metaplasia delle cellule di Paneth. La muscolaris mucosa si ispessisce € la lamina propria
contiene un numero elevato di cellule di tipo infiammatorio cronico, prevalentemente plasmacellule

localizzate in prossimita della base della mucosa.

I pazienti con una rettocolite ulcerosa acuta, emorragica fulminante, possono sviluppare un
megacolon tossico, condizione nella quale I’intestino crasso diventa congesto e atonico, portando ad

una dilatazione massiva del colon che puo determinarne la perforazione.

Se il colon viene asportato chirurgicamente, oltre alle lesioni della mucosa possono essere osservate

alcune alterazioni infiammatorie a carico degli strati esterni dell’intestino [339].

1.7d - PRESENTAZIONE CLINICA

Morbo di Crohn

Le modalita di presentazione clinica dipendono dalla sede della malattia.
A)La sede piu colpita ¢ I’ileo terminale e 1 segni e sintomi associati a tale localizzazione sono:
- dolore in fossa iliaca destra, di tipo colico, esacerbato dalla palpazione ed alleviato
dall’evacuazione;
- febbricola; la febbre elevata suggerisce una riacutizzazione importante o la formazione di un
ascesso intraddominale;
- massa inflammatoria palpabile in fossa iliaca destra, a volte tanto estesa da comprimere
ureteri e vescica e generare disuria;
- diarrea cronica intermittente, con o senza sangue;
- rettorragie, in caso di lesioni di retto-sigma;

- astenia;
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- puoO essere presente ostruzione intestinale, dovuta all’edema e allo spasmo della parete
intestinale nelle fasi iniziali ed acute, alla riduzione progressiva del calibro luminale nelle
fasi croniche.

- la formazione di fistole con visceri vicini (vescica, vagina, anse adiacenti) si manifesta con
disuria, fecaluria, dispareunia, perdite vaginali fecaloidi; la fistole entero-cutanee seguono
piani di minor resistenza e spesso si fanno strada attraverso le cicatrici chirurgiche
addominali.

B) L’estensione della malattia alla sede digiunale si associa a perdita di parte della superficie
assorbente e si manifesta con steatorrea e malassorbimento: ipoalbuminemia, ipocalcemia,
ipomagnesiemie, coagulopatie, defict vitaminici sono una conseguenza di tali processi.

C) I pazienti con prevalente interessamento colico accusano febbricola, diarrea,

dolore addominale, ematochezia, raramente abbondante quanto nella rettocolite ulcerosa. E’

possibile la formazione di stenosi del lume e un terzo dei pazienti presenta fistole e ascessi perianali

e/o patologia emorroidaria,

D) Le ben piu rare localizzazioni gastro-duodenali conducono a nausea, vomito ed epigastralgia.

Nelle fasi piu avanzate di malattia prevalgono sintomi da ostruzione gastrica cronica [340].

In relazione al prevalere di uno degli aspetti anatomo-patologici della malattia possiamo

classificarla in tre forme cliniche:

- forma infiammatoria, caratterizzata da febbre, sintomi diarrioici e legati al malassorbimento;
- forma stenosante, nella quale prevale una sintomatologia ostruttiva;
- forma fistolizzante, in cui predomina il quadro della patologia perianale e la fistolizzazione

con visceri adiacenti e cute [274].
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Rettocolite Ulcerosa

I principali sintomi della rettocolite ulcerosa sono:

- diarrea e proctorragia, caratterizzate dall’emissione di muco e sangue in quantita da
moderate a gravi; nelle fasi piu avanzate si puo assistere all’emissione di pus. Le scariche si
verificano piu frequentemente di notte e dopo i pasti;

- tenesmo o urgenza con sensazione di evacuazione incompleta;

- dolore: descritto come vaga dolenzia ai quadranti addominali inferiori o come lieve dolore
crampiforme ai quadranti centrali;

- altri sintomi nelle forma moderata-grave sono: anoressia, nausea, vomito, febbre, calo
ponderale;

- 1 segni obiettivi sono proctalgia e sangue all’esplorazione rettale;

- la malattia complicata da megacolon tossico presenta un quadro di addome acuto e

ipertimpanismo diffuso [340].

1.7e - MANIFESTAZIONI EXTRAINTESTINALI

Entrambe le forme di malattia infiammatoria cronicha possono associarsi a manifestazioni
extraintestinali ed ¢ stata descritta un’ampia varieta di disturbi, relativi praticamente ad ogni

apparato.

Le manifestazioni extraintestinali delle malattie infiammatorie croniche intestinali sono
grossolanamente classificabili in tre gruppi: il primo comprende le alterazioni riguardanti la cute, gli

occhi, le articolazioni e la bocca. Tali manifestazioni riguardano generalmente soggetti affetti da
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patologia colica, e lattivita di tali disturbi segue di pari passo quella della patologia intestinale

sottostante.

Il secondo gruppo comprende le manifestazioni secondarie alle complicanze o all’estensione diretta
della patologia intestinale; si verificano solitamente nei soggetti affetti da morbo di Crohn, piu che
in quelli con rettocolite ulcerosa. Fanno parte di questo gruppo la litiasi renale, I’uropatia ostruttiva,

il malassorbimento e la litiasi biliare.

Il terzo gruppo comprende quei disturbi non chiaramente categorizzabili nei due precedenti; tra tali
manifestazioni extraintestinali aspecifiche vi sono 1’osteoporosi, le epatopatie e 1’amiloidosi.
Appartengono verosimilmente a questo gruppo anche le complicanze relative ai sistemi vascolare,

ematologico, polmonare, cardiaco e neurologico.

Manifestazioni muscolo-scheletriche

I disturbi muscolo-scheletrici comprendono le pitt comuni manifestazioni extraintestinali osservabili
nei soggetti affetti da una malattia infiammatoria cronica intestinale. Tali anomalie sono

grossolanamente classificabili in disturbi reumatologici e disturbi del metabolismo osseo.

Disturbi reumatologici

Le manifestazioni reumatologiche associate a malattie infiammatorie croniche intestinali
comprendono le artropatie periferiche e quelle assiali. La patogenesi di tali manifestazioni ¢ ignota,
ma attualmente si ritiene che possano svolgere un ruolo: la presenza di batteri enterici e 1’influenza
di fattori genetici. A supporto dell’evidenza di tale ipotesi vi sono le osservazioni effettuate sui topi
transgenici HLA-B27 e nei modelli di colite TCR-a mutante, nonché I’identificazione di una cross-

reattivita tra i batteri intestinali e la cartilagine nei soggetti affetti da morbo di Crohn e artrite.
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L’artropatia periferica colpisce dal 5 al 20% dei soggetti affetti da malattie infiammatorie croniche
intestinali. Il rischio di sviluppare tale manifestazione aumenta con la gravita della patologia a
livello colico e con la presenza di complicazioni quali ascessi, disturbi perineali, eritemi nodosi,

stomatiti, uveiti pioderma gangrenoso.

Le artopatie periferiche associate a malattie infiammatorie croniche intestinali sono state
recentemente suddivise in due sottotipi distinti. Il tipo 1 ¢ una atrite pauciarticolare (che colpisce
meno di 5 articolazioni), riguardante tipicamente le grosse articolazioni (ginocchia, gomiti,
caviglie). Si manifesta generalmente con episodi acuti e auto-limitantisi della durata media di 5
settimane. Circa il 20-40% dei pazienti presenta piu di un episodio artritico. Questo tipo di artopatia
periferica segue generalmente I’attivita della patologia intestinale di base ed ¢ associata ad
un’incidenza aumentata di eritemi nodosi e di uveiti. Per contro I’artropatia periferica di tipo 2 ¢
poliarticolare (coinvolgendo 5 o piu articolazioni) e colpisce generalmente le piccole articolazioni.
Si presenta tipicamente con una sintomatologia persistente della durata media di 3 anni ed ¢

generalmente indipendente dall’attivita della patologia intestinale.

In generale, nessuno dei 2 tipi comporta deformita articolari permanenti ed entrambi risultano

sieronegativi per il fattore reumatoide.

L’artropatia assiale ¢ meno frequente di quella periferica e, a differenza di quest’ultima, non segue

I’andamento dell’attivita della patologia intestinale.

L’artropatia assiale associata a malattie infiammatorie croniche intestinali puo essere distinta in

spondilite e in sacro-ileite isolata.

La spondilite anchilosante si verifica nel 5-10% dei pazienti, la maggior parte dei quali ¢ HLA-B27
positivo. La sintomatologia si caratterizza per il dolore in regione dorsale ad insorgenza acuta in
giovane eta, generalmente associato a rigidita mattutina, o esacerbato dai periodi di riposo. Il

decorso ¢ tipicamente progressivo, fino a determinare un danno scheletrico permanente e nelle
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situazioni di patologia avanzata puo essere rilevato uno squadramento dei corpi vertebrali, associato

a proliferazioni ossee ed anchilosi, che prende il nome di “colonna a canna di bambu”.

Sia I’artropatia periferica che 1’artropatia assiale rispondono solitamente al trattamento della colite,
costituito da riposo, terapia fisica, steroidi, ma anche sulfasalazina, mesalazina, metotrexate,

azatioprina [341-342].

Manifestazioni cutanee

Il pioderma gangrenoso ¢ un’ulcerazione cutanea di origine idiopatica, colpisce soprattutto pazienti
affatti da rettocolite ulcerosa e con minore frequenza quelli affetti da morbo di Crohn. Queste
lesioni insorgono solitamente a livello degli arti inferiori, spesso sede di un trauma pregresso, ma

possono anche comparire sul viso, sul tronco e sugli arti superiori.

Un altro disturbo cutaneo associato a malattie infiammatorie croniche intestinali & 1’eritema nodoso:
le sue lesioni hanno aspetto di noduli rossi e soffici, che compaiono sulla superficie estensoria delle
estremita inferiori. L’eritema nodoso correla bene con I’attivita della malattia intestinale e si

verifica spesso in associazione a una artrite periferica.

Le lesioni cutanee rispondono generalmente al trattamento della malattia intestinale sottostante.

Manifestazioni oculari

Queste comprendono uveiti, cheratiti, iridocicliti, episcleriti e scleriti.

L’uveite ¢ una complicanza potenzialmente grave, che se non trattata pud comportare la perdita del
visus, e che spesso si presenta con fotofobia, cefalea, annebbiamento della vista. La sclerite e

I’episclerite sono invece di gravita moderata e si presentano con bruciore e prurito oculare [342].
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Manifestazioni ematologiche

In una percentuale inferiore all’1% dei pazienti affetti da malattie infiammatorie croniche intestinali

si manifesta uno stato di ipercoagulabilita ematica con eventi tromboembolici associati.

Manifestazioni epatiche e delle vie biliari

La colangite sclerosante primaria colpisce fino al 7.5% dei pazienti affetti da rettocolite ulcerosa,
mentre ¢ pit rara nel morbo di Crohn. Il colangiocarcinoma si verifica con una frequenza 20-30
volte superiore nei soggetti affetti da rettocolite ulcerosa, rispetto alla popolazione generale, ed ¢

solitamente associato alla colangite sclerosante primaria.

1.7f - DIAGNOSI

La diagnosi di morbo di Crohn e rettocolite ulcerosa si basa tradizionalmente sulla combinazione di
segni e sintomi clinici, avvalorati da indagini endoscopiche, istologiche, radiologiche e

sierologiche.

Morbo di Crohn

Le principali alterazioni bioumorali sono I’aumento della VES, della PCR, delle mucoproteine e
delle 02- e y-globuline. Nella malattia grave si riscontrano ipoalbuminemia, anemia e leucocitosi.
Sono spesso presenti anemia ipocromica o megaloblastica, iposideremia, alterazione dell’equilibrio
idro-elettrolitico ed acido-base, aumento della fosfatasi alcalina a del CEA.

Test di malassorbimento e nutrizionali possono rendere conto della severita della patologia.
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Gli aspetti endoscopici della malattia di Crohn comprendono assenza di lesione del retto, ulcere
aftoidi, fistole, lesioni a salto (skip lesion). Con I’esame endoscopico ¢ possibile prelevare campioni
bioptici da una massa o in prossimita di una stenosi o valutare direttamente i difetti di riempimento
visualizzati al clisma opaco. L’aspetto endoscopico ¢ scarsamente correlato alla remissione clinica,
per cui non € necessario eseguire ripetute colonscopie per monitorare 1’attivita della malattia [343].
Nel morbo di Crohn gli aspetti radiologici iniziali del piccolo intestino comprendono 1’ispessimento
delle pliche e le ulcere aftoidi. L’aspetto ad ‘“acciottolato”, determinato dalle ulcerazioni
longitudinali e trasversali, interessa piu frequentemente il piccolo intestino.

Nelle fasi pit avanzate si possono riscontrare stenosi, fistole, masse infiammatorie e ascessi. Nelle
localizzazioni coliche le caratteristiche macroscopiche iniziali sono rappresentate da piccole ulcere
aftoidi, spesso multiple e intervallate da aree di mucosa indenne. Con il progredire della malattia, le
ulcere aftoidi diventano pit ampie, profonde e occasionalmente sono congiunte ad altre, formando
ulcere lineari, serpiginose e stellate. L’ inflammazione trasmurale porta alla riduzione del lume e ad
una ridotta distensibilita. Tipica ¢ la tendenza alla formazione di fistole man mano che le ulcere
diventano piu profonde [344].

La natura segmentaria della malattia di Crohn si traduce nella presenza di ampie aree di intestino
normale o dilatato tra i vari segmenti coinvolti.

Gli aspetti principali documentati dalla TAC sono I’ispessimento parietale superiore a 2 cemtimetri
con densita omogenea, l'ispessimento murale del piccolo intestino, la proliferazione gassosa
mesenterica, la malattia perianale e 1’adenopatia. La TAC consente di evidenziare la presenza di
raccolte ascessuali, fistole e tratti sinuosi.

La risonanza magnetica (RMN) puo rivelarsi utile nel dimostrare lesioni pelviche ed ascessi ischio-
rettali.

L’utilizzo della videocapsula endoscopica ha migliorato la diagnosi di morbo di Crohn per quanto
riguarda le affezioni che interessano il solo tratto del piccolo intestino perché permettono di poter

visualizzare un “black box™ fino a poco tempo fa visibile solo in campo intraoperatorio. Questa
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tecnica non ¢ ancora considerata un gold standard, anche perché presenta diverse limitazioni tra le
quali la possibilita che la capsula stessa possa rimanere intrappolata a livello di tratti stenotici del

tenue mesenteriale [345].

Marker sierologici

Alcuni marker sierologici possono risultare utili nella diagnosi differenziale tra rettocolite ulcerosa
e morbo di Crohn o come fattori predittivi del decorso della malattia. Nel siero dei pazienti con
malattie inflammatorie croniche intestinali possono essere presenti due tipi di anticorpi: gli anticorpi
anticitoplasma dei neutrofili (antineutrophil cytoplasmic antibody, ANCA) e gli anticorpi anti-
Saccharomyces cerevisiae (ASCA). Un particolare tipo di ANCA con pattern di
immunofluorescsenza di tipo perinucleare (pANCA) si riscontra nella rettocolite ulcerosa. Gli
antigeni diretti verso questi anticorpi non sono stati identificati, ma sono distinti da quelli associati
alla vasculite e possono essere un marker di reazione a batteri enterici. La positivita per i pANCA si
riscontra in circa il 60-70% dei pazienti affetti da rettocolite ulcerosa e nel 5-10% dei pazienti affetti
da morbo di Crohn.

I pANCA possono consentire I’identificzione di specifici fenotipi di malattia. La sieropositivita ¢
spesso associata a pancolite, necessita di interventi chirurgici in fase precoce, pouchite e colangite
sclerosante [346].

Gli ASCA riconoscono le sequenze di mannosio nella parete cellulare del Saccharomyces
cerevisiae[347].

La positivita per gli ASCA si riscontra nel 60-70% dei pazienti affetti da morbo di Crohn, nel 10-
15% dei pazienti affetti da rettocolite ulcerosa e in oltre il 5% dei controlli senza malattie
infiammatorie croniche intestinali. Nella malattia di Crohn la presenza di ASCA si associa alla
localizzazione nel piccolo inestino.

Tra gli altri marker sierologici vi sono auto-anticorpi anti-cellule caliciformi, auto-anticorpi

pancreatici e un anticorpo contro I’isoforma 5 della tropomiosina riscontrato nelle cellule epiteliali
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del colon. Gli anticorpi diretti verso gli antigeni di membrana dei globuli rossi che interagiscono
con gli enteropatogeni, possono associarsi all’anemia emolitica nel morbo di Crohn. Nessuno di
questi anticorpi ¢ utile nella diagnosi e nel trattamento dei pazienti con malattie infiammatorie
croniche intestinali.

La calprotectina fecale, una proteina dell’infiammazione, e il suo correlato di ultima scoperta
S100A12, sono ricercati sia nelle feci che nel siero di soggetti affetti da morbo di Crohn. In
particolare il dosaggio di SI00A12 ¢ usato come marker di patologia con una sensibilita del 96% e
una specificita del 92%. I suoi valori decrescono in modo concorde rispetto alla PCR in fase di
remissione durante la terapia [348].

Gli anticorpi anti-calreticulina sono stati trovati nel siero di pazienti affetti da morbo di Crohn in
titolo elevato rispetto alla popolazione sana di controllo La calreticulina ¢ una proteina solubile
legante calcio normalmente legata al reticolo endoplasmatico contenuta in molti tipi di cellule
[349].

Puo risultare utile inoltre quantificare 1’attivita clinica euno degli indici piu utilizzati ¢ il Crohn

Disease Activity Index (CDAI) che assegna un punteggio a segni e sintomi quali:

numero di scariche diarroiche giornaliere;
- sintomatologia dolorosa;

- massa addominale palpabile;

- patologie extraintestinali associate,

- anemia;

- Ppeso corporeo;

- giudizio soggettivo delle condizioni generali di salute.
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Rettocolite Ulcerosa

La malattia in fase attiva ¢ caratterizzata da un aumento degli indici di fase acuta (PCR), del numero
delle piastrine e della velocita di eritrosedimentazione (VES), cosi come da una riduzione dei valori
di emoglobina. Nelle forme gravi 1 livelli di albuminemia scendono piuttosto rapidamente. Pud
essere presente leucocitosi, ma questo non ¢ un indice specifico di attivita della malattia. La proctite
o la proctosigmoidite raramente si associano ad un aumento della PCR.

La diagnosi si basa sull’anamnesi e sull’esame clinico del paziente; sono inoltre necessari indagini
endoscopiche con valutazione istologica dei prelievi bioptici rettali o colici.

La rettosigmoidoscopia va utilizzata per valutare I’attivita della malattia e viene effettuata prima di
iniziare il trattamento.

Nella rettocolite ulcerosa in fase acuta deve essere eseguito l’esame radiologico diretto
dell’addome. Nella malattia grave il profilo colico appare edematoso ed irregolare; possono altresi
evidenziarsi ispessimento e dilatazione. La prima variazione radiologica che si osserva all’esame
contrastografico con bario nella rettocolite ulcerosa ¢ rappresentata dall’aspetto finemente
granuloso della mucosa. Nelle fasi piu gravi la mucosa appare ispessita e si osservano ulcere
superficiali. Le ulcere escavate possono assumere un aspetto a “bottone di camicia”, indicativo di
un interessamento pitt profondo della mucosa. Le austrature possono rimanere normali nella
malattia di grado lieve, ma con il progredire dell’attivita diventano edematose ed ispessite. La
perdita della normale austratura ¢ frequente in pazienti con lunga durata di malattia. Inoltre, il colon
appare accorciato e ridotto di calibro. I polipi eventualmente presenti possono essere infiammatori,
adenomatosi o carcinomatosi.

Nella rettocolite ulcerosa la TAC riveste un ruolo diagnostico meno importante rispetto
all’endoscopia e al clisma opaco. Tuttavia, i reperti caratteristici sono: modesto ispessimento

murale, disomogeneita della densita parietale, assenza di ispessimento del piccolo intestino,
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proliferazione del grasso mesenterico perirettale e presacrale, aspetto tipico del retto e presenza di
adenopatia.

