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Riassunto. | neurofilamenti a catena leggera (NfL) rappre-
sentano biomarcatori fluidi emergenti nella gestione clinica
della sclerosi multipla (SM). I NfL, proteine strutturali del
citoscheletro assonale, vengono rilasciati nei fluidi biologici
in sequito a danno neuronale e sono oggi dosabili nel siero
grazie a piattaforme ad alta sensibilita. La loro elevazio-
ne correla con I'attivita infammatoria focale, precede la
comparsa di lesioni alla risonanza magnetica e predice la
progressione della disabilita a lungo termine. Il k-Index,
indicatore quantitativo di produzione intratecale di im-
munoglobuline, € stato recentemente incluso nei criteri di
McDonald 2024 come supporto alla diagnosi di SM; la sua
natura quantitativa consente una modulazione della so-
glia diagnostica in funzione del contesto clinico. L'integra-
zione dei due biomarcatori potenzia significativamente la
stratificazione prognostica. Le esperienze dei centri italiani
confermano il valore diagnostico del k-Index e I'utilita dei
NfL nel monitoraggio terapeutico, inclusi scenari specifi-
ci quali la gravidanza, la sospensione di terapie a effetto
prolungato e il sospetto di leucoencefalopatia multifocale
progressiva. L'armonizzazione tra piattaforme analitiche, la
standardizzazione della refertazione e la validazione pro-
spettica delle decisioni guidate dai biomarcatori rappresen-
tano le sfide prioritarie per I'implementazione nella pratica
clinica routinaria.

Parole chiave. Biomarcatori fluidi; monitoraggio terapeu-
tico; neurofilamenti a catena leggera; prognosi; sclerosi
multipla; k-Index.

Introduzione e biologia dei neurofilamenti

La complessita e I'eterogeneita biologica della scle-
rosi multipla (SM) impongono la ricerca di parametri
oggettivi in grado di integrare la valutazione clinica
e radiologica tradizionale. I neurofilamenti a catena
leggera (NfL) rappresentano un indicatore quantifi-
cabile del danno assonale, il cui impiego nella pratica
clinica neurologica & destinato ad assumere un ruolo
sempre piu rilevante.

Neurofilament light chain in multiple sclerosis: from re-
search to clinical practice.

Summary. Neurofilament light chain (NfL) are emerging
fluid biomarkers in the clinical management of multiple
sclerosis (MS). NfL are structural cytoskeletal proteins re-
leased into biological fluids following axonal damage, now
measurable in serum through high-sensitivity platforms.
Their elevation correlates with focal inflammatory activi-
ty, precedes the appearance of MRI lesions, and predicts
long-term disability progression. The k-Index, a quantita-
tive indicator of intrathecal immunoglobulin production,
has been recently incorporated into the 2024 McDonald
criteria as a diagnostic tool for MS; its quantitative na-
ture allows threshold modulation according to the clinical
context. The combination of both biomarkers significantly
enhances prognostic stratification. Experience from Italian
MS centres confirms the diagnostic value of the k-Index
and the utility of NfL in therapeutic monitoring, includ-
ing specific scenarios such as pregnancy, withdrawal from
long-lasting therapies, and suspected progressive multifo-
cal leukoencephalopathy. Harmonization across analytical
platforms, standardization of reporting, and prospective
validation of biomarker-driven clinical decisions represent
the key challenges for routine clinical implementation.

Key words. Fluid biomarkers; multiple sclerosis; neuro-
filament light chain; prognosis; therapeutic monitoring;
Kk-Index.

Da un punto di vista neurobiologico, i NfL sono
proteine del citoscheletro specifiche del sistema ner-
voso: sono caratterizzati da un diametro di circa 10
nm e appartengono alla famiglia dei filamenti inter-
medi, con dimensione compresa tra quella dei fila-
menti di actina (6 nm) e quelli di miosina (15 nm)2
La loro funzione primaria e strutturale: agiscono co-
me rinforzo degli assoni, fornendo la stabilita mec-
canica necessaria a strutture che possono estendersi
per oltre un metro di lunghezza, pur mantenendo
un diametro microscopico. Sono costituiti da mono-
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meri dotati di testa polare e coda non polare, che si
assemblano in polimeri in modo gerarchico: dimeri
e tetrameri si organizzano fino ad ottenere una strut-
tura estremamente compatta e stabile, poco soggetta
al rimodellamento dinamico rapido tipico dei mi-
crotubuli (Figura 1). Nel sistema nervoso centrale la
catena laterale prevalente e I'alfa-internexina, mentre
il sistema nervoso periferico e caratterizzato dalla pe-
riferina.

Esistono neurofilamenti a catena pesante, inter-
media e leggera. Tra questi, quelli a catena leggera
sono oggi i biomarcatori piti promettenti e i candidati
pit vicini all'ingresso nella pratica clinica routinaria.
Nell'ultimo decennio, 'avvento di piattaforme ad alta
sensibilita (in particolare la tecnologia Single Mole-
cule Array (Simoa)? e l'elettrochemiluminescenza*)
ha reso possibile il dosaggio dei NfL anche nel siero
e nel plasma: i primi studi che hanno confrontato le
concentrazioni plasmatiche con quelle liquorali han-
no dimostrato una correlazione significativa tra le due
matrici®.

