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MESSAGGIO DEL PRESIDENTE

Da oltre dieci anni I''RCCS San Raffaele Pisana & impegnato nella
difficile ma entusiasmante battaglia di ricercare nuove vie e solu-
zioni terapeutiche per una riabilitazione moderna e ricettiva delle
novita che una ricerca sempre piu raffinata offre a chi, come noi,
ha scelto di impegnarsi nel miglioramento continuo come princi-
pio fondante della propria attivita vissuta come fare ed operare
per il bene comune.

| risultati conseguiti anche in questo ultimo anno confermano la
validita di tale scelta e rappresentano la migliore risposta alla
crisi generale ed alle innumerevoli difficolta che la ricerca si trova
quotidianamente ad affrontare.

L'annuale report dell'IRCCS San Raffaele, ci presentera anche
quest’anno,limpegno nella ricerca ed il trend positivo delle pub-
blicazioni riportate.

| dati dimostrano e ci confortano, nel proseguire il percorso che
abbiamo intrapreso soprattutto nell’essere un punto di riferimen-
to delle migliori energie umane che hanno scelto di dedicare il
proprio impegno nella ricerca avanzata.

Ma non ci fermiamo qui.

La riabilitazione nei prossimi anni assumera un ruolo sempre pit
importante: il recupero di funzionalita perdute é la nostra sfida
etica a cui la ricerca deve tendere, con l'aiuto delle innovazioni
tecnologiche che aprono nuovi e inaspettati orizzonti.

E ancora di pit, abbiamo indirizzato la nostra ricerca alle basi
molecolari e cellulari del recupero di funzioni perdute al fine di
poterle rafforzare e utilizzarle con maggiore razionalita e adegua-
tezza.

| nostri nuovi laboratori di ricerca nella sede di Val Cannuta, rap-
presentano oggi il nostro indirizzo gravoso ma ambizioso, sia
per gli apparati tecnologici, sia per le competenze umane.

Un team sempre piu compatto, con acquisizioni di nuove profes-
sionalita di livello internazionale e I'entusiasmo e I'impegno delle
nuove generazioni, sono la base sulla quale costruiamo il nostro
futuro di eccellenza.

Buona lettura.

Carlo Trivelli
Presidente San Raffaele S.p.a.

MESSAGGIO DEL PRESIDENTE 7



REPORT DEL DIRETTORE SCIENTIFICO

Questo volume illustra la struttura e I'organizzazione delle attivita
di ricerca del nostro Istituto ed espone, sebbene in maniera sinte-
tica, le attivita assistenziali.

Il report vuole essere una testimonianza dello stato dell’arte di un
impegno che da sempre, ancor prima del 2005, anno in cui é avve-
nuto il riconoscimento del carattere scientifico, € volto a migliorare
la qualita di vita dei nostri pazienti.

L'attivita dell'IRCCS San Raffaele Pisana e dunque orientata all'in-
tegrazione tra la ricerca preclinica e quella clinica, nell’ottica di
poterne utilizzare i prodotti nella routine clinica quotidiana e per
la prevenzione.

Dalla lettura del volume si evince I'attitudine al miglioramento e
al progresso, come testimoniato dall’apertura del nostro IRCCS
verso altri istituti o IRCCS e la collaborazione con altre strutture di
rilievo anche a livello internazionale.

A seguito di una richiesta del Ministero della Salute e di una au-
torizzazione della Regione Lazio, dal mese di Gennaio 2014 vi e
stato il trasferimento della gestione dell'IRCCS San Raffaele Pisana
alla societa San Raffaele Roma s.r.l.

In continuita con il percorso intrapreso ormai da oltre un decennio,
i nostri sforzi sono orientati a potenziare la simbiosi tra qualita
delle cure e ricerca e ad armonizzare le strutture e i gruppi di ri-
cerca sulla base dell’obiettivo ultimo di migliorare i servizi di cura
e procurare un grande beneficio per il paziente, migliorandone la
qualita di vita.

Sono grato agli autorevoli professionisti che compongono il nuo-
vo Comitato Tecnico-Scientifico e che, inserendosi in questo con-
tinuum, contribuiscono alla crescita dell’Istituto fornendo un sup-
porto sostanziale alla implementazione delle attivita di ricerca e
un apporto fondamentale nella ottimizzazione delle interazioni
scientifiche.

Il fervore dei nostri professionisti emerge anche dalla partecipazio-
ne alle attivita della comunita scientifica, che é stata molto intensa,
come dimostrato dai contributi presentati dai ricercatori del San
Raffaele a congressi nazionali ed internazionali, dalla lista di Eventi
e Seminari tenuti presso la struttura, dagli eminenti relatori che
hanno visitato I'lstituto e presentato seminari o letture.

L'attivita di ricerca, raggruppata in 14 Aree specifiche e 10 Labora-
tori di ricerca, é articolata secondo le 5 Linee di ricerca concordate
con il Ministero della Salute. Ogni area di ricerca e laboratorio &

C

0 REPORT DEL DIRETTORE SCIENTIFICO c

>

> REPORT DEL DIRETTORE SCIENTIFICO "

coordinato da un responsabile, coadiuvato da uno staff di profes-
sionisti che, attraverso competenze e tecnologie trasversali speci-
fiche, garantiscono I'aspetto traslazionale della ricerca. Nel volume
vengono inoltre presentati i progetti di ricerca che comportano un
diretto ritorno e beneficio per i nostri pazienti e le attivita assi-
stenziali svolte in collaborazione con altri istituti che caratterizzano
I'eccellenza del nostro IRCCS. In tutti noi é forte la consapevolezza
che la produzione scientifica da sola non é sufficiente a garantire
il raggiungimento degli obiettivi traslazionali, ma necessita di una
connessione in rete con altri enti regionali, nazionali ed internazio-
nali per condividere le conoscenze cliniche e scientifiche e ottimiz-
zare le risorse umane ed economiche.

Di particolare valore prospettico risultano i progetti in essere ine-
renti la telemedicina, la teleassistenza e la teleriabilitazione svi-
luppati nell'ambito di un network con altri IRCCS e sottolineano
proprio I'importanza di creare reti tra strutture omologhe.

Gli indicatori che esprimono la produzione scientifica ed assisten-
ziale dell'lRCCS San Raffaele Pisana hanno un andamento com-
petitivo, sia relativamente alle pubblicazioni scientifiche su riviste
recensite, sia per 'attrazione di fondii.

'applicazione di sistemi robotici per la terapia motoria assistita
rappresenta una delle principali innovazioni nello scenario recente
della medicina fisica e riabilitativa verso la quale il nostro Istituto
ha rivolto I'attenzione. La disponibilita di dispositivi robotici per la
riabilitazione pud consentire anche ai soggetti con abilita residue
minime di essere assistiti nel portare a termine un compito moto-
rio.

La mia gratitudine va ai responsabili delle aree e dei laboratori di
ricerca, dei progetti di ricerca e a tutti i componenti della nostra
comunita scientifica e clinica che con la loro professionalita e re-
sponsabilita continuano ad apportare un contributo fondamentale
per i progressi scientifici riportati in questo volume e per quelli che
di volta in volta caratterizzeranno la crescita del nostro Istituto.

Massimo Fini
Direttore Scientifico IRCCS San Raffaele
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Nel mese di Giugno si & insediato il nuovo Comitato Tecnico Scientifico dell'IRCCS San Raffaele o
Pisana.
Nel corso dell’anno 2014, il Comitato si e riunito in quattro occasioni nelle quali i componenti si Cr=d
sono impegnati non soltanto nello sviluppo di nuove attivita, oltre a quelle gia presenti nell’lsti-
tuto, ma anche nel coordinare al meglio le unita, implementando sempre la ricerca pre-clinica da Cie D
un lato e ottimizzando e potenziando le interazioni all'interno della struttura dall’altro.
| componenti hanno analizzato e valutato le lettere di intenti presentate dai ricercatori in occasio- Citd
ne del bando di Ricerca Finalizzata.
Il Comitato ha pianificato e approvato lo svolgimento di una serie di Seminari Scientifici da orga- Coaled
nizzare all'interno del San Raffaele per I'anno 2015.
Ce=D
C=D
Cu=D

Presidente: Enrico Garaci
B GIORGIO ALBERTINI C=)

Direttore del Dipartimento Disabilita dello Sviluppo Motorie e Sensoriali, IRCCS San Raffaele Pisana

COMITATO SCIENTIFICO [

Il LUCIO ANNUNZIATO Cy=D
Professore Ordinario di Farmacologia, Universita di Napoli “Federico I1”
Il MASSIMO FINI C=D
Direttore Scientifico IRCCS San Raffaele Pisana
MARCO FRANCESCHINI S
[l Coordinatore Clinico Riabilitazione Neuromotoria, IRCCS San Raffaele Pisana
FIORELLA GUADAGNI o
| Coordinatore Scientifico Biobanca Interinstituzionale Multidisciplinare Biobank (BioBIM), IRCCS San Raffaele Pisana e BioDat
VINCENZO MOLLACE o
[l Professore Ordinario di Farmacologia, Universita degli Sudi “Magna Graecia” di Catanzaro
3
GIOVANNI MUTO . d
[l Direttore della Struttura Complessa di Urologia dell'Ospedale San Giovanni Bosco, Torino
Ce=)
GIUSEPPE NOVELLI
[l Rettore Universita degli Studi di Roma ” Tor Vergata”
Cu=D
ANNA TERESA PALAMARA
[l Professore Ordinario di Farmacia e Medicina, Universita “Sapienza” di Roma
Ce=D
GIUSEPPE ROTILIO
[l Esperto di Nutrizione
Ce=D
MATTEO ANTONIO RUSSO
W Direttore dei Laboratori di Ricerca preclinica, IRCCS San Raffaele Pisana
C=D
NATALE SANTUCCI
[l Direttore Medico Aziendale Gruppo San Raffaele
Ce= )
FABRIZIO STOCCHI
[l Responsabile del Centro per la Cura e la Diagnosi del Parkinson, IRCCS San Raffaele Pisana c >
=
MAURIZIO VOLTERRANI
[l Responsabile dell'Unita Operativa di Riabilitazione Cardiologica IRCCS San Raffaele Pisana S N
B
C=D
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Nel 2014 I'attivita scientifica dell'IRCCS San Raffaele € documentata da 317 pubblicazioni, che S
comprendono:
Ce=D
W 285 articoli originali su riviste recensite dal JCR
Cu=D
— m 32 articoli originali su riviste non recensite dal JCR
% e
N Ta.Ie.pro.dugione scie.ntiﬁca cos.tituisce {anche il frutto delle collaborazioni diricerca con altri gruppi ¢ L5
< °© istituti a livello nazionale ed internazionale.
(j) L'impact factor totale per gli articoli pubblicati nel 2014 & 970. o
g C=D
)
o C= )
Cr=D
|
Cu=D
Bl 32 articoli originali su riviste non recensite dal JCR PU BBLICAZION I S U
Ce= )
Ce= D
Cr=D

)
Cr=D !
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, m
=
Cu=D +
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ©
Q.
Cv»=) E
)
77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 Cu=D -
2
2005 [ Cred P
""""""" o
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 S B
Impact Factor totale degli articoli pubblicati dall IRCCS San Raffaele Pisana nel periodo 2005-2014 .
Cu=D

16 ATTIVITA" SCIENTIFICA o ATTIVITA" SCIENTIFICA 17



)
)
©
=
=

iste impa

v

B R

LINEA 1

STUDIO DEI DETERMINANTI CELLULARI,
MOLECOLARI, GENETICI, ELETTROFISIO-
LOGICI E NUTRIZIONALI DELLA RIABILI-
TAZIONE MOTORIA E SENSORIALE NELLE
MALATTIE NEURODEGENERATIVE E NEL
DOLORE

c
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Amirabdollahian F Ates S, Basteris A, Cesario A, Buurke J, Hermens H, Hofs D, Johansson E,
Mountain G Nasr N, Nijenhuis S, Prange G, Rahman N, Sale P, Schatzlein F, Van Schooten B, Stie-
nen A.

Design, development and deployment of a hand/wrist exoskeleton for home-based rehabilita-
tion after stroke - SCRIPT project.

Robotica, Volume 32, Special Issue 08, December 2014,1331-1346.

Basteris A, Johansson E, Klein P, Nasr N, Nijenhuis S, Sale P, Schatzlein F, Stienen A.
Creating gesture controlled games for robot-assisted stroke rehabilitation.
Biomedizinische Technik 2014; 59.

Franceschini M, locco M, Molteni F, Santamato A, Smania N.

Management of stroke patients submitted to botulinum toxin type A therapy: a Delphi survey of
an ltalian expert panel of specialist injectors.

Eur J Phys Rehabil Med. 2014 Oct;50(5):525-532.

Leon B, Basteris A, Infarinato F, Sale P, Nijenhuis S, Prange G, Amirabdollahian F.
Grasps recognition and evaluation of stroke patients for supporting rehabilitation therapy.
BioMed Research International. 2014;2014:318016.

Pruneti C, Sgromo D, Bicchieri L, Fontana F, Franceschini M, Ferraro F, Cosentino C.
Contribution to the validation of Italian version of Fear-Avoidance Beliefs Questionnaire.
Acta Biomed. 2014 May 9;85(1):8-17.

Sale P, Ceravolo MG, Franceschini M.

Action observation therapy in the subacute phase pro motes dexterity recovery in right-hemi-
sphere stroke patients.

BioMed Research International. 2014: 457538.

Gison A, Dall’Armi V, Donati V, Rizza F, Giaquinto S.
Dispositional optimism, depression, disability and quality of life in Parkinson’s disease.
Funct Neurol. 2014 Apr-Jun;29(2):113-119.

Gison A, Rizza F, Bonassi S, Dall Armi V, Lisi S, Giaquinto S.

The sense-of-coherence predicts health-related quality of life and emotional distress but not di-
sability in Parkinson’s disease.

BMC Neurol. 2014 Oct 10;14(1):193.

Giustini A, Varela E, Franceschini M, Votava J, Zampolini M, Berteanu M, Christodoulou N.
UEMS - Position Paper. New technologies designed to improve functioning: the role of the phy-
sical and rehabilitation medicine physician.

Eur J Phys Rehabil Med. 2014 Oct;50(5):579-583.

Paoloni M, Tavernese E, Fini M, Sale P, Franceschini M, Santilli V, Mangone M.

Segmental muscle vibration modifies muscle activation during reaching in chronic stroke: A pilot
studly.

NeuroRehabilitation. 2014 Jan 1;35(3):405-414.

Pistoia F, Sacco S, Franceschini M, Sara M, Pistarini C, Cazzulani B, Simonelli |, Pasqualetti P, Ca-
rolei A. Comorbidities: a key issue in patients with disorders of consciousness.
J Neurotrauma. 2014 Oct 21. [Epub ahead of print]
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Pistoia F, Sara M, Sacco S, Franceschini M, Carolei A.
Silencing the Brain May be Better than Stimulating it. The GABA Effect.
Curr Pharm Des. 2014;20(26):4154-4166.

Sale P, Franceschini M, Mazzoleni S, Palma E, Agosti M, Posteraro F.

Effects of upper limb robot-assisted therapy on motor recovery in subacute stroke patients.
J Neuroeng Rehabil. 2014 Jun 19;11:104.

Sale P Mazzoleni S, Lombardi V, Galafate D, Massimiani MP, Posteraro F, Damiani C, Franceschini
M.
Recovery of hand function with robot-assisted therapy in acute stroke patients: a randomi-

zed-controlled trial.
Int J Rehabil Res. 2014 Sep;37(3):236-242.

Sale P, Stocchi F, Galafate D, De Pandis MF, Le Pera D, Sova |, Galli M, Foti C, Franceschini M.
Effects of robot assisted gait training in progressive supranuclear palsy (PSP): a preliminary report.
Front Hum Neurosci. 2014 Apr 17;8:207.

Bloem BR, Stocchi F.

Move for change Part Ill: a European survey evaluating the impact of the EPDA Charter for People
with Parkinson’s disease.

Eur J Neurol. 2014 Sep 8. [Epub ahead of print]

Borgohain R, Szasz J, Stanzione P, Meshram C, Bhatt M, Chirilineau D, Stocchi F, Lucini V, Giuliani
R, Forrest E, Rice P, Anand R; Study 016 Investigators.

Randomized trial of safinamide add-on to levodopa in Parkinson’s disease with motor fluctuations.
Mov Disord. 2014 Feb;29 (2): 229-237.

Borgohain R, Szasz J, Stanzione P, Meshram C, Bhatt MH, Chirilineau D, Stocchi F, Lucini V, Giulia-
ni R, Forrest E, Rice P, Anand R; Study 018 Investigators.
Two-year, randomized, controlled study of safinamide as add-on to levodopa in mid to late Par-

kinson's disease.
Mov Disord. 2014 Sep;29(10):1273-1280.

Cesario A, Auffray C, Agusti A, Apolone G, Balling R, Barbanti P, Bellia A, Boccia S, Bousquet
J, Cardaci V, Cazzola M, Dall’Armi V, Daraselia N, Ros LD, Del Bufalo A, Ducci G, Ferri L, Fini M,
Fossati C, Gensini G, Granone PM, Kinross J, Lauro D, Lo Cascio G, Lococo F, Lococo A, Maier D,
Marcus F, Margaritora S, Marra C, Minati G, Neri M, Pasqua F, Pison C, Pristipino C, Roca J, Rosa-
no G, Rossini PM, Russo P, Salinaro G, Shenhar S, Soreq H, Sterk PJ, Stocchi F, Torti M, Volterrani
M, Wouters EF, Frustaci A, Bonassi S.

A systems medicine clinical platform for understanding and managing non- communicable dise-
ases.

Curr Pharm Des. 2014;20(38):5945-5956.

Mazzone P, Paoloni M, Mangone M, Santilli V, Insola A, Fini M, Scarnati E.

Unilateral deep brain stimulation of the pedunculopontine tegmental nucleus in idiopathic Par-
kinson's disease: effects on gait initiation and performance.

Gait Posture. 2014 Jul;40(3):357-362.

ltaliano D, Bianchini E, llardi M, Cilia R, Pezzoli G, Zanettini R, Vacca L, Stocchi F, Bramanti P, Ciur-
leo R, Di Lorenzo G, Polimeni G, de Luise C, Ross D, Rijnbeek P, Sturkenboom M, Trifiro G.
Effectiveness of risk minimization measures for cabergoline-induced cardiac valve fibrosis in clini-
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cal practice in ltaly.
J Neural Transm. 2014 Sep 18. [Epub ahead of print]

Rizos A, Martinez-Martin P, Odin P, Antonini A, Kessel B, Kozul TK, Todorova A, Douiri A, Martin
A, Stocchi F, Dietrichs E, Chaudhuri KR; EUROPAR and the IPDMDS non-Motor PD Study Group.
Characterizing motor and non-motor aspects of early-morning off periods in Parkinson'’s disease:

An international multicenter studly.
Parkinsonism Relat Disord. 2014 Nov;20(11):1231-1235.

Sale P, Stocchi F, Galafate D, De Pandis MF, Le Pera D, Sova |, Galli M, Foti C, Franceschini M.
Effects of robot assisted gait training in progressive supranuclear palsy (PSP): a preliminary report.
Front Hum Neurosci. 2014 Apr 17;8:207. doi: 10.3389/fnhum.2014.00207. eCollection 2014.

Stocchi F.
Therapy for Parkinson’s disease: What is in the pipeline?
Neurotherapeutics. 2014 Jan;11(1):24-33.

Stocchi F, Abbruzzese G, Ceravolo R, Cortelli P, D'Amelio M, De Pandis MF, Fabbrini G, Pacchetti
C, Pezzoli G, Tessitore A, Canesi M, lannacone C, Zappia M; FORTE Study Group.

Prevalence of fatigue in Parkinson disease and its clinical correlates.

Neurology. 2014 Jul 15;83(3):215-220.

Stocchi F; ADAGIO investigators.

Benefits of treatment with rasagiline for fatigue symptoms in patients with early Parkinson'’s dise-
ase.

Eur J Neurol. 2014 Feb;21(2):357-360.

Stocchi F, Antonini A, Barone P, Tinazzi M, Zappia M, Onofrj M, Ruggieri S, Morgante L, Bonuccelli
U, Lopiano L, Pramstaller P, Albanese A, Attar M, Posocco V, Colombo D, Abbruzzese G; DEEP
study group.

Early DEtection of wEaring off in Parkinson disease: the DEEP study.

Parkinsonism Relat Disord. 2014 Feb;20(2):204-211.

Stocchi F, Hsu A, Khanna S, Ellenbogen A, Mahler A, Liang G, Dillmann U, Rubens R, Kell S, Gupta
S.

Comparison of IPX066 with carbidopa-levodopa plus entacapone in advanced PD patients.
Parkinsonism Relat Disord. 2014 Dec;20(12):1335-1340.

Stocchi F, Radicati FG, Torti M.
Drug safety evaluation of ropinirole prolonged release.
Expert Opin Drug Saf. 2014 Mar;13(3):383-389.

Stocchi F, Stirpe P.
The relevance of dopaminergic level in nocturnal disability in Parkinson’s disease: implications of

continuous dopaminergic stimulation at night to treat the symptoms.
J Neural Transm. 2014 Aug;121 Suppl 1:579-83. Epub 2014 Jul 3.