Anche per rettocolite ulcerosa ¢ stato proposto un indice di attivita di malattia (Disease Activity
Index, DAI) sulla base del numero di evacuazioni giornaliere, della presenza di sangue nelle feci,
degli aspetti endoscopici, delle condizioni generali.

Esiste una valida classificazione della gravita secondo Treulove e Witts; che considera parametri
quali la temperatura corporea, il numero di evacuazioni al giorno, la frequenza cardiaca, il valore di

emoglobina ematica e la VES e che distingue tre gradi di malattia: lieve, moderata, severa [274].

1.7g - COMPLICAZIONI

Morbo di Crohn

Tra le complicazioni piu frequenti ¢ bene ricordare:

e ostruzione (40% dei casi di complicazione), risultato della fibrosi post-infiammatoria e
dell’ipertrofia muscolare della parete. Ha suscitato particolare interesse la possibile
correlazione tra polimorfismi di NOD2/CARDI15 e manifestazione della malattia nella sua
forma stenosante [350-351].

® emorragia massiva;

e malassorbimento;

* malattia perianale grave;

e peritonite da perforazione (rara) o da rottura di un ascesso intraddominale [340];

e Dati recenti indicano che nei pazienti affetti da morbo di Crohn vi € un’aumento di 2-3 volte

del rischio di carcinoma colon-rettale.
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L’evidenze suggeriscono che il rischio oncologico nella colite di Crohn diffusa ¢ simile a quello dei
soggetti affetti da rettocolite ulcerosa. La displasia del colon pare invece verificarsi con una
frequenza inferiore nel morbo di Crohn rispetto a rettocolite ulcerosa. Pertanto, negli individui che
hanno la malattia da lungo tempo ¢ consigliato un programma di sorveglianza endoscopica, molto

simile a quello attuato per i1 pazienti affetti da rettocolite ulcerosa [352].

Rettocolite Ulcerosa

e Ostruzione, secondaria alla presenza di stenosi post-infiammatoria.
e Megacolon tossico, definito tale quando il diametro luminale supera i 5-6 centimetri e si
visualizza una perdita delle austrature.
e Perforazione: rappresenta una complicazione del megacolon tossico anche se € possibile lo
sviluppo di colite tossica con ulcere tanto profonde da perforarsi in assenza di dilatazione.
¢ Emorragia massiva [340].
* Aumentato rischio di cancro colon-rettale.
Il rischio di sviluppare carcinoma del colon-retto ¢ aumentato di 10-25 volte rispetto ai soggetti non
affetti da rettocolite ulcerosa.LLa maggior parte degli studi ha indicato che tra i fattori di rischio per
lo sviluppo di tale neoplasia rientrano in modo importante I’estensione della malattia (pancolite), la
sua durata (>10 anni), I’eta al momento della diagnosi (eta giovanile), I’anamnesi familiare positiva
per carcinoma del colon e la presenza di una colangite sclerosante primaria. I soggetti affetti da
proctite non presentano un aumentato rischio di sviluppare carcinoma del colon-retto.
Le neoplasie vengono solitamente diagnosticate intorno ai 40-45 anni e non & stata dimostrata una
prognosi peggiore per pazienti affetti da rettocolite ulcerosa rispetto alla popolazione sana.
Molti soggetti affetti da rettocolite ulcerosa sono stati pertanto inseriti in programmi di sorveglianza

endoscopica che prevede I’effettuazione di colonscopie periodiche con biopsie multiple (almeno 32
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effettuate a intervalli di 10cm lungo tutto il colon). La presenza di displasia si ¢ rivelata utile marker
pre-canceroso e rappresenta un’indicazione per I’intervento di colectomia.

L’intervallo ottimale tra una colonscopia di controllo e quella successiva non ¢ stato ancora definito
con certezza ma molti autori propongono una periodicita compresa tra uno e tre anni.

Nei soggetti affetti da rettocolite ulcerosa, il carcinoma del colon ¢ spesso di difficile
identificazione per la tendenza a manifestarsi con lesioni piane o a placca. La presenza di una
stenosi in tali pazienti deve evocare il sospetto di neoplasia in quanto il 25% delle stenosi in
rettocolite ulcerosa sono di natura neoplastica. Dal punto di vista istologico circa la meta dei casi di
cancro colon-rettale ¢ rappresentata dal carcinoma mucinoso, tumore secernente un’abbondante
quantita di muco extracellulare che agevola la dissezione della lesione attraverso la muscolaris
propria.

Si ritiene che la carcinogenesi del colon, nella colite ulcerosa, sia determinata da episodi sequenziali
di mutazioni genetiche somatiche e dalla conseguente espansione clonale [353].

Una percentuale compresa tra il 40 e il 50% dei soggetti affetti da malattie infiammatorie croniche
intestinali presenta osteopenia o osteoporosi. Entrambi i1 disturbi sono stati osservati con maggior
frequenza nei soggetti con morbo di Crohn, rispetto a quelli affetti da rettocolite ulcerosa, forse in
relazione al malassorbimento di calcio e vitamina D a livello del tenue. Un’altra possibilita ¢ data
dal fatto che questi soggetti introducono cronicamente glucocorticoidi, metotrexate e ciclosporina,
sostanze che conducono a riduzione della densita minerale ossea.

Uno studio caso-controllo ha rilevato la presenza di minime differenze in termini di massa ossea,
presso qualunque sito di rilevazione, in 19 pazienti affetti da rettocolite ulcerosa e 61 con morbo di
Crohn, seguiti per un periodo di 568 giorni. E’ risultato chiaro come la densita di massa ossea
costituisca, se bassa, un fattore di osteoporosi e di fratture, ma che anche soggetti affetti da una
malattia inflammatoria cronica intestinale con una densita di massa ossea nella norma possano
essere a rischio di frattura a causa di fattori di tipo diverso, se conrfrontati con un gruppo di

controllo di individui sani con la stessa densita di massa ossea.
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In entrambe le malattie infiammatorie croniche intestinali si pud presentare nefrolitiasi, con una
frequenza di compresa tra il 7% e il 10%. I due tipi piu frequenti di calcoli sono quelli di acido
urico e quelli di ossalato di calcio. Tra 1 molti fattori coinvolti nella patogenesi della litiasi renale vi
sono le anomalie dell’escrezione degli urati, la riduzione dell’assorbimento intestinale di sodio ed
acqua, I’ipercalcemia. I calcoli di ossalato di calcio sono conseguenti all’iperossaluria associata ad
ileite terminale o ad una resezione ileale. Dal momento che I’assorbimento di ossalati legati al sodio
si verifica a livello del colon, ¢ presente un rischio aumentato della formazione di calcoli di ossalato
di calcio in soggetti con colon integro. Per contro, soggetti sottoposti ad ileostomia sono
maggiormente predisposti alla formazione di calcoli uratici per la frequente condizione di
disidratazione.

L’amiloidosi secondaria sistemica ¢ un’altra delle complicazioni delle malattie infiammatorie
croniche intestinali presenti da lunga data e si verifica nello 0.9% dei soggetti affetti da norbo di
Crohn e nello 0.07% di quelli affetti da rettocolite ulcerosa. In questi soggetti ¢ frequente
I’interessamento renale da parte della malattia, con manifestazioni quali proteinuria, seguita da
sindrome nefrosica, fino all’insufficienza renale. E’ possibile fare diagnosi con una biopsia renale,
epatica o rettale, anche se il prelievo del grasso addominale rappresenta il test diagnostico pil
sensibile per I'identificazione di amiloidosi sistemica di questo tipo.

I pazienti affetti da malattie infiammatorie croniche intestinali presentano frequentemente
complicazioni genito-urinarie. L’ostruzione ureterale, solitamente a destra, si verifica
prevalentemente nei pazienti con malattia di Crohn dell’ileo terminale, ma ¢ possibile anche
I’ostruzione dell’uretere sinistro, soprattutto nelle forme di morbo di Crohn a localizzazione
digiunale. In questi soggetti puo verificarsi la formazione di fistole tra I’intestino e il tratto genito-
urinario a diversi livelli, tra i quali la vescica, I'uretra, la vagina.

Una litiasi biliare puo verificarsi nel 34% dei pazienti affetti da morbo di Crohn ileale attivo o con

una pregressa resezione ileale; in queste situazioni si assiste ad una riduzione del pool dei sali biliari
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con sovra-saturazione del colesterolo; quest’ultimo precipita e consente la formazione di un nucleo
colesterolico, con conseguente sviluppo di un calcolo.

L’anemia nei pazienti affetti da malattie infiammatorie croniche intestinali ha un’eziologia
multifattoriale, potendo derivare ad esempio da perdite ematiche a livello del tratto
gastrointestinale; la flogosi o una reazione ileale possono determinare il malassorbimento di
vitamina B12, nei soggetti affetti da morbo di Crohn, mentre 1’assorbimento del ferro puo risultare
alterato in quelli con uno stato di flogosi duodenale, e quello dei folati nella flogosi digiunale. Gli
individui che presentano una stenosi o una resezione ileocolica sono invece possibili candidati ad
una crescita batterica anomala, responsabile da un lato di bassi livelli sierici di vitamina B12,
dall’altro di valori di folati nella norma o aumentati per il contributo dato da tali microrganismi

nella produzione di folati.

1.7h - TERAPIA

Il trattamento medico delle malattie infiammatorie croniche deve presentare caratteristiche

multidimensionali e tener conto della severita della malattia e della sede coinvolta.

I farmaci attualmente piu utilizzati sono:

e composti a base di acido S-aminosalicilico: agiscono bloccando la produzione di
prostaglandine e leucotrieni, inibendo la chemiotassi neutrofila, eliminando radicali
dell’ossigeno. Sembra siano anche in grado di interferire con I’attivazione di NF«xB. Sono
utilizzati nelle rettocoliti da lievi a moderate e nel morbo di Crohn.

La via di somministrazione ¢ orale e forme farmaceutiche gastroprotette, incapaci di essere
assorbite a livello del tenue, possono essere utili per malattia a localizzazione colica [354]:

e (Corticosteriodi: rappresentano un’alternativa ai composti salicilati quando questi ultimi

risultano inefficaci. Corticosteroidi topici vengono somministrati in soggetti affetti da
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proctite ulcerativa o da rettocolite ulcerativa distale; prednisone o prednisolone per via orale

risultano efficaci in forme moderatamente severe di rettocolite ulcerativa, mentre la via

intravenosa resta riservata a pazienti ospedalizzati. La terapia con tali farmaci andrebbe

condotta solo per il tempo necessario a controllare I’infiammazione in acuto e non oltre,

visto il corteo di effetti collaterali legati alla somministrazione prolungata di corticosteroidi

[355

¢ Immunosoppressori: questi farmaci hanno un ruolo importante in soggetti nei quali non ¢

possibile sospendere la terapia corticosteriodea.
Azatioprina e mercaptopurina, largamente utilizzate in terapia cronica, consentono una riduzione
graduale del dosaggio di corticosteoidi e garantiscono remissioni prolungate. Poiché impiegano
settimane, a volte qualche mese, prima di dare effetti benefici, non possono essere impiegate nel
trattamento della fase acuta [356].
Il metotrexate risulta efficace nel trattamento di morbo di Crohn attivo steroide-dipendente; viene
somministrato per via intramuscolare o sottocutanea e gli effetti benefici si manifestano nell’arco di
qualche settimana[357]. Recentemente ¢ stato introdotto il suo utilizzo ad alto dosaggio in
associazione con terapia corticosteroidea nel trattamento della riacutizzazione del morbo di Crohn
ed ¢ stato notato un aumento delle percentuali di pazienti liberi da malattia rispetto a quelli trattati
con placebo. Inoltre si ¢ valutata la capacita del metotrexate a basse dosi, di mantenere lo stato di
remissione, in confronto al trattamento corticosteroideo: studi eseguiti in tal senso hanno rilevato
una riduzione delle recidive in soggetti che assumevano metotrexate a basse dosi rispetto all’uso
prolungato di prednisone [358].
Ciclosporina viene utilizzata in pazienti ospedalizzati e che necessitano protocolectomia urgente;
puo essere somministrata in aggiunta ad una terapia corticosteriodea eseguita da almeno 7-10
giorni[359].

e Terapie anti-TNFa. Il principale antagonista di tale citochina ¢ 1’infliximab, anticorpo

monoclonale in grado di neutralizzare il TNFa e di indurre apoptosi in cellule T attivate
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esprimenti TNFa di membrana[360]. I suoi effetti sono gia stati approvati nel mantenere il
paziente in remissione di malattia nei colon non precedentemente fistolizzati. Alcuni mini-
trial short-term indicano che 1’uso di infliximab pud portare a chiusura le fistole coliche
nell’arco di 12 settimane circa, senza il ricorso alla terapia chirurgica. Gli ultimi studi
approvano il suo utilizzo nel mantenere la chiusura delle fistole per 54 settimane nei pazienti
che hanno risposto precedentemente a questo farmaco e che lo hanno continuato ad

assumere per le 8 settimane successive [361].

Tra gli antagonisti del TNFa sono in fase di studio anche piccole molecole, quali la talidomide e

CNI-1493, le quali sono ancora in attesa di conferme per quanto riguarda I’efficacia [362].

Antibiotici: si sono rivelati utili in pazienti affetti da morbo di Crohn ma non nella
rettocolite ulcerosa. Un esempio ¢ dato dal metronidazolo, efficace nel trattamento di
pazienti con fistole perianali. Ciprofloxacina e claritromicina sono valide alternative al
metronidazolo [358, 363].

Natalizumab: ¢ un anticorpo monoclonale anti-o4-integrina, inibitore della migrazione e
adesione dei leucociti presso la mucosa infiammata. Questo farmaco si ¢ dimostrato efficace
nella remissione del Crohn solo se somministrato per piu di quattro settimane, anche se in
una piccola percentuale (10% circa) di pazienti una terapia cosi prolungata porta a sviluppo
di anticorpi anti-natalizumab [364].

Il fattore stimolante la linea granulo-monocitaria, la sargramostina (GM-CSF), ¢ una
sostanza in grado di attivare il sistema dell’immunita innata intestinale con conseguente
potenziamento dei meccanismi di difesa della mucosa intestinale. Essa agisce attraverso
I’interazione con strutture recettoriali per GM-CSF espresse sulle cellule epiteliali intestinali
e su cellule di Paneth. Studi effettuati al fine di rivelare I’efficacia di questo farmaco hanno
evidenziato un miglioramento della difesa dell’ospite ed hanno percid suggerito una capacita

di indurre remissione, soprattutto in caso di malattia di Crohn attiva [365].

146



Vista I’alta incidenza di recidiva post-operatoria il trattamento chirurgico va risrevato alle gravi
complicazioni (occlusione, peritonite, perforazione, megacolon tossico,etc.) o qualora il trattamento
medico non sia in grado di controllare i sintomi della patologia, che provocano un decadimento

della qualita della vita [366].
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2 - SCOPO DEL LAVORO

Diversi studi recenti sono diretti a chiarire le associazioni tra le patologie umane e i geni che a
diverso titolo predispongono alla malattia, ovvero alterano il decorso della stessa. Spesso 1 geni, pur
non essendo I’unica causa della patologia, la differenziano e ne possono determinare la severita.

La multifattorialita delle patologie pancreatiche e coliche richiede lo studio, oltre che di diversi
fattori ambientali, anche di una serie piuttosto consistente di geni.

Questo lavoro si pone come scopo quello di valutare le eventuali associazioni tra alcuni geni
coinvolti nella patogenesi delle malattie infiammatorie del pancreas e dell’intestino.

Per quanto concerne il pancres si pone 1’accento sul possibile coinvolgimento della proteina
chemotattica per i monociti (MCP1) che, visti 1 suoi effetti pro infiammatori, pare essere associata
al grado di severita di pancreatite acuta ma che potrebbe pure predisporre al ripetersi di eventi acuti,
quindi alla pancreatite acuta ricorrente, € alla cronicizzazione della patologia esitando in pancreatite
cronica.

Visti le recenti pubblicazioni riguardo la Glutatione-S-Transferasi Theta 1, lo studio ha voluto
indagare la possibilita che il polimorfismo, che porta alla delezione del gene per tale proteina, possa
essere coinvolto nella determinazione del grado di severita della pancreatite acuta.

L’attivita pro infiammatoria di MCP1 ha portato ad ipotizzare che il polimorfismo -2518 A/G possa
anche essere coinvolto nella eziopatogenesi delle malattie infiammatorie croniche intestinali.

Inoltre la scarsita di studi sulla popolazione italiana per quanto concerne l’associazione, ormai
definita, tra le mutazioni nel gene per NOD2/CARDIS e le malattie infiammatorie croniche
intestinali, ha richiesto la valutazione della presenza di tali mutazioni anche nella popolazione
oggetto dello studio allo scopo di meglio comprendere i meccanismi che determinano la patogenesi

di tali malattie e la variabilita delle stesse in termini di: varianti, localizzazioni e severita.
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3 - PAZIENTI E METODI

3.1 - PAZIENTI E CONTROLLI

Sono stati valutati, previa accettazione del consenso informato, quattrocentotrentuno pazienti
consecutivi di origine caucasica con diagnosi di pancreatite acuta, pancreatite acuta ricorrente,
pancreatite cronica, morbo di Crohn e rettocolite ulcerosa afferiti presso gli ambulatori
dipartimentali ed il reparto di degenza dell’Unita Operativa di Gastroenterologia ed Endoscopia

Digestiva di Parma dall’anno 2000 all’anno 2006.

3.1a - Pancreatite acuta

In centodiciotto pazienti la diagnosi di pancreatite acuta ¢ stata definita sulla base di un aumento dei
livelli sierici di amilasi e lipasi di almeno tre volte la norma, associato ad evidenza radiologica di
malattia ottenuta tramite ecografia e TC con mezzo di contrasto. L’eziologia biliare ¢ stata
confermata in presenza di un riscontro radiologico (ecografia addominale e colangio-pancreato-
RMN) di colelitiasi.

Il 76,7% dei pazienti presentava pancreatite litiasica mentre i pazienti affetti da pancreatite acuta
correlata a cause virali e tumorali sono stati esclusi e nei restanti casi I’evento risultava idiopatico
(16%).

La severita degli attacchi ¢ stata definita secondo i criteri di Atlanta: ottantasei pancreatiti acute
(72,9%) sono state classificate come lievi e trentadue (27,1%) come severe.

Come mostrato in tabella 8, dei centodiciotto pazienti affetti da pancreatite acuta sessantaquattro

erano maschi (54,2%) e cinquantaquattro femmine (45,8%), con un’eta media di 65,0 + 18,0 anni.
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L’eta media di insorgenza della malattia era di 63,2 + 17,7 anni.

Dei settantasette pazienti di cui ¢ ststo possibile raccogliere con precisione 'indice di massa
corporea (BMI), quarantasette (61%) risultavano in sovrappeso od obesi (BMI > 25). L’indice
medio di massa corporea ¢ risultato di 26,8 + 5,0.

11 42,4% assumeva abitualmente alcol, con un introito medio di 36,1 + 47,4 grammi/die.

11 25,4% era fumatore, con un consumo, in media, di 21,9 + 9,1 sigarette/die.

In due dei centodiciotto pazienti reclutati (1,7%) ¢ stata individuata la variante anatomica defininta
come pancreas divisum.

L’1,7% dei pazienti presentava familiarita per cancro del pancreas, mentre non ¢ stata riscontrata

nessuna familiarita per pancreatite cronica. (vedi Tab.9)
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3.1b - Pancreatite acuta ricorrente

Lo studio ha considerato sessantaquattro pazienti affetti da pancreatite acuta ricorrente; sono stati
inclusi individui colpiti da almeno due episodi di pancreatite acuta, in cui perd non erano presenti
riscontri radiologici di pancreatite cronica.

Di essi, trentasette erano maschi (57,8%) e ventisette femmine (42,2%), con un’eta media di 54,0 +
15 anni ed un’eta media alla diagnosi di 41,1 + 14,0 anni.

11 28,1% era dedito ad un consumo abituale di alcol, mediamente di 60,6 + 48,1 grammi/die, mentre
il 25% era fumatore (24,5 + 13,3 sigarette/die).