Il rilascio di NfL nei fluidi biologici avviene in
seguito alla compromissione dell’integrita assona-
le; esiste tuttavia anche un rilascio basale fisiologi-
co, legato al rimodellamento sinaptico e al turnover
neuronale. Studi su colture neuronali hanno dimo-
strato che l'aggiunta di agenti neuroprotettivi, pur
incrementando la vitalita cellulare, non modifica la

quantita di NfL rilasciata, confermando l'esistenza di
un meccanismo di secrezione costitutivo. Tale rila-
scio risente di un ritmo circadiano: durante il sonno,
il sistema glinfatico media la clearance dei cataboliti
verso il circolo sistemico, determinando livelli di NfL
lievemente superiori al mattino®. In condizioni pato-
logiche, il rilascio & mediato dalla proteasi calpaina,
che genera frammenti specifici, differenti dai peptidi
rilasciati fisiologicamente”.

Linterpretazione clinica dei livelli di NfL deve te-
nere conto di diversi fattori confondenti come eta,
indice di massa corporea, funzionalita renale. Per
ovviare a questa variabilita e alla disomogeneita tra
piattaforme analitiche, la pratica clinica si sta orien-
tando verso I'utilizzo di Z-score e percentili calcolati
a partire da database di ampie coorti di soggetti sani,
in alcuni casi superiori alle 10.000 unita®, che consen-
tono di contestualizzare il valore del singolo paziente
in funzione di eta e peso corporeo.

La dinamica temporale dei NfL costituisce un ul-
teriore elemento critico. In seguito a un evento acuto,
ictus o ricaduta infiammatoria, i livelli sierici aumen-
tano rapidamente, risultando rilevabili gia entro 5-6h
dall’evento®. La cinetica di discesa € invece lenta: per
un trauma cranico di entita modesta possono essere
necessari diversi mesi per il ritorno al baseline, men-
tre nei casi piu severi il rientro puo richiedere anni'’.
Questa asimmetria cinetica rende i NfL un marcato-

Aclin filament MT NF CL MT

Specltrin

Figura 1. Ultrastruttura dei neurofila-
menti (NF) negli assoni di nervo ottico
murino. (A) Sezione trasversale; (B) se-
zione longitudinale. Frecce: NF, micro-
tubuli (MT) e catene laterali (CL). (C,D)
Immagini in falsi colori (congelamento
rapido e incisione profonda) che evi-
denziano i ponti trasversali formati
dalle proiezioni delle code di NF medi
e NF pesanti. (E) NF isolato (ombreg-
giatura rotativa). Barre di scala: 100
NF nm (A,B); 50 nm (C,D); 20 nm (E).

_ Modificata da Yuan et al.2.
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re eccellente per intercettare il danno pregresso, ma
meno idoneo a valutare l'efficacia immediata di un
intervento terapeutico. Per questa ragione, altri bio-
marcatori con cinetica pitl rapida potrebbero risul-
tare pitt informativi nella valutazione della risposta a
breve termine.

Nella SM, disporre di tali parametri e utile per stra-
tificare i pazienti in base alle caratteristiche biologi-
che della malattia. I processi patologici possono esse-
re intercettati in momenti diversi del percorso clinico:
nella fase preclinica, al momento del primo episodio
clinico e durante il monitoraggio terapeutico.

I neurofilamenti nella diagnosi
e nel monitoraggio della sclerosi multipla

Tra l'elevazione dei NfL e l'attivita di malattia rileva-
bile alla risonanza magnetica (RM) esiste una corre-
lazione robusta, in particolare con la presenza di le-
sioni captanti gadolinio (Gd+) e la comparsa di nuove
lesioni in T2 (Tabella 1). L'incremento dei NfL pud
precedere di circa un mese la visualizzazione radio-
logica delle lesioni inflammatorie, offrendo una fine-
stra temporale per intercettare l'attivita subclinica''.
Durante una ricaduta clinica associata a lesioni Gd+,
si osserva un aumento medio del 32-35% dei livelli di
NfL rispetto ai periodi di remissione, con una persi-
stenza del segnale per circa tre mesi'>.

Dal punto di vista fisiopatologico, il danno asso-
nale focale determina un rilascio di NfL. con conse-

guente degenerazione antero-retrograda dell’asso-
ne, che si traduce in una disconnessione dei circuiti
neurali. Pil numerose sono le lesioni focali, piu ele-
vati risultano ilivelli del biomarcatore, che riflettono
pertanto in modo proporzionale I'entita del danno*®.
Oltre al danno assonale, un altro elemento patoge-
netico centrale nella SM e rappresentato dall’infil-
trazione del parenchima cerebrale da parte dei lin-
fociti B. Questi si localizzano in sede perivascolare
e parenchimale, ma soprattutto si organizzano in
follicoli ectopici meningei da cui rilasciano fattori
neurotossici responsabili di un danno corticale che
segue un gradiente di gravita inversamente propor-
zionale alla distanza dal follicolo stesso'*. Il danno
corticale mediato dai follicoli meningei si traduce
anch’esso in un rilascio di NfL, sebbene in questo
contesto il biomarcatore rifletta la conseguenza, e
non la causa, del processo infiammatorio B-cellu-
lare. Accanto ai NfL, il k-Index - un indicatore di
produzione intratecale di immunoglobuline, la cui
trattazione metodologica verra approfondita nei
successivi paragrafi - riveste un ruolo diagnostico e
prognostico crescente.

