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lo delle cellule immunitarie nella
togenesi della sclerosi multipla
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Fasi principali della patogenicita nella sclerosi multipla: celluleBe T

T-bet+
CDA4 Teff i ;

T-bet+
cellulaB

Centro germinale

IL-21
P FY N N

T-bet+

Linfonodo
cellulaB

T-bet+
cD4 Teff

__ CellulaB

( ‘ ) CellulaTCD8

™

touch
IMMUNOLOGY

CD, cluster di differenziazione; HLA, antigene leucocitario umano; IFN, interferone; IL, interleuchina; TCR, recettore delle cellule T; Teff, cellula dell'effettore T; Treg, cellula T regolatoria.

van Langelaar J, et al. Front Immunol. 2020;11:760.



e della sclerosi multipla: interruzione della
efalica

Unita neurovascolare

llule Th in circolazione

Periferia

Sistema nervoso centrale

Th, T helper. IMMUNOI—OGY

Balasa R, et al. Int J Mol Sci. 2021;22:8370.



efalica - incatenamento

Cellula Th autoreattiva

—

PSGL-1

-~

Periferia E- e P-selectina

& @&

istema nervoso centrale

e della sclerosi multipla: interruzione della

PSGL-1, ligando della glicoproteina P-selectina-1; Th, T helper.
Balasa R, et al. Int J Mol Sci. 2021;22:8370.
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.efalica - rotolamento

Y
i

(‘\ Cellula Th autoreattiva

GPCR

VLA-4

LFA-1

Periferia

Sistema nervoso centrale

e della sclerosi multipla: interruzione della

CCL, chemochina ligando (motivo C-C); GPCR, recettore accoppiato alle proteine G; LFA-1, antigene 1 associato alla funzione linfocitaria; Th, T helper; VLA-4, antigene-4 molto tardivo.

Balasa R, et al. Int J Mol Sci. 2021;22:8370.
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efalica - adesione

y

Cellula Th autoreattiva

LFA-1

Periferia

VCAM-1 ICAM-1

Sistema nervoso centrale

e della sclerosi multipla: interruzione della

ICAM-1, molecola di adesione cellulare intercellulare 1; LFA-1, antigene 1 associato alla funzione linfocitaria; Th, T helper; VCAM-1, molecola di adesione cellulare vascolare I;

VLA-4, antigene-4 molto tardivo.
Balasa R, et al. Int J Mol Sci. 2021;22:8370.
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ave della sclerosi multipla: interruzione della
ncefalica - movimento trasversale

Cellula Th autoreattiva

Periferia

Diapedesi paracellulare

Sistema nervoso centrale

Th, T helper. IMMUNOI—OGY

Balasa R, et al. Int J Mol Sci. 2021;22:8370.



Fasi patogene chiave della sclerosi multipla: un ruolo per le cellule
endoteliali microvascolari cerebrali?

Un modello in vitro della barriera emato-encefalica che

utilizza cellule di pazienti affetti da SM ha mostrato una

compromissione dellintegritd delle giunzioni, proprietd
della barriera e attivita della pompa di efflusso

Inoltre, le cellule del modello avevano un fenotipo
inflammatorio con una maggiore espressione di molecole
di adesione e interazioni immunitarie delle cellule

SM, sclerosi multipla. IMMUNOLOGY

Nishihara H, et al. Brain. 2022;145:4334—-48.



Fasi patogene chiave della sclerosi multipla: infiltrazione del sistema
hervoso centrale

Jj Sistema nervoso centrale
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CD, cluster di differenziazione; HLA, antigene leucocitario umano; IFN, interferone; IL, interleuchina; TCR, recettore delle cellule T; Teff, cellula dell'effettore T. IMMUNOLOGY
van Langelaar J, et al. Front Immunol. 2020;11:760.
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ediata da anticorpi: migrazione attraverso la

Yu X, et al. Front Neurol. 2020;11:533388.
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diata da anticorpi: produzione di anticorpi