Il pancreas divisum ¢ stato riscontrato in cinque dei sessantaquattro pazienti (7,8%).

Nessun paziente aveva invece familiarita per pancreatite cronica o cancro del pancreas.

Non ¢ stato possibile risalire al BMI dei pazienti.

Le caratteristiche dei pazienti affetti da pancreatite acuta ricorrente sono riassunte nella

tabella 10.

3.1c - Pancreatite cronica

Centoquarantadue pazienti afferiti al centro sono rislutati affetti da pancreatite cronica.

La diagnosi di malattia ¢ stata formulata sulla base dei criteri radiologici di pancreatite cronica
(ecografia dell’addome, colangio-pancreato-RMN, TC, ecoendoscopia, ERCP) e dell’eventuale
diagnosi istologica.

Seguendo la classificazione di TIGAR-O, i fattori associati alle pancreatiti croniche sono stati: nel
46% dei casi di origine tossica, nel 12% idiopatica, nel 13% genetica, nel 4% autoimmune, nel 10%

da esiti di pancreatite acuta o di pancreatiti acute ricorrenti, nel 15% ostruttive.
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Come indicato in tabella 11, novantasette pazienti erano maschi (68,3%) e quarantacinque femmine
(31,4%), con un’eta media di 59,9 + 14,8 anni. L.’eta media alla diagnosi era di 52,5 + 16,6 anni con
una durata media di malattia di 7,4 + 15,7 anni.

Eravamo a conoscenza del BMI di centodiciassette dei centoquarantadue pazienti che ¢ risultato, in
media pari a 23,3 + 3,2 e raggiungeva o superava il valore di 25, indicando quindi uno stato di
sovrappeso in trentacinque di essi (29,9%).

Il 38,7% dei pazienti assumeva abitualmente alcol, e I’introito medio ¢ stato valutato pari a 89,1 +
74,3 grammi/die. Mentre il 66,9% era fumatore, con consumo medio, di 23,2+ 13,9 sigarette/die.

In sette pazienti (4,9%) ¢ stato riscontrato il pancreas divisum.

11 4,2% presentava familiarita per pancreatite cronica ed il 4,9% per cancro del pancreas.

3.1d — Morbo di Crohn

Sono stati valutati, previa quarantotto pazienti affetti da morbo di Crohn affetti da rettocolite La
diagnosi di malattia ¢ stata formulata attraverso almeno un’evidenza endoscopica ed istologica,
eseguita su campioni bioptici multipli, avvalorata inoltre dall’indagine radiologica, conseguita
attraverso ecografia, tomografia assiale computerizzata (TAC), clisma del tenue. Come mostra la
Tab.12 tra i pazienti affetti da morbo di Crohn trenta erano maschi (62.5%) e diciotto femmine
(37.5%). L’eta media dei pazienti era di 52.4 + 17.0 anni, mentre 1’eta media di insorgenza della
malattia era di 40.8 + 17.2.

Il 12,5% presentava familiarita positiva per malattie infiammatorie croniche intestinali, il 45,8% era
fumatore.

Il 39.6% presentava una localizzazione ileale della malattia, il 12.5% una localizzazione colica, il
45.8% una localizzazione ileo-colica ed il 2.1% una localizzazione ileo-colon-rettale. Nessuno dei

pazienti presentava localizzazioni in altre sedi del tratto gastroenterico.
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Nel 35.4% dei pazienti era stata riscontrata una variante infiammatoria della malattia, nel 41.7%
stenosante, nell’8.3% fistolizzante e nel 14.6% coesistevno le varianti stenosante e fistolizzante.

Infine il 79.2% dei pazienti presentava risposta alla terapia medica.

11 50.0% dei pazienti ha dovuto ricorrere a terapia chirurgica correlata alla malattia.

Inoltre il 12.5% presentava manifestazioni extraintesinali; in particolare 4 presentavano
manifestazioni articolari, 1 presentava manifestazioni oculari (uveite) e 1 era affetto da eritema

nodoso.

3.1d — Rettocolite ulcerosa

La Tab.13 mostra le caratteristiche dei cinquantanove pazienti affetti da rettocolite ulcerosa: di
questi trentanove erano maschi (63.9%) e venti femmine (36.1%); 1’eta media era di 53.0 £ 16.9
anni mentre I’eta media d’insorgenza della patologia era di 43.8 + 14.8.

I1 4.9% presentava una familiarita positiva per malattie infiammatorie croniche intestinali mentre il
31.1% era fumatore.

Nel 24.6% era stata riscontrata una localizzazione colica della malattia, nel 54.1% una
localizzazione a livello di sigma e retto, nel 6.6% nel retto e nel 13.1% in colon,sigma e retto
contemporaneamente.

I1 95.1% rispondeva alla terapia medica e il 4.9% dei pazienti ha necessitato di intervento chirurgico
correlato alla patologia.

I 18.0% dei pazienti con RCU presentava manifestazioni extraintestinali e in particolare 6

presentavano manifestazioni articolari, 3 eritema nodoso e 1 cheratite.
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3.1e - Popolazione di controllo

Sono stati valutati come popolazione di controllo per le patologie pancreatiche ottantotto volontari
sani caucasici mentre per le malattie infiammatorie croniche intestinali ne sono stati valutati solo
cinquantasette; in entrambi i casi i soggetti erano compatibili per sesso, eta e caratteristiche con le

popolazioni oggetto dello studio.

3.2 - MATERIALI E METODI

3.2a - Estrazione di DNA genomico

Circa 50 mg di DNA genomico sono stati estratti da 200 ml di sangue periferico trattato con EDTA,
mediante utilizzo di kit commerciale (Generation Capture Column Kit, Gentra Systems,
Minneapolis, USA). Brevemente, dopo la reazione di lisi cellulare, il DNA veniva adsorbito ad una

membrana di silice e successivamente eluito con soluzione di lavaggio mediante centrifugazione.

3.2b — Reazione a catena della polimerasi (PCR)

N

La reazione a catena della polimerasi ¢ una metodica che permette di amplificare specifiche
sequenze di DNA. Una reazione tipica include il DNA bersaglio, una DNA polimerasi termostabile
(Taq polimerasi), le due sequenze presenti a ciascuna estremita del frammento che deve essere
copiato, definite primers, deossiribonucleosidi trifosfato (dNTPs); inoltre viene aggiunto un
tampone per mantenere il pH della reazione ad un livello ottimale per il funzionamento dell’enzima

e cloruro di magnesio (MgCl2), in quanto in assenza di ioni Mg2+ la Taq risulta inattiva.
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Le componenti della reazione sono poste in un termociclatore che ha la funzione di portare la
reazione alle diverse temperature necessarie per I’amplificazione.
Nello studio in esame 1’amplificazione dei frammento di acido nucleico d’interesse ¢ stata effettuata
mediante una reazione di PCR in 25 ml di volume contenenti 500 ng di DNA genomico, 10 mmol/l
di tampone Tris-HCI (pH 8.3), 2.5 mmol/l di MgClI2, 200
mmol/l di ciascun deossinucleoside trifosfato, 0,5 U di DNA-polimerasi Taq (Termophylus
aquaticus).
I primers specifici utilizzati sono stati:
Per il polimorfismo di MCP1

- MCP417S 5’- TCTCTGACGCCAGCACTGACC-3’ (primer forward),

- MCP650AS 5’- GAGTGTTCACATAGGCTTCTG-3’ (primer reverse),
alla concentrazione di ImM.
La dimensione del frammento analizzato ¢ di 234 paia di basi (bp).
Lo studio ha valutato, in posizione -2518 della regione regolatrice del promotore di MCP-1, la
presenza di una guanina in sostituzione ad una adenina.
Le condizioni di reazione sono state: una pre-incubazione a 94°C per 5°, seguita da 40 cicli di
amplificazione di 1’ a 94°C, 1’ a 57°C, 1’ e 30" a 72°C, ed un passaggio finale di estensione a
72°C per 10°.
Per il polimorfismo di GSTT1

- GSTTI1For 5’-TCTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’ (primer forward)

- GSTTIRev 5’-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’ (primer reverse)
alla concentrazione di ImM.
Essendo il polimorfismo causato dalla delezione del gene 1’amplificazione risultava efficace solo in
presenza dello stesso e produceva un frammento di 480 paia di basi (bp).
Le condizioni di reazione sono state: una preincubazione a 95°C per 15 minuti,

seguita da 40 cicli di amplificazione di 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 60°C, 1 minuto a

155



72°C ed un passaggio finale di estensione a 72°C per 10 minuti.
Per la mutazione R702W del gene di NOD2/CARD15
- R702WFor 5-CGCACAACCTTCAGATCACA-3' (primer forward)
- R702WRev5'-GGATGGAGTGGAAGTGCTTG-3' (primer reverse)
alla concentrazione di ImM.
La dimensione del frammento analizzato ¢ di 165 paia di basi (bp).
Le reazioni di amplificazione si sono svolte in termociclatore con il seguente protocollo: 95°C per 5
minuti, 45 cicli di 95°C per 30 secondi, 59°C per 30 secondi e 72°C per 1 minuto seguiti da uno
step finale di 72°C per 7 minuti.
Per la mutazione G908R del gene di NOD2/CARD15
- GY908RFor 5-AAGTCTGTAATGTAAAGCCAC-3' (primer forward)
- G908RRev 5'-CCCAGCTCCTCCCTCTTC-3' (primer reverse)
alla concentrazione di ImM.
La dimensione del frammento analizzato ¢ di 380 paia di basi (bp).
Le reazioni di polimerizzazione si sono svolte con il seguente protocollo: 95°C per 5 minuti, 45
cicli di 95°C per 1 minuto, 59°C per 1 minuto e 72°C per 2 minuti seguiti da uno step finale di 72°C
per 7 minuti.
Per la mutazione 1007fs del gene di NOD2/CARD15
- 1007fsFor 5'-GGCAGAAGCCCTCCTGCAGGGCC-3’ (primer forward)
- 1007fsRev 5'-CTTCAAAATTCTGCCATTCC-3' (primer reverse)
alla concentrazione di ImM.
La dimensione del frammento analizzato ¢ di 380 paia di basi (bp).
Il protocollo di PCR era: 95°C per 5 minuti, 45 cicli di 95°C per 1 minuto, 60°C per 1 minuto e

72°C per 1 minuto seguiti da uno step finale di 72°C per 7 minuti.
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3.2¢ — Analisi del polimorfismo del frammento di restrizione (RFLP)

La sostituzione dell’adenina in posizione -2518 del gene di MCP1 con una guanina genera un sito di
restrizione per I’enzima Pvull (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), che divide il frammento
di 234 bp, in 2 parti di 159 bp e di 75 bp. L’enzima Pvull ¢ stato utilizzato alla concentrazione di 5
U/ml, in Iml di soluzione tampone contenente 50 mM di NaCl, 10 mM di Tris-HCI, 10 mM di
MgCl2e 1 mM DTT apH 7.9.

Il taglio enzimatico ¢ stato eseguito ad una temperatura d’incubazione di 37° C per 60’.

Per quanto concerne la mutazione R702W del gene NOD2/CARD15 il prodotto dell’amplificazione
¢ stato digerito con I’endonucleasi Hpall (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) a 37°C per 4
ore. Il soggetto wild type presenta tre bande di 64 pb, 54 pb e 47 pb; il soggetto eterozigote presenta
4 bande di 118 pb, 64 pb e 54 pb e 47 pb ed infine il soggetto omozigote per la mutazione
presentera 2 bande di 118 pb e 47 pb.

Il taglio enzimatico per la mutazone G908R del gene NOD2/CARDIS ¢ stato effettuato con
I’endonucleasi Hhal (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) a 37°C per 4 ore.In quaesto caso il
soggetto wild type presenta una banda di 380 pb; il soggetto eterozigote presenta 3 bande di 380 pb,
232 pb, 148 pb ed infine il soggetto omozigote per la mutazione presenta 2 bande di 232 pb e 148
pb.

Per il frame shift che si ha in posizione 3020 del gene NOD2/CARDI1S5 che causa uno stop
prematuro e quindi la proteina tronca la cui mutazione ¢ definita 1007fs il prodotto
dell’amplificazione ¢ stato digerito con 1’endonucleasi Hpal (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA) a 37°C per 4 ore e il soggetto wild type presenta una banda di 151 pb; il soggetto eterozigote
presenta 3 bande di 151 pb, 131 pb, 20 pb ed infine il soggetto omozigote per la mutazione presenta
2 bande di 131 pb e 20 pb.

Come indicato in precedenza la mutazione nel gene GSTT1 si esplica in una delezione del gene
stesso pertanto in questo caso non ¢ stato necessario effetuare un taglio enzimatico con
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endonucleasi di restrizione in quanto la valutazione della presenza o assenza della mutazione e
verificabile poiché se il gene ¢ presente, risultera presente anche il frammento di 480 paia di basi
che altrimenti non verra visualizzato.

Per la valutazione di tutti i geni si ¢ poi effetuata una corsa elettroforetica su gel di poliacrilamide al
7%, con marcatura al bromuro di ertidio per la risoluzione delle bande. Come marker di
riferimetento ¢ stato utilizzato il genoma del batteriofago ®X174 digerito con I’enzima di
restrizione Hincll.

Quando il prodotto di PCR, per ciacuna mutazione in analisi, sottoposto a RFLP ha suggerito la
presenza della mutazione ¢ stata eseguita, ad ulteriore conferma, I’analisi al sequenziatore per la

verifica della presenza di tale mutazione.

3.3 - ANALISI STATISTICA

Per verificare tutte le associazioni oggetto dello studio tra le mutazioni e 1 polimorfismi gentici e le
malattie infiammatorie del pancres e dell’intestino & stato utilizzato il test del 3.
Una p < 0,05 ¢ stata considerata significativa e in caso di significativita positiva sono stati calcolati

odds ratio (OD) ed intervallo di confidenza (CI).
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4 — RISULTATI

4.1 - MCP1 E PATOLOGIE PANCREATICHE

Nella popolazione di controllo, la distribuzione degli alleli A e G in posizione -2518 del gene di
MCP-1 segue I’equilibrio di Hardy-Weinberg, come dimostrato dai valori non significativi scaturiti
dal test del X2 (vedi tabella 14).

La frequenza dell’allele G nella popolazione di controllo ¢ risultata del 21%, dato comparabile a
quello riportato da precedenti studi effettuati sulla popolazione caucasica.

Il genotipo A/A ¢ stato rilevato in cinquantasette degli ottantotto soggetti sani di controllo (64,8%),
il genotipo A/G in venticinque (28,4%) ed il genotipo G/G in sei (6,8%) di essl.

Dato I’esiguo numero di individui portatori del genotipo omozigote G/G, si ¢ deciso di raggruppare
tali soggetti con gli eterozigoti A/G ai fini della valutazione dell’eventuale associazione tra il

polimorfismo -2518 A/G di MCP-1 e le malattie infiammatorie del pancreas.

4.1a - PANCREATITE ACUTA

Dei centodiciotto pazienti affetti da pancreatite acuta, settantadue (61%) esprimevano il genotipo
A/A, quarantadue (35,6%) il genotipo A/G e quattro (3,4%) il genotipo G/G.

Non ¢ stata rilevata alcuna associazione tra il polimorfismo -2518 A/G di MCP-1 e la malattia;
infatti 1’allele G ¢ stato osservato in quarantasei dei centodiciotto pazienti affetti da pancreatite
acuta (39%) ed in trentuno degli ottantotto individui appartenenti alla popolazione di controllo
(35,2%), valori che ad un controllo statistico non differiscono tra di loro in maniera significativa

(vedi tabella 15).
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N

Il polimorfismo -2518 A/G di MCP-1 non ¢ risultato associato nemmeno alla severita della
pancreatite acuta, poiche dei trentadue pazienti affetti dala forma severa, undici sono risultati
portatori del polimorfismo nella forma eterozigote (A/G) od omozigote (G/G), mentre, tra gli
ottantasei pazienti con la forma lieve, trentacinque recavano 1’allele G e anche in questo caso 1 dati
non presentano alcuna differenza statisticamente significativa (vedi tabella 16).

Si sono volte valutare anche le eventuali associazioni fra il polimorfismo -2518A/G di MCP1 e la
malattia in relazione alle abitudini dei pazienti e si ¢ notato che dei trenta pazienti fumatori, ventuno
(70%) erano portatori del genotipo A/A, otto (26,7%) del genotipo A/G ed uno soltanto (3,3%) del
genotipo G/G, a fronte dei cinquantuno A/A (58%), dei trentaquattro A/G (38,6%) e dei tre G/G
(3,4%) fra gli ottantotto pazienti non fumatori (vedi tabella 17).

Trentadue tra coloro che consumavano abitualmente alcol (cinquanta in totale) possedevano un
genotipo A/A (64%), sedici un genotipo A/G (32%) e due un genotipo G/G (4%), mentre, tra i
sessantotto soggetti non bevitori, quaranta (58,8%) esprimevano un genotipo A/A, ventisei (38,2%)
un genotipo A/G e due (3%) un genotipo G/G (vedi tabella 18).

Entrambi 1 pazienti con diagnosi di pancreas divisum recavano il genotipo A/A. I genotipi dei
centosedici pazienti che non erano affetti da alcuna malformazione anatomica, invece, risultavano
per un 60,3% A/A (settanta su centosedici), per un 36,2% A/G (quarantadue su centosedici) e per
un 3,5% G/G (quattro su centosedici) (vedi tabella 19).

I due pazienti con un’anamnesi familiare positiva per cancro del pancreas erano portatori del
genotipo A/A, mentre settanta (60,3%) dei centosedici con familiarita negativa per tale patologia
possedevano un genotipo A/A, quarantadue (36,2% ) un genotipo A/G e quattro (3,5% ) un
genotipo G/G (vedi tabella 20).

Tra 1 trenta pazienti con un BMI inferiore a 25, si sono rilevati ventuno (70%) con il genotipo A/A,
otto (26,7%) con il genotipo A/G ed uno (3,3%) con il genotipo G/G, a fronte di valori pari a,
rispettivamente, ventisei (55,3%), diciannove (40,4%) e due (4,3%) rilevati tra i quarantasette

individui con un BMI > 25 (vedi tabella 21).
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Nessuna differenza statisticamente significativa ¢ stata rilevata tra la prevalenza dell’allele G nei
fumatori (pari al 30%) ed 1 non fumatori (pari al 42%) (vedi tabella 17), nei pazienti dediti al
consumo di alcol (36%) ed i non bevitori (41,2%) (vedi tabella 18), nei pazienti che presentano
pancreas divisum (pari a zero) e coloro che non erano portatori di alcuna malformazione anatomica
(39,7%) (vedi tabella 19), nei pazienti con familiarita per il cancro del pancreas (pari a zero) ed in
quelli con anamnesi familiare negativa per tale malattia (39,7%) (vedi tabella 20).

Il polimorfismo -2518 A/G di MCP-1 non ¢ stato associato, infine, al riscontro di obesita o
sovrappeso (BMI>25).

Infatti I’espressione dell’allele G nei soggetti con un BMI < 25 ¢ risultata del 30%, mentre in quelli

con un BMI > 25 del 44,7%, valori che non differiscono tra di loro dal punto di vista statistico (vedi

tabella 21).

4.1b - PANCREATITE ACUTA RICORRENTE

Per quanto riguarda i sessantaquattro pazienti affetti da pancreatite acuta ricorrente, in venticinque
di essi (39,1%) ¢ stato rilevato il genotipo A/A, in trentacinque (54,7%) il genotipo A/G ed in
quattro (6,2%) il genotipo G/G.

E’ stata riscontrata una associazione statisticamente significativa tra il polimorfismo -2518 A/G di
MCP-1 e la pancreatite acuta ricorrente (P=0,003; O.R.=2,87; C.I. 1,47-5,58).