Fase preclinica e rischio di malattia

Un ambito di particolare interesse € rappresentato
dall'impiego dei NfL nella fase preclinica della ma-
lattia. Analogamente a quanto osservato nelle ma-
lattie neurodegenerative su base genetica, dove i li-

Tabella 1. Livello di evidenza della correlazione tra i livelli di NfL e gli indicatori clinici o RM dellattivita clinica in studi trasversali
(A) e longitudinali (B), su pazienti affetti da SM recidivante remittente o SM secondariamente progressiva.

Livello di evidenza

A. Correlazione Riscontri Ricadute +++
trasversale clinici
EDSS ++
Riscontri Lesioni captanti gadolinio (Gd) +++
RM
Lesioni T2 +++
Marker multipli di RM ++
B. Correlazione Stato NEDA +++
longitudinale
Ricadute e aumento di EDSS/disabilita nei successivi 1-3 anni +++
Progressione/disabilita a lungo termine (>5 anni) ++
Perdita di volume cerebrale/midollare nei successivi 2-5 anni +++
Misure di progressione alla RM, nuovo carico lesionale T2/T2 +++
Risposta al trattamento +++

EDSS, expanded disability status scale; NEDA, nessuna evidenza di attivita di malattia; NfL, neurofilamenti a catena leggera; RM, risonanza ma-
gnetica; SM, sclerosi multipla; ++, osservazioni che sono state replicate e/o supportate da metodi indipendenti; +++, alto livello di evidenza da

studi piu ampi, costantemente replicati.
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velli di NfL aumentano progressivamente negli anni
che precedono l'esordio clinico'®, anche nella SM &
stato dimostrato che il danno assonale subclinico
precede di anni la comparsa dei sintomi. Studi con-
dotti su campioni sierici stoccati di personale mili-
tare statunitense hanno evidenziato livelli elevati di
NfL fino a 6 anni prima della diagnosi clinica't; dati
successivi, ottenuti su coorti piti ampie con cam-
pioni disponibili fino a 10 anni prima dell’esordio,
hanno confermato un progressivo incremento dei
livelli man mano che il momento della diagnosi si
avvicinal.

Questo concetto ¢ stato ulteriormente rafforzato
da uno studio su donatori di sangue danesi, nel qua-
le i soggetti che avrebbero successivamente ricevuto
diagnosi di SM presentavano livelli di NfL progressi-
vamente superiori alla norma gia nei mesi preceden-
ti, mentre i donatori sani mantenevano valori stabil-
mente al di sotto della soglia'®.

La condizione di sindrome radiologicamente iso-
lata (radiologically isolated syndrome, RIS), definita
dal riscontro incidentale di lesioni tipiche della SM in
soggetti asintomatici sottoposti a RM per altre indica-
zioni, rappresenta la traduzione clinica di questa fase
preclinica. I criteri di McDonald 2024 hanno recepito
queste evidenze, stabilendo che & possibile porre dia-
gnosi di SM anche in soggetti asintomatici, qualora
siano soddisfatti determinati requisiti: presenza di
disseminazione spaziale secondo i criteri 2024 asso-
ciata a positivita liquorale, oppure a disseminazione
temporale, oppure alla presenza del segno della vena
centrale in almeno 6 lesioni selezionate'®.

In un’esperienza italiana (i cui dati sono stati pre-
sentati in anteprima durante il workshop “Neurofila-
menti nella sclerosi multipla: dalla ricerca alla pratica
clinica - Focus su progressione e monitoraggio tera-
peutico’; tenutosi a Roma il 31 marzo 2026), condotta
su 236 soggetti con RIS, il 74% e risultato positivo alle
bande oligoclonali (OCB) e il 72% al x-Index. 11 67,4%
ha ricevuto diagnosi di SM grazie all’applicazione dei
nuovi criteri - in 112 casi grazie all’associazione tra il
dato di RM e la positivita del k-Index o delle OCB -
e 42 dei soggetti seguiti nel tempo hanno sviluppato
ricadute o progressione neurologica, con un anticipo
diagnostico stimato di circa due anni rispetto all’esor-
dio clinico. Lo Z-score dei NfL si e dimostrato in gra-
do di predire lo sviluppo futuro di SM sintomatica in
soggetti con RIS, ma il k-Index ha mostrato un potere
predittivo ancora superiore?.

Valore prognostico

I NfL, pur essendo marcatori di danno assonale, ri-
flettono in modo proporzionale l'attivita inflammato-
ria focale e predicono la futura attivita di malattia con
dati di follow-up fino a 8-10 anni dalla diagnosi*, e

questa capacita predittiva si estende anche ai pazienti
privi di evidenza di nuova inflammazione: in sogget-
ti trattati con anticorpi anti-CD20 che presentavano
progressione clinica in assenza di nuove lesioni, livelli
basali elevati di NfL hanno dimostrato di predire la
traiettoria di disabilita irreversibile®*.