Olanow CW, Kieburtz K, Stocchi F.
Initiating levodopa therapy for Parkinson’s disease.

Mov Disord. 2014 Mar;29(3):430.

Wong TH, Chiu WZ, Breedveld GJ, Li KW, Verkerk AJ, Hondius D, Hukema RK, Seelaar H, Frick P,
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Severijnen LA, Lammers GJ, Lebbink JH, van Duinen SG, Kamphorst W, Rozemuller AJ; Nether-
lands Brain Bank, Bakker EB; International Parkinsonism Genetics Network (Stocchi F, Vacca L
collaborators), Neumann M, Willemsen R, Bonifati V, Smit AB, van Swieten J.

PRKAR1B mutation associated with a new neurodegenerative disorder with unique pathology.
Brain. 2014 May;137(Pt 5):1361-1373.

Allais G, Bussone G, Tullo V, Cortelli P, Valguarnera F, Barbanti P, Sette G, D’Onofrio F, Curone M,
Benedetto C.
Frovatriptan 2.5 mg plus dexketoprofen (25mg or 37.5mg) in menstrually related migraine. Suba-

nalysis from a double-blind, randomized trial.
Cephalalgia. 2014 Jul 22. pii: 0333102414542290. [Epub ahead of print]

Allais G, Tullo V, Cortelli P, Barbanti P, Valguarnera F, Sette G, D'Onofrio F, Curone M, Zava D,
Pezzola D, Reggiardo G, Omboni S, Frediani F, Bussone G, Benedetto C.
Efficacy of early vs. late use of frovatriptan combined with dexketoprofen vs. frovatriptan alone in

the acute treatment of migraine attacks with or without aura.
Neurol Sci. 2014 May;35 Suppl 1:107-113.

Barbanti P, Egeo G.

Pharmacological trials in migraine: It's time to reappraise where the headache is and what the
pain is like.

Headache. [Epub ahead of print] 2014 Dec 19.

Barbanti P, Egeo G, Aurilia C, Fofi L.
Treatment of tension-type headache: from old myths to modern concepts.
Neurol Sci. 2014 May;35 Suppl 1:17-21.

Barbanti P, Egeo G, Aurilia C, Fofi L, Della Morte D.
Drugs targeting nitric oxide synthase for migraine treatment.
Expert Opin Investig Drugs. 2014 Aug;23(8):1141-1148.

Barbanti P, Palmirotta R, De Marchis M, Ludovici G, lalongo C, Egeo G, Aurilia C, Fofi L, Ferroni P,
Morte D, Guadagni F.

EHMTI-0241. association between migraine and sod1 and sod2 genes polymorphisms: The bio-
bim study.

The Journal of Headache and Pain. 2014;15:B4.

Fofi L, Allais G, Quirico PE, Rolando S, Borgogno P, Barbanti P, Benedetto C.
Acupuncture in cluster headache: four cases and review of the literature.
Neurol Sci. 2014 May;35 Suppl 1:195-198.

Palmirotta R, Barbanti P, De Marchis ML, Egeo G, Aurilia C, Fofi L, lalongo C, Valente MG, Ferroni
P, Della Morte D, Guadagni F.

Is SOD2 Ala1éVal polymorphism associated with migraine with aura phenotype?

Antioxid Redox Signal. 2014 Oct 8. [Epub ahead of print]

Fofi L, Orlandi V, Vanacore N, Mizzoni MC, Rosa A, Aurilia C, Egeo G, Casella P, Barbanti P.
Headache in chronic cocaine users: A cross-sectional study.
Cephalalgia. 2014 Feb 5;34(9):671-678.

Tullo V, Valguarnera F, Barbanti P, Cortelli P, Sette G, Allais G, d'Onofrio F, Curone M, Zava D, Pez-
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di Aggiornamento in Cardiologia,Milano, Marzo 2014
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Roma, Marzo 2014

e \olterrani M. Intervento: “Ruolo dell’lvabradina nella gestione terapeutica della malattie car-
diovascolari”, Cardiovascular Conference 2.0, Capri, Marzo 2014

e \olterrani M. Chairman delle sessioni:

- "Global cardiovascular risk: management of stroke in atrial fibrillation”;

- "Strategies for stroke prevention in atrial fibrillation - Guidelines versus real life clinical practi-
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- "Workshop on prevention of stroke in atrial fibrillation”;

ISCP (International Society of Cardiovascular Pharmacotherapy) Workshop on Management of

Hypertension, Atrial Fibrillation and Stroke, Parigi, Marzo 2014

e \/olterrani M. Intervento: “Trattamento dello scompenso cardiaco cronico e prevenzione delle
recidive”, IV edizione Meeting: Dai Fattori di Rischio allo Sviluppo di Scompenso Cardiaco: Stra-
tegie di Prevenzione e Trattamento, Sorrento (Na), Aprile 2014

e \/olterrani M. Moderazione: “Cardiologia riabilitativa: ultimo atto della fase acuta o primo della
prevenzione?”, XIl Congresso Nazionale SICOA, Capri, Aprile 2014

¢ \/olterrani M. Lettura: “lvabradina e trattamento delle malattie cardiovascolari: chi, come e
quando?”, Xl Congresso Nazionale SICOA, Capri, Aprile 2014

e \/olterrani M. Lettura: “Aggiornamento sul paziente ad alto rischio cardiovascolare: fisiopatolo-
gia dello scompenso cardiaco nella pratica quotidiana e dimensione del problema”, Progetto IF
(lvabradine Friendly), Iseo, Maggio 2014

e \/olterrani M. Chairman della sessione: "How to assess and treat the patient with decompensa-
ted heart failure”, Heart Failure Congress 2014, Atene, Maggio 2014

* \lolterrani M. Intervento: “Devices for the management of heart failure”, International Sympo-
sium on New Trends in cardiovascular therapy, Catanzaro, Maggio 2014

e \/olterrani M. Intervento: “How to implement the pharmacotherapy of the difficult patient with
HF”, 2nd Annual Meeting New Trends in Cardiovascular Drug Therapy: from bench to bedside,
Roma, Maggio-Giugno 2014

e \/olterrani M. Intervento: “Coinvolgimento cardiaco: destro o sinistro?”, Respiro Stresa - La fasi
piu avanzate della BPCO, Stresa, Giugno 2014

e \olterrani M. Intervento: | primi dati AUGMENT: I'analisi ad interim”, Forum SICOA sullo
Scompenso cardiaco, San Donato Milanese, Giugno 2014

* \/olterrani M. Chairman della sessione: “Global cardiovascular risk: management of ischemic
heart disease”, Joint International Society of Cardiovascular Pharmacotherapy (ISCP) and St Ge-
orge’s University of London - Workshop on Management of Ischemic Heart Disease and preven-
tion of HF,Londra, Settembre 2014
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e \olterrani M. Chairman delle sessioni:

- "Global Cardiovascular risk: Management of stroke in atrial fibrillation”;

- "Workshop on prevention of stroke in atrial fibrillation”;

Joint International Society of Cardiovascular Pharmacotherapy (ISCP) and IK-EM: Workshop on
Management of Hypertension, Atrial Fibrillation and Stroke, Praga, Settembre 2014

e \olterrani M. Interventi:

- "Strategies for stroke prevention in atrial fibrillation - Guidelines versus real life clinical practi-
ce”:

- "Interactive discussion on prevention of stroke in atrial fibrillation”;

Joint International Society of Cardiovascular Pharmacotherapy (ISCP) and IK-EM: Workshop on
Management of Hypertension, Atrial Fibrillation and Stroke, Praga, Settembre 2014

e \olterrani M. Intervento: “Cosa suggerisce la letteratura nella sezione: “I NAO sono tutti
uguali?”, Seminario Nazionale SICOA, Brescia, 26-27 settembre 2014

e \olterrani M. Interventi:

- "Linee guida per il trattamento dello scompenso cardiaco”;

- "Serum acid: a new player in cardiovascular risk”,

International Society of Cardiovascular Pharmacotherapy (ISCP) Cardiovascular Workshop - 3rd
Italian Chapter, Capri (Na), Ottobre 2014

e \/olterrani M. Chairman: “Workshop on prevention of stroke in atrial fibrillation”, International
Society of Cardiovascular Pharmacotherapy (ISCP) Workshop on Management of Hypertension,
atrial fibrillation and stroke, Dubai, Ottobre 2014

e \/olterrani M. Relatore Tavola Rotonda: “La BPCO nel paziente senior: comorbidita politerapie,
I'aderenza alla terapia inalatoria, I'utilizzo di device inalatori in BPCO", HottoP 2014: Hot Topics
in Pulmonology, Milano, Ottobre 2014

e \olterrani M. Moderatore della IV Sessione: “Malattie cardiache e polmonari: dal farmaco alla
riabilitazione”, Seminario SICOA “CUORE E POLMONE", Treviso, Novembre 2014

e \olterrani M. Intervento: “Terapia dell’iper-uricemia nel paziente ad aumentato rischio cardio-
vascolare”, 1° Workshop in Medicina Interna, Vibo Valentia, Dicembre 2014

e \olterrani M. Intervento: “lvabradina: dalle evidenze dei grandi trial all’esperienza clinica” ,
75° Congresso SIC, Roma, Dicembre 2014

® Marazzi G. Intervento: “Errori diagnostici in cardiologia, casi clinici: Shock settico?”, XII Con-
gresso Nazionale SICOA, Capri, Aprile 2014

® Marazzi G. Intervento: “Trattamento dei pazienti dislipidemici intolleranti alle statine: ruolo del
nutraceutico”, XIl Congresso Nazionale Societa ltaliana di Cardiologia Riabilitativa e Preventiva
2014, Genova, Ottobre 2014

e lellamo F. Intervento: "Effetti del training fisico sulla regolazione nervosa cardiaca nel paziente
cardiopatico”, Ill Convegno Nazionale SICOA Lazio, Roma, Marzo 2014

e lellamo F. Intervento: “Tailoring exercise training in cardiac rehabilitation: promise and eviden-
ce”, Summer School Updates in cardiovascular pathophisiology, Pisa, Settembre 2014
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e lellamo F. Intervento: “Autonomic adaptations in endurance athletes”, 4th [.S.MU.L. T Con-
gress, Italian Society of Muscles, Ligaments and Tendons, Roma, Dicembre 2014

e Caprio M. Intervento: “Mineralocorticoid receptor antagonism promotes brown-like remode-
ling of murine white adipose tissue via reduction of autophagic flux in adipocytes”, ICE/ENDO
Meeting, Chicago, USA, Giugno 2014

e Caprio M. Intervento: “"HbA1c point of care testing: the impact on patient management”, EKF
Diagnostics International Distributor Meeting, Roma, Ssettembre 2014

e Caprio M. Intervento: “Laboratory of cardiovascular endocrinology — IRCCS San Raffaele Pisa-
na
— Team leader presentation”, ADMIRE 1st European Meeting, Padova, Ottobre 2014

e Caprio M. Intervento: “Mineralocorticoid receptor in the adipose organ: new perspectives
for the treatment of Metabolic Syndrome”, Jagiellonian Centre for Experimental Therapeutics,
Cracovia, Polonia, Dicembre 2014

e Armani A. Intervento: “Browning of white adipose tissue and Mineralocorticoid Receptor: key
role of autophagy”— XXXI Giornate Endocrinologiche Pisane, Pisa, Aprile 2014

e Armani A. Intervento: “MR blockade protects against diet induced obesity, adipocyte dysfun-
tion and cardiac inflammation in mice, through browning of the adipose organ and modulation
of autophagy”, ADMIRE 1st European Meeting, Padova, Ottobre 2014

® Marzolla V. Poster dal titolo: “Effects of aldosterone on early steps of atherogenesis”, 2nd
Meeting on New Trends in Cardiovascular Drug Therapy, Roma, Maggio — Giugno 2014

® Marzolla V. Intervento: “MR blockade reduces autophagic rate in adipocytes and promotes
browning of white adipose tissue in mice”, ESH-ISH satellite: Putting the A back into RAAS,
Santorini, Giugno 2014

® Marzolla V. Poster dal titolo: “Transcriptional control of ICAM-1 in human coronary artery en-
dothelial cells by Mineralocorticoid Receptor (MR): implications for the protective effects of MR
antagonists in cardiovascular diseases”, ADMIRE 1st European Meeting, Padova, Ottobre 2014

e Mammi C. Poster dal titolo: “Novel combined GR/MR antagonist inhibits adipocyte differen-
tiation and fat mass expansion in mice fed a High-fat diet”, ADMIRE 1st European Meeting,
Padova, Ottobre 2014

® Feraco A. Poster dal titolo: “Role of Mineralocorticoid Receptor in the regulation of autopha-
gy and differentiation of adipose tissue and skeletal muscle”, ADMIRE 1st European Meeting,
Padova, Ottobre 2014

e Barbanti P. Intervento: “Proposta di istituzione di un Registro Nazionale delle Cefalee Croni-
che”, Workshop ISS, Roma, Marzo 2014

e Barbanti P. Intervento: “Cefalee e multimedialita”, Congresso Nazionale ANIRCEF, Maggio
2014
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e Barbanti P. Intervento: “Cefalee ed associazionismo” Romagna Cefalee, Ravenna, Ottobre
2014

e Barbanti P. Intervento: “Classificazione e fisiopatologia dell’emicrania”, Congresso Societa Ita-
liana Oftalmologia, Roma, Novembre 2014

e Barbanti P. Intervento: “La stimolazione vagale nell’emicrania”, Riunione sezione laziale SIN,
Roma, Novembre, 2014

e Barbanti P. Intervento: “Cefalee e associazionismo”, Congresso Societa ltaliana di Medicina
Generale,SIMG, Firenze, Novembre 2014

e Barbanti P. Intervento: “ldrocefalo normoteso”, Nuove Frontiere in Neurogeriatria, Stresa,
Dicembre 2014

e Guadagni F. Moderatore:

- Biobanks: a research infrastructure for the future of translational and clinical research”;

- "Immunotherapy; biotherapy; vaccines”;

Ninth International Confeence of Anticancer Research, Special Symposium of the International
Society for Biological and Environmental Repositories (ISBER), Sithonia, Grecia, Ottobre 2014

e Guadagni F. Intervento: "An Italian experience in biobanking research: the involvement of
BioBIM in inter-regional research projects”, Ninth International Conference of Anticancer Rese-
arch, Special Symposium of the International Society for Biological and Environmental Reposi-
tories (ISBER), Sithonia, Grecia, Ottobre 2014

e Palmirotta R. Intervento: “Biobanking Standard Operative Procedures (SOPs) for molecular
biology applications”, Ninth International Conference of Anticancer Research, Special Sympo-
sium of the International Society for Biological and Environmental Repositories (ISBER), Sitho-
nia, Grecia, Ottobre 2014

e Riondino S. Intervento: “Dysmetabolism and cancer. Association and clinical outcomes”, Nu-
trition and Cancer.Nutritional aspects of cancer prevention, Ninth International Conference of
Anticancer Research, Sithonia, Grecia, Ottobre 2014

e Ferroni P. Moderazione: “Diagnosis and prognosis of cancer”, Ninth International Conference
of Anticancer Research, Sithonia, Grecia, Ottobre 2014

e Ferroni P. Intervento: “New predictors of venous thromboembolism in ambulatory cancer pa-
tients”, Ninth International Conference of Anticancer Research, Sithonia, Grecia, Ottobre 2014

e Ferroni P. Intervento: "VEGF A gene promoter polymorphisms and risk of venous thromboem-
bolism in ambulatory cancer patients”, Congress on Controversies in Thrombosis and Hemosta-

sis (CiTH), Berlino, Germania, Ottobre-Novembre 2014

e Guadagni F. Moderazione: “Breast cancer in young women”, 1st Annual Congress of the Eu-
ropean-Asian Society of Surgical Oncology (EUASSO), Atene, Grecia, Settembre 2014

¢ Della-Morte D. Intervento: “Association between Sirtuins Genetic Variants and Carotid Plaque
Burden and Morphology”, 23 European Stroke Conference 2014, Nizza, Francia, Maggio 2014.

e Condoluci C. Interventi:
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- "Study of cardiac risk parameters in adult persons with Down Syndrome”;
- Evaluation of fine movements in persons with Down syndrome”
2014 IASSIDD Europe Regional Congress, University of Vienna, Vienna, Luglio 2014.

e Albertini G. Intervento: “Magic 2: an innovative informatics tool to support a multidisciplinary
approach to child/family and person with Developmental Disabilities in a lifespan perspective”,
2014 IASSIDD Europe Regional Congress, University of Vienna, Vienna, Luglio 2014

® Russo P. Intervento “Effect of CHRNA7 genotypes on the cognitive response to acetylcholine-
sterase inhibitor (AChEI) treatment (Donepezil) at different stages of Alzheimer’s Disease”, 23rd
The Israel Society for Neuroscience (ISFN Annual Meeting), Tel Aviv, December, 2014

® Bonassi S. Intervento: “Systems Medicine in respiratory medicine”, Symposium Honorary Doc-
torate Prof. Dr. Peter Barnes, Maastricht, Paesi Bassi, Gennaio 2014

® Bonassi S. Intervento: “From the exposome to disease platforms and Systems Medicine: the

big picture is now complete”, 45th Annual Meeting of the Environmental Mutagenesis and Ge-
nomics Society (EMGS), Orlando, Florida (USA), Settembre 2014

® Bonassi S. Intervento: “Validation issues in the use of biomarkers in epidemiological studies,
introducing omics”, Third edition of the International course on Molecular Epidemiology of
Chronic Diseases, Maastricht, Paesi Bassi, Giugno 2014

® Bonassi S. Chairman della session “Use of biomarkers in Nanotoxicology. NANOTOX 2014,
7th International Nanotoxicology Congress”, Antalya, Turchia, Aprile 2014

® Bonassi S. Intervento: “Exoposomics in Systems Medicine”, ERS International Congress 2014,
Monaco, Germania, Settembre 2014.
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Le attivita di ricerca prevedono una organizzazione secondo Aree di Ricerca, comprendente
un’Area trasversale di Epidemiologia Clinica e Molecolare che mette a disposizione dei ricerca-

tori anche un servizio di Biostatistica.
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D. LE PERA, C. DAMIANI,

F. DEPISI, P. SALE,
FINFARINATO,
D. GALAFATE, V. LOMBARDI

NEUROMOTORIA MARCO FRANCESCHINI

| progetti elaborati dall’Area di ricerca si dividono in due ampie aree:

- lo studio dei dati epidemiologici di alcune patologie neurologiche che determinano importan-
ti limitazioni funzionali;

- I"analisi di quanto di innovativo emerge dalla ricerca base e di laboratorio in ambito tecnologi-
Co;

Nel primo caso le informazioni ricavate possono consentire di influenzare e correggere al me-
glio il percorso riabilitativo.

Nel secondo caso invece e possibile acquisire strumenti o idee per proporre approcci riabilita-
tivi innovativi, specie laddove |'ambito riabilitativo ha ancora dei grossi limiti (ad esempio recu-
pero di una attivita funzionale all'arto superiore nelle persone con esiti di ictus, mantenimento/
miglioramento del cammino nelle persone con malattia di Parkinson).

L'area collabora con aziende con tecnologie avanzate per la messa a punto di prototipi tecnolo-
gici con potenziale utilita nella riabilitazione dell’arto superiore nelle persone con lesione neuro-
logica.

L'obiettivo finale & quello di migliorare la presa in carico in ambito riabilitativo della persona con
disabilita e la qualita della vita dei pazienti.

Gli interessi dell’Area sono focalizzati sulle seguenti tematiche:

- riabilitazione robotica arto superiore - per ottenere un recupero funzionale dell’arto superiore
nelle persone con esiti di stroke;

- riabilitazione robotica del cammino - per il monitoraggio e lo studio del recupero della sicurez-
za e capacita di cammino nella persona con malattia di Parkinson e con esiti di stroke;

- studi elettrofisiologici sul recupero funzionale dell’arto superiore in persone con esiti di stroke
dopo trattamento innovativo riabilitativo;

- studi sul monitoraggio dei percorsi dei pazienti colpiti da stroke e da lesione midollare - per
evidenziare criticita assistenziali del SSN e valutare eventuali fattori prognostici relativi al recu-
pero funzionale e di buona qualita di vita;

- studio sui possibili miglioramenti funzionali nelle persone con emiparesi da esiti di stroke e
nelle persone con malattia di Parkinson con Task Observation Therapy.

COLLABORAZIONI SCIENTIFICHE:

- il Dipartimento di Riabilitazione dell’Area Vasta della Toscana Occidentale nell’ambito di un
progetto di ricerca clinica nell’'uso di sistemi robotici per la riabilitazione dell’arto superiore nelle
persone con esito di stroke. Questa collaborazione ha portato alla pubblicazione congiunta di
tre articoli e alla preparazione di una quarta pubblicazione.

- il Dipartimento di Neuroscienze dell’Universita di Parma e con I'U.O. di Medicina Riabilitativa
dell’Azienda Ospedaliera ed Universitaria di Parma per la messa a punto di un progetto di ricer-
ca finalizzata presentato al Ministero per la Salute dal titolo:”Action observation treatment to
improve cortical plasticity and upper limb functions in chronic stroke patients: a RCT study from
basic neuroscience to traditional and home-based clinical rehabilitation.”