Barriera emato-liquorale

Ig, immunoglobulina. IMMUNOI—OGY

Yu X, et al. Front Neurol. 2020;11:533388.
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Ig, immunoglobulina. IMMUNOI—OGY

Yu X, et al. Front Neurol. 2020;11:533388.



a nella patologia della sclerosi multipla
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Guerrero BL, Sicotte NL. Front. Immunol. 2020;11:374.



la patogenicita nella sclerosi multipla:
chine e anticorpi infiammatori
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ASC, cellula di secrezione dell'antigene; CD, gruppo di differenziazione; GM-CSF, fattore di stimolazione delle colonie di granulociti-macrofagi; IFN, interferone; Teff, cellula T effettrice.
van Langelaar J, et al. Front Immunol. 2020;11:760.
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Conclusioni

Le cellule B periferiche possono sfuggire ai punti di controllo della
tolleranza per ottivoreﬁiottivare le cellule T e rompere le barriere
sangue-SNC!

La disfunzione della BBB € considerata un passo essenziale per lavvio
e il mantenimento dellattacco immunitario contro il SNC?

Le microglia sono presenti in tutte le fasi della formazione di lesioni come
fattore di inflammazione, ma svolgono anche un ruolo importante nella
remielinazione e nella limitazione delle risposte infiammatorie3

Gli anticorpi esercitano effetti primari e patogeni nello sviluppo della
sclerosi multiplo*

BBB, barriera emato-encefalica; SNC, sistema nervoso centrale.
1. van Langelaar J, et al. Front Immunol. 2020;11:760; 2. Balasa R, et al. Int J Mol Sci. 2021;22:8370; 3. Guerrero BL, Sicotte NL. Front Immunol. 2020;11:374;

4.Yu X, et al. Front Neurol. 2020;11:533388.
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eccanismi patogeni come
target terapeutici
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ori infiammatori: IFN-R e glatiramer acetato

Th2

o° ®
® ®
® ®
- IL-4
* IL-5
« IL-9
* IL-13
™
GA, glatiramer acetato; IFN, interferone; IL, interleuching; Th, T helper; TNF, fattore di necrosi tumorale. IMMUNO'_OGY

Yang JH, et al. Front Neurol. 2022;13:824926.



Modulatori dei mediatori infiammatori: dimetilffumarato

Attivazione
dall'Nrf2 astrociclica

Percorso dipendente

A 4

AR Attivazione microglia

v

Infiltrazione neutrofila

Percorso indipendente

dall'Nrf2

. Attivazione
a astrociclica
Percorso NF-kB
™
HCAR2, recettore dellacido idrossicarbossilico 2; NF-«B, fattore nucleare kappa B; Nrf2, fattore nucleare correlato all'eritroide 2. IMMUNOLOGY

Yadav SK, et al. J Mol Med (Berl). 2019;97:463-72.



jrazione cellulare immunitaria: modulatori del

Fingolimod
Fingolimod Fingolimod Siponimod
Ozanimod

™
SIPR, recettore della sfingosina 1-fosfato. IMMUNOI—OGY

Bravo GA, et al. Cells. 2022;11:2058.



zione cellulare immunitaria: natalizumab

Linfocita
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g
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™
VCAM-1, proteina di adesione alle cellule vascolari 1. IMMUNOI—OGY

Steinman L. J Cell Biol. 2012;199:413-6.



zione cellulare immunitaria: natalizumab

Linfocita

a4 integrina

Natalizumab )\

™
VCAM-1, proteina di adesione alle cellule vascolari 1. IMMUNOI—OGY

Steinman L. J Cell Biol. 2012;199:413-6.



nefinduzione cellulare: cladribina

LinfocitiBe T

— » ~ QCIadribina
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™
ADA, adenosina deaminasi. IMMUNOI—OGY

Giovannoni G. Neurotherapeutics. 2017;14:874—-87.



onefinduzione cellulare: cladribina

Altre cellule

Q Cladribina

Basso rapporto chinasi /[ fosfatasi

™
ADA, adenosina deaminasi. IMMUNOI—OGY

Giovannoni G. Neurotherapeutics. 2017;14:874—-87.