Oltre all’attivita focale, i NfL correlano signifi-
cativamente con i parametri di danno strutturale a
lungo termine. In un ampio consorzio multicentri-
co di circa 7000 pazienti con SM e 200 controlli sa-
ni, i soggetti con livelli elevati di NfL presentavano
un’atrofia cerebrale accelerata rispetto ai controlli,
con un’associazione significativa anche con il carico
lesionale in T2%. Un secondo studio longitudinale
su 259 pazienti seguiti per un follow-up mediano
di 6 anni e mezzo ha quantificato questa relazio-
ne: una perdita dello 0,35% di volume cerebrale e
dello 0,49% dell’area del midollo spinale su 5 anni
per ogni incremento di 10 pg/ml dei NfL al basale?.
Questi dati hanno indotto a proporre i NfL come 'e-
quivalente neurologico della proteina C-reattiva: un
marcatore sierico in grado di informare sulla gravi-
ta e la traiettoria di malattia attraverso un semplice
prelievo ematico®.

Lattenzione si € recentemente spostata sulla smol-
dering inflammation, mediata dalle lesioni croniche
attive note come paramagnetic rim lesions (PRL).
Queste lesioni, visualizzabili con sequenze di suscet-
tibilita magnetica, sono caratterizzate dalla presenza
di microglia attivata carica di ferro al loro bordo e fun-
gono da motori di danno assonale continuo anche in
assenza di nuove lesioni Gd+. I pazienti con quattro
o piu PRL presentano livelli di NfL significativamen-
te piu elevati, confermando il ruolo di queste lesioni
nella neurodegenerazione progressiva®.

Il k-Index si e dimostrato anch’esso un marcatore
prognostico rilevante: un valore superiore a 100 rad-
doppia il rischio di un secondo attacco clinico entro
dodici mesi*’. Per quel che riguarda la progressione
della disabilita indipendente dalle ricadute, dati pre-
liminari suggeriscono un rischio quadruplicato in
presenza di x-Index >100. E stata inoltre osservata
una correlazione differenziale tra i due biomarcatori
e specifici domini cognitivi: i NfL predicono il deficit
nella velocita di processamento delle informazioni -
verosimilmente legato alla disconnessione circuitale
- mentre il k-Index correla con la memoria verbale e
non verbale, coerentemente con il suo ruolo di indi-
catore del danno corticale subpiale mediato dai folli-
coli meningei®.

Lintegrazione di piu biomarcatori potenzia signi-
ficativamente la stratificazione prognostica: un sog-
getto con Z-score dei NfL >3 e k-Index >100 presenta
meno del 2% di probabilita di rimanere libero da atti-
vita di malattia, mentre la combinazione di valori bas-
si per entrambi si associa a una probabilita del 98% di
assenza di attivita®”.
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Neurofilamenti per il monitoraggio
terapeutico

Il monitoraggio dei livelli di NfL rappresenta uno
strumento per valutare l'efficacia dei trattamenti
che modificano il decorso di malattia. Lavvio di una
terapia efficace si accompagna a una riduzione dei
livelli sierici di NfL, che tendono a stabilizzarsi su
valori sovrapponibili a quelli della popolazione sana
o addirittura inferiori?>?°. Questa riduzione riflette il
controllo del danno assonale operato dai farmaci: in
un paziente responsivo, ci si deve attendere una nor-
malizzazione dei valori, e il mancato raggiungimen-
to di tale obiettivo deve rappresentare un segnale di
allerta clinico.

La cinetica del biomarcatore, gia discussa nel pa-
ragrafo introduttivo, impone cautela nell’interpreta-
zione del valore puntuale: il dato misurato in un certo
momento riflette una finestra temporale che si esten-
de alle settimane precedenti e non lo stato attuale del
paziente. Il riferimento per la valutazione e duplice:
un riferimento assoluto, costituito dai percentili della
popolazione generale, e un riferimento individuale,
rappresentato dalla traiettoria del paziente rispetto ai
propri valori precedenti?®. Un paziente con disabilita
stabile e RM priva di nuova attivita che presenti un
improvviso innalzamento dei NfL deve essere valuta-
to per la possibilita di un’attivita subclinica sfuggita ai
controlli radiologici (Figura 2)*°.

Il ruolo dei NfL nell'ottimizzazione del monitorag-
gio radiologico e uno degli aspetti pili promettenti:
poiché il valore prognostico dei NfL per I'infiamma-
zione futura e paragonabile a quello della presenza

di lesioni Gd+", il dosaggio periodico puo consentire
di diradare le RM nei pazienti stabili o, al contrario,
di anticiparle qualora si osservi un innalzamento dei
valori. Questo potrebbe rendere il monitoraggio piu
agile e meno invasivo, con il vantaggio aggiuntivo di
ridurre 'esposizione cumulativa al gadolinio, pratica
gia raccomandata dalle linee guida internazionali*"*2.

I neurofilamenti e gli altri biomarcatori

Nella SM, i NfL non rappresentano 'unico biomar-
catore disponibile per la caratterizzazione biologica
della malattia. Accanto ad essi, altri indicatori contri-
buiscono a delineare un quadro multidimensionale.