- I"'Universita Cattolica di Louvain (Belgio), inquanto Marco Franceschini & stato nominato com-
ponente del Comitato Scientifico della Fondazione Louvain Bionics.
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M. CASALI, C. FOSSATI,
P. GRASSINI, F.G. RADICATI,
P. STIRPE,
M. TORTI, L. VACCA.

PARKINSON E DISTURBI
DEL MOVIMENTO

FABRIZIO STOCCHI

L'impatto sociale della malattia di Parkinson, che si stima colpire |'1% della popolazione sopra i 65
anni, e con una sempre maggiore rilevanza nelle fasce di eta piu basse (30-60), porta ad una con-
tinua ricerca nell’accrescere sia le conoscenze fisiopatologiche della malattia, sia nel perfezionare
I'approccio terapeutico, farmacologico e riabilitativo, nell’ottica di un miglioramento della qualita
della vita di questi pazienti.

Nel corso di questo anno, il gruppo di ricerca ha continuato a portare avanti progetti nell’area
clinico-farmacologica, psicologica e riabilitativa sia nella malattia di Parkinson che nei parkinso-
nismi atipici:

1. E" proseguita |'osservazione della casistica di pazienti affetti da Paralisi Sopranucleare Pro-
gressiva (PSP), dedicando particolare attenzione all’analisi dei sintomi “non motori” grazie alla
Non Motor Symptoms Scale, al Non Motor Symptoms Questionnaire e alla PSP Scale. Sono stati
inclusi nella valutazione tutti i pazienti con diagnosi di probabile PSP, senza limitazione dell’eta
di esordio, con fascia eta: 40-80 anni, ricoverati presso il reparto di riabilitazione neuromotoria
dell'lRCCS San Raffaele Pisana. Il numero raggiunto di pazienti a tutto il 2014 & di 80 soggetti
affetti da PSP.

2. Si & concluso uno Studio sull'analisi della differenza di percezione e consapevolezza dei movi-
menti involontari tra i pazienti con malattia di Parkinson e i loro caregivers. L'obiettivo di questo
studio e stato quello di analizzare la percezione e la consapevolezza dei movimenti involontari tra
i pazienti parkinsoniani e i loro caregivers utilizzando un nuovo questionario PD-C SCL Parkinson'’s
disease /Caregivers Symptoms Check List. A tale scopo, e stato chiesto ai 50 pazienti partecipanti
allo studio (ed ai 50 caregivers) di fornire una valutazione ad una serie di sintomi della malattia
di Parkinson. Il grado di accordo (o disaccordo) fra valutazione effettuata dal paziente e dal care-
giver & stato valutato statisticamente attraverso il Kappa di Cohen. Per alcuni sintomi e eseguito
anche il confronto con la valutazione espressa dal clinico, riportata nella scheda mAIMS.
L'accordo fra paziente e caregiver é risultato scarso in 6 aree.

- Problemi psicologici: in 21 casi su 50 il caregiver ha dato un giudizio piu grave di quello fornito
dal paziente;

- Movimenti involontari tronco: in 22 casi su 50 il caregiver ha dato un giudizio piu grave del pa-
ziente;

- Movimenti involontari arti: in 25 casi su 50 il caregiver ha dato un giudizio piu grave del paziente
(50% dei casi);

- Movimenti involontari capo: in 21 casi su 50 il caregiver ha dato un giudizio piu grave del pa-
ziente;

- Situazione inversa si ha nel blocco/rallentamento motorio grave, dove ¢ il paziente a risentire
maggiormente dei sintomi e questo suo malcontento si riflette nelle risposte date.

- Accordo massimo si ha nel giudicare il tremore del capo.

Come ci si aspettava, il giudizio del clinico non & in accordo con il concetto di “fastidio” sentito
dal paziente. Ad esempio, nel “movimenti involontari del tronco” il confronto fra paziente e clini-
co presenta una concordanza scarsa ed in 28 casi su 50 totali, il clinico descrive una situazione di
una certa gravita mentre il fastidio descritto dal paziente risulta essere abbastanza lieve. | pazienti
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parkinsoniani tendono a sottovalutare la gravita e I'impatto dei loro sintomi sulle attivita della
vita quotidiana, mentre i familiari e caregivers spesso considerano i movimenti involontari come
il segno principale o il piu fastidioso tra sintomi parkinsoniani. Questi risultati sono importanti
nell'affrontare nella pratica clinica con la dovuta attenzione le esigenze del paziente e quelle del
caregiver che spesso possono risultare completamente differenti.

3. Nell’'ambito dello studio delle nuove procedure riabilitative, si € concluso un primo studio pi-
lota per valutare |'efficacia del dispositivo medico “Gondola” per la riabilitazione motoria di sog-
getti affetti da Parkinson. Nella maggior parte di questi pazienti si osserva un lento e inesorabile
decadimento delle funzioni motorie dell’arto inferiore. Pertanto la riabilitazione dell’arto inferiore
e del cammino in generale, associata ad una terapia farmacologica, costituisce un obiettivo fon-
damentale, ma spesso insoddisfatto, del trattamento. L'utilizzo di dispositivi elettromeccanici,
in aggiunta alle convenzionali terapie farmacologiche, nell’ultimo anno e risultato di estremo
ausilio nel trattamento dei pazienti con malattia di Parkinson (PD). GONDOLA & un dispositivo
personale portatile di riabilitazione progettato per erogare individualmente la Foot Mechani-
cal Stimulation (FMS), una terapia riabilitativa complementare rispetto alle cure farmacologiche.
L'innovazione tecnologica di GONDOLA si basa su stimolazioni del sistema nervoso periferico.
Piu precisamente, stimola specifiche aree dei piedi con impulsi meccanici controllati. In questo
protocollo sono stati inclusi 20 pazienti con Malattia di Parkinson affetti da fluttuazioni della ri-
sposta motoria. | pazienti sono stati randomizzati in due gruppi: trattamento GONDOLA attivo
e trattamento SHAM GONDOLA. La randomizzazione é stata effettuata con il supporto di un
software dedicato. Solo 'operatore incaricato della somministrazione del trattamento era a co-
noscenza del gruppo di appartenenza del singolo paziente. Ogni paziente ¢ stato sottoposto a 8
stimolazioni (2 stimolazioni a settimana GONDOLA o SHAM GONDOLA) e, dopo 4 settimane di
wash-out, ad una visita di follow up. Le valutazioni cliniche sono state effettuate allinizio (T0), alla
fine del ciclo di stimolazioni (T1) e dopo il follow up di 4 settimane (T2), da osservatori in cieco ri-
spetto al trattamento effettuato. Lo studio computerizzato del cammino (GAIT) era stato previsto,
all'inizio e alla fine di ciascun ciclo di stimolazioni, in almeno il 50% dei pazienti arruolati. L'analisi
statistica dei dati ottenuti ha mostrato un miglioramento significativo nei punteggi dell'UPDRS
Il e nel Six Minute Walking test (6MWT) tra i tempi di valutazione TO e T1 nel gruppo di pazien-
ti trattati con GONDOLA attivo. E' stato inoltre evidenziato un peggioramento statisticamente
significativo dei punteggi UPDRS Ill tra i tempi di valutazione T1 (post-stimolazione) e Follow up
(dopo 4 settimane di wash out). Nessuna variazione statisticamente significativa e stata eviden-
ziata per tutte le altre scale di valutazione ad eccezione della CGl - Investigator e Paziente che ha
mostrato un peggioramento significativo nel gruppo di stimolazione attiva tra la valutazione di
fine stimolazione (T1) e la valutazione effettuata al Follow-up (T2). Nessuna variazione significativa
& stata riportata nel gruppo SHAM. | risultati ottenuti hanno mostrato un trend di miglioramento
nelle performance motorie nei pazienti trattati con Gondola® attivo rispetto al gruppo placebo.

4. Sempre nell'ambito dello studio di nuove procedure terapeutiche, & stato condotto uno studio
utilizzando la Deep TMS (DTMS- Deep Transcranial Magnetic Stimulation), tecnica che consente
la attivazione diretta e non-invasiva di strutture cerebrali profonde fino a 6 cm. La Deep TMS utiliz-
za un coil (H-coil) brevettato ed unico nel suo disegno ed architettura, che grazie al suo particola-
re disegno raggiunge le strutture piu profonde modulando eccitazione e/o inibizione neuronale,
anche nel sistema limbico implicato nei disturbi dell’'umore come depressione, sindromi bipolari,
tossicodipendenze, disturbo ossessivo-compulsivo, ed altri ancora in fase di studio. In particolare,
la DTMS a bassa frequenza sull’area motoria primaria potrebbe avere effetti significativi sulla mo-
dulazione delle discinesie indotte da levodopa (LID), ipotizzando che una stimolazione magneti-
ca profonda e con un piu largo volume di attivazione, possa determinare una maggiore inibizione
delle aree corticali con conseguenti maggiori e duraturi effetti benefici sulle LID. Lo studio, longi-
tudinale cross-over randomizzato in doppio cieco, ha avuto lo scopo di investigare |'efficacia nel
recupero funzionale, nella riduzione dei movimenti involontari e negli aspetti neuropsicologici
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indotti dalla terapia con Deep TMS® in 15 pazienti affetti da Malattia di Parkinson e 20 pazienti
con PSP. Nei pazienti parkinsoniani con discinesie la Deep TMS a bassa frequenza ha dimostra-
to di determinare una lieve ma significativa riduzione dell'intensita delle discinesie, con minimi
effetti residui una settimana dopo la fine del trattamento. Tale miglioramento dell'intensita non
ha avuto pero un significato clinico nel migliorare la disabilita causata dai movimenti involontari.
Nei pazienti con PSP i risultati hanno mostrato un miglioramento dei sintomi motori e non motori
in quasi tutti i pazienti in aree quali I'attenzione e il linguaggio, il sonno e la stanchezza, la stipsi,
I'andatura e l'instabilita posturale. Si & trattato di un miglioramento a breve termine (stimato in
6/7 giorni dopo l'ultimo trattamento), ma molto apprezzato dai pazienti e dai loro caregivers. |
feedback ottenuti da tutti i pazienti sono stati molto positivi, dopo la fine del trattamento, e tutti
erano disposti a proseguire il trattamento. La DTMS ¢ una tecnologia molto costosa e assicurare
un trattamento continuo ai pazienti e difficile per la maggior parte delle strutture sanitarie italiane.

5. Il Parkinson & una malattia cronica con progressiva disabilita. Alla luce del progresso sia delle
terapie farmacologiche che in generale dell'assistenza, sono sempre di pit i pazienti che hanno
una storia di malattia molto lunga. E’ stato condotto uno studio volto a descrivere le caratteri-
stiche cliniche, la qualita della vita e la progressione della malattia nei pazienti con Parkinson
diagnosticato e trattato da piu di 20 anni, mirando: all'identificazione di diversi fenotipi clinici
nella malattia di Parkinson avanzata e la loro caratterizzazione farmacologica; alla valutazione
dell'impatto delle differenti comorbidita; alla individuazione dei sintomi che causano maggio-
re disabilita; alla individuazione delle differenti disabilita. Nel primo anno di studio sono sta-
ti arruolati 20 pazienti (13 M, 7 F) con diagnosi di malattia di Parkinson idiopatica. La durata
media di malattia € di 21 + 1,2 anni, la media di eta & di 75+3,5, stadio H&Y 4+0,7. Una analisi
preliminare ha evidenziato che il 48% dei pazienti presenta deterioramento cognitivo; le allu-
cinazioni sono presenti in circa il 40% dei pazienti. Disturbi della sfera urinaria sono presenti in
circa il 60%. Il 65% presenta discinesie indotte da levodopa e I'80% wearing off disabilitanti. La
maggior parte dei pazienti necessita di ausili per la deambulazione. Durante il secondo anno di
studio si provvedera a terminare I'arruolamento dei pazienti e ad effettuare una accurata analisi
statistica dei dati, che permettera di definire meglio la popolazione parkinsoniana in fase avan-
zata con lo scopo di individuare nuovi target per ottimizzare la gestione di questi pazienti.

6. Tra i sintomi non motori della malattia di Parkinson (PD) i disturbi del comportamento rive-
stono un ruolo significativo. Tra questi disturbi psichiatrici, si possono distinguere quelli indi-
pendenti dalla terapia, come la depressione e i disturbi d’ansia, e quelli invece, amplificati dalla
terapia dopaminergica, come la psicosi e i disturbi del controllo degli impulsi. In questa catego-
ria rientrano il gioco d'azzardo patologico, lo shopping compulsivo, I'ipersessualita, il punding,
ecc. Caratteristiche comuni sono: incapacita di resistere all'impulso, alla spinta o alla tentazione
di eseguire |'atto; un crescente senso di tensione o attivazione prima di commettere |'atto; un
senso di piacere, gratificazione o “release” al momento di commettere |'atto. Il gioco d'azzar-
do patologico (gambling) € caratterizzato dall'impossibilita da parte del paziente di resistere
all'impulso del gioco nonostante conseguenze personali, familiari o occupazionali, e significative
ripercussioni sulla vita sociale dei pazienti. Negli anni passati diversi studi hanno evidenziato
dipendenze patologiche nei pazienti affetti da PD. La degenerazione del sistema dopaminergico
presente nella PD e la continua e obbligatoria assunzione di farmaci dopaminergici causa in al-
cuni pazienti disfunzioni nel sistema della gratificazione. E" iniziato questo studio con lo scopo di
testare l'ipotesi che specifici fattori molecolari giochino un ruolo nei processi cognitivi ed emotivi
alla base dello sviluppo del gioco d'azzardo patologico (GAP), in pazienti con PD. In particolare
verranno valutati sistematicamente una serie di plimorfismi genetici, ad oggi studiati special-
mente in soggetti gambler senza altro disturbo psichiatrico o neurologico. Lo studio prevede
I'arruolamento di un numero minimo di 20 pazienti con PD e GAP presso gli ambulatori neurolo-
gici dell'lRCCS San Raffaele Pisana e sara svolto in collaborazione con I'Universita Sapienza e la
UOD di Diagnostica molecolare Avanzata della Azienda Universitaria Ospedaliera Sant’Andrea |l.
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7. Nel corso del 2014 & proseguito lo Studio caso-controllo sui fattori di rischio familiare e dia-
gnosi precoce della Malattia di Parkinson. Nella maggior parte dei casi le cause della Malattia di
Parkinson restano sconosciute e modelli di tipo monogenico non sembrano molto verosimili. Pro-
babilmente ci si trova di fronte a complesse interazioni di molti fattori di tipo genetico e non-gene-
tico. La Malattia di Parkinson tende a ricorrere nella stessa famiglia piu frequentemente di quanto
possa avvenire per effetto del caso. Questo fenomeno viene ormai confermato in modo molto
consistente dagli studi epidemiologici. Circa il 15-25% dei pazienti riferisce infatti la presenza di
familiarita positiva. La ricorrenza familiare di una malattia non & sinonimo di ereditarieta; esistono
infatti molti altri fattori, come esposizioni ambientali, occupazionali, ecc. che tendono a ricorrere
nelle famiglie, e potrebbero avere un ruolo nel determinare la aggregazione familiare di malattia.
La potenziale multifattorialita dell’'eziologia della Malattia di  Parkinson, combi-
nata alla presenza di un quadro di debole suscettibilita genetica sostiene un mo-
dello di interazione gene-ambiente come modello eziologico preferenziale.
In associazione con l'identificazione dei fattori di suscettibilita genetica la letteratura ha ripor-
tato alterazioni nella distribuzione in casi e controlli di alcuni fattori fenotipici, fra cui l'instabili-
ta genetica ed il danno al DNA. A completamento delle variabili considerate nella definizione
del modello ezio-patologico del Parkinson, una serie di variabili ambientali sono state inve-
stigate in studi di tipo clinico ed epidemiologico. Fra queste vari aspetti dello stile di vita, la
dieta, I'occupazione, la residenza. Anche parametri di funzionalita fisiologica sono stati in va-
rie occasioni considerati come predittori dello sviluppo di malattia. Obiettivo di questo studio
osservazionale di tipo caso controllo e il calcolo dell’Odds Ratio per i singoli fattori di rischio,
di tipo genetico (SNPs), ambientale (Occupazione, life-style, etc.), clinici (stipsi, etc.). Ulteriori
endpoints riguardano: i) la valutazione dell'interazione gene-ambiente fra le SNPs valutate nei
gruppi in studio con i fattori di rischio della malattia; ii) validazione dei principali meccanismi
connessi con le fasi precoci della malattia; iii) creazione di un biorepository per lo studio dei
fattori di rischio della malattia di Parkinson. Il campione finora analizzato & composto da 520
casi affetti e da 257 controlli non affetti da malattia. Il target da raggiungere e di 1000 soggetti.

8 .E’ proseguito lo studio dei fattori predittivi nello sviluppo della malattia di Parkinson (PD): ana-
lisi della variabilita dell’intervallo cardiaco R-R in familiari di pazienti, che si propone di verificare:
- se i familiari di primo grado dei pazienti con PD (che hanno un piu alto rischio di sviluppa-
re la malattia) hanno una ridotta variabilita dell'intervallo R-R rispetto al gruppo di controllo.
- Se la variabilita della frequenza cardiaca & ridotta nei familiari di un sottogrup-
po di pazienti con PD affetti anche da anosmia e REM Behavior sleep disorders.
Si & inoltre in grado di individuare coorti di: a) familiari di primo grado aventi una ri-
dotta variabilita della frequenza cardiaca; b) familiari di primo grado aventi una norma-
le variabilita della frequenza cardiaca e c¢) gruppi di controllo correlati per sesso ed eta.
In  questo studio, si effettua un elettrocardiogramma di routine con mi-
surazione della variabilita  dell'intervallo  R-R su un gruppo di familia-
ri di primo grado di pazienti e su un gruppo di controllo correlato per eta e sesso.
Questo  tipo di  ricerca  potrebbe  rivoluzionare il modo di  diagnostica-
re e trattare i pazienti con PD, nonché portare ad una prevenzione seconda-
ria qualora diventino disponibili farmaci in grado di modificare il decorso di malattia.

Inoltre, & proseguita la partecipazione a trial clinici (internazionali, multicentrici) inerenti la speri-
mentazione di nuovi farmaci.
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M. CASALI, C. FOSSATI,
P. GRASSINI,
F.G. RADICATI, P. STIRPE,
M. TORTI, L. VACCA.

CENTRO DEL FARMACO
FABRIZIO STOCCHI

E CLINICAL TRIAL CENTER

Il Clinical Trial Center dell'lRCCS San Raffaele Pisana e la struttura organizzativa che promuove e
gestisce tutte le fasi dei Trial clinici farmacologici e con dispositivi medicali sponsorizzati.

Il Clinical Trial Center (CTC) & nato con |'esigenza di organizzare ed eseguire a livello locale quan-
to avviene in ambito nazionale e internazionale, con studi clinici promossi da industrie, societa
scientifiche, enti di ricerca e singoli ricercatori. Il CTC ha lo scopo di rappresentare il punto di rife-
rimento della sperimentazione clinica e farmacologica in tali ambiti e di promuovere I'eccellenza
e la qualita della sperimentazione clinica in accordo con le Good Clinical Practices.

Viene effettuata |" attivazione/consulenza scientifica per le sperimentazioni cliniche farmacologi-
che dalla fase | alla fase IV, consulenza scientifica per la preparazione di dossier per la registra-
zione di farmaci; avvio di sperimentazioni con altra modalita di somministrazione di farmaci gia
registrati in commercio.

Recentemente il Centro si &€ dotato di dispositivi innovativi per la terapia dei pazienti affetti da
Parkinson e altre patologie neurodegenerative, quali la Stimolazione Plantare Meccanica (GON-
DOLA), ed ha condotto studi con metodiche di Stimolazione trancranica Elettrica e Stimolazione
transcranica Magnetica profonda.

Inoltre, & proseguita la partecipazione a trial clinici (internazionali, multicentrici) inerenti la speri-
mentazione di nuovi farmaci.
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C. AURILIA, G. EGEO,
L. FOFI, S. PIROSO,
A. PESENTI

CEFALEE E DOLORE PIERO BARBANTI

NEUROPATICO

Il dolore € una delle prime cause di disabilita della popolazione mondiale. Una legge (n° 38 del
15/3/10) in Italia impone di riconoscere e trattare debitamente il dolore in ogni sua espressione
ed in ogni ambito sanitario.

Il focus dell’area di ricerca & la rieducazione funzionale del dolore quando esso perda il proprio
ruolo finalistico debordando stabilmente oltre la fisiologica funzione di protezione. Particolare
attenzione é rivolta al dolore cefalico cronico, patologia che affligge il 4% degli individui della
nostra Nazione, colpendo in particolare le fasce di eta di massima produttivita lavorativa e sociale
ed i cui soli costi diretti ammontano a circa 2.900 euro per paziente per anno.

La ricerca traslazionale dell’area di ricerca mira a integrare le conoscenze genetiche e biologi-
co-molecolari con i paradigmi clinici e strumentali, allo scopo di recuperare alla validita sociale
e lavorativa questa non trascurabile porzione di popolazione. Essa si articola sui seguenti fronti:
a) Epidemiologico.