efinduzione cellulare: cladribina

Il sottostudio MAGNIFY-MS ha studiato i sottotipi di
cellule eilivelli diimmunoglobulina in pazienti con
sclerosi multipla a recidiva altamente attiva

Mese 1 Mese 2 Mese 3 Mese 6 Mese 12

«=» Cellule B ass Cellule B  www CD4+ ~ CD8+
: di memoria naive cellule T cellule T

™
CD, gruppo di differenziazione. IMMUNOI.OGY

Wiend| H, et al. Neurol Neuroimmunol Neuroinflamm. 2023;10:e200048.



[induzione cellulare: anticorpi monoclonali
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CD, gruppo di differenziazione. IMMUNOI.OGY

Florou D, et al. Brain Sci. 2020;10:758.



oliferazione: teriflunomide
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B attivata

™
DHODH, diidroorotato deidrogenasi. IMMUNOI—OGY

Miller AE. Neurodegener Dis Manag. 2017;7:9-29.



efinduzione cellulare: teriflunomide

Teriflunomide

™
DHODH, diidroorotato deidrogenasi. IMMUNOI—OGY

Miller AE. Neurodegener Dis Manag. 2017;7:9-29.



Conclusioni

Modulatori delle cellule Th1/2'
IFN-13
Glatiramer acetato
Dimetilfumarato

Inibitori della migrazione cellulare immunitaria?
Fingolimod
Siponimod
Ozanimod
Ponesimod
\[e]{e][¥{V[gplo]e]

Terapie di deplezione/induzione cellulare34
Cladribina
Ocrelizumab
Ofatumumab
Rituximalb
Teriflunomide

IFN, interferone; Th, T helper.
1. Yang JH, et al. Front Neurol. 2022;13:824926; 2. Bravo GA, et al. Cells.2022;11:2058; 3. Florou D, et al. Brain Sci. 2020;10:758; IMMUNOLOGY
4. Gallo P, et al. Mult Scler Demyelinating Disord. 2017;2:1-11.



ovo target terapeutico: la tirosina
chinasi di Bruton
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Meccanismo di azione delle BTK

r > Complesso immunitario ® Antigene
< Secrezione

anticorpo

CellulaB Recettore Fc Cellula

mieloide

Nucleo

NF-xB NFAT

Trascrizione

NF-xB NF-AT

Trascrizione

+ Regolazione della proliferazione cellulare,
della sopravvivenza e della maturazione

+ Presentazione dell'antigene
* Produzione di citochine

« Trascrizione
+ Fagocitosi
« Rilascio delle citochine

BCR, recettore delle cellule B; BTK, tirosina chinasi di Bruton; DAG, diacilglicerolo; IP3, inositolo 1,4,5-trisfosfato; NF-«B, fattore nucleare kappa-light-chain-enhancer di cellule B attivate;
NFAT, fattore nucleare di cellule T attivate; PLCy2, fosfoinositide specifico 2.

Jayagopal JA, et al. Pract Neurol. 2022:29-33.

IMMUNOLOGY



Confronto degli inibitori BTK

Legame chimico'

Selettivita’

Evobrutininb 37,97 .Covale.n t.e, Torget UL
irreversibile selettivamente
Tolebrutinib 0,4-0,79 .Covqle.nt.e, Legd. 12 d.| 250 tirosina
irreversibile chinasi a 1 mcMol
L. Covalente, Solo BTK
Rlinib e irreversibile (>90% inibizione)
Fenebrutinib 237 Non covglgnte, Target-2 d|.286
reversibile chinasi

Si ritiene che la penetrazione del SNC vari tra gli inibitori di BTK, ma cid non &

ancora stato confermato nellluomo?