Infatti, I’espressione dell’allele G nel gruppo dei pazienti affetti da pancreatite acuta ricorrente ¢
diversa, in termini statistici, rispetto a quella osservata nella popolazione di controllo: trentanove
dei sessantaquattro pazienti affetti da pancreatite acuta ricorrente (60,9% dei soggetti) erano
portatori del polimorfismo -2518 A/G di MCP-1 nella forma eterozigote (A/G) od omozigote (G/G),
mentre solo trentuno (35,2%) degli ottantotto soggetti sani di controllo presentavano un genotipo

A/G o G/G (vedi tabella 22).
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Dei sedici pazienti fumatori, sei (37,5%) esprimevano un genotipo A/A, otto (50%) un genotipo
A/G e due (12,5%) un genotipo G/G, mentre, tra i quarantotto non fumatori, diciannove (39,6%) si
caratterizzavano per un genotipo A/A, ventisette (56,2%) per un genotipo A/G e due (4,2%) per un
genotipo G/G (vedi tabella 23).

Tra 1 diciotto pazienti che dichiaravano un consumo abituale ed di alcol, in sei (33,3%) ¢ stato
rilevato un genotipo A/A, in undici (61,1%) un genotipo A/G ed in uno (5,6%) il genotipo G/G, a
fronte di valori pari rispettivamente al 41,3% (diciannove su quarantasei), 52,2% (ventiquattro su
quarantasei) e al 6,5% (tre su quarantasei) riscontrati fra i non bevitori (vedi tabella 24).

Dei cinque pazienti che presentavano il pancreas divisum, uno (20%) era portatore del genotipo
A/A, tre (60%) del genotipo A/G ed uno (20%) del genotipo G/G.

La frequenza dei tre genotipi nei cinquantanove pazienti non affetti da tale malformazione
anatomica risultava rispettivamente del 40,7% (ventiquattro su cinquantanove), del 54,2%
(trentadue su cinquantanove) e del 5,1% (tre su cinquantanove) (vedi tabella 25).

Il polimorfismo -2518 A/G di MCP-1 non ¢ stato correlato al tabagismo, mancando infatti una
differenza statisticamente significativa tra I’espressione dell’allele G nei fumatori, pari al 62,5%, e
nei non fumatori, pari al 60,4% (vedi tabella 23).

Similmente, nessuna associazione ¢ stata rilevata con il consumo di alcol (I’espressione dell’allele
G tra i bevitori era del 66,7% e tra i non bevitori del 58,7%, numeri che non differiscono dal punto
di vista statistico) (vedi tabella 24), e con la presenza di pancreas divisum, dal momento che
I’espressione dell’allele G fra i portatori di tale malformazione, pari all’80%, non risultava

statisticamente diversa rispetto a quella tra coloro che non lo erano (59,3%) (vedi tabella 25).
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4.1c - PANCREATITE CRONICA

Dei centoquarantadue pazienti affetti da pancreatite cronica, settantacinque (52,8%) presentavano il
genotipo A/A, sessanta (42,3%) il genotipo A/G e sette (4,9%) il genotipo G/G.

Non ¢ stata osservata alcuna correlazione tra il polimorfismo -2518 di MCP-1 e la pancreatite
cronica, anche se sembrerebbe essere presente un trend di associazione.

I pazienti affetti da pancreatite cronica recanti ’allele G risultavano infatti sessantasette su
centoquarantadue (pari al 47,2%), rispetto ai trentuno (35,2%) degli ottantotto soggetti sani di
controllo (vedi tabella 26).

Tra i novantacinque pazienti fumatori, cinquantadue (54,7%) esprimevano il genotipo A/A,
quaranta (42,1%) il genotipo A/G e tre (3,2%) il genotipo G/G, mentre, dei quarantasette non
fumatori, ventitré (48,9%) erano portatori del genotipo A/A, venti (42,6%) del genotipo A/G e
quattro (8,5%) del genotipo G/G (vedi tabella 27).

Degli ottantasette pazienti bevitori, quarantasette (54,1%) erano caratterizzati dal genotipo A/A,
trentasette (42,5%) dal genotipo A/G e tre (3,4%) dal genotipo G/G, a fronte, rispettivamente dei
ventotto A/A (50,9%), dei ventitré A/G (41,8%) e dei quattro G/G (7,3%) tra 1 cinquantacinque
soggetti che dichiaravano di non bere alcol (vedi tabella 28).

Dei sette pazienti con diagnosi di pancreas divisum, quattro (57,1%) erano portatori del genotipo
A/A e tre (42,9%) del genotipo A/G, mentre, tra i centotrentacinque che non recavano tale
malformazione, settantuno (52,6%) erano contraddistinti dal genotipo A/A, cinquantasette (42,2%)
dal genotipo A/G e sette (5,2%) da quello G/G (vedi tabella 29).

Cinque dei sette pazienti con familiarita per cancro del pancreas presentavano il genotipo A/A
(71,4%), e due il genotipo A/G (28,6%). Nei centotrentacinque pazienti con un’anamnesi familiare
negativa per tale patologia sono stati riscontrati settanta A/A (51,9%), cinquantotto A/G (42,9%) e

sette G/G (5,2%) (vedi tabella 30).
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Dei sei pazienti con familiarita per pancreatite cronica, due recavano il genotipo A/A (33,3%) e
quattro il genotipo A/G (66,7%), a fronte dei settantatre pazienti con genotipo A/A (53,7%), dei
cinquantasei con genotipo A/G (41,2%) e dei sette con genotipo G/G (5,1%) tra coloro che avevano
un’anamnesi familiare negativa per questa affezione (vedi tabella 31).

Per quanto concerne I’indice di massa corporea, infine, quaranta tra gli ottantadue che possedevano
un BMI < 25 esprimevano un genotipo A/A (48,8%), trentasette un genotipo A/G (45,1%) e cinque
un genotipo G/G (6,1%), a fronte dei ventisei A/A (74,3%), otto A/G (22,9%) ed un unico
G/G(2,8%) tra i trentacinque pazienti in sovrappeso od obesi (BMI > 25).

E’ stata rilevata una associazione statisticamente significativa tra il polimorfismo -2518A/G di
MCP-1 ed il riscontro di un BMI > 25 nei pazienti affetti da pancreatite cronica (p=0,01;
O.R.=0,33; 1. C. 0,14-0,79).

Infatti, nove dei trentacinque (25,7%) individui in sovrappeso od obesi (BMI > 25 ) recavano
I’allele G, rispetto ai quarantadue (51,2%) degli ottantadue pazienti con un BMI < 25, valori che
differiscono tra di loro in maniera statisticamente significativa (vedi tabella 32).

Non ¢ stata individuata invece alcuna differenza statisticamente significativa tra 1’espressione
dell’allele G nei fumatori (45,3%) rispetto ai non fumatori (51,1%) (vedi tabella 27), nei bevitori
(45,9%) ed in coloro che non consumavano alcol (49,1%) (vedi tabella 28), nei pazienti portatori di
pancreas divisum (42,9%) ed in quelli che non recavano tale malformazione (47,4%) (vedi tabella
29), nei pazienti con familiarita per patologie pancreatiche quali la pancreatite cronica (66,7%) ed il
cancro (28,6%) e coloro che possedevano invece un’anamnesi familiare muta per tali affezioni

(46,3% e 48,1% rispettivamente) (vedi tabella 30 e 31).
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4.2 - MCP1 E MALATTIE INFIAMMATORIE CRONICHE INTESTINALI

4.2a - MCP1 E MORBO DI CROHN

Sono stati confrontati con ottantotto controlli sani, quarantacinque pazienti affetti da morbo di
Crohn. I pazienti erano 25 (55,6%) maschi e 20 (44,4%) femmine, 1’eta media dei pazienti ¢
risultata di 52,3+16,9 anni e I’eta media di insorgenza della patologia di 40,8+17,2 anni. Dei
pazienti analizzati 19 (42,2%) erano fumatori e 6 (13,3%) avevano una familiarita per una malattia
inflammatoria cronica intestinale. Per quanto concerne la localizzazione di malattia, 18 (40,0%)
avevano una localizzazione ileale, 5 (11,1%) avevano una localizzazione colica, 21 (46,7%) una
localizzazione ileo-colica, (46,7%) e, infine, 1 (2,2%)aveva una localizzazione estesa a ileo, colon e
retto contemporaneamente. Le varianti di malattia erano cosi distribuite: 15 (33,3%) infiammatorie,
20 (44,4%) stenosanti, 4 (8,9%) fistolizzanti e infine 6 (13,3%) stenosanti-fistolizzanti. L."11,1%
aveva manifestazioni extraintestinali, il 31,1% dei pazienti ¢ risultato non responder alla terapia
steroidea e il 51,1% ha dovuto ricorrere alla chirurgia (Tab.12).

Dei pazienti studiati 28 (62,2%) sono rislutati portatori del genotipo A/A, 15 (33,3%)del genotipo
A/G e 2 (4,5%) del genotipo G/G e non ¢ stata evidenziata nessuna differenza significativa per
quanto riguarda 1’associazione di MCP1 con la patologia (Tab.33). Non si ¢ verficata alcuna
associazione tra il polimorfismo e la localizzazione di malattia (Tab.34-37) e neppure di MCP1 con
la variante di malattia (Tab.38-41).

Inoltre confrontanto la faimiliarita postiva con MCP1 essa non ¢ risultata associata alla mutazione
(Tab.42). Non si ¢ vista nella popolazione di studio nessuna associazione fra MCP1 e I’abitudine al
fumo (Tab.43).

Per quanto concerne le manifestazioni extraintestinali non si ¢ verificata nessuna associazione

(Tab.44).
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Infine per quanto concerne la resistenza alla terapia con corticosteroidi non si ¢ verficata alcuna

associazione (Tab.45) cosi come per la necessita di ricorrere alla chirurgia (Tab.46).

166



4.2b - MCP1 E RETTOCOLITE ULCEROSA

Per lo studio della rettocolite ulcerosa sono stati valutati quarantotto pazienti. Essi erano 37 (63,8%)
maschi e 21 (36,2%) femmine, 1’eta media dei pazienti € risultata di 52,7+16,5 anni e 1’eta media di
insorgenza della patologia di 43,5+14,9 anni. Dei pazienti analizzati 22 (37,9%) erano fumatori e 3
(5,2%) avevano una familiarita per una malattia inflammatoria cronica intestinale. Per quanto
concerne la localizzazione di malattia, 15 (25,9%) avevano una localizzazione colica, 33 (56,9%)
avevano una localizzazione contemporanea al sigma ed al retto, 3 (5,17%) una localizzazione
esclusivamente rettale e, infine, 7 (12,1%)presentavano una localizzazione che comprendeva colon,
retto e sigma contemporaneamente. 11’17,2% aveva manifestazioni extraintestinali, il 5,2% dei
pazienti ¢ risultato non responder alla terapia steroidea e il 5,2% ha dovuto ricorrere alla chirurgia
(Tab.13).

33 (56,9%) pazienti oggetto dello studio sono rislutati portatori del genotipo A/A, 18 (31,0%)del
genotipo A/G e 7 (12,1%) del genotipo G/G e i risultati ottenuti non indicano alcuna differenza
significativa nel confronto dei pazienti con il gruppo di controllo (Tab.47).

Non si ¢ verficata alcuna associazione tra il polimorfismo -2518A/G di MCP1 e la localizzazione di
malattia (Tab.48-51). Inoltre confrontanto la faimiliarita postiva con MCP1 essa non ¢ risultata
associata alla mutazione (Tab.52). Non si ¢ vista nella popolazione di studio nessuna associazione
fra MCP1 e I’ abitudine al fumo (Tab.53).

Per quanto concerne le manifestazioni extraintestinali non si ¢ verificata nessuna associazione
(Tab.54).

Infine per quanto concerne la resistenza alla terapia con corticosteroidi (Tab.55) non si ¢ verficata

alcuna associazione cosi come per la necessita di ricorrere alla chirurgia (Tab.56).
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4.3 - GSTT1 E PATOLOGIE PANCREATICHE

Per quanto concerne il polimorfismo di GSTT]1 ¢ stato possibile analizzare solo ottantasei volontari
del gruppo di controllo e, come evidenziato nella tabella 57, quarantacinque (52.3%) esprimevano il
gene per GSTT1 (GSTT1*A), mentre quarantuno (47.7%) non lo esprimevano (GSTT1 null).

Considerando che non ci sono evidenze in letteratura per indicare un diverso comportamento, da un
punto di vista della deplezione di glutatione, tra le pancreatiti acute ricorrenti e le pancreatiti
croniche si sono analizzati tali pazienti in un unico gruppo la cui numerosita finale, a causa del fatto
che non ¢ stato possibile analizzare lo stesso numero di campioni studiato per MCPI, ¢ stata di 172
soggetti. Di essi 92 (53.5%) esprimevano il gene per GSTT1 (GSTT1*A), 80 (46.5%) non lo
esprimevano (GSTTI1null). E’ stata rilevata una associazione statisticamente significativa tra la
presenza della proteina GSTTI e queste due patologie (p=0.03; O.R.=1.8, C.I. [1.07- 3.04]).(tab57).
Una associazione scarsamente significativa (p=0.048; O.R.=0.52, C.I. [0.29- 0.96]).(tab57) ¢ stata
evidenzianta mettendo a confronto il gruppo delle pancreatiti acute, costituito da 96 soggetti, di cui
65 (67.7%) avevano il gene per GSTT1 (GSTT1*A), 31(32.3%) non avevano il gene. Non ¢ invece
stata rilevata alcuna associazione tra il polimorfismo e la severtia di malattia. Tuttavia & possibile
che incrementando la numerosita del campione si possa verificare una piu forte associazione con la

malattia e pure un rapporto con la severita.

168



43 - NOD2/CARD1S E MALATTIE INFIAMMATORIE CRONICHE

INTESTINALI

4.3a - MORBO DI CROHN E MUTAZIONI DINOD2/CARD15

E’ stata eseguita un’analisi statistica al fine di comprendere se esiste una differenza significativa
nell’espressione delle tre mutazioni maggiori di NOD2/CARDI15 (R702W, G908R, 1007fs) tra
soggetti affetti da morbo di Crohn e un gruppo di controllo costituito da individui sani. A questo
scopo sono state messe a confronto una popolazione di pazienti affetti da morbo di Crohn, costituita
da 48 soggetti, ed una popolazione di controllo composta da 57 individui sani.

E’ stata rilevata un’associazione statisticamente significativa tra la presenza della mutazione 1007fs
con la presenza di morbo di Crohn (p=0.003; O.R.=8.34; C.1.[0.97-71.95]). Nello stesso gruppo di
pazienti, 7 (14,6%) esprimevano una mutazione in omozigosi o in eterozigosi per 1007fs, mentre 41
(85.4%) non esprimevano la mutazione in questione. Per contro nel gruppo di controllo, nessun

soggetto esprimeva la mutazione 1007fs (Tab.58).

E’ stata inoltre studiata la possibile associazione tra le tre mutazioni principali di NOD2/CARD15
con la sede d’insorgenza del morbo di Crohn ed ¢ stata rilevata una correlazione statisticamente
significativa tra la mutazione 1007fs e la localizzazione della malattia in sede ileale (p=0.003;
O.R.=114; C.I [1.10-117.59]): all’interno del gruppo di pazienti, costituito da 19 soggetti, 4
(21.0%) presentavano la mutazione 1007fs in omozigosi o in eterozigosi, 15 (79.0%) non
esprimevano tale mutazione; per contro la popolazione di controllo, composta da 57 individui, non

mostrava alcun soggetto esprimente mutazionil007fs (Tab.59).

La tabella 60 mostra che anche la correlazione tra 1007fs e la localizzazione in sede ileo-colica
della malattia ¢ risultata statisticamente significativa (p=0.02; O.R.=19.3; C.I.[1.98-188.6]):

all’interno del gruppo dei pazienti, costituito da 22 soggetti, 3 (13.6%) presentavano la mutazione
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1007fs e 19 (86.4%) non presentavano tale mutazione; nessun soggetto all’interno della

popolazione controllo esprimeva la mutazione 1007fs.

E’ risultata inoltre statisticamente significativa anche la correlazione tra 1007fs e la variante
stenosante della malattia (p=0.02; O.R.=23.0; C.I1.[1.13-467.13]: nel gruppo di 20 pazienti affetti da
morbo di Crohn stenosante, 3 pazienti (15.0%) presentavano la mutazione 1007fs e 17 (85.0%) non
presentavano tale mutazione; nessun soggetto all’interno della popolazione controllo esprimeva la
mutazione 1007fs (Tab.61).

E’ stata dimostrata infine una correlazione statisticamente significativa tra 1007fs e la variante
stenosante-fistolizzante della malattia (p=0.0008; O.R.=28.5; C.I. [2.10-385.9]). All’interno del
gruppo di pazienti, costituito da 7 soggetti, 3 (42.9%) esprimevano una mutazione in omozigosi o in
eterozigoti per 1007fs, mentre 4 (57.1%) non esprimevano la mutazione in questione. Per contro nel
gruppo di controllo, nessun soggetto esprimeva la mutazione 1007fs (Tab.62).

L’associazione tra R702W e morbo di Crohn non ¢ risultata statisticamente significativa rispetto
alla popolazione di controllo: la tabella 58 mostra che nel gruppo dei pazienti, 11 (23.0%)
presentavano la mutazione R702W in omozigosi o in eterozigosi, mentre 37 (77.0%) non
presentavano tale mutazione. All’interno del gruppo di controllo, 8 (14.0%) soggetti esprimevano la
mutazione R702W in omozigosi o eterozigosi, 49 (86.0%) non esprimevano tale mutazione.

Allo stesso modo la correlazione tra la mutazione G908 e morbo di Crohn non ¢ risultata
statisticamente significativa: all’interno del gruppo di pazienti affetti da morbo di Crohn, 1 (2.0%)
esprimeva la mutazione in eterozigosi, 47 (98%) non esprimevano tale mutazione. All’interno del
gruppo del gruppo di controllo, 1 (1.75%) presentava la mutazione G908R in omozigosi o
eterozigosi, 56 (98.2%) non presentavano tale mutazione (Tab.58).

E’ stata inoltre studiata la possibile associazione tra le tre mutazioni principali di NOD2/CARD15

con la sede d’insorgenza del morbo di Crohn.
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Localizzazione ileale (Tab.39)

Sono state poste a confronto una popolazione di 19 pazienti affetti da morbo di Crohn con
localizzazione ileale ed una popolazione di controllo costituita da 57 soggetti sani.

Nessuna correlazione statisticamente significativa ¢ stata riscontrata tra R702W e la localizzazione
ileale della malattia: all’interno del gruppo di pazienti, 6 (31.6%) presentava una mutazione R702W
in omozigosi o eterozigosi, mentre 13 (68.4%) non presentavano tale mutazione. Nella popolazione
di controllo 8(14.0%) esprimevano la mutazione R702W in omozigosi o eterozigosi, 49(86%) non
esprimevano tale mutazione.

Non ¢ risultata statisticamente significativa neppure la correlazione tra G908R e morbo di Crohn a
localizzazione ileale: nessun paziente presentava la mutazione G908R, mentre 1(1.75%) paziente
esprimeva tale mutazione all’interno del gruppo di controllo.

Dell’associazione tra localizzazione ileale e 1007fs si ¢ parlato.

Localizzazione colica (Tab.63)

Sono state poste a confronto una popolazione di 6 pazienti affetti da morbo di Crohn con
localizzazione colica ed una popolazione di controllo costituita da 57 soggetti sani.

Nessuna correlazione statisticamente significativa ¢ stata riscontrata tra R702W e la localizzazione
colica della malattia (p=1): all’interno del gruppo di pazienti, 1 (16.7%) presentava una mutazione
R702W in omozigosi o eterozigosi, mentre 5 (83.3%) non presentavano tale mutazione. Nella
popolazione di controllo 8 (14.0%) esprimevano la mutazione R702W in omozigosi o eterozigosi,
49 (86%) non esprimevano tale mutazione.

Non ¢ risultata statisticamente significativa neppure la correlazione tra G908R e morbo di Crohn a
localizzazione colica: nessun paziente presentava la mutazione G908R, mentre 1 (1.75%) paziente
esprimeva tale mutazione all’interno del gruppo di controllo.

La correlazione tra la mutazione 1007fs e la localizzazione in sede colica della malattia non ¢
risultata statisticamente significativa: nessun soggetto all’interno della popolazione di pazienti, né

all’interno dei controlli esprimeva la mutazione 1007fs.
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Localizzazione ileo-colica (Tab.60)

Anche in questo caso sono state poste a confronto una popolazione di 22 pazienti affetti da morbo
di Crohn con localizzazione ileo-colica ed una popolazione di controllo costituita da 57 soggetti
sani.