Tramite l'istituzione del registro nazionale delle cefalee croniche persegue finalita:

- clinico-assistenziali (identificazione dei soggetti affetti, accertamento di farmacoresistenza, ga-
ranzia di cura);

- economico-sanitarie (regolamentazione dell’accesso dei pazienti alle moderne procedure di
cura-riabilitazione esercitando nel contempo un governo clinico sui diversi centri dislocati sul
territorio nazionale);

- medico-legali (invalidita civile);

- scientifiche (creazione del primo data-base nazionale al mondo, studio di correlazione fenoti-
po-biotipo mediante biobanca e approccio di system-medicine).

b) Neurofisiologico.

- impiego dei potenziali evocati sensoriali laser per delineare e monitorare le alterazioni di sistemi
nocicettivi in corso di dolore cronico primario o secondario (patologie neurologiche vascolari,
traumatiche, infiammatorie, degenerative) e per valutare il network endogeno di controllo del
dolore (DNIC: diffuse noxiousinhibitory control) allo scopo di orientare meglio i programmi di
recupero funzionale;

- utilizzo dei sistemi di stimolazione elettrica non invasiva del nervo vago e del nervo sovra orbi-
tario nel dolore cefalico cronico.

c) Genetico:

- identificazione di marcatori molecolari e genetici correlati alla evoluzione verso la cronicita del
dolore neuropatico e neurovascolare, cercando una correlazione fenotipo-biotipo che permetta
di personalizzare il programma riabilitativo e di predire la possibilita di recupero

d) Farmacologico:

- attuazione di protocolli terapeutici con farmaci in sperimentazione clinica (anticorpi monoclonali
anti CGRP/anti recettore per il CGRP; vaccini con |'Herpes Zoster).

Il professore Piero Barbanti € Presidente della Associazione ltaliana per la Lotta contro le Cefalee
(AIC); Consigliere della Associazione Neurologica Italiana per la Ricerca sulle Cefalee (ANIRCEF);
Tesoriere della Societa Italiana di Neurogeriatria (SINeG); Responsabile Scientifico per I'area me-
dica e membro del Comitato Scientifico della trasmissione televisiva di RAI3 “Geo & Geo”; mem-
bro del Comitato d'Onore del Premio “Marcello Sgarlata”.

Inoltre, il professore Piero Barbanti:
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- ha ricevuto la nomina a Componente del Comitato Scientifico dell’Associazione per una Scuola
delle Cefalee (ASC);

- & componente del Gruppo di lavoro delle Linee Guida Nazionali di riferimento per la prevenzio-
ne e la terapia delle Cefalee dell’Adulto della Agenzia Nazionale per i Servizi Sanitari Regionali
(AGENAS);

- & coordinatore Clinico per I'ltalia del Registro Nazionale delle Cefalee Croniche.

COLLABORAZIONI SCIENTIFICHE:

- Universita “Sapienza” di Roma - Unita per la Terapia del Dolore, Dipartimento di Scienze Neu-
rologiche — collaborazione con il Prof. Giorgio Cruccu per: validazione di protocolli diagnostici e
clinici (DN4) per il dolore cronico e neuropatico; studio neurofisiologico delle vie termiche e no-
cicettive nella regione trigeminale mediante stimolazione Nd-YAP-laser nei pazienti con dolore
cefalico episodico e cronico; riabilitazione del dolore cronico.

- Azienda Policlinico Umberto |, Universita “Sapienza” di Roma - Centro dei Disordini del Movi-
mento” Dipartimento di Scienze Neurologiche — Da 3 anni & in atto una collaborazione clinica e
scientifica continua con i Professori Alfredo Berardelli e Giovanni Fabbrini per una valutazione in-
tegrata ambulatoriale di pazienti affetti da malattia di Parkinson e/o altri disturbi del Movimento.
- Azienda Policlinico Umberto |, Universita “Sapienza” di Roma — UTN - Unita di Trattamento
Neurovascolare, Dipartimento di Scienze Neurologiche, Policlinico - Collaborazione scientifica e
clinica con il Prof. Danilo Toni per studi non sponsorizzati, per il trattamento in riabilitazione neu-
romotoria di pazienti affetti da malattie cerebrovascolari acute-subacute.

- Istituto Superiore di Sanita, Roma - CNESPS, Reparto di Farmacoepidemiologia — Collaborazio-
ne con il Dr. Nicola Vanacore per la valutazione ed elaborazione dati di progetti scientifici.

- Fondazione IRCCS Istituto Neurologico Nazionale Carlo Besta, Milano - Dipartimento di Scien-
ze Neurologiche, U.O. Cefalea e Disordini Vascolari — collaborazione con la Dr.ssa Licia Grazzi.
L'Unita della Cefalea e del Dolore dell'lRCCS San Raffaele & Centro di Riferimento per il Lazio
dell’Associazione Neurologica ltaliana per la Ricerca della Cefalea (ANIRCEF), la cui sede princi-
pale & I'lstituto Neurologico Nazionale Carlo Besta.

- Azienda Ospedaliera O.I.R.M. S. Anna di Torino - Centro Cefalee della Donna e Servizio di Ago-
puntura in Ginecologia e Ostetricia. La collaborazione scientifica con il Prof. Giovanni Battista
Allais e la sua equipe mira a studiare gli effetti clinici dell'agopuntura nei pazienti affetti da varie
forme di cefalea ad andamento cronico.

- Universita di Torino “Molinette” - S.C.D.U. Neurologia - Ill Centro Cefalee (collaborazione con il
Prof. Innocenzo Rainero) e Azienda Ospedaliero Universitaria Careggi, Firenze - Centro Cefalee
e Farmacologia Clinica (collaborazione scientifica con il Prof. Pierangelo Geppetti) per la defi-
nizione di efficacie e tollerabilita della profilassi dell’emicrania mestruale mediante stimolazione
vagale non invasiva con dispositivo Gamma Core.
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V. CONTI, E.STIRPE, S. DI
TORO, A. ZARZANA, E.LE-

MONTZI, C. POZZUTO, A.
MATTIA, E. DI COSIMO, M.
SCOTTO, M. BISCEGLIA

PNEUMOLOGIA
RIABILITATIVA

VITTORIO CARDACI

La Pneumologia Riabilitativa si occupa di pazienti con gravi patologie respiratorie (broncopneu-
mopatia cronica ostruttiva, insufficienza respiratoria cronica e scompensata in ventilazione mec-
canica non invasiva, sindrome per le apnee del sonno, enfisema, asma) in accordo con la missio-
ne standard per queste tipologie cliniche valutando I'effetto della Riabilitazione Respiratoria sui
principali parametri clinico-funzionali (test del cammino dei sei minuti -6MWT-, parametri emo-
gasanalitici -pH, pO2, pCO2-, test di funzionalita respiratoria, monitorizzazione della saturazione
ossi-emoglobinica nelle 24 ore) e sulla Qualita di Vita.

Inoltre, I'’Area si occupa della gestione dei protocolli riabilitativi per pazienti sottoposti a chirurgia
resettiva polmonare (per neoplasie e per patologie non neoplastiche).

Recentemente, in stretta collaborazione con |'Area di Epidemiologia Clinica e Molecolare, la
ricerca si & focalizzata sulla valutazione del ruolo della Riabilitazione Respiratoria su parametri di
outcome funzionale e Qualita di Vita (Qol) in pazienti sottoposti a riabilitazione respiratoria, con
temi specifici quali: la valutazione dell’efficacia clinica della Riabilitazione Respiratoria in pazienti
affetti da Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO), lo studio della funzione respiratoria, la
valutazione e misurazione della consistenza di indici di outcome clinico (es. BODE index). L'ap-
proccio utilizzato e di tipo prevalentemente traslazionale in modo da consentire I'integrazione fra
valutazioni di ambito prettamente molecolare con |'outcome clinico.

L'Area ha aperto canali di cooperazione scientifica con centri di ricerca di rilevanza nazionale ed
internazionale, orientando le proprie ricerche sull’approccio integrato alle patologie respiratorie
causa di disabilita (inflammatorie e neoplastiche).

L'Area e altresi impegnata sul fronte della Formazione aziendale ed ECM oltre che in attivita di
fund raising. L'Area inoltre pianifica e conduce trials di ricerca clinica sponsorizzata.

A. ANTELMI, D. ARESTIA,
A. ARMANI, ML BARBU-
TO, D. BATTAGLIA, G.
CAMPOLONGO,

M. CAPRIO, F. CARETTA,
V. D'ANTONI, A. DI LUC-
CIO, L. GATTA, S. GORINI,
F. IELLAMO, A. FERACO,
E. LIPPI, C. MAMMI, R.
MASSARO, V. MARZOLLA,
F. MOLINARI, E. FERRARO,
G. NASSO, M. PIERGALLI-
NI, L. PONTECORVO,

R. POSCIA, N. PUNZO,
G. ROSANO, D. SANTINI,
B. SPOSATO, |. SPOLETINI,
C. VITALE, L. VITIELLO,
CD. VIZZA.

AREA MAURIZIO VOLTERRANI

CARDIOVASCOLARE

L'Area focalizza gli interessi di ricerca sui meccanismi di recupero funzionale delle malattie cardio-
vascolari e cerebrovascolari.
Principali ambiti:
Clinico/Gestionale:

Riabilitazione in malattie cardiovascolari in riferimento alle seguenti Linee di Ricerca Corrente
istituzionali:
- Linea 2: Meccanismi di recupero funzionale della patologia cronica e disabilitante: analisi dei
determinanti di out come;
- Linea 3: Sistemi innovativi di prevenzione/controllo e promozione della salute, con un interesse
specifico per i sistemi di telemedicina e robotica nella riabilitazione: implementazione e valida-
zione di sistemi di teleassistenza e teleriabilitazione;
- Linea 5: Modelli organizzativi e gestionali delle disabilita in riabilitazione: implementazione di
modelli di “Integrated Care” di gestione delle malattie croniche in ambito territoriale.
Cardiologico/Clinico:
- Modelli e percorsi riabilitativi: esercizio fisico e modalita innovative di riallenamento allo sforzo.
Sviluppo e validazione di device e modalita di training fisico dedicati;
- Individuazione di nuovi biomarkers e loro validazione come indicatori di outcome in ateroscle-
rosi , cardiopatia ischemica, valvolare e scompenso cardiaco;
- Terapie farmacologiche e device innovativi nel trattamento di pazienti per la prevenzione prima-
ria e secondaria delle malattie cardiovascolari;
- Nuovi percorsi educazionali in ambito di stile di vita e compliance terapeutica;
- Modelli organizzativi innovativi per la continuta assistenziale: telemonitoraggio, tele riabilitazio-
ne.
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AREE DI RICERCA

A. ANTELMI, D. ARESTIA,
A. ARMANI, P. BARATTA,
G. CAMPOLONGO, M.
CAPRIO, V. D’ANTONI, A.
DI LUCCIO, L. GATTA, S.
GORINI, F [ELLAMO, A. LA
SALA, C. MAMMI, V. MAR-
ZOLLA, M. MASTRANTO-
NI, R. MELCHIONNA, G.
NASSO, L. PONTECORVO,
N. PUNZO, I. SPOLETINI,
C. VITALE, L. VITIELLO, CD.
VIZZA.

CENTRO DI RICERCA
CLINICA E SPERIMENTALE

GIUSEPPE ROSANO

Le linee di ricerca del Dipartimento di Scienze Internistiche sono incentrate sui meccanismi di
recupero funzionale delle malattie cardiovascolari, cerebrovascolari. La attivita di ricerca del Di-
partimento sono coordinate dal Centro di Ricerca Clinica e Sperimentale. Tali attivita sono volte,
in particolare, alla valutazione degli effetti dell’esercizio fisico da solo o in associazione a terapie
patogenetiche sul recupero funzionale e metabolico.

Le attivita di ricerca sia clinica che sperimentale sono state rivolte verso la identificazione dei
meccanismi responsabili del danno d'organo nei pazienti con malattie croniche evolutive e parti-
colarmente quelle cardiovascolari e nell'investigare meccanismi di recupero funzionale associati
con i processi riabilitativi, quali le nuove strategie nella ottimizzazione del metabolismo cardiaco,
I'interazione tra tessuto adiposo e danno vascolare, la neo-angiogenesi, I'apoptosi miocardica e
vascolare e l'infiammazione cardiovascolare e sui meccanismi molecolari alla base della riparazio-
ne del danno funzionale. Particolare interesse & stato rivolto a patologie croniche debilitanti ad
alto impatto sociale come lo scompenso cardiaco.

Le linee di ricerca del Dipartimento di Scienze Internistiche sono rivolte alla valutazione dell’ef-
fetto della terapia fisica da sola o in associazione a terapie specifiche in patologie determinanti
disabilita:

® Meccanismi di recupero funzionale della patologia cronica e disabilitante: analisi dei determi-
nanti di outcome. Meccanismi fisiopatologici del training fisico nel recupero di organi ed apparati
sede di malattia cronica, con particolare attenzione all’aspetto molecolare e cellulare nell’evo-
luzione della patologia potenzialmente disabilitante attraverso I'utilizzo di modelli cellulari ed
animali, normali e transgenici, di modelli controllati di danno subletale e, di modelli di patologia
umana e cronica che necessitano di recupero funzionale della disabilita. Effetti delle comorbidi-
ta cardio-respiratorie ed endocrinometaboliche nel raggiungimento dell’outcome riabilitativo.
Ruolo del training fisico e della sua associazione con presidi farmacologici sulle alterazioni me-
taboliche e funzionali nelle patologie croniche ed invalidanti. Studio delle differenze di genere
nel rischio cardiovascolare e impatto del fattore eta nel ricevere trattamento adeguato per le
malattie cardiovascolari.

e Utilizzazione di sistemi telemedicali in ambito riabilitativo territoriale. Implementazione e va-
lidazione di sistemi di tele-assistenza in gruppi di pazienti affetti da patologie croniche ed alta-
mente invalidanti attuati in regime extra-ospedaliero. Gestione di programmi di training fisico
con monitoraggio dei parametri vitali al domicilio del paziente.
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D. GALAFATI,
V. LOMBARDI

ROBOTICA

PATRIZIO SALE
RIABILITATIVA

L'attivita di ricerca in ambito della robotica applicata alla riabilitazione ha visto un crescente e
notevole incremento in termini di nuovi device sviluppati e sperimentati e pubblicazioni interna-
zionali.

L'IRCCS San Raffale Pisana nell’anno 2014 si & distinto per la sperimentazione clinica di vari trials
come ROBOSCIEKSO “ROBOtics Spinal Cord Injury EKSO”, ROBOPARK “Robot Walking Reha-
bilitation in Parkinson’s Disease”, MITEEG “Robot-aided Therapy in Stroke Patients for Upper
Limb Rehabilitation” e ROBOSTROKE “Robot Walking Rehabilitation in Stroke Patients” per il
recupero funzionale dell’arto superiore e del cammino in soggetti con esiti di ictus, spinal cord
injury e con disturbi del movimento (come Parkinson e Paralisi Sopranucleare Progressiva). Dal
punto di vista ingegneristico, nel 2014 sono stati sviluppati 2 nuovi device robotici per la mano,
attivi e passivi: Supervised Care & Rehabilitation Involving Personal Tele-robotics (SCRIPT) e Fin-
gers Extending e Xoskeleton (FEX).

La peculiarita di questi device risiede nella possibilita di essere utilizzati come device a domicilio
e in ambito ospedaliero per il recupero funzionale dell’arto superiore. Il device FEX puo essere
anche utilizzato come ortesi robotizata nelle attivita di vita quotidiana per i soggetti che, a se-
guito di un deficit neurologico, sviluppano una spasticita di tipo medio o grave che ne limita le
attivita di vita quotidiana.

FEX & una struttura meccanica indossabile e collegata direttamente alla mano, progettata per
guidare i movimenti di estensione delle dita, la necessita clinica piu rilevante per soggetti con
deficit di origine neurologica. Per raggiungere questo obiettivo sono stati seguiti due criteri prin-
cipali di progettazione ritenuti essenziali per il successo clinico del sistema robotico: massimiz-
zare la liberta degli utenti adottando soluzioni leggere e non restrittive e ottimizzare |'interfaccia
uomo-robot adottando nuove soluzioni che combinassero assistenza meccanica, elettrica (fisio-
logica) e cognitiva. L'esoscheletro FEX & costruito in modo tale che la sua mobilita corrisponde
alla mobilita della mano, con la possibilita di uno scambio di forze naturale e bidirezionale e
una reazione di forze tra FEX e la mano umana. Per ottenere un movimento uniforme all'interno
dell’area di lavoro dell’esoscheletro e della mano, il dispositivo & stato progettato tenendo in
considerazione confini cinematici quali la mobilita delle dita, i gradi di liberta e il poco spazio per
il meccanismo. Grazie alla particolare struttura meccanica flessibile sotto-attuata, FEX soddisfa i
seguenti requisiti: & facilmente adattabile a qualsiasi configurazione della mano, comprese for-
me altamente distorte o prossimali iperestese o iperflesse; posside una configurazione stabile
dell’'esoscheletro rispetto alle dita garantendo un carico costante e progressivo dalla punta al
palmo, senza alcuna concentrazione di carico; mantiene il palmo completamente libero limitando
la dimensione e il peso sulla superficie esterna della mano, compatibile con qualsiasi compito
quotidiano; corretta liberta di movimento del dito (adduzione/abduzione).

<
O
o
L
O
o
a
L
L
o
<

o ATTIVITA’ SCIENTIFICA 83



<
@)
%
L
O
%
a
n
L
o
<

84 ATTIVITA’ SCIENTIFICA e

S. BOCCIA, V. DALL'ARMI, A.
DEL BUFALO, A. FRUSTACI,
F. INFARINATO, M. MILIC, R.
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ZI, P. RUSSO, G. SALINARO

EPIDEMIOLOGIA
CLINICAE
MOLECOLARE

STEFANO BONASSI

L'attivita di ricerca di questa Area ¢ caratterizzata da una visione di insieme sulla patogenesi e sul
trattamento delle principali malattie non trasmissibili. La denominazione dell’Area & stata cam-
biata divenendo Epidemiologia Clinica e Molecolare e riassume competenze ed interessi che
spaziano dalla prevenzione alla gestione clinica del paziente, incluso il trattamento farmacologi-
co e, particolarmente, quello riabilitativo.

Per affrontare il duplice impegno di operare sugli eventi precoci delle malattie e sulla parte di
interazione con il paziente, I'area ¢ strutturata in due gruppi: a) il laboratorio di Epidemiologia
Molecolare e b) I'Unita di Epidemiologia Clinica e Biostatistica. Nel primo vengono esplorati i
meccanismi molecolari delle malattie, con particolare attenzione agli aspetti di suscettibilita e di
danno genomico precoce, mentre il gruppo di Epidemiologia Clinica e Biostatistica, nel contesto
della Direzione Scientifica, fornisce il contributo alla progettazione ed analisi degli studi condotti
all'interno dell’area, oltre a fornire un servizio di assistenza a tutte le strutture del San Raffaele
nella pianificazione ed analisi statistica degli studi clinici.

L'Area di Epidemiologia Clinica e Molecolare & basata su una componente clinica, per lo piu in
ambito pneumologico. L'approccio utilizzato & prevalentemente traslazionale in modo da con-
sentire I'integrazione fra valutazioni di ambito prettamente molecolare e |'outcome clinico.

Il consolidamento di collaborazioni esterne con centri di rilevanza internazionale per la Ricerca
di Base (biologia molecolare e cellulare) in bronco-pneumologia ha permesso un significativo
incremento dei prodotti di ricerca relativi a questa componente. L'esperienza acquisita nel corso
di queste collaborazioni, unitamente alla programmazione di progetti di ricerca prospettici e con-
divisi, rende possibile I'estensione della metodologia finora utilizzata in campo pneumologico
ad attivita di ricerca traslazionale, anche in altri campi, quali quello cardiologico, delle patologie
neurodegenerative, ed in patologie psichiatriche. Ne € un esempio I'attivita di ricerca di marcato-
ri molecolari (pattern di infiammazione e stress ossidativi) di outcome e correlazione tra la BPCO
e la patologia cardiovascolare, ma anche il ruolo di questi meccanismi nella patogenesi di alcune
patologie psichiatriche quali I'autismo.

A partire dal 2013, I'Area di Ricerca ha intrapreso un sostanziale impulso verso la Medicina della
Complessita dotandosi di una Piattaforma di dati clinico-epidemiologici associata ad una reposi-
tory di materiale biologico, denominata San Raffaele Respiratory Diseases Platform, improntata
ai principi della Systems Biology e Systems Medicine.

Le attivita in quest’ambito sono supportate dalla standardizzazione clinica e dall'attivita di labora-
torio volta ad ottimizzare la gestione delle risorse a disposizione con una pianificazione che con-
sente lo sviluppo di piani adeguati di trasferimento tecnologico di conoscenze di valore in am-
bito commerciale. Tale attivita e stata allargata a livello Europeo, con alcuni passi di rilievo quali
I'inserimento dell'IRCCS san Raffaele Pisana fra i soci fondatori dellIstituto Europeo di Systems
Biology e Systems Medicine, con sede a Lione, Francia. Fra gli scopi principali di questa attivita
vi & la descrizione dell’outcome riabilitativo con un’ottica di systems medicine, dando quindi rile-
vanza alla personalizzazione dei risultati ed al coinvolgimento del paziente nelle scelte terapeu-
tiche. Sempre con un approccio personalizzato, la valutazione dei fattori predittivi della risposta
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riabilitativa avviene in funzione del singolo paziente, raccogliendo un notevole quantitativo di
informazioni, legate sia allo stile di vita che alla compresenza di altre patologie croniche. In ultimo
sono stati presentati quest’anno due progetti che ricostruiscono la storia espositiva dei pazienti
con BPCO (Exposomics) per valutarne il ruolo nella progressione e severita’ della patologia.