IL K-INDEX: DEFINIZIONE E ASPETTI METODOLOGICI

Tra i biomarcatori B-cellulari disponibili, le immu-
noglobuline G sono utilizzate da anni sotto forma di
OCB nel liquor, e rappresentano il marcatore diagno-
stico e prognostico piul consolidato®. Un ruolo emer-
gente é rivestito dalle catene leggere libere kappa del-
le immunoglobuline, gia impiegate in ambito emato-
logico e oggi oggetto di crescente interesse nella SM3*.
Queste catene vengono prodotte in eccesso durante
l'assemblaggio delle immunoglobuline e rilasciate nei
fluidi biologici. Si preferisce esprimere il risultato sot-
to forma di k-Index, che corregge per l'integrita della
barriera ematoencefalica e fornisce una stima della
produzione intratecale specifica®.

Rispetto alle OCB, il k-Index presenta diversi van-
taggi: i metodi di determinazione sono automatizzati

Biomarcatori
di danno subacuto

Biomarcatori
di danno acuto

Danno al corpo cellulare neuronale (UCHL1)
——— Danno alla barriera emato-encefalica (S100B)
Necrosi (SBDP150/145, SNTF)

—— Gliosi/danno gliale (GFAP)
Danno neuronale (NSE)

Concentrazione dei biomarcatori

Biomarcatori cronici

Altri biomarcatori

—— Neuroinfiammazione/autoimmunita
(anti-GFAP, IL-6)
—— Neurodegenerazione (Tau, pTau)
—— Apoptosi (SBDP120)
Danno assonale (NFL, pNF-H)

Figura 2. Le cinetiche dei neurofila-
menti a catena leggera.

GFAP, proteina gliofibrillare acida;
IL-6, interleuchina-6; NFL, neurofila-
menti a catena leggera; NSE, enolasi

‘Minuti Ore

Giorni Settimane

: > neurone-specifica; pNF-H, neurofila-
Mesi menti a catena pesante.

J Modificata da Wang et al.*°.
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e operatore-indipendenti, forniscono un risultato
quantitativo e sono disponibili in tempi piu rapidi.
Sul piano biologico, poiché le catene leggere vengono
prodotte durante I'assemblaggio non solo delle IgG
ma anche delle IgA e delle IgV,, il k-Index risulta un
marcatore pill precoce e sensibile, pur con una lieve
perdita di specificita®*. Uno studio multicentrico ha
mostrato la concordanza tra le diverse piattaforme
analitiche, confermando la robustezza del dato indi-
pendentemente dalla metodica utilizzata®".

Un aspetto centrale riguarda la scelta del cut-off
ottimale. Il valore di 6,1 proposto dai criteri di McDo-
nald 2024 per la diagnosi di SM deriva da una me-
tanalisi di 32 studi®® e rappresenta un compromesso
tra sensibilita e specificita validato su ampie popo-
lazioni*. Tuttavia, la natura quantitativa del k-Index
consente di modulare la soglia in funzione del conte-
sto clinico: valori pili bassi aumentano la sensibilita
a scapito della specificita, mentre soglie piu elevate,
come il cut-off di 10,6 proposto per la diagnosi diffe-
renziale con altre malattie infiammatorie del sistema
nervoso*’, privilegiano la specificita. Questa flessibi-
lita rappresenta un vantaggio strutturale rispetto al
carattere dicotomico (positivo/negativo) delle OCB.

Una strategia emergente, denominata approccio
reflex, propone di utilizzare il k-Index come test di
primo livello nella valutazione del liquor: un valore
<3,5 consentirebbe di escludere la necessita di esegui-
re le OCB con un valore predittivo negativo >95%; un
valore >20 renderebbe le OCB superflue per la con-
ferma della sintesi intratecale, con un valore predit-
tivo positivo del 96%; nella fascia intermedia, le OCB
verrebbero eseguite come test di conferma?’. Questa
strategia a cascata potrebbe ottimizzare il flusso dila-
voro riducendo il numero di determinazioni qualita-
tive senza compromettere 'accuratezza diagnostica.

Il k-Index presenta un valore aggiunto particola-
re nei pazienti con OCB negative. Questo marcatore
potrebbe intercettare un’attivazione intratecale pre-
coce chele OCB, per la loro natura qualitativa e meno
sensibile alla produzione di IgA e IgM?®, non sono in
grado dirilevare.

Dal punto di vista del monitoraggio, il k-Index e
limitato dall’invasivita delle punture lombari ripetu-
te. Tuttavia, recenti evidenze dimostrano che si tratta
di un valore dinamico: in pazienti trattati con terapie
CAR-T anti-antigene di maturazione delle cellule B, il
k-Index si riduce drasticamente dopo il trattamento,
confermandone la sensibilita alla deplezione B-cel-
lulare*.

TOMOGRAFIA A COERENZA OTTICA
La tomografia a coerenza ottica (OCT) fornisce una

misura diretta e non invasiva dello spessore degli
strati retinici, in particolare dello strato delle cellule

ganglionari e delle fibre nervose retiniche, che rap-
presentano un correlato della neurodegenerazione
nel sistema nervoso centrale. A differenza dei NfL,
che riflettono prevalentemente il danno assonale
acuto, 'OCT cattura il danno strutturale cumulativo
e la perdita neuronale irreversibile.

PROTEINA FIBRILLARE ACIDA DELLA GLIA

Tra i biomarcatori emergenti, la proteina fibrillare
acida della glia (glial fibrillary acidic protein, GFAP),
marcatore di attivazione astrocitaria, presenta una
cinetica di discesa pili rapida rispetto ai NfL e potreb-
be risultare piu informativa nella valutazione della
risposta terapeutica a breve termine. Nella diagnosi
differenziale, livelli elevati di GFAP in assenza di un
proporzionale incremento dei NfL possono orientare
verso patologie a prevalente coinvolgimento astroci-
tario.