Nessuna correlazione statisticamente significativa ¢ stata riscontrata tra R702W e la localizzazione
ileo-colica della malattia: all’interno del gruppo di pazienti, 4 (18.2%) presentavano una mutazione
R702W in omozigosi o eterozigosi, mentre 18 (81.9%) non presentavano tale mutazione. Nella
popolazione di controllo 8 (14.0%) esprimevano la mutazione R702W in omozigosi o eterozigosi,
49 (86%) non esprimevano tale mutazione.

Non e risultata statisticamente significativa neppure la correlazione tra G908R e morbo di Crohn a
localizzazione ileo-colica: 1 (4.5%) paziente presentava la mutazione G908R, 21(95.5%) pazienti
non esprimevano tale mutazione; nella popolazione di controllo 1 (1.75%) soggetto esprimeva la
mutazione G908R in eterozigosi, 56 (98.2%) non esprimevano tale mutazione. Dell’associazione tra
localizzazione idealo-colica e 1007fs si ¢ parlato all’inizio del capitolo.

E’ stata presa in considerazione la possibile associazione tra le tre mutazioni principali di

NOD2/CARDI15 con le diverse varianti cliniche del morbo di Crohn.

Variante infiammatoria (Tab.64)

In questo caso sono state poste a confronto una popolazione di 17 pazienti affetti da morbo di Crohn
con variante inflammatoria ed una popolazione di controllo costituita da 57 soggetti sani.

Nessuna correlazione statisticamente significativa ¢ stata riscontrata tra R702W e la variante
inflammatoria della malattia: all’interno del gruppo di pazienti, 4 (23.5%) presentavano una
mutazione R702W in omozigosi o eterozigosi, mentre 13 (76.5%) non presentavano tale mutazione.
Nella popolazione di controllo 8(14.0%) esprimevano la mutazione R702W in omozigosi o

eterozigosi, 49(86%) non esprimevano tale mutazione.
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Non ¢ risultata statisticamente significativa neppure la correlazione tra G908R e morbo di Crohn
nella variante infiammatoria: nessun paziente presentava la mutazione G908R, mentre nella
popolazione di controllo 1(1.75%) soggetto esprimeva la mutazione G908R in eterozigosi.

Anche la correlazione tra 1007fs e la variante infiammatoria della malattia non ¢ risultata
statisticamente significativa: 1 paziente (5.9%) presentava la mutazione 1007fs e 16 (94.1%) non
presentavano tale mutazione; nessun soggetto all’interno della popolazione controllo esprimeva la

mutazione 1007fs.

Variante stenosante (Tab.61)

Sono state poste a confronto una popolazione di 20 pazienti affetti da morbo di Crohn con variante
stenosante ed una popolazione di controllo costituita da 57 soggetti sani.

Nessuna correlazione statisticamente significativa ¢ stata riscontrata tra R702W e la variante
stenosante della malattia: all’interno del gruppo di pazienti, 5 (25.0%) presentavano una mutazione
R702W in omozigosi o eterozigosi, mentre 15 (75.0%) non presentavano tale mutazione. Nella
popolazione di controllo 8 (14.0%) esprimevano la mutazione R702W in omozigosi o eterozigosi,
49 (86%) non esprimevano tale mutazione.

Non ¢ risultata statisticamente significativa neppure la correlazione tra G908R e morbo di Crohn
nella variante stenosante(p=1): nessun paziente presentava la mutazione G908R, mentre nella
popolazione di controllo 1 (1.75%) soggetto esprimeva la mutazione G908R in eterozigosi.

Variante fistolizzante (Tab.65)

Anche in questo caso sono state poste a confronto una popolazione di 4 pazienti affetti da morbo di
Crohn con variante fistolizzante ed una popolazione di controllo costituita da 57 soggetti sani.

Nessuna correlazione statisticamente significativa ¢ stata riscontrata tra R702W e la variante
fistolizzante della malattia: all’interno del gruppo di pazienti, 1 (25.0%) presentava una mutazione
R702W in eterozigosi, mentre 3 (75.0%) non presentavano tale mutazione. Nella popolazione di

controllo 8 (14.0%) esprimevano la mutazione R702W in omozigosi o eterozigosi, 49 (86%) non

esprimevano tale mutazione.
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Non ¢ risultata statisticamente significativa neppure la correlazione tra G908R e morbo di Crohn
nella variante fistolizzante: 1 (25.0%) paziente presentava la mutazione G908R, 3 (75.0%) non
presentavano tale mutazione; nella popolazione di controllo 1 (1.75%) soggetto esprimeva la
mutazione G908R in eterozigosi.

Anche la correlazione tra 1007fs e la variante fistolizzante della malattia non ¢ risultata
statisticamente significativa: nessun soggetto all’interno della popolazione dei pazienti, né
all’interno della popolazione di controllo presentava la mutazione 1007fs.

Varianti stenosante e fistolizzante associate (Tab.62)

Sono state poste a confronto una popolazione di 7 pazienti affetti da morbo di Crohn con variante
stenosante-fistolizzante ed una popolazione di controllo costituita da 57 soggetti sani.

Nessuna correlazione statisticamente significativa ¢ stata riscontrata tra R702W e la variante
stenosante-fistolizzante della malattia: all’interno del gruppo di pazienti, 1 (14.3%) presentava la
mutazione R702W, mentre 6 (85.7%) non presentavano tale mutazione. Nella popolazione di
controllo 8 (14.0%) esprimevano la mutazione R702W in omozigosi o eterozigosi, 49 (86%) non
esprimevano tale mutazione.

Non ¢ risultata statisticamente significativa neppure la correlazione tra G908R e morbo di Crohn
nella variante stenosante-fistolizzante: nessun paziente presentava la mutazione G908R; nella
popolazione di controllo 1 (1.75%) soggetto esprimeva la mutazione G908R in eterozigosi. Della
correlazione tra la mutazione 1007fs e la variante stenosante-fistolizzante si ¢ gia parlato in
precedenza.

E’ stata considerata anche la possibile associazione tra le tre mutazioni di NOD2/CARDIS e la
familiarita positiva per malattie inflammatorie croniche intestinali in pazienti affetti da morbo di
Crohn. (Tab.66)

Sono stati confrontati 42 pazienti senza familiarita positiva per malattie infiammatorie croniche

intestinali, con 6 pazienti caratterizzati da familiarita positiva per tali malattie. All’interno del primo

gruppo 8 (19.0%) pazienti presentavano una mutazione R702W, contro i 34 (81.0%) senza tale
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mutazione; 1 paziente (2.4%) presentava una mutazione G908R, contro 41 (97.6%) non esprimenti
la stessa; 6 (14.3%) presentavano la mutazione 1007fs, contro i restanti 36 (85.7%) privi di tale
mutazione. Nel secondo gruppo 3 pazienti (50.0%) presentavano una mutazione R702W, contro i
restanti 3 (50.0%) privi di tale mutazione; nessun paziente con anamnesi familiare positiva
esprimeva la mutazione G908R; 1 (16.7%) esprimeva la mutazione 1007fs, contro 5 (83.3%) non
presentanti tale mutazione.

Il confronto tra questi due gruppi non ha dimostrato alcuna correlazione statisticamente significativa
tra familiarita positiva per malattie infiammatorie croniche intestinali e R702W, né con G908R,
neppure con 1007fs.

Non ¢ stata rivelata correlazione statisticamente significativa neppure tra fumo e le tre mutazioni
maggiori di NOD2/CARDI1S5 in pazienti affetti da morbo di Crhon (Tab.67); la popolazione di
fumatori, costituita da 22 pazienti, ¢ stata posta a confronto con la popolazione non fumatrice,
composta da 26 pazienti.

Tra 1 fumatori, 4 (18.2%) presentavano una mutazione per R702W, 18 (81.8%) non esprimeva tale
mutazione; nessun fumatore presentava la mutazione G908R; 4 pazienti (18.2%) presentavano la
mutazione 1007fs, contro i restanti 18 (81.8%), non esprimenti tale mutazione.

All’interno della popolazione di non fumatori, 7 (26.9%) presentavano la mutazione R702W, contro
1 19 (73.1%) non esprimenti la stessa; 1 paziente (3.8%) mostrava la mutazione G908R, contro i 25
(96.2%) privi di tale mutazione; 3 pazienti (11.5%)presentavano mutazione 1007fs, contro i restanti
23 (88.5%) non esprimenti la mutazione stessa.

E’ stata considerata inoltre la possibile associazione tra le tre mutazioni di NOD2/CARDIS e il
ricorso a chirurgia correlata a morbo di Crohn. (Tab.68)

Sono stati confrontati 24 pazienti che avevano affrontato la terapia chirurgica, con 24 pazienti senza
precedente storia chirurgica. All’interno del primo gruppo 5 (20.8%) pazienti presentavano una
mutazione R702W, contro 1 19 (79.1%) senza tale mutazione; 1 paziente (4.1%) presentava una

mutazione G908R, contro 23 (95.8%) non esprimenti la stessa; 5 (20.8%) presentavano la
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mutazione 1007fs, contro i restanti 19 (79.1%) privi di tale mutazione. Nel secondo gruppo 6
pazienti (25.0%) presentavano una mutazione R702W, contro i restanti 18 (75.0%) privi di tale
mutazione; nessun paziente con anamnesi chirurgica negativa esprimeva la mutazione G908R; 2
(9.5%) esprimevano la mutazione 1007fs, contro 22 (90.5%) non presentanti tale mutazione.

Il confronto tra questi due gruppi non ha dimostrato alcuna correlazione statisticamente significativa
tra chirurgia per il trattamento di complicazioni del morbo di Crohn e R702W, né con G908R,
neppure con 1007fs.

Uno studio di correlazione tra le mutazioni di NOD2/CARDIS5 e le manifestazioni extraintestinali
del morbo di Crohn ¢ stato eseguito confrontando 6 pazienti con manifestazioni extraintestinali e 42
pazienti senza tali manifestazioni (Tab.69). Nel primo gruppo 1 paziente (16.7%) presentava la
mutazione R702W, contro 5 (83.3%) pazienti privi di tale mutazione; nessun paziente con
manifestazioni extraintestinali esprimeva una mutazione G908R o 1007fs.

Nel secondo gruppo di pazienti 10 (23.8%) presentavano la mutazione R702W, contro 1 32 (76.2%)
senza tale mutazione; 1 (2.4%) paziente esprimeva la mutazione G908R , contro 41 (97.6%) non
presentanti la stessa; 7 pazienti (16.7%) mostravano la mutazione 1007fs, contro i restanti 35
(83.3%) non presentanti tale mutazione.

Lo studio di queste frequenze non ha rivelato alcuna correlazione significativa tra manifestazioni
extraintestinali e le mutazioni R702W, G908R e 1007fs.

E’ stata infine valutata la possibile correlazione tra le mutazioni di NOD2/CARDI15 e la condizione
di resistenza alla terapia medica: sono state poste a confronto una popolazione di 14 pazienti, non
responsivi alla terapia steroidea, con una popolazione di 34 pazienti responsivi alla stessa terapia;
nel primo gruppo 5 (35.7%) soggetti presentavano la mutazione R702W, nessuno presentava una
una mutazione G908R, 3 (21.4%) presentavano la mutazione 1007fs. Nel secondo gruppo 6 pazienti
(17.7%) esprimevano una mutazione R702W, 1 (2.9%) esprimeva una mutazione G908R, 4
(11.8%) esprimevano una mutazione 1007fs. L’analisi statistica di questi dati non ha rivelato alcuna

correlazione significativa (Tab.70).
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4.3b - RETTOCOLITE ULCEROSA E MUTAZIONI DI NOD2/CARD15

All’interno della popolazione di pazienti affetti da rettocolite ulcerosa non sono stati riscontrati
soggetti presentanti mutazioni G908R e 1007fs.

Per questo motivo I’analisi statistica ¢ stata condotta valutando la sola mutazione R702W.

In primo luogo ¢ stata studiata la possibile correlazione tra la mutazione R702W e rettocolite
ulcerosa, mettendo a confronto una popolazione di pazienti affetti da questa patologia, costituita da
59 soggetti, ed una popolazione di controllo composta da 57 individui sani (Tab.71).

Tale correlazione non ¢ risultata statisticamente significativa rispetto alla popolazione di controllo:
nel gruppo dei pazienti 5 (23.0%) presentavano la mutazione R702W, mentre 54 (91.5%) non
presentava tale mutazione. All’interno del gruppo di controllo, 8 soggetti (14.0%) esprimevano la
mutazione R702W, 49 (86.0%) non esprimevano tale mutazione.

E’ stata inoltre studiata la possibile associazione tra le tre mutazioni principali di NOD2/CARD15

con la sede d’insorgenza di rettocolite ulcerosa.

Localizzazione colica (Tab.72)

Sono state poste a confronto una popolazione di 15 pazienti affetti da rettocolite ulcerosa con
localizzazione colica ed una popolazione di controllo costituita da 57 soggetti sani.

Nessuna correlazione statisticamente significativa ¢ stata riscontrata tra R702W e la localizzazione
colica della malattia: all’interno del gruppo di pazienti, 2 (13.3%) presentavno una mutazione
R702W, mentre 13 (86.7%) non presentavano tale mutazione. Nella popolazione di controllo 8
(14.0%) soggetti esprimevano la mutazione R702W, 49 (86%) non esprimevano tale mutazione.

Localizzazione sisma-retto (Tab.73)

Anche in questo caso sono state poste a confronto una popolazione di 34 pazienti affetti da
rettocolite ulcerosa con localizzazione a livello di sigma-retto ed una popolazione di controllo

costituita da 57 soggetti sani.

177



Non ¢ stata rilevata una correlazione statisticamente significativa ¢ stata riscontrata tra R702W e la
localizzazione sigmoido-rettale della malattia: nel del gruppo di pazienti, 3 (8.8%) presentavno una
mutazione R702W, mentre 31 (91.2%) non presentavano tale mutazione. Nella popolazione di
controllo 8 (14.0%) soggetti esprimevano la mutazione R702W, 49 (86%) non esprimevano tale
mutazione.

Localizzazione rettale (Tab.74)

Una popolazione di 3 pazienti affetti da rettocolite ulcerosa con localizzazione a livello rettale ¢
stata posta a confronto con una popolazione di controllo costituita da 57 soggetti sani.

Nessuna correlazione statisticamente significativa ¢ stata riscontrata tra R702W e la localizzazione
rettale della malattia: nel gruppo di pazienti, nessuno presentava la mutazione R702W, mentre nella
popolazione di controllo 8 (14.0%) soggetti esprimevano tale mutazione, 49 (86%) ne erano privi.

Localizzazione colon-sigma-retto (Tab.75)

Sono state confrontate una popolazione di 34 pazienti affetti da rettocolite ulcerosa con
localizzazione a livello di sigma-retto ed una popolazione di controllo costituita da 57 soggetti sani.

Non si ¢ riscontrata alcuna correlazione statisticamente significativa tra R702W e la localizzazione
a livello di colon-sigma-retto della malattia: nessun paziente all’interno del gruppo considerato
presentava la mutazione R702W; nella popolazione di controllo 8 soggetti (14.0%) esprimevano
tale mutazione, 49 (86%) ne erano privi.

Anche per rettocolite ulcerosa ¢ stata considerata la possibilita di un’ associazione tra R702W e la
familiarita positiva per malattie inflammatorie croniche intestinali (Tab.76)

Sono stati confrontati 56 pazienti affetti da rettocolite ulcerosa senza familiarita positiva per
malattie inflammatorie croniche intestinali, con 3 pazienti caratterizzati da familiarita positiva per
tali malattie. All’interno del primo gruppo 5 (8.9%) pazienti presentavano una mutazione R702W,
contro i 51 (91.1%) senza tale mutazione. Nel secondo gruppo nessun paziente presentava

mutazione R702W. 1l confronto tra questi due gruppi non ha dimostrato alcuna correlazione
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statisticamente significativa tra familiarita positiva per malattie infiammatorie croniche intestinali e
R702W.

Non ¢ stata rivelata correlazione statisticamente significativa neppure tra fumo e R702W in pazienti
affetti da rettocolite ulcerosa (Tab.77). La popolazione di fumatori, costituita da 22 pazienti, ¢ stata
posta a confronto con la popolazione non fumatrice, composta da 37 pazienti.

Tra 1 fumatori, 2 (9.1%) presentavano una mutazione per R702W, 20 (90.9%) non esprimevano tale
mutazione. All’interno della popolazione di non fumatori, 3 (8.1%) presentavano la mutazione
R702W, 34 (91.9%) non la esprimevano.

E’ stata considerata inoltre la possibile associazione tra R702W ed il ricorso a chirurgia correlata
alla malattia (Tab.78) Sono stati confrontati 3 pazienti che avevano affrontato la terapia chirurgica,
con 56 pazienti senza precedente storia chirurgica. All’interno del primo gruppo 1 paziente (20.8%)
presentava la mutazione R702W, contro i1 2 restanti (79.1%) senza tale mutazione;. nel secondo
gruppo 4 pazienti (7.7%) presentavano una mutazione R702W, contro i restanti 52 (92.3%) privi di
tale mutazione. Il confronto tra questi due gruppi non ha dimostrato alcuna correlazione
statisticamente significativa tra chirurgia per il trattamento di complicazioni di rettocolite ulcerosa e
R702W.

Uno studio di correlazione tra la mutazione R702W e le manifestazioni extraintestinali di rettocolite
ulcerosa ¢ stato eseguito confrontando 10 pazienti con manifestazioni extraintestinali e 49 pazienti
senza tali manifestazioni (Tab.79). Nel primo gruppo nessun paziente presentava la mutazione
R702W, mentre nel secondo gruppo 5 pazienti (10.2%) esprimevano tale mutazione, 44 (89.8%) ne
erano privi. Lo studio di queste frequenze non ha rivelato alcuna correlazione significativa tra
manifestazioni extraintestinali e le mutazioni R702W.

E’ stata infine valutata la possibile correlazione tra la mutazione R702W e la condizione di
resistenza alla terapia medica:sono stati confrontati 3 pazienti non.responder alla terapia steroidea
con 56 pazienti responsivi alla stessa. All’interno del primo gruppo 1 paziente (8.8%) presentava

mutazione R702W, mentre nel secondo gruppo 1 paziente esprimeva tale mutazione. L’analisi
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statistica di questi dati non ha dimostrato alcuna correlazione statisticamente significativa tra la
condizione di steroido resistenza e la mutazione R702W in pazienti affetti da rettocolite ulcerosa

(Tab.80).
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S — DISCUSSIONE

Il lavoro si & posto come obbiettivo lo studio di eventuali associazioni fra le mutazioni e i

polimorfismi di diversi geni e le patologie infiammatorie di pancreas e intestino.

5.1 - MALATTIE INFIAMMATORIE PANCREATICHE

I risultati hanno evidenziato come, nella popolazione italiana affetta patologie infiammatorie a
carico del pancreas, vi sia un’associazione statisticamente significativa tra il polimorfismo -
2618A/G e la pancreatite acuta ricorrente. Inoltre si € verificata un’associazione del medesimo
polimorfismo in quei soggetti affetti da pancreatite cronica che presentavano un indice di massa
corporea (BMI) uguale o superiore a 25. Piu in generale ¢ stato possibile rilevare un trend per
I’assciazione della forma del gene per MCPI, recante in posizione -2518 una guanina, con la
pancreatite cronica.

Non ¢ stata invece rilevata alcuna associazione del polimorfismo con la pancreatite acuta e neppure
quando si mettevano a confronto pazienti affetti dalla malattia in forma lieve contro pazienti con
una forma severa della stessa.