Gli interessi scientifici del gruppo includono gli aspetti di potenziale trasferibilita (tecnologica e
gestionale) verso il Sistema Sanitario Regionale. In quest’ambito I'interesse del gruppo € anche
testimoniato dalla partecipazione ad un progetto finanziato dal Centro per il Controllo delle Ma-
lattie (CCM) del Ministero legato alla identificazione, codifica e management clinico organizzati-
vo della complessita in medicina.

La collaborazione scientifica con il reparto di riabilitazione respiratoria si realizza anche tramite
I"attivita di ricerca clinica sponsorizzata centrata essenzialmente sulla valutazione della fattibilita,
sicurezza ed efficacia di trattamenti farmacologici investigativi. | reparti di riabilitazione respira-
toria sono stati coinvolti in diversi studi prestigiosi, fra cui uno monocentrico dedicato alla speri-
mentazione dell’eparina in pazienti con BPCO i cui risultati potrebbero dare una svolta importan-
te alla terapia della BPCO.

L'area di Ricerca ha espresso inoltre un importante impegno nel campo della geriatria, con parti-
colare attenzione alla appropriatezza delle prescrizioni farmaceutiche negli anziani. Quest'attivita
si & svolta in collaborazione con AIFA, tramite la partecipazione alle attivita’ del Geriatric Working
Group e utilizzo dei dati OsMed. Nel corso del 2014 e’ stato pubblicato un primo lavoro nel quale
sono stati individuati 13 indici di inappropriatezza che hanno dimostrato come una larga parte di
questa popolazione riceva terapie non appropriate (Onder et al, J Gerontol A Biol Sci Med Sci.,
2014).

Un altro importante progetto in ambito geriatrico ¢ il progetto Sc@rabeo, un database multidi-
mensionale mirato a raccogliere e gestire dati (attualmente solo clinici) da tutti i pazienti geriatrici
ricoverati nelle RSA del gruppo (oltre 1200 posti letto). Questa attivita & stata condotta in colla-
borazione con un gruppo nazionale di ricerca geriatrica nell’ambito di due progetti AIFA. Nel
corso dell’anno e stato inoltre concluso e pubblicato uno studio mirato ad identificare i predittori
genomici, epigenomici e immunologici della fragilita, una condizione fortemente associata alla
disabilita e alla mortalita la cui prevenzione e trattamento € in grado di migliorare consistente-
mente qualita e durata della vita nell’anziano.

In particolare sono stati pubblicati dati sul ruolo dei telomeri (Marzetti et al., Front Aging Neuro-
sci, 2014). Sempre con lo stesso set di dati sulla fragilita sono in corso analisi per valutare il ruolo
del danno al DNA (Universita’ di La Corufia, Spagna) e del proteoma, valutato con analisi calori-
metriche (Universita’ di Louisville, USA).

Infine quest’anno il responsabile dell’area & stato nominato dal Ministero come rappresentante
Italiano nel comitato di coordinamento di un progetto COST dedicato all’ageismo, il cui Pl & la
Prof.ssa Lyat Ayalon, dell’Universita Bar llan, Israele.

A) Laboratorio di Epidemiologia Clinica e Molecolare

Nel corso dell’anno si sono conclusi e sono proseguiti vari studi di popolazione. Conclusi i due
grandi studi GWAS pubbilicati nel corso del 2013, € proseguita la raccolta dei campioni e delle
informazioni dei soggetti esposti ad amianto, come previsto dal protocollo dello studio finanziato
da un grant INAIL. Il progetto, coordinato dalla unita in collaborazione con le Universita di Geno-
va, Firenze, e Pisa si & concluso a settembre ed i dati sono in corso di analisi.

Le attivita di questo gruppo di maggior rilievo consistono nel coordinamento epidemiologico
di due progetti collaborativi internazionali, rispettivamente sull'instabilita genomica (HUMN) e
sul danno al DNA (ComNet). Sebbene avviato da molti anni il progetto HUMN (Human Micro-
nucleus) continua a produrre evidenze. Nel corso dell’anno in particolare € stato pubblicato un
articolo che affronta in dettaglio tutte le problematiche relative all’'uso del test del micronucleo
nei linfociti periferici (Kirsch-Volders et al., Rev Mutat Res, 2014). Contemporaneamente € in cor-
so la stesura di uno special issue sull’'uso del test del Micronucleo per monitorare |'esposizione
occupazionale e ambientale. HUMN ha un data set di circa 12.000 persone e coinvolge circa 50
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laboratori internazionali che collaborano alle attivita proposte dallo steering committee (www.
HUMN.org). Il secondo progetto & dedicato alla validazione del test della Cometa. Si tratta di un
saggio di danno e riparo del DNA molto usato in studi di popolazione e sempre pit anche in clini-
ca. Il progetto ComNet (www.comnetproject.org) lanciato nel 2013 coinvolge circa 100 laboratori
in tutto il mondo con un dataset potenziale di alcune decine di migliaia di soggetti. Il position
paper pubblicato nel marzo 2014 ha gia raccolto 11 citazioni.

B) Unita di Epidemiologia Clinica e Biostatistica

U'attivita dell’'Unita si & prevalentemente concentrata sulla funzione di supporto metodologico
alle diverse strutture del San Raffaele o esterne, incluso varie realta internazionali. Sono stati ana-
lizzati e pubblicati studi con le unita di Riabilitazione Respiratoria, Cardiologica, e Neurologica.
Con il Centro dedicato alla malattia di Parkinson e ai disturbi del movimento sono stati avviati
studi epidemiologici sul ruolo della familiarita e dei fattori di rischio occupazionali in pazienti af-
fetti da morbo di Parkinson, finanziati tra gli altri da un grant INAIL. Con il Centro del dedicato allo
studio delle cefalee e del dolore sono stati analizzati dataset clinici di pazienti con cefalea oltre
alla stesura di una review sul ruolo del danno ossidativi come possibile marcatore della patologia.
Una importante attivita del gruppo degli statistici & legata alle analisi bibliometriche. Si tratta
di un settore di grande importanza che, tramite una analisi mirata della letteratura, permette di
quantificare e caratterizzare la produzione scientifica in un settore e orientare le scelte dei ricerca-
tori. Temi recenti sono stati: la produzione scientifica in riabilitazione respiratoria, in oncologia, in
cardiologia e per le malattie neurodegenerative. Da alcuni anni si & consolidato il ruolo del grup-
po degli statistici come consulenti per |'analisi di studi (specialmente di epidemiologia molecola-
re) di grande complessita. Ad esempio, in questi ultimi due anni ricercatori dall’Istituto di igiene
pubblica di Porto, Portogallo e dell’Universita di Corufia, Spagna, hanno trascorso alcuni mesi a
Roma per analizzare i loro dati. Questa attivita ha generato una intensa produzione scientifica.

Tutto il gruppo € da tempo attivamente impegnato in attivita di formazione. A fronte di impegni
nella realizzazione di corsi FAD quali, ad esempio, il corso sulla appropriatezza prescrittiva in pa-
zienti anziani per il progetto ELICADHE in collaborazione con I'lstituto Mario Negri di Milano, vi
e I'organizzazione di corsi residenziali di Epidemiologia molecolare per PostDoc e studenti PhD
in Italia e vari altri paesi (es. Portogallo, Turchia, Spagna). A questi eventi si aggiunge I'impegno
in corsi permanenti come il master in Epidemiologia dell’Universita Cattolica del Sacro Cuore di
Roma e, piu recentemente, I'incarico da parte della FIMMG di formare i Medici di Famiglia su
temi epidemiologici e statistici.

COLLABORAZIONI SCIENTIFICHE:

Oltre alle collaborazioni istituzionali, sono in essere anche le collaborazioni scientifiche per alcuni
ambiti specifici di ricerca per lo sviluppo di nuovi progetti, la partecipazione a bandi ricerca e per
la stesura di pubblicazioni scientifiche, quali ad esempio:

- Universita Cattolica del Sacro Cuore: Istituto di Neurologia, Divisione di Chirurgia Toracica ed
Istituto d'lgiene (Formazione; Collaborazione nella gestione degli specializzandi; analisi statistica
dei dati provenienti da studi epidemiologici; Conservazione di campioni biologici).

- Universita di Maastricht, Paesi Bassi - Formazione: Corso per giovani investigatori di Epidemio-
logia Molecolare.

- Hebrew University Gerusalemme, Israele - Jerusalem’s Edmond and Lily Safra Center for Brain
Sciences - collaborazione con la Prof. ssa Hermona Soreq per studi sulla eziologia e

patogenesi delle malattie neurodegenerative.

- Universita di Bologna - Dipartimento di Scienze Biomediche e Neuromotorie — Collaborazioine
con il Prof. Alessandro Serretti per la conduzione di studi di suscettibilita genetica in pazienti
psichiatrici.

- University of California, Irvine - Laboratory of Molecular Psychiatry, Psychiatry & Human Beha-
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vior; School of Medicine Center for Epigenetics and Metabolism - Collaborazione con il Prof.
Fabio Macciardi per studi di suscettibilita genetica in pazienti psichiatrici.

- Ospedale San Filippo Neri, Roma

- European Institute for Systems Biology and medicine, Lyon, Francia -Collaborazione nell’u-
tilizzo di tecniche high throughput in studi di Systems medicine

- AFAR, Isola Tiberina, Roma (Collaborazione su studi di bibliometria) Dott. Patrizio Pasqua-
letti

- University of Copenhagen, DK (partecipazione al progetto SCRIPT e conduzione di studi
ICT)

- IRCCS Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro, Genova (Accordo quadro per la condu-
zione di porgetti di Epidemiologia Molecolare)

- Genome Health and Personalised Nutrition Laboratory, University of South Australia, Flin-
ders University, University of Adelaide, Adelaide, Australia (Coordinamento congiunto del pro-
getto internazionale HUMN (www.humn.org)

- University of California, Berkeley, California USA (Coordinamento congiunto del progetto
internazionale HUMN (www.humn.org)

- Institute for Medical Research and Occupational Health Zagreb, Croazia (Studi su predit-
tori cromosomici precoci di cancro)

- Gazi University. Pharmacy, Toxicology Department, Ankara, Turkey (Scambio di personale
e organizzazione di conferenze)

- Department of Nutrition, University of Oslo, Oslo, Norway (Coordinamento congiunto
progetto internazionale ComNet (www.comnetproject.org)
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DISABILITA

DELLO SVILUPPO GIORGIO ALBERTINI

Il Dipartimento di Scienze delle Disabilita Congenite ed Evolutive Motorie e Sensoriali dell'IRC-
CS San Raffaele Pisana ha svolto nel 2014 la propria attivita di ricerca in continuita con gli anni
precedenti incentrandola prevalentemente sullo studio in vivo del movimento, con particolare
riferimento allo studio dello stesso sia dal punto di vista biomeccanico, sia come funzione cogni-
tiva. Nello specifico, si pone attenzione alle funzioni neuropsicologiche di base, come le funzioni
esecutive e le prassie. Di particolare rilevanza sono gli studi sui correlati neurofisiologici e neuro-
biologici delle Disabilita Intellettive e dei Disturbi Specifici dell’Apprendimento.

E’ stato ulteriormente sviluppato il modello di cartella clinica informatizzata centrata sul bambino
e sulla persona secondo un approccio multidisciplinare nella prospettiva life span.

ORGANIZZAZIONE E
GESTIONE DEI SERVIZI

NATALE SANTUCCI

E. PASCAZIO

La gestione della persona con malattia cronica e con disabilita necessita di protocolli e linee gui-
da definite e condivise.

La Clinical Governance, intesa come razionalizzazione e organizzazione della diagnosi e della te-
rapia per il miglioramento continuo della qualita dei servizi e il raggiungimento e mantenimento
di standard assistenziali elevati, deve integrarsi in modo sinergico con la presa in carico globale
del paziente successiva a stesura e aggiornamento dei percorsi diagnostico-terapeutici, con la
cura globale del malato con protocolli malattia-specifici.

In questa cornice, la gestione del rischio clinico (Risk Management), la creazione di un sistema
integrato informatizzato che razionalizzi il processo assistenziale e garantisca la compliance ai vin-
coli legislativi, la valutazione della performance ed infine il governo clinico sono stati individuati
quali argomenti centrali attorno ai quali avviare una serie di progetti di ricerca volti all'individua-
zione e alla valutazione degli aspetti essenziali al miglioramento della qualita dei trattamenti
- dall’accezione piu prettamente organizzativo-gestionale a quella pit specificamente clinico-ri-
abilitativa.

Gli obiettivi che I'Area di ricerca si prefigge sono:
1. Formulazione del PARM (Piano Aziendale di Risk Management);

2. Regolamento C.C.1.O. (Controllo Comitato Infezioni Ospedaliere).
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J.ALESSANDRONI, R.
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DELLA MORTE, PFER-
RONI, R.PALMIROTTA,
S.RIONDINO, A.SPILA.

BIOTECNOLOGIE
AVANZATE

FIORELLA GUADAGNI

Le malattie croniche disabilitanti rappresentano uno dei problemi piu visibili di salute pubblica,
costituendo circa il 50% del carico totale mondiale di malattie. La comprensione degli aspetti
genetici, cellulari e molecolari alla base di tali patologie € notevolmente migliorata negli ultimi
anni grazie all'introduzione di biotecnologie in grado di valutare a fondo i meccanismi etiopato-
genetici e di identificare nuovi fattori in grado di influenzare la risposta al trattamento riabilitativo,
nonché il recupero e la qualita di vita di pazienti con patologie croniche disabilitanti. In particola-
re, I'applicazione clinica di tecniche di genomica e I'analisi di modelli di rischio potrebbe rivelarsi
estremamente utile all'inquadramento clinico e prognostico non solo nella valutazione del rischio
di insorgenza di patologie future, ma anche, e soprattutto, durante il trattamento riabilitativo
del paziente orientato a creare uno stile di vita che, almeno in linea teorica, dovrebbe prevenire
ulteriori manifestazioni. Inoltre, la possibilita fornita dalle moderne tecniche di farmacogenomica
(attraverso l'integrazione tra le conoscenze genetiche e quelle sugli effetti dei farmaci) di predire
per ogni paziente la mancata risposta al trattamento farmacologico, o di individuare I'insorgenza
di effetti indesiderati, potrebbe permettere I'applicazione in tempi rapidi di protocolli terapeutici
ottimizzati per ogni singolo paziente ed un uso razionalizzato dei farmaci.

In tale contesto, si collocano i progetti di ricerca corrente afferenti all’Area di Biomarker Discovery
e Biotecnologie Avanzate (BioDAT), il cui obiettivo principale e I'analisi di determinanti di outco-
me in patologie croniche e disabilitanti. Tali studi sono eseguiti allo scopo di migliorare le cono-
scenze dei meccanismi molecolari coinvolti nella patogenesi di tali condizioni, di sviluppare nuovi
approcci terapeutici ed identificare biomarcatori in grado di predire in maniera personalizzata il
rischio di insorgenza di eventi futuri, la risposta ad un determinato trattamento farmacologico, o
la possibile insorgenza di effetti indesiderati. La possibilita fornita dalle moderne tecniche di far-
macogenomica (attraverso |'integrazione tra le conoscenze genetiche acquisite e le conoscenze
sugli effetti dei farmaci) di predire individualmente tali determinanti, potrebbe permettere |'ap-
plicazione in tempi rapidi di protocolli terapeutici ottimizzati per ogni singolo paziente ed un uso
razionalizzato dei farmaci.

Progetto BioBIM: BioBanca Interistituzionale Multidisciplinare (BioBIM)

Il notevole sviluppo delle biotecnologie ha determinato un parallelo avanzamento delle cono-
scenze ed un consequenziale progresso nel settore della biomedicina. Alcuni settori hanno visto
il maggior sviluppo per quanto riguarda il trasferimento dalla ricerca di base alla applicazione
clinica. Tra questi, la biologia molecolare che con I'avvento della scienze “omiche” (genomica,
proteomica, transcrittomica, metabolomica, interattomica, ecc.) ha determinato un impatto di
rilievo sulla diagnostica di laboratorio.

Considerate le potenzialita applicative di questi settori, si pud comprendere il notevole interesse
della ricerca biomedica nei confronti delle “Banche Biologiche”. Infatti, il rapido successo di mol-
ti studi & unicamente possibile grazie alla disponibilita di campioni biologici di persone affette,
portatrici, o predisposte a patologie su base genetica o ambientale, o che manifestano variabilita
alla risposta dei farmaci, possibilmente in comparazione a gruppi di controllo appaiati. Pertanto,
la disponibilita di campioni biologici ha oggi assunto un ruolo cruciale nel campo della ricerca
biomedica, da quella di base a quella finalizzata, dalla comprensione dei meccanismi etio-pato-
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genetici, dei fattori prognostici/predittivi, e dei parametri diagnostici, alla suscettibilita alla terapia.
La Biobanca Interlstituzionale Multidisciplinare (BioBIM) dell'IRCCS San Raffaele Pisana ¢, secon-
do la definizione attuale, una “unita di servizio, senza scopo di lucro, finalizzata alla raccolta e alla
conservazione di materiale biologico umano utilizzato per diagnosi, per studi sulla biodiversita e
per ricerca”. Essa rappresenta un centro di riferimento interistituzionale, in quanto consente la
partecipazione alla realizzazione della BioBanca a strutture periferiche che non dispongono delle
infrastrutture dedicate. La BioBIM rappresenta, pertanto, un network di strutture sanitarie pubbli-
che e private, ognuna di esse punto di riferimento e di eccellenza nel settore specifico, che ha de-
terminato la possibilita di realizzare nel corso del tempo numerosi progetti di ricerca traslazionale
interistituzionali, cui ha fatto seguito una considerevole produzione di pubblicazioni scientifiche su
riviste internazionali.

Attualmente afferiscono alla BioBIM alcune Strutture Sanitarie e di Ricerca: Sovrano Ordine Mili-
tare dei Cavalieri di Malta (ACISMOM), Azienda Ospedaliera San Camillo Forlanini di Roma, ASL
2 di Salerno, Azienda Ospedaliera “Complesso Ospedaliero San Giovanni Addolorata” di Roma,
I'area vasta Romagna e I.S.T., la Stroke Unit dell’Universita degli studi di Perugia ed il San Raffaele
Cassino. In tale ottica sono state stipulate apposite convezioni nelle quali sono formalizzate mo-
dalita e criteri per:

- raccogliere, identificare e gestire i campioni conferendoli alla BioBIM IRCCS San Raffaele Pisana
o conservarli presso la sede di raccolta, qualora la struttura sia idonea alla funzione

- trasferire i dati inerenti i campioni e tutte le informazioni ad essi associate alla BioBanca IRCCS
San Raffaele Pisana nel rispetto della tutela dei dati personali (D.Igs 196/2003 e successive racco-
mandazioni del Garante)

- assicurare il rispetto delle procedure (in particolare somministrazione del consenso informato
approvato dal Comitato Etico dell'lIRCCS San Raffaele Pisana e dal Comitato Etico dell’lstituzione
partner).

Grazie a questa rete interistituzionale, la BioBIM dell'lRCCS San Raffaele Pisana include, oltre ad
una popolazione di controllo costituita da soggetti apparentemente sani, i campioni delle pato-
logie/discipline di maggiore rilievo nel settore della Sanita, al fine di studiare i processi etio-pato-
genetici nella loro complessita e dinamicita (Patologie Cardiovascolari e Respiratorie, Patologie
Neurodegenerative, Patologie Oncologiche, Patologie dello sviluppo motorio e cognitivo, Pato-
logie Rare).

COLLABORAZIONI SCIENTIFICHE:

- Universita degli Studi di Roma “Tor Vergata”, Unita Operativa di Oncologia Medica, Dipartimen-
to di Medicina Interna

- Universita degli Studi di Roma “Sapienza”, Dipartimento di Scienze Cardiovascolari

- Universita degli Studi “G. D’Annunzio” Chieti - Pescara, Dipartimento di Medicina Interna

- National Cancer Institute, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA - Laboratory of Tumor
Immunology and Biology, diretto dal Dr. Jeffrey Schlom, per uno studio disegnato allo scopo di
analizzare I'espressione della proteina Brachyury, un induttore di transizione epitelio-mesenchima-
le (EMT) in cellule di carcinoma mammario umano, al fine di verificarne I'idoneita quale bersaglio
molecolare in protocolli di immunoterapia. Infatti, la capacita di linee di cellule T Brachyury-spe-
cifiche di lisare cellule tumorali Brachyury-positive in vitro, sostiene lo sviluppo di approcci immu-
noterapeutici basati sulla positivita per Brachyury, nel trattamento del carcinoma della mammella.
Altri studi sono in corso di esecuzione, i cui dati preliminari sono stati discussi nel corso della visita
in qualita di Consultant della Prof. Guadagni e della Prof. Ferroni presso il Laboratory of Tumor Im-
munology and Biology — Center for Cancer Research —National Cancer Institute - National Institute
of Health (NIH) - U.S. Department of Healt and Human Services (Ottobre 2014).
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M. DE SANTIS, E. FE-
RONE, G. SIMONELLI,
C. SETTECASI,

D. VRICELLA

DIAGNOSTICA PER
IMMAGINI

ALBERTO PIERALLINI

| principali campi di interesse dell’area di ricerca sono legati alla riabilitazione neurologica e car-
diologica e sono focalizzati soprattutto sulla diagnosi e sull'individuazione di eventuali fattori
prognostici dell’'outcome riabilitativo neurologico, cardiovascolare e dell’eta evolutiva.