BTK, tirosina chinasi di Bruton; BTKi, inibitore di BTK; IC50, concentrazione inibente; SNC, sistema nervoso centrale.
1. Jayagopal JA, et al. Neurol. 2022:29-33; 2. Turner TJ, et al. Presentato a: ACTRIMS Forum, West Palm Beach, FL, USA. 24-26 febbraio 2022. Abstr P162.
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rutinib

¢ Studio randomizzato di fase I

* Sclerosi multipla recidivante

* Endpoint primario:

- Numero totale di lesioni captanti gadolinio
* Endpoint secondari principali:

- Tasso annualizzato di recidiva

- Variazione EDSS dal basale

EEZN

volta al giorno

Evobrutinib Evobrutinib DMF
75 mg una volta 75 mg due volte Placebo 120 mg due
al giorno al giorno volte al giorno
: Evobrutinib DMF
: 25 mg una 240 mg due

volte al giorno

DMF, dimetilfumerato; EDSS, scala di invalidita espansa.
Montalban X, et al. N Engl J Med. 2019;380:2406-17.

IMMUNOLOGY



NCT02975349: evobrutinib

Numero totale medio di lesioni captanti gadolinio nelle settimane da 12 a 24

6

Placebo Evo25mgQD Evo75mgQD Evo 75 mg big DMT

Nessun cambiamento significativo nei gruppi dell'evobrutinib rispetto

al placebo per la variazione dellEDSS e del tasso annualizzato di recidiva

big, due volte al giorno; DMF, dimetilfumerato; EDSS, scala di invaliditd espansa; Evo, evobrutinib; QD, una volta al giorno.

Montalban X, et al. N Engl J Med. 2019;380:2406-17.

™
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NCT02975349: evobrutinib

Evento avverso Evo 25 mg QD Evo75 mg QD Evo 75 mg big
Grado 3/4 2% 13% 15% 13%
Interruzione 6% 1% 13% 4%
Aumento
Pil comune Nasofaringite dell'alanina Nasofaringite Rossore
aminotransferasi

Sono in corso due studi di fase Il ideati in modo identico, evolutionRMS 1 e 2 (NCT043380222 ¢

NCT043380613) per testare ulteriormente evobrutinib nelle persone con forme recidivanti di SM

™
big, due volte al giorno; DMF, dimetilfumarato; Evo, evobrutinib; MS, sclerosi multipla; QD, una volta al giorno.
1. Montalban X, et al. N Engl J Med. 2019;380:2406-17; 2. NCT04338022. Disponibile su: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04338022 (ultima consultazione 16 dicembre 2022); IMMUNOLOGY
3. NCT04338061. Disponibile su: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04338061 (ultima consultazione 16 dicembre 2022).



NCT03889639: tolebrutinib

* Randomizzato a 16 settimane, studio di fase llb
: * Sclerosi multipla recidivante
ﬂ * Endpoint primario:
® - Numero di nuove lesioni captanti gadolinio dopo 12
T settimane di tolebrutinib (coorte 1, settimana 12; coorte 2,

settimana 16) rispetto al placebo eseguito alla settimana 4
nella coorte 2

Tolebrutinib Placebo
12 settimane poi 4 settimane poi tolebrutinib
placebo 4 settimane 12 settimane
Tolebrutinib Tolebrutinib Tolebrutinib Tolebrutinib
5 mg 15 mg 30 mg 60 mg

Reich DS, et al. Lancet Neurol. 2021;20:729-38.
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NCT03889639: tolebrutinib

Numero totale medio di nuove lesioni che migliorano il gadolinio alla settimana 12

1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Placebo Tole 5 mg Tole 15 mg Tole 30 mg Tole 60 mg
Tole, Tolebrutinib. MNOLOGY

Reich DS, et al. Lancet Neurol. 2021;20:729-38.



NCT03889639: tolebrutinib

Evento avverso Tole 5 mg Tole15 mg Tole 30 mg Tole 60 mg

Grave 0% 0% 0% 3%

Interruzione 0% 0% 0% 0%

Infezione del tratto
respiratorio
superiore ed

edema periferico

Pit comune Emicrania Lombalgia Emicrania

Sono in corso due studi di fase Ill, GEMINI 1 e 2 (NCT044109782 e NCT044109913) per testare il

tolebrutinib contro il teriflunomide nelle persone con forme recidivanti di sclerosi multipla

™
Tole, Tolebrutinib.