Per meglio comprendere 1 meccanismi alla base della patogenesi delle malattie infiammatorie
pancreatiche ¢ stata valutata anche I’associazione del polimorfismo di GSTTI1 che porta alla
delezione del gene e le pancreatiti si ¢ rilevata un’associazione statisticamente significativa tra quei
pazienti che presentavano il fenotipo coniugatore, quindi portatori del gene non deleto, affetti da
pancreatite acuta ricorrente e da pancreatite cronica. Le due patologie sono state considerate
insieme dato I’esiguo numero di pancreatiti acute ricorrenti che si sono potute studiare. Si € inoltre

rilevata una significativita scarsamente positiva nel confronto tra i1 pazienti affetti da pancreatite
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acuta rispetto alla popolazione di controllo. Nessuna significativita ¢ stata invece trovata per quanto
concerne la relazione con la severita di malattia.

Le malattie infiammatorie pancreatiche hanno un’eziologia multifattoriale in cui convergono cause
ambientali e fattori predisponenti legati al genotipo dei pazienti; la patogenesi risulta dunque
complessa e pertanto ad oggi non sono ancora completamente comprese. A complicare ancora le
cose c’¢ la presentazione di tali patologie in tre diverse forme che sono: acuta, acuta ricorrente e
cronica.

Essendo queste patologie di tipo infiammatorio da tempo si studiano i processi flogistici che sono
alla base delle stesse e le eventuali alterazioni di tali processi che possono modificare il decorso e la
presentazione della mattia.

Sulla base di diversi studi presenti in letteratura volti a valutare I’associazione fra i meccanismi
dell’infiammazione e le patologie oggetto dello studio si ¢ pensato di valutare gli effetti del
polimorfismo -2518A/G che si trova nella regione regolatrice distale del promotore per il gene che
codifica per la proteina chemotattica dei monociti (MCP1) e che incrementa la produzione della
stessa. Tale incremento comporta un aumentato reclutamento di monociti nel sito della flogosi con
conseguente aumento di produzione di chemochine, citochine e specie reattive dell’ossigeno e,
pertanto, un potenziale aggravamento del danno tissutale [231].

MCPI1 ¢ espressa, oltre che dai monociti, anche da altri tipi cellulari[225, 227-228]. Nel pancreas
essa ¢ espressa dalle cellule acinari e dai miofibrobalsti che sono la forma attivata delle cellule
stellate pancreatiche (PSC). Oltre al reclutamento dei monociti in sede di flogosi MCP1 ¢ anche
deputata all’attivazione degli stessi a macrofagi con conseguente instaurazione € mantenimento del
processo flogistico [87, 91, 226].

A differenza di quanto evidenzianto da uno studio effetuato pochi anni fa sulla popolazione
nordamericana ove si indicava un’associazione del polimorfismo con lo sviluppo di una forma
severa di pancreatite acuta[237], nella popolazione da noi studiata tale effetto sulla severita non ¢

stato individuato; ¢ ipotizzabile che questo dipenda, almeno in parte, dalla dimensione maggiore del
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campione da noi esaminato. Tuttavia anche la diversa origine dei campione puo essere causa della
discrepanza, infatti, un fattore endogeno come la calcolosi biliare, fortemente presente nella
popolazione dello studio americano, potrebbe mascherare, con il danno meccanico, la
predisposizione genetica.

Nello studio si ¢ deciso di valutare anche i soggetti affetti da una forma ricorrente di pancreatite
acuta, di solito essa si presenta in modo meno severo della forma acuta ad evento singolo ed
raramente associata a patologia biliare; si tratta comunque di una patologia importante che spesso
esita in una pancreatite cronica.

Nella nostra popolazione lo studio ha mostrato come il polimorfismo di MCP1 sia associato
significativamente a questa particolare forma di pancreatite acuta.

Non ¢ possibile ipotizzare che il polimorfismo sia la causa della patologia ma si puo supporre che,
in presenza di altri fattori endogeni od esogeni, I'incremento dei processi flogistici causato da
MCPI1 possa favorire quelle altrerazioni che portano da un pancreas normale ad uno soggetto ad
inflammazione.

Le pancreatiti che cosi si sviluppano possono pertanto essere piu lievi ma I'incremento nelle
concentrazioni di MCP1 comporterebbe un aumentato richiamo di monociti e I’istaurarsi di un
processo flogistico automantenentesi che pud portare ad eventi acuti ripetuti nel tempo.
Considerando inoltre che spesso le pancreatiti acute ricorrenti esitano in una pancreatite cronica e
che quest’ultima patologia ¢, tra quelle in analisi, la maggiormente multifattoriale, non stupisce che
si sia indiviuado un trend di associazione tra tale malattia e MCP1. Infatti la quantita dei fattori
eziopatogentici, esogeni ed endogeni, coinvolti lascia pensare che pure MCP1 possa partecipare
nello sviluppo della patologia, ma che occorra una maggior numerosita del campione per ottenere
risultati significativi.

Di notevole interesse ¢ il fatto che risulti significativa I’associazione di MCP1 con quel sottogruppo
di pazienti affetti da pancreatite cronica e che prensentano un BMI > di 25 e che sono quindi in uno

stato di sovrappeso o di obesita. E infatti noto da diversi studi come un incremento del BMI
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corrisponda spesso ad aumentati livelli flogistici che sono probabilmente causati dalla produzione
molecole ad effetto infiammatorio da parte degli adipociti. Non ¢ pertanto da escludere che, se si
aggiunge all’incremento dei processi flogistici causato dal aumento di peso, si aggiunge anche un
polimorfismo che rende iperproduttori di una citochina proinfiammatoria questi due effetti si
sommino nel favorire una flogosi cronica ed il danno tissutale ad essa connesso.

La significativita individuata per GSTT1 nel confronto tra il gruppo di pazienti affetti da pancreatite
acuta e quello che comprende i pazienti affetti da pancreatite acuta ricorrente e pancreatite cronica,
e il diverso livello di sigfinifcativita dei due gruppi rispetto al gruppo di controllo porta ad alcune
considerazioni sulla presenza di questo gene “facoltativo”.

Come gia detto nei capitoli precedenti le Glutatione transferasi hanno il compito di inattivare le
specie reattive dell’ossigeno coniugandole con il glutatione ridotto, tuttavia I’effetto di GSTTI in
una prima fase ¢ sicuramente benefico, ma sul lungo periodo riuslta paradossalmente deleterio
poiché esso richiede per la sua funzione di elevate quantita di glutatione che viene quindi
consumato rapidamente.

Si pud dunque supporre che la piu rapida e assoluta deplezione di glutatione ridotto, che si presenta
nei soggetti portatori del gene non deleto e quindi del fenotipo coniugatore, pud contribuire a
determinare un deficit nell’eliminazione di specie reattive dell’ossigeno con conseguente
cronicizzazione della flogosi. Considerando I’elavata espressione di GSTTI1 a livello delle cellule
acinose pancreatiche[247] e 1’alto consumo di glutatione che tale proteina comporta ¢ possibile
pensare che, dopo un evento di pancreatite acuta causata da qualsiasi fattore esogeno od endogeno,
il processo flogistico che si instaura non sia in grado di concludersi. Infatti il fenotipo coniugatore
porterebbe, paradossalmente ad una presenza costante specie reattive dell’ossigeno a livello
pancreatico provocando un insulto di entita non elevata ma continuativo. Tale insulto nel tempo

potrebbe portare al ripetersi di eventi acuti e alla cronicizzazione della patologia.
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5.2 - MALATTIE INFIAMMATORIE CRONICHE

INTESTINALI

Morbo di Crohn e rettocolite ulcerosa sono patologie multifattoriali che presntano spesso un
clustering familiare che porta a considerare la presenza, trai vari fattori patogentici, di importanti
fattori genetici.

I lavoro svolto ha evidenziato, confermando i dati presenti in letteratura, come vi sia
un’associazione significativa tra la motazione 1007fs del gene NOD2/CARDI5Ia e il morbo di
Crohn. Analizzando le potenziali associazioni con le abitudini voluttuarie dei pazienti, la familiarita
, la localizzazione e le varianti di tale patologia si sono riscontrati risultati siginificativi per quanto
riguarda la localizzazione ileale e d ileo colica, e la variante stenosante e stenosante fistolizzante.

Il fatto che si siano evidenziate delle associazioni ¢ abbastanza tipico per delle malattie
multifattoriali in cui alcuni geni possono avere un effetto predisponente ma non risultano
determinati se non associati ad altri fattori di tipo ambientale, non si tratta insomma di patologie ad
eredita mendeliana ma il fenotipo di malattia si ottiene dalla combinazione di determinate varianti
geniche, come quelle oggetto dello studio, con altri geni, fattori di rischio addizionali e fattori
ambientali.

Diversi geni sono stati individuati e, in parte, studiati per la loro associazione con le malattie
inflammatorie croniche intestinali. Tra questi ¢ stata posta particolare attenzione sul gene
NOD2/CARDI15 localizzato nel locus definito IBD1 sul braccio corto del cromosoma 16. Esso
codifica per la proteina NOD2 che fa parte delle proteine deputate al riconoscimento, a livello
gastroenterico delle componenti del lipopolisaccaride batterico.

Studi presenti in letteratura hanno evidenzianto un’associazione delle mutazioni del gene
NOD2/CARD15 con mormo di Crohn ma non con rettocolite ulcerosa; inoltre tali mutazioni
risultano specifiche per la popolazione Caucasica in quanto non sono state individuate nelle

popolazioni Asiatiche [313].
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Come precedentemente indicato questo lavoro ¢ in accordo con altri studi effettuati sulla
popolazione italiana nell’individuare un’associazione tra la mutazione per frame shift definita
1007fs del gene NOD2/CARI15 ¢ il morbo di Crohn oltre che per la localizzazione di tale patologia
al colon o al colon e all’ileo contemporaneamente, e per la variante stenosante e stenosante
fistolizzante [318, 320].

Gli intervalli di confidenza dei risultati ottenuti sono piuttosto ampi € questo puo essere stato
determinato dalla dimensione non eccessivamente grande del campione, tuttavia questo non inficia
il risultato che va a corroborare quanto dimostrato negli studi precedenti.

Importanti nella determinazione di una patologia sono anche i rapporti che genotipo e ambiente
possono avere nel modificare 1’espressivita della malattia. Non sono stati ottenuti in questo studio
risultati significativi in rapporto alle mutazioni R702W, G908R e 1007fs di NOD2/CARD15
esaminate e fattori di rischio ambientali. Tuttavia la scarsa numerosita del campione potrebbe
spiegare, almeno parzialmente, questi risultati.

Nessuna associazione significativa ¢ stata individuata tra le tre mutazioni e la rettocolite ulcerosa.
Nell’ottica di una piu ampia valutazione dei meccanismi paotogentici delle malattie infiammatorie
croniche intestinali si ¢ pensato di studiare anche gli effetti che alterazioni nell’attivita di
un’iportante chemochina proinfiammatoria, quale ¢ MCPI1, possono avere sul fenotipo di tali
patologie. MCP1 ¢ espressa, come gia detto, da diverse cellule dell’immunita e, considerando che
I’epitelio intestinale ¢ un’ampia superficie con, tra le altre, una funzione di tipo immunitario ¢ stato
possibile ipotizzare che il polimorfismo -2518A/G da noi studiato potesse contribuire al fenotipo di
malattia in rettocolite ulcerosa e/o morbo di Crohn. Non sono pero stati ottenuti risultati
significativi e, a meno di non ipotizzare un effetto della scarsa numerosita campionaria,

sembrerebbe che il polimorfismo studiato non influenzi la patologia.
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5.3 - CONCLUSIONI

Il presente lavoro ha evidenziato e confermato come nell’ambito di patologie multifattoriali quali le
pancreatiti e le malattie infiammatorie croniche intestinali, causate da piu fattori endogeni ed
esogeni contemporaneamente la genetica possa giocare un ruolo importante nel determinare il
fenotipo e la variabilita di tali affezioni.

Lo studio e I'identificazione di fattori genetici associati a diverse patologie pud permettere di
identificare gruppi di soggetti a rischio in modo da poter stabilire per essi variazioni “terapeutiche”
di fattori di rischio ambientali modificabili (fumo, dieta, appendicectomia, farmaci, etc.) e un
follow-up adeguato. Inoltre la valutazione di geni correlati a malattia, una volta studiati e chiariti i
diversi meccanismi, potrebbe permettere di predire il decorso della patologia in funzione di una

particolare localizzazione o variante e di stabilire su base genetica la risposta alla terapia.
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TABELLE

Tabella 1: Cause di pancreatite acuta (Modificata da Forsmark CE, 2007)

1. Biliare (calcoli, microlitiasi, fango biliare)

2. Alcol (nell’estrinsecazione in acuto di un processo flogistico cronico)

3. Varianti anatomiche (pancreas divisum, cisti del coledoco, duplicazione

duodenale, diverticoli duodenali)

4. Ostruzione meccanica al deflusso del succo pancreatico

a) Ampullari (tumori, disfunzioni e stenosi dello sfintere di Oddi)

b) Duttali (calcoli, stenosi, masse, muco, parassiti)

S. Metaboliche (ipercalcemia, ipertrigliceridemia)

6. Farmaci

7. Tossine

8. Traumi (contusivi, penetranti e iatrogeni)

9. Ischemia (ipotensione, arteriti, embolia)

10. Ipotermia

11. Infezioni
a) Virali (virus della parotite, virus Coxackie, HIV)
b) Batteriche (Mycobacterium tubercolosis, Mycoplasma)
¢) Parassitarie (Ascaridi)

12. Veleni (aracnidi e rettili)

13. Autoimmune

14. Genetica (familiare, sporadica)

15. Idiomatica
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Tabella 2: Criteri di Ranson.

Le modifiche per la pancreatite acuta biliare sono riportate tra parentesi.
LDH: lattico deidrogenasi; AST: aspartato-amino trasferasi; Ht: ematocrito;
BUN: Blood urean nitrogen (Modificata da Forsmark CE, 2007) (51).

All’ingresso Entro 48h

Eta > 55 anni (> 70 anni) Riduzione Ht > 10% (idem)

Conta leucocitaria > 16.000/ul Sequestro di fluidi > 61 (>41)

(> 18.000/p1)

Glicemia > 200 mg/ml (> 220 mg/dl) Calcemia < 8 mg/dl (idem)

LDH > 350 1U/1 (> 400 1U/N) Pa02 < 60 mmHg (assente)

AST > 250 IU/I (idem) BUN > 5 mg/dl dopo somministrazione di
fluidi ev (>2mg/dl)

Deficit di basi > 4 mmol/l (>6)

Tabella 3: Criteri di Glasgow.
BUN: Blood urean nitrogen; LDH: lattico deidrogenasi (Modificata da Dionigi,
2002) (4).

Entro 48 h

Eta > 55 anni

Conta leucocitaria > 15.000/pl

Glicemia > 180 mg/dl

BUN > 45 mg/dl

LDH > 600 IU/1

Albumina < 3,3 g/dl

Calcemia < 8mg/dl

PaO2 < 60 mmHg
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Tabella 4: Elementi che possono predire la severita dell’attacco di pancreatite

acuta entro 48 ore dal ricovero.

BMI: Body Mass Index; APACHE-II: Acute Physiology And Chronic Health
Evaluation-1I; PCR: proteina C reattiva (Modificata da UK Working Party on

Acute pancreatitis, 2005).

Approccio iniziale

Severita clinica
BMI > 30
Versamenti pleurici all” Rx torace

APACHE-II score = 8

24 h dopo il ricovero Severita clinica

APACHE-II score = 8

Glasgow score 2 3

Insufficienza d’organo persistente
PCR > 150 mg/1

48 h dopo il ricovero Severita clinica

Glasgow score 2 3

Insufficienza d’organo persistente per 48 h
PCR > 150 mg/1
Insufficienza d’organo multipla o progressiva
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Tabella 5: Cause di pancreatite acuta ricorrente (Modificata da Levy, 2001) (114).

1. Litiasi biliare (calcoli, microlitiasi, fango biliare)
2. Alcol (nell’estrinsecazione in acuto di un processo flogistico cronico)
3. Malattie cistiche delle vie biliari (coledococele)
4. Malformazioni congenite (pancreas divisum, pancreas anulare, anomalie
della giunzione bilio-pancreatica)
5. Ostruzione duodenale (atresia, diverticoli, morbo di Crohn)
6. Farmaci
7. Genetica
8. Infezioni:
a) Virali (virus della Parotite, virus Coxackie, HIV)
b) Batteriche (Mycobacterium tubercolosis, Mycoplasma)
¢) Parassitarie (Ascaridi)
9. Neoplasie (benigne e maligne)

10. Idiopatica
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Tab 6 Classificazione Cambridge.

TC, US

Normale

Dotto pancreatico principale < 2 mm
Ghiandola normale per forma e dimensione
Parenchima omogeneo

PC incerta

Solo uno dei seguenti segni:
Dotto pancreatico principale tra 2 ¢ 4 mm
Volume del pancreas aumentato (<2x normale)
Parenchima eterogeneo
Piccole cisti < 10mm
Dotto irregolare
Pancreatite acuta focale
Aumentata ecogenicita della parete duttale
Contorni
irregolari

PC lieve

Due o piu dei suddetti segni

PC moderata

Due o pil dei suddetti segni (non distinguibile della
lieve)

PC severa

Come sopra con uno o piu di:
Grandi cisti (>10mm)
Volume del pancreas aumentato (>2x normale)
Difetti di riempimento intraduttali o calcoli
Ostruzione o stenosi o grosse irregolarita del
Wirsung
Coinvolgimento degli organi circostanti
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Tab7 Classificazione Cambridge. ERCP.

Terminologia Dotto principale Dotti secondari Caratteristiche
addizionali

Normale Normale Nessuno

PC incerta Normale <3

PC lieve Normale >3

PC moderata Anormale >3

PC grave Anormale >3 Uno o piu dei seguenti:

Cisti >10mm
Ostruzione

Difetti di riempimento
Dilatazione severa
Irregolarita
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Tab8

PROTEINE CODIFICATE DA GENI NF-«B DIPENDENTI

Citochine pro- infiammatorie

TNF-a

IL-18

IL-2

IL-6

GM-CSF

M-CSF

G-CSF

Chemochine

IL-8

Esotassine

Enzimi

dell’infiammazione

Ossido nitrico sintetasi

Cicloossigenasi

S-Lipossigenasi

Fosfolipasi citosolica A2

Molecole di adesione

Molecola di adesione di tipo 1

Molecola di adesione delle cellule vascolari

E-selectina

Recettori

Recettore per Interleuchina-2

Recettore T-cellulare
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Tabella 9: Caratteristiche cliniche dei pazienti affetti da pancreatite acuta.

Pazienti affetti da pancreatite acuta(N.) 118
Pancreatiti acute lievi (%) 72,9
Pancreatiti acute severe (%) 27,1
Maschi (%) 54,2
Eta media (anni; media + DS) 65,0 £ 18,0
Eta alla diagnosi (anni; media + DS) 63,2+17,7
BMI medio 26,8 +5,0
BMI > 25 (%) 61
Familiarita per cancro pancreatico (%) 1,7
Familiarita per pancreatite cronica (%) -
Consumo di Alcol (%) 42,4
Consumo di Alcol (g/die; media £ DS) 36,1 474
Fumatori (%) 25,4
Consumo di sigarette (sig/die; media £ DS) 21,9+9,1
Pancreas divisum (%) 1,7
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Tabella 10: Caratteristiche cliniche dei pazienti affetti da pancreatite acuta ricorrente.