A tal fine, il principale campo di ricerca € quello sullo studio della morfo-volumetria cerebrale e
dello spessore corticale nei pazienti affetti sia da Sindrome di Down che da patolologie neuro-
degenerative dell’adulto quali la malattia di Alzheimer, la paralisi sopranucleare progressiva, il
morbo di Parkinson e le malattie demielinizzanti quali la sclerosi multipla. Allo studio puramente
morfologico si & aggiunto nel corso del tempo, anche lo studio funzionale e trattografico. Tali
ricerche vengono effettuate in collaborazione sia con strutture interne all’ Istituto, che esterne
quali I'Universita degli Studi di Roma Sapienza e la Il Facolta di Medicina e Chirurgia.

Dal punto di vista cardiologico, la presenza di una TC 64 slices con tecnica “dual source” consen-
te la valutazione dell’albero coronarico in modo non invasivo in pazienti affetti da coronaropatia,
sospetta o accertata nonché la valutazione della volumetria cardiaca in pazienti con disfunzione
ventricolare e studi di perfusione.

La Risonanza Magnetica fornisce in aggiunta i dati perfusionali, consentendo di individuare con
precisione sede ed estensione delle aree infartuate. Linsieme dei dati provenienti dalla TC e
dalla RM viene utilizzato nell’attivita di ricerca in ambito cardiologico, principalmente indirizzata
all'outcome riabilitativo.
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FABRIZIO
VECCHIO

FRANCESCO
INFARINATO

BRAIN CONNECTIVITY

F. MIRAGLIA
ROBOTICA

SPERIMENTALE

Il laboratorio si occupa della valutazione dei network cerebrali attraverso lo studio della connet-
tivita funzionale, strutturale ed effettiva.

L'attivita & specificatamente rivolta alla valutazione delle modulazioni di questi network dovuti a
patologie neurodegenerative e non (come, ad esempio, in pazienti affetti da Alzheimer, epiles-
sia, sclerosi multipla, Parkinson, Stroke) come anche al trattamento terapeutico e di riabilitazione
motoria o cognitiva (ad esempio in Alzheimer, Stroke, etc).

Le metodiche di acquisizione utilizzate sono: dati elettroencefalografici (EEG) anche ad alta riso-
luzione, dati di risonanza magnetica sia strutturale (MRI) che funzionale (fMRI), registrazioni simul-
tanee di dati elettroencefalografici e stimolazione elettrica e magnetica (EEG-TMS, EEG-tDCS,
EEG-tACS).

Le maggiori innovazioni apportate dalle ricerche riguardano principalmente I'approccio multi-
modale alla patologia e I'integrazione tra dati di origini diverse (come quelli elencati), ma sono
relative anche alla registrazione durante il movimento. Inoltre, con il supporto della Gait analysis,
i dati provenienti da test neuropsicologici e clinici permettono una correlazione con le valutazio-
ni neurofisiologiche per seguire il paziente durante la progressione della malattia o il recupero
funzionale e cognitivo. Cio e reso possibile anche dall’utilizzo di nuovi approcci di riabilitazione
come quelli legati a compiti cognitivi e stimolazioni magnetiche ed elettriche, mirati allo specifico
recupero cognitivo di determinate aree cerebrali.

Tutto cio e ottenuto grazie a |'utilizzo di moderne tecniche di analisi che vengono utilizzate nel
Laboratorio, come le valutazioni delle sorgenti corticali cerebrali, la loro interazione funzionale e
le loro interconnessioni strutturali, ma anche grazie allo sviluppo e all'implementazione di nuovi
algoritmi di calcolo basati su applicazioni d'avanguardia della teoria dei grafi.

Il laboratorio inoltre € impegnato nella disseminazione dei risultati ottenuti dagli studi mediante
la stesura pubblicazioni scientifiche su riviste internazionali e tramite la partecipazione a congres-
si scientifici del settore.
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BIOCHIMICA K. AQUILANO,

DELL'INVECCHIAMENTO

MARIA ROSA CIRIOLO S. BALDELLI,

G. TATULLI

Il laboratorio focalizza gli interessi di ricerca prevalentemente su:
A. Funzionalita mitocondriale in modelli in vitro ed in vivo di invecchiamento

Durante l'invecchiamento si osserva una progressiva perdita della funzionalita mitocondriale che
sembra essere principalmente causata da: 1) calo della difesa antiossidante; 2) diminuzione della
produzione di ATP (es. diminuzione dell’efficienza della catena di trasporto, calo di Bcl-2); 3) os-
sidazione/nitrazione delle proteine; 4) accumulo di mutazioni all'mtDNA,; 5) deficit nell'importo
di proteine nel mitocondrio. Nelle cellule nervose, a questi eventi va aggiunta anche una forte
diminuzione dell'incorporazione di glucosio, che si ripercuote fortemente sull’efficienza bio-ener-
getica della cellula.

| mitocondri irreversibilmente compromessi possono essere adeguatamente eliminati e rigenera-
ti per inibire I'innesco del processo apoptotico e garantire la sopravvivenza cellulare. Il turnover
mitocondriale & regolato dall’avvicendarsi di due processi:

1) biogenesi, fissione (sintesi di nuovi mitocondri);

2) autofagia (autodigestione lisosomiale di mitocondri invecchiati e mal funzionanti: mitofagia).
Studi recenti hanno dimostrato che durante I'invecchiamento si assiste ad una graduale diminu-
zione dell'efficienza di entrambi questi processi. In particolare, il blocco dell’autofagia & imputa-
bile all'accumulo di prodotti di scarto non digeribili (lipofuscina o ‘ceroidi’), derivanti dal processo
di smaltimento dei mitocondri (ed altri organelli) invecchiati, all'interno dei lisosomi. Il blocco
della biogenesi sembra essere invece dovuto ad una diminuzione della sintesi di Ossido Nitrico
(NO) che rappresenta il piu importante mediatore di tale processo. In particolare, I'NO promuove
I'espressione GMPc-dipendente dell’enzima PGC1a, a monte del processo di segnalazione che
culmina nella proliferazione mitocondriale.

Questa linea di ricerca dell’'unita ha come intento principale quello di studiare le vie di segnala-
zione redox alla base dell'induzione del processo di autofagia e/o biogenesi mitocondriale, allo
scopo: i) individuare possibili target cellulari per prevenire o ritardare I'invecchiamento e la morte
neuronale; ii) individuare molecole naturali (nutraceutici) in grado di inibire la morte neuronale
favorendo il ricambio mitocondriale attraverso I'induzione dell’autofagia/biogenesi.

B. Ruolo dell’alterazione redox (stress ossidativo) durante |'invecchiamento

Nonostante il ruolo dell’alterazione redox (stress ossidativo) durante |'invecchiamento di modelli
animali sia un argomento ampiamente riconosciuto, sono ancora pochi gli studi a livello clinico
mirati ad individuare molecole redox quali bio-markers associati all'invecchiamento e/o a pa-
tologie correlate. Inoltre, poco & ancora noto sulla specificita delle vie di segnalazione cellulari
in risposta a stimoli redox differenti (ad es. over-produzione di specie radicaliche o stress da
over-load da disolfuri). Tuttavia, € ben noto che lo stato di ossidazione (potenziale redox) dei tioli

Ct

extracellulari (glutatione, cisteina, omocisteina, proteine solforate) risente in maniera ampiamen-
te documentata della dieta (rapporto ossidanti/antiossidanti) e di molte patologie quali malattie
metaboliche, neurodegenerative, cardio-vascolari e muscolo-scheletriche. D’altra parte la dieta
dell’anziano € notoriamente insufficiente per quanto riguarda |'apporto di proteine ad alto valore
nutrizionale, minerali come rame e selenio essenziali per |'azione di enzimi antiossidanti e alimen-
ti vegetali ricchi di vitamine e non-nutrienti (polifenoli) antiossidanti.

Questa linea ha come intento principale quello di analizzare in vitro la specificita delle vie di se-
gnalazione cellulari a stress ossidativo di varia natura e come queste possano determinare diffe-
renti risposte (morte o sopravvivenza), specialmente a livello neuronale, muscolare e del tessuto
adiposo.
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AREE DI RICERCA

RESPONSABILE

ELEONORA
PALMA

ELETTROFISIOLOGIA

Il laboratorio si occupa principalmente delle seguenti tematiche:

A. Lo studio dei meccanismi molecolari dell’epilettogenesi.

L'interesse della ricerca e volto a caratterizzare il ruolo dei recettori GABAA in tessuti cerebrali
di pazienti affetti da epilessia farmacoresistente. In particolare, viene studiato il fenomeno del-
la desensitizzazione del recettore GABAA (run-down), una caratteristica che nei pazienti affetti
da epilessia del lobo temporale & significativamente aumentata. Lo studio del meccanismo che
sottende questo alterato fenomeno, risulta essere molto importante, in quanto potrebbe aprire
la strada per la scoperta di nuove molecole farmacologiche in grado di contrastarlo, permet-
tendo il riequilibrio tra trasmissione eccitatoria ed inibitoria. Questa parte della ricerca e svolta
grazie a collaborazioni nazionali ed internazionali, tra le quali il Dipartimento di Neuropatologia
dell'Universita di Amsterdam e |'Universita di Ferrara. Inoltre, in collaborazione con I'[RCCS Ma-
rio Negri di Milano, ulteriore interesse del laboratorio, € lo studio del ruolo dell'infiammazione
nell'epilessia farmacoresistente con particolare attenzione all’azione modulatoria di citochine e
chemochine, rilasciate nel sistema nervoso durante un attacco epilettico, sulla funzionalita del
recettore GABAA.

B. Funzione di recettori nicotinici muscolari in pazienti affetti da SLA.

Questa ricerca, in collaborazione con il Centro per la SLA, dell’Azienda Ospedaliera Universitaria
Umberto |, e con Irvine University,CA, USA, € volta a comprendere le differenze molecolari esi-
stenti nella composizione del suddetto recettore e di come queste siano in grado di alterare la
sua funzionalita nelle fibre muscolari di pazienti affetti da SLA. Inoltre, con la stessa tecnica, viene
valutata |'effettiva efficacia di diversi trattamenti terapeutici a cui i pazienti vengono sottoposti,
e di come questi siano in grado di modificare la composizione e la funzionalita recettoriale nel
tempo.

C:!
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PATOFISIOLOGIA
DELLA CACHESSIA E
METABOLISMO DEL

MUSCOLO SCHELETRICO

A. FERACO, L. GATTA, S. GO+
RINI, . MOLINARI, L. PONTE-
CORVO, L. VITIELLO

ELISABETTA FERRARO

In linea con I'attivita di ricerca clinica, la ricerca preclinica e traslazionale svolta nel laboratorio si
occupa di studiare meccanismi fisiopatologici, metabolici e molecolari in organi rilevanti ai fini
della riabilitazione in malattie cardiovascolari/neurodegenerative/polmonari e di validare stru-
menti farmacologici a supporto della funzionalita di tali organi.

In particolare il laboratorio si occupa: A) del muscolo scheletrico e B) della maturazione neurona-
le.

A. Il muscolo scheletrico

Il muscolo scheletrico & un organo chiave nella messa a punto delle terapie riabilitative in caso
di malattie cardiovascolari, neurodegenerative e polmonari. L'obiettivo principale degli studi sul
muscolo scheletrico € I'analisi dell’effetto di molecole che funzionano come modulatori del me-
tabolismo sulla funzionalita e sulla massa muscolare, nell’ottica di un loro possibile utilizzo nel
trattamento di pazienti con disordini caratterizzati da perdita della massa muscolare (Ferraro et
al. Antioxidants & redox signaling 2014). L'atrofia muscolare associata alle malattie croniche viene
definita cachessia. Sia la forza che la massa muscolare si riducono in molte malattie croniche a
carico di vari organi (scompenso cardiaco, BPCO, cancro ecc..) e nel corso dell'invecchiamento.

Nel laboratorio & in corso la valutazione dell’effetto di alcuni modulatori del metabolismo sulla
massa e sulla funzionalita muscolare di modelli murini di cachessia e di invecchiamento. In par-
ticolare, si valuta la capacita di alcuni modulatori metabolici di ottimizzare il metabolismo del
muscolo scheletrico e di contrastare I'atrofia muscolare e quindi aumentare la forza muscolare
nelle condizioni patologiche riassunte dai modelli murini. E’ stata gia confermata la capacita
della trimetazidina (TMZ) di proteggere cellule muscolari in coltura dallatrofia (Ferraro et al. The
FEBS journal. 2013). E’ stato inoltre osservato un aumento delle performance fisiche sia in modelli
murini di invecchiamento trattati con TMZ, che in modelli murini di cachessia soggetti allo stesso
trattamento.

Il ruolo dell’apoptosi e dell’'autofagia in seguito al trattamento con modulatori metabolici ¢,
inoltre, oggetto di studio. Si & ipotizzato che I'effetto dei modulatori metabolici sul muscolo
scheletrico possa essere mediato dalla loro capacita di modulare I'autofagia e I'apoptosi; questa
capacita potrebbe contrastare |'atrofia muscolare tipica di alcune condizioni patologiche. Ci si
propone inoltre di individuare i sensori metabolici attivati dai modulatori metabolici usati e le
conseguenze della loro attivazione a livello trascrizionale e di attivazione genica. In particolare, si
studia PGC-1alfa e AMPK e il loro ruolo e la loro correlazione con |'autofagia e I'apoptosi.

Sono stati, infine, identificati la rigenerazione del muscolo scheletrico e il differenziamento dei
mioblasti come potenziali meccanismi-bersaglio del modulatore metabolico TMZ. La TMZ po-
tenzia entrambi i meccanismi che sono fondamentali per il mantenimento della massa (e quindi
della forza) muscolare sia in condizioni di cachessia sia nell'invecchiamento. Cio rende questa
classe di farmaci interessanti per la messa a punto di terapie riabilitative in molteplici condizioni
caratterizzate da atrofia muscolare.

Recentemente, e stata attivata una nuova collaborazione per lo studio del recettore purinergico
P2X7 nella patogenesi della cachessia tumorale. P2X7 & un recettore dell’ATP extracellulare che
ha un ruolo importante nell'infiammazione. Si ritiene che potrebbe anche avere un ruolo nel dif-
ferenziamento muscolare e, come tale, essere verosimilmente in grado di influenzare la progres-
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sione della cachessia.

B. Maturazione neuronale: allungamento dell’assone

La maturazione neuronale prevede I'emissione di prolungamenti che si distinguono in svariati
dendriti e un solo assone. E' stato scoperto un nuovo ruolo della proteina apoptotica Apaf1 che si
é rivelata necessaria per una corretta maturazione dell’assone e, verosimilmente per una corretta
neurogenesi.

Apaf-1 € una proteina chiave nel processo apoptotico. Essa e la molecola adattatrice attorno cui
si assembla I'apoptosoma, il complesso multiproteico che promuove |attivazione delle caspasi.
Recentemente & stato suggerito un ruolo aggiuntivo per Apaf-1; & stato dimostrato che Apaf-1
media il corretto funzionamento del centrosoma. In particolare, & stato osservato che la dele-
zione di Apaf-1 rallenta la divisione cellulare e altera la migrazione cellulare, processi entrambi
dipendenti dal citoscheletro e dal centrosoma. Il centrosoma e considerato |'organizzatore del
citoscheletro nella specificazione assonale e quindi Apaf1 influenza anche la maturazione neuro-
nale. Per questo studio sono stati utilizzati sia approcci in vitro che approcci in vivo. Nello speci-
fico sono stati usati topi Apaf-1-KO e cellule corticali primarie prelevate da questi topi a stadio
embrionale. Lo studio e I'identificazione di nuove molecole coinvolte nell’assogenesi contribui-
sce a comprendere le cause di anormalita neurologiche causate da condizioni di stress durante
lo sviluppo embrionale.

COLLABORAZIONI SCIENTIFICHE

- Universita degli Studi di Torino - Collaborazione con la Prof.ssa Paola Costelli, relativamente alla
generazione e analisi di modelli murini C26 di cachessia tumorale e al ruolo di P2X7 nella rigene-
razione muscolare.

- CNR-Roma-Collaborazione con la Dr.ssa Maria Teresa Ciotti, relativamente all messa in coltura
di neuroni corticali primari KO per Apaf1.

- Danish Cancer Society Research Center, Copenhagen - Collaborazione con la Dr.ssa Daniela De
Zio, relativamento allo studio del ruolo di Apaf1 nella maturazione assonale.

- Danish Cancer Society Research Center, Copenhagen - Collaborazione con il Dr. Giuseppe Fi-
lomeni, relativamente allo studio del ruolo della deficienza di S-nitrosoglutatione riduttasi nelle
disfunzioni neuro-muscolari e allo studio del ruolo di Apaf1 nella maturazione assonale.
-1SS-Roma- Collaborazione con il Prof. Walter Malorni, relativamente allo studio del ruolo dell’au-
tofagia e dell’apoptosi nella cachessia in seguito a trattamento con modulatori metabolici.

- Universita Magna Grecia, Catanzaro - Collaborazione con la Dr.ssa Natalia Malara, relativamente
allo studio delle cellule endoteliali circolanti nella cachessia.

- Charite, Berlino - Collaborazione con il Prof Wolfram Dohner, relativamente all” analisi di biopsie
muscolari umane di soggetti CHF cachettici.

- Castle Hill Hospital, Hull - Collaborazione con il Dr. Pierpaolo Pellicori, relativamente all’analisi
di biopsie muscolari umane di soggetti CHF cachettici.

- Universita’ Tor Vergata, Roma - Collaborazione con il Dr. Cesare Gargioli, relativamente all’ana-
lisi del ruolo dei modulatori del metabolismo nella messa a punto di muscoli artificiali.

- Universita Sapienza, Roma - Collaborazione con il Prof. Maurizio Muscaritoli, relativamente all’a-
nalisi di sieri umani di soggetti con cachessia tumorale e cachessia cardiogena.

- Universita’ La Sapienza, Roma - Collaborazione con il Prof. Antonio Musaro, relativamente all’a-
nalisi della forza di muscoli murini trattati con trimetazidina.
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FARMACOGENETICA

RAFFAELE PALMIROTTA

Il settore di Farmacogenetica Molecolare, afferente all’Area di Biomarker Discovery and Advan-
ced Technologies (BioDAT) dell'lRCCS San Raffaele Pisana, rappresenta una unita specialistica
dedicata ad analisi di Genetica e Biologia Molecolare. La principale attivita del laboratorio consi-
ste nella validazione di nuovi determinanti di outcome e di efficacia terapeutica, tramite I'identifi-
cazione di varianti di sequenza genica associabili ad un particolare decorso clinico della patologia
o a differenti risposte alla terapia farmacologica (farmacogenetica).

Il fondamentale obiettivo delle linee di ricerca del Laboratorio & rappresentato dalla realizzazione
di studi di associazione genetica caso-controllo e dall’identificazione di nuovi marcatori genetici
correlati ai meccanismi etio-patogenetici o a particolari aspetti clinici delle patologie croniche,
disabilitanti ed eta-correlate. Questi studi presentano il duplice scopo di mettere a punto trat-
tamenti farmacologici personalizzati (“targeted therapy”) e sviluppare misure preventive e/o di
sorveglianza clinica per evitare I'insorgenza della patologia nei soggetti a “rischio genetico”. Infi-
ne, l'aspetto piu innovativo del Laboratorio e legato alla realizzazione di studi di “nutrigenetica”,
finalizzati alla individuazione di quegli alimenti o integratori in grado di favorire la prevenzione
o la “terapia naturale” della patologia, in base al peculiare background genetico del paziente.
Grazie all’esteso campionamento avviato da diversi anni presso la Biobanca Interlstituzionale
Multidisciplinare (BioBIM) dell'lRCCS San Raffaele Pisana, € stato possibile collezionare campioni
appartenenti ad individui con caratteristiche cliniche e socio-demografiche dettagliate e docu-
mentate per i quali, oltre all’effetto dei fattori ambientali, si presuppone una particolare predispo-
sizione di tipo genetico/familiare alle suddette patologie. Il carattere multidisciplinare di questa
attivita ha inoltre consentito l'instaurarsi di diverse collaborazioni con numerosi enti di ricerca.
A partire dal 2008, infatti, tutti i pazienti emicranici afferenti al Centro Cefalee dell’ IRCCS San
Raffaele Pisana, sono stati sistematicamente reclutati con lo scopo di istituire una sezione della
BioBanca dedicata all’ emicrania, una patologia molto diffusa e considerata tra le piu invalidanti
a livello mondiale. Sono gia stati realizzati degli studi sulla correlazione tra polimorfismi dei geni
PRNP, ACE, SOD2, PGR, COMT e particolari aspetti fenotipici ed eziopatogenetici dell’emicrania.
In ambito oncologico, il laboratorio annovera molteplici collaborazioni con il gruppo dell” Unita
Medica Oncologica dell” Universita di Roma di “Tor Vergata”, con il quale sono stati portati avanti
studi procedurali, di suscettibilita farmacologica e di analisi mutazionale dei geni cKIT e PDGFRA
in pazienti affetti da tumore stromale gastrointestinale (GIST) e dei geni K-ras, BRAF e VEGF in
pazienti affetti da cancro colonrettale metastatico (mCRC). In collaborazione con il Dipartimento
di Medicina Molecolare dell’'Universita “Sapienza” di Roma sono stati realizzati degli studi di as-
sociazione tra lo stato mutazionale dei geni PRKCSH e PAI1 e l'instabilita dei microsatelliti in pa-
zienti affetti da carcinoma gastrico. Di recente, inoltre, il laboratorio ha partecipato ad uno studio
sul ruolo dell’analisi mutazionale dei geni EGFR, K-ras, BRAF, c-KIT e PDGFRA nella definizione di
terapie personalizzate in pazienti affetti da varie forme di cancro (Carcinoma non a piccole cellu-
le-NSCLC, GIST e mCRC), in collaborazione con il Dipartimento di Medicina Interna e Oncologia
Clinica dell'Universita “Aldo Moro” di Bari.