COMPLEMENTARIETA DEI BIOMARCATORI

La combinazione di biomarcatori che esprimono mo-
menti patogenetici differenti - NfL per il danno asso-
nale, k-Index per l'attivazione B-cellulare intratecale,
OCT per la neurodegenerazione strutturale - consen-
te una stratificazione pil1 accurata rispetto all'impiego
di ciascun parametro isolatamente.

Sul piano pratico, prendendo ad esempio NfL e
k-Index, i due biomarcatori presentano caratteristi-
che complementari. I NfL. sono dosabili nel siero, con-
sentendo un monitoraggio longitudinale non invasi-
vo; il k-Index richiede invece il liquor cerebrospinale,
limitandone I'impiego al momento della diagnosi e
a pochi altri contesti. I NfL riflettono il danno asso-
nale indipendentemente dalla causa (inflammatoria,
neurodegenerativa, traumatica) e sono pertanto me-
no specifici per la SM; il k-Index e invece altamente
specifico per l'attivazione intratecale, ma non fornisce
informazioni sul danno tissutale. Per queste ragioni,
la loro combinazione ¢ pitt informativa dell'impiego
isolato di ciascuno dei due.

Uno studio su oltre 100 pazienti seguiti per quattro
anni, che ha integrato misure di RM, parametri OCT e
biomarcatori sierici (NfL e GFAP), ha dimostrato che
la migliore accuratezza discriminativa per la presen-
za di ricadute e per la progressione della disabilita si
ottiene soltanto dalla combinazione di tutti i biomar-
catori considerati*.

Lanalisi mediante modellazione di equazioni strut-
turali ha inoltre evidenziato che l'effetto predittivo del
volume della sostanza grigia (coefficiente standardiz-
zato [s]=0,58) e dei NfL (s=0,63) sulle ricadute e sulla
progressione della disabilita € mediato dall'aumento
del carico lesionale*?, confermando il ruolo centrale
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dell'infiammazione focale come innesco dei meccani-
smi che conducono alla neurodegenerazione.

Aspetti pratici e di laboratorio

Limplementazione del dosaggio dei NfL nella pratica
clinica pone questioni metodologiche e organizzative
che devono essere affrontate per garantire l'affidabi-
lita e la riproducibilita del dato. Sono disponibili di-
verse piattaforme per il dosaggio dei NfL sierici, ed
e in quest’area che I'armonizzazione richiedera il
maggiore sforzo®"*. Per quanto concerne la matrice
biologica, il plasma e lievemente preferibile al siero,
sebbene nella pratica clinica entrambe le matrici sia-
no utilizzate®'. Recenti evidenze suggeriscono inoltre
la fattibilita del dosaggio su sangue capillare ottenuto
mediante puntura del polpastrello, con risultati so-
vrapponibili a quelli del prelievo venoso*.

REFERTAZIONE E VALORI DI RIFERIMENTO

Larefertazione dei NfL presenta una significativa ete-
rogeneita tra i laboratori**. Alcuni forniscono valori
assoluti con cut-off stratificati per eta; altri utilizzano
un unico valore soglia; altri ancora riportano Z-score
o percentili. Lapproccio basato su Z-score e percentili
e considerato il piti robusto, e applicativi online* con-
sentono gia di calcolare lo Z-score a partire dal valore
grezzo, dalla matrice utilizzata e dall’eta del paziente®.

FATTORI CONFONDENTI E INTERPRETAZIONE CLINICA

Linterpretazione clinica dei livelli di NfL deve tenere
conto di diversi fattori confondenti. Leta rappresenta
il determinante principale, poiché i livelli aumenta-
no fisiologicamente dopo i 25 anni. L'indice di massa
corporea esercita un effetto di diluizione (volumi di
distribuzione maggiori corrispondono a concentra-
zioni sieriche inferiori) e la funzionalita renale in-
fluisce sulla clearance proteica. Oltre a questi, nella
pratica clinica assumono rilevanza ulteriori variabili.
La terapia steroidea puo accelerare la risoluzione del
processo infiammatorio e influenzare i livelli circo-
lanti, senza tuttavia modificare 1'entita del danno as-
sonale gia avvenuto. Analogamente, il k-Index risente
della terapia steroidea poiché gli steroidi riducono la
quota plasmatica delle catene leggere; tuttavia, un
k-Index >6,1 mantiene la propria validita diagnostica
anche in pazienti recentemente trattati, purché la de-
terminazione avvenga entro pochi giorni dall’esordio
clinico. Le patologie del sistema nervoso periferico, in
particolare le neuropatie, costituiscono un ulteriore
fattore confondente, poiché i neurofilamenti non so-
no specifici del sistema nervoso centrale®.

La traiettoria individuale & considerata piu infor-
mativa del singolo valore assoluto, dal momento che
consente di intercettare variazioni significative anche
all'interno dei valori di riferimento, purché le deter-
minazioni siano eseguite con la medesima piattafor-
ma per garantire la comparabilita nel tempo?".