Pazienti affetti da pancreatite acuta ricorrente (N.) 64
Maschi (%) 57,8
Eta media (anni; media + DS) 54,0 £ 15,0
Eta alla diagnosi (anni; media + DS) 41,1 + 14,0
Familiarita per cancro pancreatico (%) -
Familiarita per pancreatite cronica (%) -
Consumo di Alcol (%) 28,1
Consumo di Alcol (g/die; media + DS) 60,6 +£48,1
Fumatori (%) 25
Consumo di sigarette (sig/die; media £ DS) 245+ 133
Pancreas divisum(%) 7,8
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Tabella 9: Caratteristiche cliniche dei pazienti affetti da pancreatite cronica

g,agzienti affetti da pancreatite cronica (N.) 142
Maschi (%) 68,3
Eta media 59,9 + 14,8
Eta alla diagnosi (anni; media + DS) 52,5+ 16,6
Durata della malattia 7,4 15,7
BMI medio 23,3+3,2
BMI 2 25 (%) 29.9
Familiarita per cancro pancreatico (%) 4,9
Familiarita per pancreatite cronica (%) 4,2
Consumo di Alcol (%) 38,7
Consumo di Alcol (g/die; media £ DS) 89,1 +74,3
Fumatori (%) 66,9
Consumo di sigarette (sig/die; media £ DS) 23,2+ 13,9
Pancreas divisum (%) 49
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Tab.12. Caratteristiche cliniche dei pazienti affetti da morbo di Crohn

Pazienti affetti da morbo di Crohn (N.) 48
Maschi (%) 62.5
Eta (anni; media = DS) 524 +17.0
Eta alla diagnosi (anni; media + DS) 40.8+17.2
Familiarita (%) 12.5
Localizzazione ileale (%) 39.6
Localizzazione colica (%) 12.5
Localizzazione ileo-colon-rettale (%) 2.1
Localizzazione ileo-colica (%) 45.8
Variante infiammatoria (%) 354
Variante stenosante (%) 41.7
Variante fistolizzante (%) 8.3
Variante stenosante/fistolizzante (%) 14.6
Fumatori (%) 45.8
Risposta terapia medica (%) 79.2
Chirurgia (%) 50.0
Manifestazioni extraintestinali (%) 12.5
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Tab.13. Caratteristiche cliniche dei pazienti affetti da rettocolite ulcerosa

Pazienti affetti da rettocolite ulcerosa (N.) | 59

Maschi (%) 63.9

Eta (anni; media £ DS) 49.5 £13.2
Eta alla diagnosi (anni; media + DS) 43.8+14.8
Familiarita (%) 49
Localizzazione colica (%) 24.6
Localizzazione sigma-retto(%) 54.1
Localizzazione rettale (%) 6.6
Localizzazione colon-sigma-retto (%) 13.1
Fumatori (%) 31.1
Risposta terapia medica (%) 95.1
Chirurgia (%) 49
Manifestazioni extraintestinali (%) 18.0
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Tabella 14: Distribuzione genotipica del polimorfismo in posizione -2518 della regione
regolatrice distale del gene di MCP-1 nella popolazione normale

OSSERVATA % | ATTESA % (N) |
(N)
A/A 64,80 (57) 62,40 (55) 0,86
A/G 28,40 (25) 33,20 (29) 0,61
G/G 6,80 (6) 4,40 (4) 0,55

Tabella 15: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da pancreatite acuta (PA) e nei soggetti di controllo

FREQUENZE CONTROLLI | PA P O.R. I.C. (95 %)
ALLELICHE (2N=176) (2N=236)

n % n %
MCP-1 A 139 79 187 79,2 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21 49 20,8 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | PA P O.R. I.C. (95%)
GENOTIPICHE (N=88) (N=118)

n % n %
MCP-1 A/A 57 64,8 |72 61,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |42 35,6 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |4 3,4 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G 31 35,2 | 46 39,0 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

1.C.= Intervallo di Confidenza

NS= Non Significativo
NC= Non Calcolato
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Tabella 16: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da pancreatite acuta (PA) lieve e nei pazienti affetti da PA severa.

FREQUENZE PA LIEVI PA SEVERE P O.R. I.C. (95%)
ALLELICHE (2N=172) (2N=64)
n % | n %
MCP-1 A 135 78,5 | 51 79,7 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21 13 20,3 | NS NC NC
FREQUENZE PA LIEVI PA SEVERE P O.R. I.C. (95 %)
GENOTIPICHE (N=86) (N=32)
n % | n %
MCP-1 A/A 51 59,3 | 21 65,6 | NS NC NC
MCP-1 A/G 33 384 |9 28,1 | NS NC NC
MCP-1 G/G 2 23 |2 6,3 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G 35 40,7 | 11 344 | NS NC NC

O.R.= Odds Ratio

I.C.= Intervallo di Confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

201




Tabella 17: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti fumatori e nei non fumatori, affetti da pancreatite acuta.

FREQUENZE FUMATORI NON P O.R. I.C. (95%)
ALLELICHE (2N=60) FUMATORI
n % (2N=176)
n %
MCP-1 A 50 83,3 136 77,3 | NS NC NC
MCP-1 G 10 16,7 | 40 22,7 | NS NC NC
FREQUENZE FUMATORI NON P O.R. I.C. (95%)
GENOTIPICHE (N=30) FUMTORI
n % (N=88)
n %
MCP-1 A/A 21 70,0 | 51 58,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G 8 26,7 | 34 38,6 | NS NC NC
MCP-1 G/G 1 33 |3 3.4 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G 9 30,0 37 42,0 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di Confidenza

NS= Non Significativo
NC= Non Calcolato
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Tabella 18: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti bevitori e nei non bevitori, affetti da pancreatite acuta.

FREQUENZE BEVITORI NON O.R. I.C. (95%)
ALLELICHE (2N=100) BEVITORI
n % | 2N=136)
n %
MCP-1 A 80 80 | 106 77,9 NS NC NC
MCP-1 G 20 20 | 30 22,1 NS NC NC
FREQUENZE BEVITORI NON p* O.R. I.C. (95%)
GENOTIPICHE | (N=50) BEVITORI
n % | (N=68)
n %
MCP-1 A/A 32 64,0 | 40 58,8 NS NC NC
MCP-1 A/G 16 32,0 | 26 38,2 NS NC NC
MCP-1 G/G 2 4.0 2 3,0 NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 18 36,0 28 41,2 NS NC NC
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Tabella 19: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti portatori (PD+) e non (PD-) di pancreas divisum, affetti da pancreatite acuta.

FREQUENZE PD + PD -
ALLELICHE (2N=4) (2N=232)

n % | n %
MCP-1 A 4 100 | 182 78,4 | NS NC NC
MCP-1G 0 0|50 21,6 | NS NC NC
FREQUENZE PD+ PD - P* O.R. I.C. (95%)
GENOTIPICHE | (N=2) (N=116)

n % |n %
MCP-1 A/A 2 100 | 70 60,3 | NS NC NC
MCP-1 A/G 0 0 |42 36,2 | NS NC NC
MCP-1 G/G 0 0 |4 3,5 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 0 0 |46 39,7 | NS NC NC
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Tabella 20: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti con familiarita (FAM. KP+) o meno (FAM. KP-) per il cancro del pancreas, affetti da

pancreatite acuta.

FREQUENZE FAM. KP + FAM. KP - P* O.R. I.C. (95 %)
ALLELICHE (2N=4) (2N=232)

n % | n %
MCP-1 A 4 100 | 182 78,4 | NS NC NC
MCP-1 G 0 0150 21,6 | NS NC NC
FREQUENZE FAM. KP + FAM. KP - pP* O.R. I.C. (95%)
GENOTIPICHE | (N=2) (N=116)

n % |n %
MCP-1 A/A 2 100 | 70 60,3 | NS NC NC
MCP-1 A/G 0 0 |42 36,2 | NS NC NC
MCP-1 G/G 0 0 (4 3,5 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 0 0 |46 39,7 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 21: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti con indice di massa corporea (BMI) < 25 e quelli con BMI225, affetti da pancreatite

acuta.
FREQUENZE BMI<25 BMI=25 P* O.R. I.C. (95 %)
ALLELICHE (2N= 60) (2N= 94)
n %
n %
MCP-1 A 50 83,3 |71 75,5 | NS NC NC
MCP-1 G 10 16,7 | 23 245 | NS NC NC
FREQUENZE BMI<25 BMI=25 pP* O.R. I.C. (95%)
GENOTIPICHE | (N=230) (N=47)
n %
n %
MCP-1 A/A 21 70,0 | 26 55,3 | NS NC NC
MCP-1 A/G 8 26,7 | 19 40,4 | NS NC NC
MCP-1 G/G 1 33|12 4,3 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 9 30 | 21 447 | NS NC NC

NS NC NC
0O.R.= 0dds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 22: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da pancreatite acuta ricorrente (PAR) e nei soggetti di controllo.

FREQUENZE CONTROLLI PAR P O.R. I.C. (95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=128)

n % n

%

MCP-1 A 139 79 85 66,4 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21 43 33,6 | 0,02 1,9 1,13-3,18
FREQUENZE CONTROLLI PAR P O.R. I.C. (95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=64)

n % n %
MCP-1 A/A 57 64,8 25 39,1 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 28,4 35 54,7 | 0,002 3,19 1,59-6,40
MCP-1 G/G 6 6,8 4 6,2 | NS NC NC
MCP-1 31 35,2 39 60,9 | 0,003 2,87 1,47-5,58
A/G+G/G

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato
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Tabella 23: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti fumatori e nei non fumatori, affetti da pancreatite acuta ricorrente.

FREQUENZE NON P* O.R I.C. (95%)
ALLELICHE FUMATORI | FUMATORI

(2N=32) (2N=96)

n % | n %
MCP-1 A 20 62,5 | 65 67,7 | NS NC NC
MCP-1 G 12 37,5 | 31 32,3 | NS NC NC
FREQUENZE FUMATORI | NON | O.R I.C. (95%)
GENOTIPICHE | (N=16) FUMATORI

n % | (N=48)

n %

MCP-1 A/A 6 37,5 | 19 39,6 | NS NC NC
MCP-1 A/G 8 50,0 | 27 56,2 | NS NC NC
MCP-1 G/G 2 12,5 |2 42 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 10 62,5 | 29 60,4 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 24: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti bevitori e nei non bevitori, affetti da pancreatite acuta ricorrente.

FREQUENZE BEVITORI NON P* O.R. I.C. (95%)
ALLELICHE (2N= 36) BEVITORI
n % | 2N=92)
n %
MCP-1 A 23 63,9 | 62 67,4 | NS NC NC
MCP-1 G 13 36,1 | 30 32,6 | NS NC NC
FREQUENZE BEVITORI NON | O.R. I.C. (95%)
GENOTIPICHE | (N=18) BEVITORI
n % | (N=46)
n %
MCP-1 A/A 6 33,3 | 19 41,3 | NS NC NC
MCP-1 A/G 11 61,1 | 24 52,2 | NS NC NC
MCP-1 G/G 1 56 |3 6,5 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 12 66,7 | 27 58,7 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 23: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di
MCP-1 nei pazienti portatori (PD+) e non (PD-) di pancreas divisum, affetti da

pancreatite acuta ricorrente.

FREQUENZE PD + PD - P* O.R. 1.C.(95%)
ALLELICHE (2N=10) (2N=118)

n % | n %
MCP-1 A 5 50 | 80 67,8 | NS NC NC
MCP-1 G 5 50 | 38 32,2 | NS NC NC
FREQUENZE PD+ PD - pP* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=5) (N=39)

n % |n %
MCP-1 A/A 1 20,0 |24 40,7 | NS NC NC
MCP-1 A/G 3 60,0 |32 54,2 | NS NC NC
MCP-1 G/G 1 20,0 |3 5,1 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 4 80,0 | 35 59,3 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato
P*= Test
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Tabella 26: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da pancreatite cronica (PC) e nei soggetti di controllo.

FREQUENZE CONTROLLI | PC P O.R I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=284)

n % | n %
MCP-1 A 139 79 | 210 73,9 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21 |74 26,1 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | PC P O.R I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=142)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 |75 52,8 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |60 423 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |7 4,9 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 35,2 | 67 4772 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato
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Tabella 27: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti fumatori e nei non fumatori, affetti da pancreatite cronica.

FREQUENZE FUMATORI | NON P* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=190) FUMATORI
n % | 2N=94)
n %
MCP-1 A 144 75,8 | 66 70,2 | NS NC NC
MCP-1 G 46 242 | 28 29.8 | NS NC NC
FREQUENZE FUMATORI | NON P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=95) FUMATORI
n % | (N=47)
n %
MCP-1 A/A 52 54,7 | 23 48,9 | NS NC NC
MCP-1 A/G 40 42,1 | 20 42.6 | NS NC NC
MCP-1 G/G 3 32 14 8,5 | NS NC NC
MCP-1 43 453 | 24 51,1 | NS NC NC
AIG+G/G

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 25: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di
MCP-1 nei pazienti bevitori e nei non bevitori, affetti da pancreatite cronica.

FREQUENZE BEVITORI NON P* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=174) BEVITORI
n % | (2N=110)
n %
MCP-1 A 131 75,3 | 79 71,8 | NS NC NC
MCP-1 G 43 24,7 | 31 28,2 | NS NC NC
FREQUENZE BEVITORI NON P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=87) BEVITORI
n % | (N=155)
n %
MCP-1 A/A 47 54,1 28 50,9 | NS NC NC
MCP-1 A/G 37 42,5 | 23 41,8 | NS NC NC
MCP-1 G/G 3 34 | 4 7.3 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 40 45,9 | 27 49,1 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 29: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti portatori (PD+) e non (PD-) di pancreas divisum, affetti da pancreatite cronica.

FREQUENZE PD + PD - | O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=14) (2N=270)

n % | n %
MCP-1 A 11 78,6 | 199 73,7 | NS NC NC
MCP-1 G 3 214 |71 26,3 | NS NC NC
FREQUENZE PD+ PD - P* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=7) (N=135)

n % | n %
MCP-1 A/A 4 57,1 |71 52,6 | NS NC NC
MCP-1 A/G 3 429 |57 4272 | NS NC NC
MCP-1 G/G 0 0|7 5,2 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G |3 429 | 64 474 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 30: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti con familiarita (FAM. KP+) o meno (FAM. KP-) per il cancro del pancreas, affetti da
pancreatite cronica.

FREQUENZE FAM.KP+ |FAM.KP - p* O.R. 1.C.(95%)
ALLELICHE (2N=14) (2N=270)

n n

% %
MCP-1 A 12 85,7 | 198 73,3 | NS NC NC
MCP-1 G 2 14,3 | 72 26,7 | NS NC NC
FREQUENZE FAM.KP+ |FAM.KP - p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=7) (N=135)

n % | n %
MCP-1 A/A 5 71,4 | 70 51,9 | NS NC NC
MCP-1 A/G 2 28,6 | 58 429 | NS NC NC
MCP-1 G/G 0 017 5,2 | NS NC NC
MCP-1 2 28,6 | 65 48,1 | NS NC NC
AIG+G/G
NS NC NC

0O.R.= 0dds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 31: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di
MCP-1 nei pazienti con familiarita (FAM. PC+) o meno (FAM. PC-) per
pancreatite cronica, affetti da pancreatite cronica.

FREQUENZE FAM. PC + FAM. PC - O.R. 1.C.(95%)
ALLELICHE (2N=12) (2N=272)

n % | n %
MCP-1 A 8 66,7 | 202 74,3 | NS NC NC
MCP-1 G 4 33,3 | 70 25,7 | NS NC NC
FREQUENZE FAM. PC + FAM. PC - pP* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=6) (N=136)

n % |n %
MCP-1 A/A 2 33,3 |73 53,7 | NS NC NC
MCP-1 A/G 4 66,7 | 56 41,2 | NS NC NC
MCP-1 G/G 0 0|7 5,1 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 4 66,7 | 63 46,3 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 32: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti con indice di massa corporea (BMI) < 25 e quelli con BMI225, affetti da pancreatite

cronica.

FREQUENZE BMI<25 BMI=25 P O.R. 1.C.(95%)
ALLELICHE (2N=164) (2N=70)
n %
n %
MCP-1 A 117 71,3 | 60 85,7 NS NC NC
MCP-1 G 47 28,7 | 10 14,3 | 0,02 0.41 0,20-0,88
FREQUENZE BMI<25 BMI=25 P O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=82) (N= 35)
n %
n %
MCP-1 A/A 40 48,8 |26 74,3 | NS NC NC
MCP-1 A/G 37 451 | 8 229 0,02 0,33 0,13-0,83
MCP-1 G/G 5 6,1 |1 2,8 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 42 51,2 |9 25,7 | 0,01 0,33 0,14-0,79

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 33: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da morbo di Crohn

FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=90)

n % | n %
MCP-1 A 139 790 |71 78,9 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 19 21,1 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=45)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 |28 62,2 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |15 33,3 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |2 4,5 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 352 |9 37,8 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato
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Tabella 34: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da morbo di Crohn con localizzazione ileale

FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N= 36)

n % | n %
MCP-1 A 139 79,0 |29 80,6 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 |7 194 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=18)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 11 61,1 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |7 38,9 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 352 |7 38,9 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 35: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da morbo di Crohn con localizzazione colica

FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=10)

n % | n %
MCP-1 A 139 790 |8 80,0 NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 |2 20,0 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=5)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 |4 80,0 NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |0 0,0 NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 1 20,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 352 |1 20,0 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 36: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da morbo di Crohn con localizzazione ileo-colica

FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=42)

n % | n %
MCP-1 A 139 79,0 |32 76,2 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 10 23,8 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=21)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 12 57,1 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |8 38,1 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 1 4.8 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 352 |9 428 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 36: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da morbo di Crohn con localizzazione ileo-colo-rettale

FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=2)

n % | n %
MCP-1 A 139 790 |2 100,0 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 |0 0,0 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=1)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 1 100,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 35,2 |0 0,0 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 38: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da morbo di Crohn infiammatorio

FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N= 30)

n % | n %
MCP-1 A 139 79,0 |21 70,0 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 |9 30,0 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=15)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 |8 53,4 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |5 33,3 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |2 13,3 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 352 |7 46,6 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 39: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da morbo di Crohn stenosante

FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=40)

n % | n %
MCP-1 A 139 79,0 |34 85,0 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 |6 15,0 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=20)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 14 70,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |6 30,0 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 352 |6 30,0 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 40: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da morbo di Crohn fistolizzante

FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=38)

n % | n %
MCP-1 A 139 790 |6 75,0 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 |2 25,0 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=4)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 |2 50,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |2 50,0 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 352 |2 50,0 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 41: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da morbo di Crohn stenosante-fistolizzante

FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=12)

n % | n %
MCP-1 A 139 79,0 |10 83,3 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 |2 16,7 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | Crohn p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=6)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 |4 66,7 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |2 33,3 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 352 |2 33,3 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 42: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da morbo di Crohn con e senza familiarita per malattia infiammatoria cronica

intestinale
FREQUENZE Fam no Fam si P* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N= 82) (2N=38)

n % |n Y%
MCP-1 A 63 76,8 8 100,0 | NS NC NC
MCP-1 G 19 232 |0 0,0 | NS NC NC
FREQUENZE Fam no Fam si P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=41) (N=4)

n % |n %0
MCP-1 A/A 24 58,5 |4 100,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G 15 36,6 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 G/G 2 49 10 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 17 41,5 |2 0,0 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 43: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da morbo di Crohn fumatori e non fumatori

FREQUENZE Fumo no Fumo si P* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=48) (2N=42)

n % | n %0
MCP-1 A 38 79,2 | 33 78,6 | NS NC NC
MCP-1 G 10 20,8 |9 21,4 | NS NC NC
FREQUENZE Fumo no Fumo si P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=24) (N=21)

n % |n %
MCP-1 A/A 14 58,3 | 14 66,7 | NS NC NC
MCP-1 A/G 10 41,7 |5 23,8 | NS NC NC
MCP-1 G/G 0 0,0 |2 9,5 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 10 41,7 |17 33,3 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 44: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da morbo di Crohn con e senza manifestazioni extraintestinali

FREQUENZE Extra no Extra si P* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N= 80) (2N=10)

n % | n %0
MCP-1 A 64 80,0 |70 70,0 | NS NC NC
MCP-1 G 16 20,0 |3 30,0 | NS NC NC
FREQUENZE Extra no Extra si P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=40) (N=5)

n % |n %
MCP-1 A/A 25 62,5 |3 60,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G 14 350 |1 20,0 | NS NC NC
MCP-1 G/G 1 2,5 |1 20,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 15 375 |2 40,0 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 45: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da morbo di Crohn resistenti alla terapia con corticosteroidi e responders

FREQUENZE Responders Non P* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=62) responders
n % | (2N=28)
n /)
MCP-1 A 49 79,0 | 22 78,6 | NS NC NC
MCP-1 G 13 21,1 |6 21,4 | NS NC NC
FREQUENZE Responders Non P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=31) responders
n % | (N=14)
n /)
MCP-1 A/A 20 64,5 |8 57,1 | NS NC NC
MCP-1 A/G 9 29,0 |6 429 | NS NC NC
MCP-1 G/G 2 6,5 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 15 355 | 6 429 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 46: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da morbo di Crohn che hanno ricorso alla terapia chirurgica o meno