Attualmente & in corso una collaborazione con il Dipartimento di Scienze Cardiovascolari, Respi-
ratorie, Geriatriche, Anestesiologiche e Nefrologiche del “Policlinico Umberto I” di Roma, che
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ha gia prodotto importanti risultati sull’associazione tra polimorfismi dei geni KCNJ11, SCN5A e
NOS3, la patofisiologia delle disfuzioni coronariche microvascolari e la cardiopatia ischemica, e
sulla suscettibilita alla terapia in pazienti cardiologici in base allo specifico genotipo esibito dal
gene CYP2C19.

Ct

PATOLOGIE D. LIMONGI, S. PANELLA, R.

ANNA TERESA PALAMARA SGARBANTI

CRONICO-DEGENERATIVE

Il laboratorio ha come obiettivo principale quello di individuare e caratterizzare il ruolo di vari mi-
crorganismi nella patogenesi e nell’evoluzione di diverse patologie tipiche dell’anziano. Tra que-
ste sono considerate sia quelle di natura francamente infettiva (ad esempio, infezioni respiratorie
croniche), sia quelle cronico-degenerative (ad esempio, malattia di Alzheimer e di Parkinson) per
le quali & stato recentemente dimostrato il ruolo patogenetico di alcuni agenti infettivi.

Il razionale su cui si fondano gli studi portati avanti nel laboratorio si basa sulla osservazione se-
condo la quale la suscettibilita alle infezioni, cosi come la loro severita ed il loro esito, dipendono
da una molteplicita di fattori, tra i quali I'eta del paziente (che riveste una importanza fondamen-
tale). In particolare, & ormai accertato che nell’anziano si verifichi una aumentata produzione di
radicali liberi ed una riduzione delle difese antiossidanti che producono una sorta di “stress ossi-
dativo cronico”. Questo, unitamente a stress ambientali che si accumulano nel tempo, potrebbe
contribuire all’attivazione di uno stato inflammatorio, anch’esso cronico, che condiziona I'esito di
molte infezioni.

Attualmente il laboratorio &€ impegnato nel far luce sui meccanismi molecolari coinvolti nelle
alterazioni delle risposte immunitarie tipiche dell’eta avanzata e nel valutare |'efficacia di alcune
molecole capaci di ripristinare lo stato redox fisiologico in diversi organi e tessuti, al fine di indi-
viduare strategie terapeutiche di supporto adeguate all'eta del paziente.

Il laboratorio € impegnato anche nella individuazione dei meccanismi molecolari con i quali alcu-
ni virus, tra i quali il virus herpes simplex 1, possono svolgere un ruolo co-fattoriale nell'insorgen-
za della malattia di Alzheimer. Il disvelamento di tali meccanismi pud essere di grande rilevanza
nell'identificazione di nuove strategie per la prevenzione/terapia di una malattia neurodegene-
rativa cosi temibile.
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C*"®  Giugno 2014: Travel grant - International Society of Endocrinology, ICE-ENDO meeting, Chicago,
USA
ANTONELLA ANTELMI, Cr=d  Novembre 2014: Membro della Commissione Scientifica della SIAMS
ENDOCRINOLOGIA CAR- ANDREA ARMANI, ALES-
DIOVASCOLARE H RS SANDRA FERACO, CATE- [ S8 | COLLABORAZION|
<« RINA MAMMI, VINCENZO Che_mo France, Sevres, Franu_a (Ottobre 2014); . . o <
O MARZOLLA. c+=9  Jagiellonian Centre for Experimental Therapeutics, Cracovia, Polonia (Dicembre 2014). O
o o
LIJ Cm ) LLI
O O
o In linea con |'attivita di ricerca clinica, la ricerca preclinica traslazionale volta nel laboratorio di Ci= D (a'
—  Endocrinologia Cardiovascolare si occupa di studiare meccanismi fisiopatologici, metabolici e -
& molecolari in organi rilevanti ai fini della riabilitazione in malattie cardiovascolari/neurodegenera- Cil= > a
LLI  tive/polmonari e di validare strumenti farmacologici in supporto della funzionalita di tali organi. LLl
|6|:J In particolare, il laboratorio si occupa dell’organo adiposo, dell’endotelio, del muscolo scheletri- P Y IélﬁJ
co e della maturazione neuronale.
< Negli ultimi anni & emerso che il recettore mineralcorticoide (MR), noto per mediare gli effetti . <
dell’aldosterone sull’assorbimento renale del sodio, & espresso nel sistema cardiovascolare e a
livello dell’organo adiposo e svolge un ruolo chiave nella malattie cardiovascolari. Studi in vitro
e in vivo hanno dimostrato che |'attivazione dell'MR determina stress-ossidativo e infiammazione =
vascolare, fibrosi e rimodellamento. Studi clinici con antagonisti dell'MR hanno inoltre evidenzia-
to i benefici dell'utilizzo di queste molecole sulla patologia cardiovascolare. ca=d
Nel corso degli ultimi anni, sono stati chiariti diversi aspetti del ruolo di MR nell'infiammazione
endoteliale, nella funzione adipocitaria e nella sindrome metabolica. La ricaduta assistenziale & cCie )
immediata, in quanto il recettore & implicato direttamente nello sviluppo dell’obesita, dell'iper-
tensione e delle sindromi coronariche acute. La conoscenza dettagliata dei meccanismi fisiopa- Ci= D
tologici alla base della disfunzione del sistema mineralcorticoide & fondamentale nello sviluppo
di nuove strategie terapeutiche e riabilitative nell’'obesita, nell'ipertensione e nelle cardiopatie. Corled
Studi effettuati nel laboratorio hanno dimostrato che MR € espresso nell’endotelio e che I"attivazio-
ne di tale recettore porta ad una aumentata espressione della molecola di adesione intercellulare
1 (ICAM-1), nota per essere implicata nello sviluppo della lesione aterosclerotica. Da questi dati o
emerge |'idea che |'attivazione di MR e il conseguente aumento d’ espressione di ICAM-1 possano
avere un ruolo nello sviluppo dell’aterosclerosi. S B
Inoltre & stato valutato I'impatto di diverse terapie farmacologiche (inibitori delle fosfodiestera-
si, antagonisti del recettore mineralcorticoide, etc) e riabilitative (riabilitazione cardiovascolare) cCe D
su modelli cellulari disponibili in laboratorio, al fine di validare e chiarire I'eventuale efficacia sul
paziente. o
Il laboratorio ha inoltre pubblicato diverse revisioni sistematiche sui modelli cellulari di tessuto
adiposo disponibili attualmente per studiare i meccanismi fisiopatologici dell’'obesita. Cio e di P
fondamentale importanza per individuare nuovi bersagli terapeutici nella riabilitazione nelle di-
sfunzioni locomotorie e metaboliche riscontrate nel paziente obeso. P
PREMI E RICONOSCIMENTI
Gennaio 2014: Working Group Leader, Management Committee Member — COST (European o
Cooperation in Science and Technology) Action BM 1301 “Aldosterone and Mineralocorticoid
Receptor” Cor=2
Febbraio 2014: Abilitazione scientifica nazionale alle funzioni di professore di seconda fascia nel
settore concorsuale 06/D2 — Endocrinologia, Nefrologia e Scienza dell’Alimentazione e del Be- Cie D
nessere
Maggio 2014: First prize as Young Investigator at 2nd Meeting on New Trends in Cardiovascular Coal=d
Drug Therapy (Vincenzo Marzolla)
Giugno 2014: Travel Grant: ESH-ISH satellite: Putting the A back into RAAS (Vincenzo Marzolla) Y
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C. LANE ALVES, T. ARCAN-
GELI, E. DE SANTIS,

PATOLOGIA E. FOGLIO, F. LIMANA, E.

MOLECOLARE E
CELLULARE

MATTEO ANTONIO RUSSO

PONTEMEZZO,
G. PUDDIGHINU, S. SALADI-
NI, L. SANSONE, M. TAFANI

Il laboratorio si occupa dello studio del recupero di funzione in tessuti postmitotici dopo danno
subletale. In particolare lo studio riguarda l'individuazione di meccanismi molecolari che posso-
no essere modificati tramite intervento a livello cellulare al fine di impedire la morte della cellula
postmitotica quale neurone, cardiomiocita, ecc, favorendone il recupero di funzione.

Le proteine oggetto di studio, appartengono a due famiglie:

- La prima & quella della sirtuine, deacetilasi di classe Il la cui funzione & quella di modifi-
care post traduzionalmente le proteine modulandone la funzione. Le sirtuine sono infatti coin-
volte nella risposta metabolica, nell'invecchiamento, nei tumori, ecc... Quindi una loro maggiore
espressione o attivazione (per es. farmacologica) potrebbe facilitare la sopravvivenza o il recupe-
ro cellulare dopo danno (ischemia, ecc.).

- La seconda & quella delle proteine con dominio LIM anche note come proteine ricche in
cisteine (CSRP) che hanno una funzione strutturale importante per le cellule muscolari ma anche
di coattivatori o corepressori trascrizionali una volta traslocati nel nucleo. Alcuni membri di tali
proteine sono stati identificati come sensori di stimolo meccanico. Quindi una loro attivazione
dopo danno o durante il recupero sarebbe importante per garantire la sopravvivenza del miocita.
Infine & stata recentemente osservata una interazione tra le sirtuine e le CSRP, importante ai fini
della ricerca condotta dal laboratorio, per dimostrare un grande meccanismo comune che colle-
ga metabolismo e recupero di struttura e funzione cellulare.

c
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EPIDEMIOLOGIA

MOLECOLARE PATRIZIA RUSSO

A. DEL BUFALO, M. MILIC

Il laboratorio ha lavorato nel corso del 2014 sullo sviluppo di diversi ambiti di ricerca:

- Creazione e validazione di una Piattaforma per sviluppare e studiare modelli innovativi di
patologia umana non trasmissibili [BPCO, cancro (NSCLC) e malattie neurologiche geriatriche
(Alzheimer).

Negli ultimi decenni si & assistito a un incremento senza precedenti delle possibilita offerte dal-
le tecnologie “high throughput” in termini di qualita e quantita (oltre che ottimizzazione) della
“misura” molecolare e cellulare a livello, soprattutto, genomico e proteomico. Lo sviluppo, in
specifico, di tecnologie di analisi sempre piu sensibili e sofisticate (genetica, profili, funzionalita,
ecc.) richiede la disponibilita di materiale biologico raccolto e trattato secondo tecniche stan-
dardizzate sempre piu definite ed affidabili in accordo alle attuali procedure europee. Alla luce
di queste indicazioni viene realizzata una raccolta di campioni biologici (siero, plasma, linfociti)
umani provenienti da pazienti affetti da malattie non trasmissibili quali ad esmpio la Broncop-
neumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO), allo scopo di facilitare la traslazione delle informazioni
di biologia, in particolare di omica, alla pratica clinica, permettendo una rapida risposta a quesiti
sperimentali di potenziale valenza (terapia e/o diagnosi) garantendo la qualita e la quantita di
campioni utilizzabili per queste pratiche.

La piattaforma permette di ottimizzare e personalizzare le strategie terapeutiche riabilitative dei
pazienti. Vengono studiati metodi per l'individuazione di nuovi farmaci o terapie, marcatori pro-
gnostici e di risposta, e test tossicologici e funzionali.

- Monitoraggio e valutazione degli effetti della riabilitazione respiratoria: applicazione di un
approccio di System Medicine per I'implementazione di una piattaforma di informazioni cliniche,
epidemiologiche e campioni biologici relativi all’eziologia, alla patogenesi e al trattamento di
pazienti con insufficienza respiratoria.

La riabilitazione respiratoria consiste in un intervento globale e multidisciplinare basato sull’e-
videnza dei benefici sui pazienti in base a parametri di efficacia oggettivi e quantificabili, volto
a ridurre i sintomi, ottimizzare lo stato funzionale, aumentare la partecipazione e ridurre il con-
sumo di risorse sanitarie attraverso la stabilizzazione o il miglioramento della malattia. Evidenze
scientifiche dimostrano la capacita dei programmi di riabilitazione respiratoria di apportare effetti
benefici sulla dispnea e di migliorare il controllo di determinate patologie, come la Broncopneu-
mopatia Cronica Ostruttiva (BPCO).

Obiettivi principali della riabilitazione in questi pazienti sono la prevenzione delle complicanze in-
fettive e la riduzione dei tempi di degenza, favorendo quindi la transizione verso reparti a piu bas-
so livello assistenziale. | mezzi con cui si cerca di raggiungere cio sono i cambiamenti di postura,
le manovre di reclutamento alveolare, le tecniche di disostruzione bronchiale, |'allenamento dei
muscoli respiratori, il ricondizionamento allo sforzo, lo svezzamento dalla ventilazione meccanica.
Lo scopo della piattaforma riabilitativa consiste nell'implementare un database unico di informa-
zioni cliniche volto al monitoraggio delle attivita dei reparti. La grande disponibilita di dati con-
sente di indagare e migliorare le prestazioni cliniche incentrando I'attenzione sui benefici della
riabilitazione in termini di maggiore autonomia e maggiori capacita funzionali dei pazienti.

- Validazione di biomarcatori molecolari di danno cromosomico e di suscettibilita genetica
come predittori di malattia, di sopravvivenza e di efficacia nel trattamento riabilitativo.
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La misurazione del micronucleo (MN) frequenza nei linfociti del sangue periferico e nelle cellule
esfoliate &€ una tecnica ampiamente utilizzata in epidemiologia molecolare e citogenetica per
valutare la presenza e I'entita del danno cromosomico in popolazioni umane esposte ad agenti
genotossici o con un profilo genetico di suscettibilita. | MN si formano da frammenti di cromo-
soma o da cromosomi interi che non rimangono inclusi nei nuclei figli durante la divisione nucle-
are. La formazione di MN nelle cellule in divisione € il risultato di rotture cromosomiche dovute
a lesioni del DNA non riparate o mal riparate, o di una segregazione anomala dei cromosomi a
causa di un malfunzionamento mitotico. Tutti questi eventi possono provocare la formazione di
MN, un’alterata espressione dei geni o aneuploidia. Tali effetti sono associati al fenotipo di insta-
bilita cromosomica spesso osservato nel cancro (Bonassi et al., 2007). La maggior parte di queste
evidenze nascono dallo studio della formazione di MN nei linfociti, ma la stretta associazione tra
questo endpoint e lo stesso evento studiato in cellule esfoliate, permette di applicare gli stessi
modelli di entrambe le condizioni.

Lo studio viene condotto per valutare l'ipotesi che la frequenza di MN in cellule esfoliate della
mucosa buccale sia predittiva del rischio di cancro. Lipotesi in studio viene testata tramite la
conduzione di uno studio di coorte storico. Le definizione della coorte & ottenuta tramite I'avvio
di progetti collaborativi internazionali che permettono il raggiungimento delle dimensioni neces-
sarie.

- Caratterizzazione fenotipica dei deficit cognitivi e delle alterazioni metaboliche nei distur-
bi del neurosviluppo in eta evolutiva e confronti con le psicosi in eta adulta.

Le gravi psicosi sia dell’eta evolutiva (autismo) che di quella adulta (schizofrenia) presentano delle
sovrapposizioni fenomenologiche, sia a livello fenotipico (deficit cognitivo) che nei possibili mo-
delli fisiopatologici (deficit di connettivita neurale). Pertanto appare utile studiare entrambe le
patologie sia da un punto di vista genetico che da quello della ricerca di biomarcatori periferici,
al fine sia di effettuare una diagnosi sempre piu precoce sia di individuare nuovi bersagli terapeu-
tici. L'obiettivo & quello di indagare il contributo della configurazione genetica alla patogenesi
dell’autismo e della schizofrenia con particolare riferimento alle abilita cognitive e di individuare
possibili biomarcatori periferici sia nell’autismo che nella schizofrenia, utili sia per una diagnosi
precoce che per una personalizzazione del trattamento.

- Ricerca e validazione di indicatori in grado di migliorare la prescrizione farmacologica e
la qualita della presa in carico delle persone in eta geriatrica. Con il progressivo invecchiamento
della popolazione si assiste ad un cambiamento degli obiettivi delle cure mediche in eta geria-
trica. La valutazione della qualita delle cure e la misurazione di indicatori di sicurezza ed efficacia
& sempre piu riconosciuta fra gli strumenti prioritari di pianificazione sanitaria e ottimizzazione
assistenziale. L'attenzione crescente per questo approccio ha portato alla sperimentazione di vari
modelli organizzativi e alla ricerca di strumenti mirati ad ottenere cure adeguate per i pazienti in
eta geriatrica.

- Valutazione di biomarker di instabilita genetica, danno ossidativo e lesioni precoci in san-
gue, cellule esfoliate dalla mucosa boccale ed esalato bronchiale di lavoratori a rischio amianto.
Il progetto e incentrato sulla comparazione di una batteria di biomarcatori in personale addetto
alla bonifica di amianto, in soggetti non esposti ad amianto e in soggetti sottoposti a esposizione
intensa ad amianto nel passato.

Il disegno dello studio prevede di comparare una batteria di biomarcatori di instabilita genetica
(micronuclei), di danno ossidativo (addotti della malondialdeide al DNA, 8-idrossi-deossiguano-
sina, 8-isoprostano, leucotriene B4), e di lesioni precoci (mesotelina, PDGF, HGF, bFGF e VEGF)
in soggetti esposti ad amianto e controlli. Il progetto prevede inoltre di comparare i livelli dei
biomarcatori ottenuti nei linfociti con quelli rilevati nelle cellule esfoliate da mucosa boccale. Ve-
rificare la fattibilita dell’utilizzo di esalato bronchiale per I'analisi di 8-isoprostano, leucotriene B4
per rilevare |'esposizione ad amianto.

- Chemoprevenzione nei pazienti esposti all’asbesto. Nella versione originale di questo pro-
getto, presentato nel corso del 2009, il disegno di studio proposto prevedeva 'effettuazione di

C

106 ATTIVITA" SCIENTIFICA ¢

>

un trial randomizzato di fase llb finalizzato a confrontare la frequenza di micronuclei (MN) e di altri
endpoints secondari nei linfociti periferici del sangue di soggetti, precedentemente esposti ad
asbesto, in soggetti trattati con N-acetilcisteina (NAC) versus placebo. Vista la tipologia dei sog-
getti target per il trattamento chemiopreventivo - cioé lavoratori esposti ad asbesto in passato
- si & reso necessario valutare la persistenza dei danni di instabilita genetica e di tipo ossidativo
in situazioni in cui I'esposizione ad asbesto risaliva a molti anni addietro. In parallelo, I'effetto an-
tiossidante e di protezione dall'instabilita genetica della NAC — ampiamente dimostrato in caso
di esposizioni recenti — richiedeva una conferma sugli effetti di esposizioni pregresse. Anche la
capacita dei principali polimorfismi genetici interessati da questi meccanismi di modificare |'atti-
vita genotossica dell’asbesto era da testare in queste condizioni di esposizione. L'interesse per un
potenziale ruolo dei polimorfismi genetici tiene anche in considerazione la possibilita di identifi-
care, tramite questa informazione, sottogruppi di soggetti particolarmente suscettibili al danno
indotto da esposizione ad asbesto, o particolarmente sensibili all’effetto della NAC, da proporsi
quindi in modo elettivo per un trattamento chemiopreventivo con questo agente.
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NEUROBIOLOGIA

MOLECOLARE E ALESSIO CARDINALE DANIELA MERLO
CELLULARE

Le malattie da “protein misfolding”, o malattie conformazionali, rappresentano una classe di
patologie umane caratterizzate dall’accumulo di proteine con una struttura alterata che causa la
formazione di aggregati e/o conformeri proteici con potenzialita altamente citotossiche. Le ma-
lattie neurodegenerative costituiscono una sottoclasse di queste patologie in cui la formazione
e I'accumulo di queste specie proteiche causano la morte di specifiche popolazioni neuronali e
quindi scatenano il processo di neurodegenerazione. Il fattore di rischio per eccellenza delle ma-
lattie neurodegenerative e |'invecchiamento e poiché la vita media della popolazione mondiale
& aumentata considerevolmente, il numero di casi clinici di queste patologie sta raggiungendo
proporzioni elevate. L'esempio piu eclatante € quello della malattia di Alzheimer, che costituisce
la forma piu comune di demenza. Attualmente i meccanismi molecolari alla base della patoge-
nesi della malattia di Alzheimer, cosi come piu in generale del processo di neurodegenerazione
sono poco compresi. Inoltre, non sono ancora disponibili strategie terapeutiche efficaci per bloc-
care o quanto meno rallentare il decorso di questa terribile patologia, anche se negli ultimi anni
le immunoterapie si stanno dimostrando uno strumento potenzialmente efficace.