1. Reich DS, et al. Lancet Neurol. 2021;20:729-38; 2. NCT 04410978. Disponibile su: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04410978 (ultima consultazione 16 dicembre 2022); IMMUNOLOGY
3. NCT 04410991. Disponibile su: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04410991 (ultima consultazione 16 dicembre 2022).



Fenebrutinib

Identificatore 5 . Completamento
. . Indicazione .
ClinicalTrials.gov stimato
Sclerosi multipla | Fenebrutinib vs
NCT04586023' 1l recidivante terifflunomide vs Ottobre 2025
placebo
Sclerosi multipla | Fenebrutinib vs
NCT045860102 1] recidivante teriflunomide vs Dicembre 2025
placebo
Sclerosi multipla Fenebrutinib vs
NCT045444493 1l progressiva ocrelizumab vs Gennaio 2026
primaria placebo

1. NCT04586023. Disponibile su: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/record/NCT04586023 (ultima consultazione 16 dicembre 2022);
2. NCT04586010. Disponibile su: https://clinicoItrioIs.gov/ct2/show/NCT04586010 (ultima consultazione 16 dicembre 2022);
3. NCT04544449. Disponibile su: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04544449 (ultima consultazione 16 dicembre 2022).
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Altri inibitori BTK

Identificatore . .
Indicazione

ClinicalTrials.gov

Completamento
stimato

Sclerosi multipla |  remibrutinib vs
1 a9

Ottobre 2025

Sclerosi multipla |  remibrutinib vs
2 ST
NCT05156281 1l recidivante teriflunomide

Ottobre 2025

Sclerosi multipla

NCT047111483 Il recidivante-
remittente

Orelabrutinib vs
placebo

Luglio 2023

BTK, tirosina chinasi di Bruton.

1. NCT05147220. Disponibile su: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/record/NCT05147220 Eultimo consultazione 5 gennaio 2022;;

2. NCT05156281. Disponibile su: https//clinicqltriols.gov/ct2 show/record/NCT0515628] (ultima consultazione 5 gennaio 2022
clinicaltrials.gov/ct2/show/record[NCT04711148 (ultima consultazione 5 gennaio 2022).

’

3. NCT04711148. Disponibile su: https:

™
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Conclusioni

Attraverso la segnalazione a valle, il BTK regola espressione
di diversi geni che sono fondamentali per la sopravvivenza
e la proliferazione delle cellule B, e l'espressione di
chemochine e citochine'

Evobrutinib e tolebrutinib:
| risultati di fase 11>2 e gli studi di fase Il sono in corso4~’

Fenebrutinib, relabrutinib, remibrutinib e orelabrutinib:
Gli studi di fase Il e lll sono in corso 813

| possibili vantaggi degli inibitori di piccole molecole BTK rispetto
alle terapie esistenti includono la possibilita di attraversare la
parriera emato-encefalica per colpire sia il sistema immunitario
adattivo sia quello innato (microglia)

BTK, tirosina chinasi di Bruton.

1. Garcia-Merino A. Cells. 2021;10:2560; 2. Montalban X, et al. N Engl J Med. 2019;380:2406-17; 3. Reich DS, et al. Lancet Neurol. 2021;20:729-38; 4. ClinicalTrials.gov. NCT04338022;
5. ClinicalTrials.gov. NCT04338061; 6. ClinicalTrials.gov. NCT04410978; 7. ClinicalTrials.gov. NCT04410991; 8. ClinicalTrials.gov. NCT04586023; 9. ClinicalTrials.gov. NCT04586010;
10. ClinicalTrials.gov. NCT04544449; 11. ClinicalTrials.gov. NCT05147220; 12. ClincalTrials.gov. NCT0515628]1; 13. ClinicalTrials.gov. NCT04711148.

Tutti gli studi clinici sono ricercabili per numero di NCT su www.clinicaltrials.gov.
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