Le esperienze dai centri italiani

Lintroduzione dei NfL e del x-Index nella pratica
clinica italiana ¢ ancora in una fase iniziale, carat-
terizzata da esperienze eterogenee per dimensione,
piattaforma analitica e grado di integrazione nel per-
corso diagnostico-terapeutico. Le esperienze di cin-
que centri di riferimento per la SM - Policlinico Tor
Vergata, Policlinico Gemelli, Policlinico Umberto I,
IRCCS Neuromed e Ospedale Sant’/Andrea - offrono
una panoramica utile delle potenzialita e dei limiti
attuali di questi biomarcatori nel contesto clinico
reale.

IL K-INDEX NELLA DIAGNOSI

Una delle esperienze pitl consolidate del Policlinico
Tor Vergata riguarda I'impiego del k-Index nella fase
diagnostica. In una coorte prospettica di 109 pazienti
con SM e 158 controlli, il k-Index ha mostrato un’a-
rea sotto la curva ROC di 0,92, con un cut-off ottimale
di 4,49 che massimizza sensibilita (92%) e specifici-
ta (89%). A un cut-off di 6,1, la specificita aumenta a
scapito della sensibilita, ma l'accuratezza diagnostica
complessiva resta invariata.

Al Policlinico Gemelli, analogamente, in una
casistica di 61 pazienti con sindrome clinicamente
isolata/SM e OCB negative, il 51% presentava un
k-Index superiore a 6,1, confermando il potenziale
di questo marcatore nell’anticipare la diagnosi nei
soggetti in cui le bande oligoclonali risultano non
informative.

Un dato emerso con chiarezza e che il k-Index al-
la diagnosi correla con l'attivita infiammatoria focale
contemporanea (pazienti con almeno una lesione
Gd+ presentavano valori mediani significativamente
pil elevati) mentre non sembra correlare con misure
di danno strutturale gia accumulato né con le perfor-
mance cognitive al momento della diagnosi.

| NFL NEL MONITORAGGIO

Le esperienze italiane confermano i dati della lettera-
tura internazionale. La correlazione tra livelli sierici e
liquorali e risultata eccellente (r=0,81 in 192 pazien-
ti, Gemelli; r=0,814 in 70 pazienti, Tor Vergata). I pa-
zienti naive presentano livelli significativamente piu
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elevati rispetto ai pazienti in trattamento, e 'avvio di
terapie ad alta efficacia si accompagna a una riduzio-
ne dei valori entro sei mesi.

Un’osservazione di particolare interesse riguarda
la discrepanza tra biomarcatore sierico e neuroima-
ging nei pazienti con PRL. In una coorte di 21 pazienti
con SM altamente attiva (Gemelli), le PRL risultavano
stabili o in aumento a un anno dall'inizio della tera-
pia, mentre i NfL. mostravano una riduzione drastica
(da 24 pg/ml al basale a 10,7 pg/ml a 12 mesi) con
la riduzione piu pronunciata nel gruppo con quattro
o pitt PRL*. Questo dato suggerisce che NfL e PRL
catturano aspetti complementari della biologia della
malattia.

NFL E INTEGRAZIONE MULTIMODALE

Un progetto multicentrico (Sapienza Universita di
Roma, Policlinico Umberto I e Ospedale Sant’An-
drea) ha adottato un protocollo che combina RM 3
Tesla, dosaggio sierico di NfL e GFAP, ed analisi elet-
troencefalografica dei network cerebrali. I dati preli-
minari su 106 pazienti indicano che i NfL sono indi-
pendentemente associati a un indice EEG di funzio-
nalita del network della salienza, e che I'analisi non
supervisionata identifica due profili biologicamente
distinti: un cluster con NfL/GFAP elevati e ridotta
attivita del network della salienza, caratterizzato da
un maggiore carico lesionale, e un cluster con profilo
opposto.

NFL E GRAVIDANZA

Uno studio longitudinale su 27 donne con SM in gra-
vidanza (i cui dati sono stati presentati in anteprima
durante il workshop “Neurofilamenti nella sclerosi
multipla: dalla ricerca alla pratica clinica - Focus su
progressione e monitoraggio terapeutico’, tenutosi
a Roma il 31 marzo 2026) ha evidenziato che le sei
donne che hanno sviluppato una riattivazione nel
post-partum presentavano un picco di NfL sierici
gia nel secondo trimestre, anticipato e quantitati-
vamente superiore rispetto alle donne senza riatti-
vazione. Il dato suggerisce un potenziale ruolo dei
NfL nella stratificazione del rischio di riattivazione
post-partum.

Un caso clinico meritevole di menzione ha ri-
guardato una paziente di 30 anni in trattamento con
natalizumab (Sapienza), nella quale un’improvvisa
elevazione dei NfL e della GFAP a 6 mesi si ¢ rivela-
ta il primo segnale di una riattivazione con 13 nuove
lesioni Gd+, attribuita alla presenza di anticorpi anti-
natalizumab. Il dato avrebbe potuto guidare una de-
cisione clinica tempestiva se fosse stato disponibile
in tempo reale.

Prospettive e futuro dei neurofilamenti
nella pratica clinica

L'integrazione dei NfL nel monitoraggio sta rice-
vendo il consenso della comunita neurologica. In
indagini condotte tra esperti, la maggioranza dei
clinici ritiene che un paziente clinicamente stabi-
le con NfL al di sopra del 90° percentile debba es-
sere valutato per un eventuale cambio di terapia;
tale consenso diventa pressoché unanime quando
il dato biochimico si accompagna a nuova attivita
alla RM3L.