FREQUENZE Chirurgia no | Chirurgiasi | P* O.R. L1.C.(95%)
ALLELICHE (2N=46) (2N=44)

n % |n %0
MCP-1 A 36 78,3 | 35 79,5 | NS NC NC
MCP-1 G 10 21,7 | 6 20,5 | NS NC NC
FREQUENZE Responders Non P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=23) responders

n % | (N=22)

n %0

MCP-1 A/A 15 65,2 | 13 59,1 | NS NC NC
MCP-1 A/G 6 26,1 |9 40,9 | NS NC NC
MCP-1 G/G 2 87 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 8 348 |9 40,9 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 47: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da rettoclite ulcerosa

FREQUENZE CONTROLLI | RCU p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=116)

n % | n %
MCP-1 A 139 79,0 |84 724 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 |32 27,6 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | RCU p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=158)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 |33 56,8 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |18 31,1 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |7 12,1 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 35,2 |25 432 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato
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Tabella 48: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da Rettocolite ulcerosa con localizzazione colica

FREQUENZE CONTROLLI | RCU p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N= 30)

n % | n %
MCP-1 A 139 79,0 |27 90,0 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 3 10,0 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | RCU p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=15)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 12 80,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |3 20,0 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 352 |3 20,0 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 49: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da Rettocolite ulcerosa con localizzazione rettale

FREQUENZE CONTROLLI | RCU p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=6)

n % | n %
MCP-1 A 139 790 |5 83,3 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 1 16,7 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | RCU p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=3)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 |2 66,7 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |1 33,3 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 352 |1 33,3 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 50: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da Rettocolite ulcerosa con localizzazione sigmoido-rettale

FREQUENZE CONTROLLI | RCU p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=66)

n % | n %
MCP-1 A 139 79,0 |43 65,2 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 | 23 34,8 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | RCU p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=33)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 15 455 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |13 39,4 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |5 15,1 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 35,2 |18 54,5 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 51: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da Rettocolite ulcerosa con localizzazione colico-sigmoido-rettale

FREQUENZE CONTROLLI | RCU p* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=176) (2N=14)

n % | n %
MCP-1 A 139 790 |9 64,3 | NS NC NC
MCP-1 G 37 21,1 |5 35,7 | NS NC NC
FREQUENZE CONTROLLI | RCU p* O.R. 1.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=88) (N=7)

n % |n %
MCP-1 A/A 57 64,8 |4 57,1 | NS NC NC
MCP-1 A/G 25 284 |1 14,3 | NS NC NC
MCP-1 G/G 6 6,8 |2 28,6 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 31 352 |3 429 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 52: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da Rettocolite Ulcerosa con e senza familiarita per malattia infiammatoria

cronica intestinale

FREQUENZE Fam no Fam si P* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=106) (2N=06)

n % |n Y%
MCP-1 A 75 70,8 | 8 100,0 | NS NC NC
MCP-1 G 31 202 |0 0,0 | NS NC NC
FREQUENZE Fam no Fam si P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=53) (N=3)

n % |n %0
MCP-1 A/A 29 54,7 |2 66,7 | NS NC NC
MCP-1 A/G 17 32,1 |1 33,3 | NS NC NC
MCP-1 G/G 7 132 |0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 24 453 |1 33,3 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 53: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei

pazienti affetti da Rettocolite Ulcerosa fumatori o non fumatori

FREQUENZE Fumo no Fumo si P* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=172) (2N=44)

n % | n %0
MCP-1 A 52 72,2 | 32 72,7 | NS NC NC
MCP-1 G 20 27,8 | 12 27,3 | NS NC NC
FREQUENZE Fumo no Fumo si P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=36) (N=22)

n % |n %
MCP-1 A/A 21 58,3 |12 54,5 | NS NC NC
MCP-1 A/G 10 27,8 | 8 36,4 | NS NC NC
MCP-1 G/G 5 13,9 | 2 9,1 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 15 41,7 | 10 45,5 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 54: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da Rettocolite Ulcerosa con o senza manifestazioni extra intestinali

FREQUENZE Extra no Extra si P* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=96) (2N=20)

n % | n %0
MCP-1 A 70 72,9 | 14 70,0 | NS NC NC
MCP-1 G 26 27,1 | 6 30,0 | NS NC NC
FREQUENZE Fumo no Fumo si P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=48) (N=10)

n % |n %
MCP-1 A/A 27 56,3 |6 60,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G 16 333 (2 20,0 | NS NC NC
MCP-1 G/G 5 10,4 | 2 20,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 21 43,7 | 4 40,0 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 55: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da Rettocolite Ulcerosa con o senza resistenza alla terapia con corticosteroidi

FREQUENZE Resistenti Non P* O.R. I.C.(95%)
ALLELICHE (2N=6) resistenti
n % | (2N=110)
n Y%
MCP-1 A 5 83,3 |79 71,8 | NS NC NC
MCP-1 G 1 16,7 | 31 28,2 | NS NC NC
FREQUENZE Resistenti Non P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=3) resistenti
n % | (N=155)
n Y%
MCP-1 A/A 2 66,7 | 31 56,4 | NS NC NC
MCP-1 A/G 1 33,3 | 17 30,9 | NS NC NC
MCP-1 G/G 0 0,07 12,7 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 1 333 |24 43,6 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella 56: Frequenze alleliche e genotipiche del polimorfismo A/G del gene di MCP-1 nei
pazienti affetti da Rettocolite Ulcerosa che hanno dovuto ricorrere a chirurgia o meno

FREQUENZE Chirurgia no | Chirurgiasi | P* O.R. L1.C.(95%)
ALLELICHE (2N=108) (2N=138)

n % | n %
MCP-1 A 78 72,2 | 6 75,0 | NS NC NC
MCP-1 G 30 27,8 |2 25,0 | NS NC NC
FREQUENZE Chirurgia no | Chirurgiasi | P* O.R. I.C.(95%)
GENOTIPICHE | (N=54) (N=4)

n % | n %
MCP-1 A/A 31 574 12 50,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G 16 29,6 | 2 50,0 | NS NC NC
MCP-1 G/G 7 13,0 | 0 0,0 | NS NC NC
MCP-1 A/G+G/G | 23 42,6 | 2 50,0 | NS NC NC

0O.R.= 0Odds Ratio

I.C.= Intervallo di confidenza
NS= Non Significativo

NC= Non Calcolato

P*= Test esatto di Fisher
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Tabella.57 Frequenze alleliche di GSTT1 nella popolazione di controllo e nei soggetti con

pancreatite acuta e cronica. Valori significativi per p<0.05

Numero tot. GSTTI1*A GSTT1-null p
Controlli 86 45 (52.3%) 41 (47.7%)
PA 96 65 (67.7%) 31 (32.3%) 0.048.
PAR+PC 172 92 (53.5%) 80 (46.5%) 0.03
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Tab.58 Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARD15 e morbo di Crohn

MUTAZIONI CONTROLLI MC P O.R. C.L
(N=57) (N=48) 95%)
n % n %
R/R 49 86.0 | 37 77.1 NS NC NC
R702W R/W 8 14011 22.9
W/W
G/G 56 98.2 |47 98.0 NS NC NC
GI08SR G/R 1 1.8]1 2.0
R/R*
wt/wt 57 100.0 | 41 85.4| 0.003 8.34 0.97-71.95
1007fs wt/mut 0 007 14.6
mut/mut

MC = morbo di Crohn
0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza

243



Tab59.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARD15 e localizzazione ileale del
morbo di Crohn

MUTAZIONI CONTROLLI MC ILEALE P O.R. C.L
(N=57) (N=19) 95%)
n % n %

R/R 49 86.0 |13 68.4 NS NC NC
R702W R/W 8 140 |6 31.6

W/W

G/G 56 98.2 (19 100.0 NS NC NC
GI08SR G/R 1 1.8 |10 0.0

R/R*

wt/wt 57 100.0 | 15 789 0.003 114 1.10-117.59
1007fs wt/mut 0 0.0 |4 21.1

mut/mut

0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.60 Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI15 e localizzazione ileo-colica

del morbo di Crohn
MUTAZIONI CONTROLLI MC ILEO-COL P O.R. C.IL
(N=157) (N=22) (95%)
n % n %

R/R 49 86.0 |18 81.8 NS NC NC
R702W R/W 8 14.0 |4 18.2

W/W

G/G 56 98.2 |21 95.4 NS NC NC
GI908R G/R 1 1.8 |1 4.6

R/R*

wt/wt 57 100.0 | 19 86.4 0.02 19.3 1.98-188.6
1007fs wt/mut 0 0.0 |3 13.6

mut/mut

O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.61.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S5 e variante stenosante del

morbo di Crohn

MUTAZIONI CONTROLLI VAR STENOS P O.R. C.L
(N=157) (N=20) (95%)
n % n %

R/R 49 86.0 |15 750 NS NC NC
R702W R/W 8 140 |5 25.0

W/W

G/G 56 98.2 |20 100.0 NS NC NC
GI908R G/R 1 1.8 10 0.0

R/R*

wt/wt 57 100.0 | 17 85.0| 0.02 23.0 1.13-467.15
1007fs wt/mut 0 0.0 |3 15.0

mut/mut

O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab 62.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S5 e variante

stenosante/fistolizzante del morbo di Crohn

MUTAZIONI CONTROLLI VAR ST./FIST. | O.R. C.L
(N=57) (N=7) 95 %)
n % n %

R/R 49 86.0 85.7 NS NC NC
R702W R/W 8 14.0 14.3

W/W

G/G 56 98.2 100.0 NS NC NC
GI08SR G/R 1 1.8 0.0

R/R*

wt/wt 57 100.0 57.1 | 0.0008 28.5 2.10-385.9
1007fs wt/mut 0 0.0 42.9

mut/mut

0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.63.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S5 e localizzazione colica del

morbo di Crohn

MUTAZIONI CONTROLLI MC COLICO P O.R. C.L
(N=157) (N=6) (95%)
n % n %

R/R 49 86.0 83.3 NS NC NC
R702W R/W 8 14.0 16.7

W/W

G/G 56 98.2 100.0 NS NC NC
GI908R G/R 1 1.8 0.0

R/R*

wt/wt 57 100.0 100.0 NS NC NC
1007fs wt/mut 0 0.0 0.0

mut/mut

O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.64.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S5 e variante infiammatoria

del morbo di Crohn
MUTAZIONI CONTROLLI VAR INFIAM P O.R. C.IL
(N=17) 95 %)
% n %

R/R 49 86.0 |13 76.5| NS NC NC
R702W R/W 8 14.0 |4 23.5

W/W

G/G 56 98.2 |17 100.0 NS NC NC
GI908R G/R 1 1.8 10 0.0

R/R*

wt/wt 57 100.0 | 16 94.1 NS NC NC
1007fs wt/mut 0 0.0 |1 5.9

mut/mut

0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.65.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARD15 e variante fistolizzante del

morbo di Crohn

MUTAZIONI CONTROLLI VAR FISTOL | O.R. C.L
(N=57) (N=4) 95 %)
n % n %

R/R 49 86.0 75.0| NS NC NC
R702W R/W 8 14.0 25.0

W/W

G/G 56 98.2 75.0| NS NC NC
GI08SR G/R 1 1.8 25.0

R/R*

wt/wt 57 100.0 100.0 NS NC NC
1007fs wt/mut 0 0.0 0.0

mut/mut

0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.66.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S5 e familiarita per IBD in
pazienti affetti da morbo di Crohn

MUTAZIONI FAM. NEG. FAM.POS. P O.R. C.L
(N=42) (N=6) (95%)
n % %

R/R 34 81.0 50.0 NS NC NC
R702W R/W 8 19.0 50.0

W/W

G/G 41 97.6 100.0 NS NC NC
GI908R G/R 1 2.4 0.0

R/R*

wt/wt 36 85.7 83.3 NS NC NC
1007fs wt/ww 6 14.3 16.7

WW/WW

O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.67.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARD1S5 e fumo in pazienti affetti da

morbo di Crohn

MUTAZIONI NON FUMAT. FUMATORI P O.R. C.L
(N=26) (N=22) (95%)
n % n %

R/R 19 73.1(18 81.8| NS NC NC
R702W R/W 7 269 |4 18.2

W/W

G/G 25 96.2 |22 100.0 NS NC NC
GI908R G/R 1 380 0.0

R/R*

wt/wt 23 88.5|18 81.8 NS NC NC
1007fs wt/mut 3 1154 18.2

mut/mut

O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.68.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S e chirurgia per il

trattamento di complicazioni in pazienti affetti da morbo di Crohn

MUTAZIONI CHIRUR. NO CHIRUR. SI P O.R. C.L
(N=24) (N=24) (95%)
n % n %

R/R 18 75.0(19 79.2 NS NC NC
R702W R/W 6 25015 20.8

W/W

G/G 24 100.0 | 23 95.8 NS NC NC
GI908R G/R 0 001 4.2

R/R*

wt/wt 19 90.5 (22 81.5 NS NC NC
1007fs wt/mut 2 95|12 18.5

mut/mut

O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.69.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI15 e manifestazioni

extraintestinali in pazienti affetti da morbo di Crohn

MUTAZIONI EXTRA. NO EXTRA. SI P O.R. C.L
(N=42) (N=6) (95%)
n % %

R/R 32 76.2 83.3 NS NC NC
R702W R/W 10 23.8 16.7

W/W

G/G 41 97.6 100.0 NS NC NC
GI908R G/R 1 2.4 0.0

R/R*

wt/wt 35 83.3 100.0 NS NC NC
1007fs wtmut 7 16.7 0.0

mut/mut

O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.70.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S5 e steroido-resistenza in
pazienti affetti da morbo di Crohn

MUTAZIONI STER-RES NO STER-RES P O.R. C.L
(N=14) (N=34) (95%)
n % n %
R/R 9 64.3 |28 82.3| NS NC NC
R702W R/W 5 35716 17.7
W/W
G/G 14 100.0 | 33 97.1] NS NC NC
GI908R G/R 0 001 29
R/R*
wt/wt 11 78.6 | 30 88.2 NS NC NC
1007fs wt/mut 3 2144 11.8
mut/mut

O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.71.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S5 e rettocolite ulcerosa

MUTAZIONI CONTROLLI RCU P O.R. C.L
(N=57) (N=159) (95%)
n % n %
R/R 49 86.0 |54 91.5| NS NC NC
R702W
R/W 8 1404 8.5
WIW
G/G 56 98.2 159 100.0 - NC NC
GI908R
1 1810 0
G/R
R/R*
wt/wt 57 100.0 | 59 100.0 - NC NC
1007fs wt/mut 0 0010 0
mut/mut

RCU = rettocolite ulcerosa

O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.72.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S5 e localizzazione colica della

rettocolite ulcerosa

MUTAZIONI CONTROLLI LOC.COLICA P O.R. C.IL
(N=15) (95%)
% n %
R/R 49 86.0 |13 86.7 | NS NC NC
R702W R/W 8 14.0(2 13.3
W/W
G/G 56 98.2 159 100.0 | NS NC NC
GI908R
1 1.810 0
G/R
R/R*
wt/wt 57 100.0 | 59 100.0 | NS NC NC
1007fs mut/wt 0 00]|0 0
mut/mut

0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.73.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARD15 e localizzazione a livello di
sigma-retto della rettocolite ulcerosa

MUTAZIONI CONTROLLI LOC.SIG-RET P O.R. C.IL
(N=57) (N=34) (95%)
n % n %
R/R 49 86.0 |31 91.2 | NS NC NC
R702W R/W 8 1403 8.8
W/W
G/G 56 98.2 159 100.0 | NS NC NC
GI908R
1 1.810 0
G/R
R/R*
wt/wt 57 100.0 | 59 100.0 | NS NC NC
1007fs mut/wt 0 00]|0 0
mut/mut

0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.74.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI15 e localizzazione rettale

della rettocolite ulcerosa

MUTAZIONI CONTROLLI LOC.SIG-RET P O.R. C.IL
(N=3) (95%)
% n %
R/R 49 86.013 100.0 NS NC NC
R702W R/W 8 1400 0.0
W/W
G/G 56 98.2 159 100.0 | NS NC NC
GI908R
1 1.810 0
G/R
R/R*
wt/wt 57 100.0 | 59 100.0 | NS NC NC
1007fs mut/wt 0 00]|0 0
mut/mut

0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.75.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARD15 e localizzazione a livello di
colon-sigma-retto della rettocolite ulcerosa

MUTAZIONI CONTROLLI LOC. C-S-R P O.R. C.L
(N=57) N=7) 95 %)
n % n %
R/R 49 86.0 |7 100.0 | NS NC NC
R702W R/W 8 14010 0.0
W/W
G/G 56 98.2 159 100.0 | NS NC NC
GI908SR
1 1810 0
G/R
R/R*
wt/wt 57 100.0 | 59 100.0 | NS NC NC
1007fs mut/wt 0 0.0]|0 0
mut/mut

O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.76.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S5 e familiarita positiva per

IBD in pazienti affetti da rettocolite ulcerosa

MUTAZIONI FAM.NEG. FAM.POS. P O.R. C.IL
(N=56) (N=13) (95%)
% n %
R/R 51 91.1|3 100.0 | NS NC NC
R702W R/W 5 8910 0.0
W/W
G/G 56 98.2 159 100.0 | NS NC NC
GI908R
1 1.810 0
G/R
R/R*
wt/wt 57 100.0 | 59 100.0 | NS NC NC
1007fs mut/wt 0 00]|0 0
mut/mut

0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.77.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARD1S e fumo in pazienti affetti da

rettocolite ulcerosa

MUTAZIONI NON FUMAT. FUMATORI P O.R. C.L
(N=37) (N=22) 95 %)
n % n %
R/R 34 91920 90.9 | NS NC NC
R702W R/W 3 8.1(2 9.1
W/W
G/G 56 98.2 159 100.0 | NS NC NC
GI0SR
1 1810 0
G/R
R/R*
wt/wt 57 100.0 | 59 100.0 | NS NC NC
1007fs mut/wt 0 0.0]|0 0
mut/mut

O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.78Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S5 e chirurgia per il
trattamento di complicazioni in pazienti affetti da rettocolite ulcerosa

MUTAZIONI CHIR. NO CHIR.SI P O.R. C.IL
(N=56) (N=13) (95%)
% n %
R/R 52 92312 66.7 | NS NC NC
R702W R/W 4 7411 33.3
W/W
G/G 56 98.2 159 100.0 | NS NC NC
GI908R
1 1.810 0
G/R
R/R*
wt/wt 57 100.0 | 59 100.0 | NS NC NC
1007fs mut/wt 0 00]|0 0
mut/mut

0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.79 Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARD15 e manifestazioni

extraintestinali in pazienti affetti da rettocolite ulcerosa

MUTAZIONI EXTRA NO EXTRA SI O.R. C.IL
(N=49) (N=10) (95%)
n % n %
R/R 44 89.8 |10 100.0 | NS NC NC
R702W R/W 5 102 (0 0.0
W/W
G/G 56 98.2 159 100.0 | NS NC NC
GI908R
1 1.810 0
G/R
R/R*
wt/wt 57 100.0 | 59 100.0 | NS NC NC
1007fs mut/wt 0 00]|0 0
mut/mut

0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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Tab.80.Correlazione statistica tra mutazioni di NOD2/CARDI1S5 e steroido-resistenza in

pazienti affetti da rettocolite ulcerosa

MUTAZIONI NO STER-RES STER-RES O.R. C.IL
(N=56) (N=13) (95%)
n % n %
R/R 52 91.212 66.7 | NS NC NC
R702W R/W 4 8.8 |1 33.3
W/W
G/G 56 98.2 159 100.0 | NS NC NC
GI908R
1 1.810 0
G/R
R/R*
wt/wt 57 100.0 | 59 100.0 | NS NC NC
1007fs mut/wt 0 00]|0 0
mut/mut

0O.R.= Odd Ratio

C.I.= Intervallo di Confidenza
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