Un gruppo italiano ha identificato alcuni scenari
prioritari in cui il dosaggio dei NfL potrebbe modi-
ficare le decisioni cliniche*: pazienti in terapia da
almeno un anno con sintomi non canonici (fatica,
disturbi cognitivi) in assenza di nuova attivita alla
RM; pazienti che hanno sospeso terapie a effetto
prolungato (cladribina, alemtuzumab) e necessita-
no di monitoraggio per il timing del ritrattamento;
donne in gravidanza o in cerca di gravidanza che
interrompono la terapia; pazienti positivi all’anti-
corpo JC virus in trattamento con natalizumab, nei
quali un’elevazione dei NfL deve indurre il sospet-
to di leucoencefalopatia multifocale progressiva. A
questi scenari si potrebbe aggiungere, in prospetti-
va, il monitoraggio dei soggetti con sindrome radio-
logicamente isolata.

INTEGRAZIONE MULTIMODALE
E INTELLIGENZA ARTIFICIALE

Lintegrazione di biomarcatori fluidi con dati di neu-
roimaging e misure neurofisiologiche rappresenta la
frontiera pit promettente per una caratterizzazione
biologica della malattia che superi la classificazio-
ne clinica tradizionale. Modelli di machine learning
supervisionato sono stati applicati a coorti di studi
clinici per identificare sottotipi biologici indipen-
denti dalla classificazione in forme recidivanti e pro-
gressive. Un modello (SuStaln), utilizzando misure
di RM e dosaggio dei NfL, ha identificato due profili
distinti: un fenotipo precoce caratterizzato da elevati
NfL, danno prevalente nella sostanza bianca e alta
percentuale di nuove lesioni; e un fenotipo tardivo
in cui la malattia si manifesta con perdita di volume
corticale e sottocorticale, con elevazione dei NfL solo
in fase successiva®.

Questi risultati permettono di passare dalla clas-
sificazione basata sul decorso clinico a una stratifi-
cazione guidata dalla biologia sottostante, in analo-
gia con quanto avviato nella malattia di Alzheimer
con la distinzione tra malattia biologica e demenza
clinica.
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Domande aperte e conclusioni

Sul piano analitico, l'armonizzazione tra piattaforme e
un prerequisito per la comparabilita dei dati tra centri
e per l'adozione di cut-off universali*. Sul piano clini-
co, resta aperto il quesito se un’elevazione isolata dei
NfL, in assenza di correlati clinici e radiologici, possa
giustificare un cambio di strategia terapeutica. La ri-
sposta richiedera studi prospettici disegnati per valu-
tare I'impatto delle decisioni guidate dai biomarcatori
sugli esiti a lungo termine. Sul piano regolatorio, i NfL
non sono ancora rimborsati dal Servizio Sanitario Na-
zionale italiano: la dimostrazione del rapporto costo-
efficacia potrebbe costituire 'argomento decisivo per
I'inserimento nei Livelli Essenziali di Assistenza.

La gestione della SM richiede una caratterizzazio-
ne biologica sempre piu precisa, che affianchi e inte-
gri la valutazione clinica e neuroradiologica tradizio-
nale. I NfL sierici e il k-Index liquorale rappresentano
oggi i biomarcatori fluidi piu vicini all'implementa-
zione nella pratica clinica routinaria: i primi come
indicatori di danno assonale e attivita inflammatoria,
il secondo come espressione dell’attivazione B-cellu-
lare intratecale. La loro combinazione, integrata con
le informazioni fornite dalla RM e da altre metodiche
come 'OCT e la GFAP, potenzia significativamente
la capacita di stratificare i pazienti al momento del-
la diagnosi, di monitorare la risposta terapeutica e di
predire la traiettoria di malattia a lungo termine.

Take home messages.

m La prognosi riguardo la SM e il recupero funzionale be-
neficia di una valutazione multimodale che integri bio-
marcatori fluidi, neuroimaging e test neurofisiologici.

m | NfL sierici rappresentano un marcatore affidabile di
danno assonale, la cui elevazione puo precedere | evi-
denza radiologica di attivita di malattia e predire la fu-
tura progressione della disabilita.

m Il k-Index & un marcatore quantitativo di attivazione B-
cellulare intratecale che integra e in parte supera le OCB
per sensibilita, rapidita e riproducibilita; il suo inserimen-
to nei criteri di McDonald 2024 ne sancisce il ruolo nella
diagnostica della SM.

m La combinazione di NfL e k-Index potenzia significativa-
mente la stratificazione prognostica rispetto all'impiego
di ciascun marcatore isolatamente.

» |l dosaggio periodico dei NfL pud ottimizzare il monito-
raggio terapeutico, complementando la RM senza sosti-
tuirla, con potenziali vantaggi in termini di accessibilita,
costi e riduzione dell’esposizione al gadolinio.

m L'armonizzazione tra piattaforme analitiche, la standardiz-
zazione della refertazione e la validazione prospettica delle
decisioni cliniche guidate dai biomarcatori rappresentano
le priorita per I'implementazione nella pratica routinaria.
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