L'obiettivo principale del Laboratorio e lo studio dei meccanismi molecolari e cellulari alla base
delle patologie neurodegenerative, utilizzando modelli sperimentali in vitro ed in vivo. In partico-
lare, Iattivita di ricerca mira a:

1. Determinare il ruolo svolto dall’alterazione dei meccanismi di riparazione del DNA e della
funzionalita nucleolare nella patogenesi della malattia di Alzheimer e pit in generale nel proces-
so neurodegenerativo.

2. Individuare biomarcatori periferici della malattia di Alzheimer al fine di sviluppare nuovi
strumenti diagnostici precoci ed accurati cosi come di individuare eventuali bersagli terapeutici.
Ulteriore obiettivo del laboratorio € quello di applicare nuove strategie immunoterapeutiche
specifiche per la malattia di Alzheimer, basate sulla tecnologia degli anticorpi intracellulari.

Per il raggiungimento di tali obiettivi & adottato un approccio multidisciplinare, basato su tecni-
che di tipo molecolare, biochimico ed elettrofisiologico.
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- Centro Cardiologico Monzino: la collaborazione con questo IRCCS e’ nata in seguito all’ap-
provazione del progetto ministeriale Giovani Ricercatori dal titolo “Ruolo dello stato redox della
proteina HMGB1 nella rigenerazione del tessuto cardiaco e nell” attivita’ della cellula progenitrice
cardiaca”. Il laboratorio rappresenta una delle unita operative che si occupa prevalentemente
degli studi in vivo. In particolare, si utilizza un modello murino di infarto del miocardio indotto
mediante legatura della coronaria sinistra, tecnica utilizzata solo in pochi laboratori italiani.

- Istituto Dermopatico dell'lmmacolata (IDI): la collaborazione con questo IRCCS ¢ legata
al progetto ministeriale Giovani Ricercatori dal titolo “miRNAs del tessuto adiposo: legame tra
insulino resistenza nel diabete di tipo 2 e malattia vascolare”. Il laboratorio rappresenta una delle
unita operative che si occupa degli studi in vivo rappresentati dall'ischemia dell’arto inferiore
effettuata mediante rimozione dell’arteria femorale. Anche questa tecnica, non viene praticata in
molti laboratori italiani. Inoltre la collaborazione con il Laboratorio di Patologia Vascolare (Dr. M.
Capogrossi) dell'IDI consente la condivisione di alcuni strumenti quali: inclusore automatico di
campioni, strumenti necessari per I'inclusione dei pezzi in paraffina, microtomo.

- Policlinico Universitario “Agostino Gemelli”: la collaborazione con questo Policlinico ri-
guarda in particolare il Dipartimento di Scienze Cardiovascolari (Prof. F. Crea). Questa collabo-
razione non riguarda solo la ricerca, ma anche la ricerca clinica. In particolare, vi & la possibilita
di acquisire campioni (quali, ad esempio, biopsie di tessuto cardiaco) provenienti da pazienti
con diverse patologie cardiovascolari, nonché relativi dati funzionali, quali quelli ecocardiografici.
Inoltre e stata data la possibilita’ di effettuare studi su colture di cellule staminali cardiache ckit+,
sia murine che umane, difficilmente reperibili in altri laboratori.

- Ospedale San Filippo Neri: la collaborazione con questo Ospedale riguarda sia il Diparti-
mento Cardiovascolare (Cardiologia e Cardiochirurgia) che il Dipartimento di Anatomia Patolo-
gica. Tale collaborazione consente di ottenere prelievi ematici e biopsie provenienti da pazienti
affetti da diverse patologie cardiovascolari, quali I'infarto acuto del miocardio e lo scompenso
cardiaco.

- Eppley Institute for Cancer Research, University of Nebraska Medical Center, Omaha, NE,
USA (Prof. Pankaj S Singh): la collaborazione con questo centro di ricerche riguarda il gruppo del
Prof. Singh che si occupa dello studio metabolomico delle sirtuine e dei loro inibitori in cellule tu-
morali. Lo studio prevede di individuare le vie metaboliche principali che sono affette da una ini-
bizione delle sirtuine partendo da quelle mitocondriali e, in particolare, SIRT5. Successivamente
I'analisi verra estesa anche alle altre sirtuine. Inoltre tale collaborazione permettera di effettuare
studi anche su modelli animali con tumore del pancreas.
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- Policlinico Umberto | — La collaborazione con il Centro SLA del Policlinico Umberto | € sta-
ta avviata per il progetto di ricerca dal titolo: “I recettori dell’acetilcolina nel muscolo di pazienti
affetti da sclerosi laterale amiotrofica: un nuovo target nella patogenesi della malattia” che ha
fornito le biopsie muscolari dei pazienti con SLA e traumatizzati.

- University of California, Irvine - Neurobiology and Behavior Department - La collaborazio-
ne e stata avviata per il progetto di ricerca dal titolo: "I recettori dell’acetilcolina nel muscolo di
pazienti affetti da sclerosi laterale amiotrofica: un nuovo target nella patogenesi della malattia”
con il Prof. Ricardo Miledi per I'organizzazione e lo sviluppo di alcuni progetti scientifici del labo-
ratorio e con il Dr. Reyes-Ruiz che ha effettuato lo studio dei meccanismi molecolari.

- Universita di Amsterdam - Dipartimento di Neuropatologia — La collaborazione con |'uni-
versita di Amsterdam (Dr.ssa Aronica), che ha fornito i tessuti cerebrali umani epilettici e di con-
trollo, e legata ad un progetto riguardante lo studio di citochine nelle epilessie umane.

- Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri, Milano - Laboratorio di Neurologia Spe-
rimentale, Collaborazione con la Dott.ssa Annamaria Vezzani per |'organizzazione e lo sviluppo di
alcuni progetti scientifici del laboratorio.

- Universita “Sapienza” di Roma — Dipartimento di Sanita Pubblica e Malattie Infettive — La
collaborazione e relativa prevalentemente ai progetti di ricerca inerenti il “Ruolo dello stress ossi-
dativo legato all’ageing nell’aumentata severta delle infezioni respiratorie nell’anziano” e “Iden-
tificazione di biomarcatori diagnosticie e prognostici delle infezioni respiratorie nell’anziano”.

- Universita Cattolica di Roma - Istituto di Fisiologia Umana, collaborazione con il Prof. Clau-
dio Grassi, relativamente alla caratterizzazione del processamento mitocondriale APP indotto
dalle infezioni da HSV-1 nelle cellule nervose, mediante tecniche di immunofluorescenza confo-
cale.

- Universita degli studi di Roma, Tor Vergata — Dipartimento di Biologia, collaborazione con
la Prof. Maria Rosa Ciriolo, per la quantificazione di alcuni parametri dello stress ossidativo in-
dotto da HSV-1 nelle cellule neuronali e in modelli cellulari di senescenza che meglio possano
mimare le condizioni fisiologiche dell’anziano.

- Universita degli Studi di Urbino “Carlo Bo” - Dipartimento di Scienze Biomolecolari, colla-
borazione con il Prof. Mauro Magnani finalizzata a chiarire il ruolo dello stato redox intracellulare
nel modulare la risposta immunitaria durante l'infezione virale, in particolare durante l'invecchia-
mento, che & associato ad un incremento dell’'infezione e ad una diminuita e rallentata risposta
cellulare di tipo T.

- Universita degli Studi di Ferrara - Dipartimento di Medicina Sperimentale e Diagnostica,
collaborazione con il Prof. Roberto Manservigi finalizzata allo studio del ruolo di alcune specifiche
proteine virali nel processamento mitocondriale di APP indotto da HSV-1 nelle cellule neuronali.



- Istituto Superiore di Sanita — Dipartimento di malattie Infettive, Parassitarie e Immunome-
diate, collaborazione con il Dott. Andrea Savarino finalizzata a definire il ruolo dello stato redox
intracellulare nel ciclo replicativo virale all'interno di varie sottopopolazioni linfo-monocitarie iso-
late da sangue umano.

- Istituto Superiore di Sanita - Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, collabo-
razione con le Dottoresse Daniela Merlo e Francesca Cirulli, relativamente allo studio dei mec-
canismi molecolari e cellulari alla base del danno neuronale nelle patologie neurologiche e neu-
rodegenerative e, in particolare, allo studio del ruolo delle proteine coinvolte nella riparazione
del DNA nelle malattie neurodegenerative. Inoltre in collaborazione con I'lSS verranno condotti
esperimenti volti a valutare in vivo, a livello comportamentale, gli effetti immunoterapeutici degli
anticorpi intracellulari anti-A B 1-42 oligomerica in un modello murino di AD.

- Universita degli studi di Roma, Tor Vergata — Dipartimento di Medicina dei Sistemi, colla-
borazione con i Dottori Silvia Biocca, Giovanna D’Arcangelo, Virginia Tancredi, Cristiano Zona,
per lo studio: (i) delle proprieta elettrofisiologiche di neuroni sovraesprimenti il miR-34; (ii) della
malattia di Niemann-Pick di tipo C ed in particolare gli effetti del Miglustat, unico farmaco attual-
mente disponibile per il trattamento dei pazienti, sulla plasticita sinaptica in termini di ripristino
delle condizioni di induzione/mantenimento della LTP; (i) degli effetti immunoterapeutici degli
anticorpi intracellulari anti-A p 1-42 oligomerica sulla plasticita sinaptica in un modello murino di
AD.

- “Sapienza” Universita di Roma — Dipartimento di Sanita Pubblica e Malattie Infettive — col-
laborazione con le Prof.ssa Anna Teresa Palamara e la Dr.ssa Giovanna De Chiara, per lo studio
del ruolo svolto dalle infezioni del virus Herpes Simplex di tipo 1 (HSV-1) nella compromissione
dei meccanismi di riparazione del DNA nei neuroni.

- Consiglio Nazionale delle Ricerche (CNR), Istituto di Farmacologia Traslazionale — colla-
borazione sullo studio degli effetti di variazione dell’espressione del miR-34a, mediata da vi-
rus adenoassociati ricombinanti, come strategia terapeutica per l'invecchiamento e le patologie
neurodegenerative.

- Arizona State University, Tempe, USA- Department of Chemical Engineering — in collabo-
razione con il Prof. Michael Richard Sierks si stanno generando nuovi anticorpi intracellulari diretti
contro diverse isoforme conformazionali del peptide B -amiloide, il principale candidato nella
patogenesi della malattia di Alzheimer.

- Columbia University, New York, USA — Department of Pathology and Cell Biology (Taub
Institute for Research on Alzheimer's Disease and the Aging Brain) — collaborazione con il Prof.
Ottavio Arancio I'Universita di “Tor Vergata” per lo sviluppo di nuove opzioni immunoterapeu-
tiche contro la malattia di Alzheimer attraverso la combinazione dell’approccio degli anticorpi
intracellulari con i sistemi di “delivery” intranasale. L'obiettivo & quello di indirizzare nel cervello
anticorpi ricombinanti specifici per uno dei principali recettori dell” A B 1-42 oligomerica, il prio-
ne, e prevenire gli effetti neurotossici e sinaptotossici associati all'interazione A B/prione.

- Imperial College London, UK - Department of Life Sciences — Collaborazione con il Pro-
fessore William Wisden per la generazione di modelli animali transgenici ed in particolare lo
sviluppo di modelli preclinici innovativi per l'identificazione e la validazione di potenziali target
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terapeutici da perseguire in trial clinici.

- University of Heidelberg, Germany — Department of Neurobiology — Collaborazione con il
Professore Hilmar Bading per mettere a punto |'utilizzo di virus adenoassociati ricombinanti che
rappresentano un potente sistema per il trasferimento di geni nel cervello al fine di curare le ma-
lattie neurologiche e studiare le funzioni del SNC.

- Centre de recherche des Cordeliers, Parigi, Francia — Collaborazione interistituzionale con
il Dr. Frederic Jaisser per il progetto dal titolo: “Cross-talk between adipose tissue and myocar-
dium: role of Mineralocorticoid Receptor on adipose secretome in the pathogenesis of cardiova-
scular disease”

- Paola Costelli, Universita’ degli Studi di Torino

- Maria Teresa Ciotti, CNR Roma

- Daniela De Zio, Danish Cancer Society Research Center, Copenhagen
- Giuseppe Filomeni, Danish Cancer Society Research Center, Copenhagen
- Walter Malorni, ISS, Roma

- Natalia Malara, Universita’ Magna Grecia, Catanzaro

- Wolfram Dohner, Charite, Berlin

- Pierpaolo Pellicori, Castle Hill Hospital, Hull

- Cesare Gargioli, Universita’ Tor Vergata, Roma

- Maurizio Muscaritoli, Universita’ La Sapienza, Roma

- Antonio Musaro’, Universita’ La Sapienza, Roma
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- Istituto Superiore di Sanita, Roma, Italia, Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscien- Cr=Dd
ze: D. Merlo, F. Cirulli - per lo studio dei meccanismi molecolari e cellulari alla base del danno
neuronale nelle patologie neurologiche e neurodegenerative ed in particolare lo studio del ruolo i
delle proteine coinvolte nella riparazione del DNA nelle malattie neurodegenerative. Inoltre, in
collaborazione con I'lISS vengono condotti esperimenti volti a valutare in vivo, a livello comporta- 0ot
mentale, gli effetti immunoterapeutici degli anticorpi intracellulari anti-A p 1-42 oligomerica in un
modello murino di AD.
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- Universita Tor Vergata, Roma, Italia, Dipartimento di Medicina dei sistemi: V. Tancredi, G.
D'Arcangelo; C. Zona; S. Biocca — per lo studio di: (i) le proprieta elettrofisiologiche di neuroni i
sovraesprimenti il miR-34; (i) la malattia di Niemann-Pick di tipo C ed in particolare gli effetti del
Miglustat, unico farmaco attualmente disponibile per il trattamento dei pazienti, sulla plasticita si- N
naptica in termini di ripristino delle condizioni di induzione/mantenimento della LTP; (ii) gli effetti
immunoterapeutici degli anticorpi intracellulari anti-A B 1-42 oligomerica sulla plasticita sinaptica Cu=D
in un modello murino di AD.
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- “Sapienza” Universita di Roma, Italia, Dipartimento di Scienze di Sanita Pubblica: AT Pala-
mara, G. De Chiara — per lo studio del ruolo svolto dalle infezioni del virus Herpes Simplex di tipo T e
1 (HSV-1) nella compromissione dei meccanismi di riparazione del DNA nei neuroni.

- CNR, Istituto di Farmacologia Traslazionale: C. Mollinari - per lo studio degli effetti di varia- i I
zione dell’espressione del miR-34a, mediata da virus adenoassociati ricombinanti, come strategia
terapeutica per l'invecchiamento e le patologie neurodegenerative. o T
- Department of Life Sciences, Imperial College London, UK: W. Wisden - per la generazio- Con=d
ne di modelli animali transgenici ed in particolare lo sviluppo di modelli preclinici innovativi per
I'identificazione e la validazione di potenziali target terapeutici da perseguire in trial clinici. Cie D

- Department of Neurobiology, University of Heidelberg, Germany: H. Bading - per mettere Cre D
a punto I'utilizzo di virus adenoassociati ricombinanti che rappresentano un potente sistema per

il trasferimento di geni nel cervello al fine di curare le malattie neurologiche e studiare le funzioni Coated
del SNC.

- Department of Chemical Engineering, Arizona State University, Tempe, USA: M. Sierks — o
per la generazione di nuovi anticorpi intracellulari diretti contro diverse isoforme conformazionali

del peptide B -amiloide, il principale candidato nella patogenesi della malattia di Alzheimer. o

- Columbia University, Dept. Pathology & Cell Biology and Taub Institute New York, USA: O. Cru=D

Arancio — per lo sviluppo di nuove opzioni immunoterapeutiche contro la malattia di Alzheimer ‘
attraverso la combinazione dell’approccio degli anticorpi intracellulari con i sistemi di “delivery” Cee D
intranasale. L'obiettivo € quello di indirizzare nel cervello anticorpi ricombinanti specifici per uno
dei principali recettori dell” AlI1-42 oligomerica, il prione, e prevenire gli effetti neurotossici e o
sinaptotossici associati all'interazione A 3 /prione.
Cu=D
Cu=D
Cu=D
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L'attivita della ricerca corrente dell'IRCCS San Raffaele Pisana € organizzata secondo le seguenti
linee di ricerca:

- Determinanti cellulari, molecolari e genetici della risposta riabilitativa in modelli riproducenti le
malattie neurodegenerative e cerebrovascolari e nel dolore cronico.

- Studio clinico dell’efficacia dell’esercizio fisico e/o dei presidi farmacologici e nutrizionali nel
recupero funzionale delle malattie neurodegenerative e del dolore cronico.

- Identificazione delle variabili genetiche e molecolari che condizionano la risposta riabilitativa in
pazienti affetti da morbo di Parkinson, malattia di Alzheimer, malattie cerebrovascolari e nel con
dolore cronico.

- Malattie vascolari croniche che implicano un deficit funzionale.

- Determinanti cellulari, molecolari e genetici della risposta riabilitativa al training fisico in modelli
riproducenti le patologie cronico-degenerative dell’apparato cardiovascolare e respiratorio.

- Studio clinico dell’efficacia della riabilitazione e/o dei presidi farmacologici e nutrizionali nel
recupero funzionale delle malattie cronico-degenerative dell’apparato cardiovascolare e respi-
ratorio.

- Studio delle malattie cronico-degenerative dell’apparato cardiovascolare e respiratorio come
fattore di comorbilita che condiziona la risposta al trattamento riabilitativo in popolazioni fragili.

- Definizione di un framework della complessita per un approccio di systems medicine per la re-
alizzazione di integrated care per le persone in riabilitazione al fine di realizzare una piattaforma
per patologie croniche ad alta complessita.

- Sviluppo di tecniche avanzate di neuroimaging per il monitoraggio della risposta e la predizione
dell’'outcome in pazienti con patologie neurologiche e cardiovascolari sottoposti a trattamento
riabilitativo.

- Ripristino della funzionalita sensoriale o motoria attraverso lo sviluppo di nuove tecnologie per
il miglioramento dei servizi di monitoraggio e dell’ambiente dei pazienti.

- Studio dei determinanti cellulari, molecolari e genetici delle disabilita pediatriche per un inter-
vento terapeutico mirato.

- Studio qualitativo e quantitativo del cammino e dei movimenti in bambini con disabilita.

- Studio degli aspetti clinici, gestionali e riabilitativi che condizionano lo sviluppo del linguaggio
e dell’apprendimento.

- Determinanti della qualita della vita del bambino con disabilita e della sua famiglia.
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- Studi epidemiologici sugli effetti della riabilitazione in specifiche popolazioni di pazienti affetti
da patologie a prognosi severa.

- Formazione del paziente, del caregiver, del personale medico e del medico di medicina gene-
rale per la gestione del paziente disabile in riabilitazione.

- Valutazione dell’outcome riabilitativo attraverso |'impiego di tecniche radiologiche, morfologi-
che e funzionali.

- Utilizzazione di sistemi telemedicali e di nuove tecnologie ICT per garantire la continuita assi-
stenziale nel territorio in pazienti con patologie croniche ed altamente invalidanti

- Attuazione del Governo Clinico della riabilitazione attraverso lo sviluppo di metodologie di ve-
rifica e di sistemi di monitoraggio dell’outcome e della qualita della vita.
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Lol Nella maggior parte dei pazienti affetti da malattia di Parkinson si osserva un lento e inesorabile
decadimento delle funzioni motorie dell’arto inferiore; pertanto la riabilitazione dell’arto inferiore

Coaled e del cammino in generale, associata ad una terapia farmacologica & un obiettivo fondamentale,
ma spesso insoddisfatto, del trattamento. Il recupero di funzione nelle malattie neurologiche si

I & dimostrato avvenire, grazie a fenomeni di plasticita neuronale che modificano la connettivita
e 'attivita non solo delle aree interessate dalla patologia in oggetto, ma anche di aree poste a
distanza da essa, quali, ad esempio, aree motorie. Mentre la levodopa e gli altri farmaci anti par-

Cmd . N . . . . . Ce . . A .
kinsoniani risultano efficaci nel ridurre i sintomi motori tipici della malattia, alcuni disturbi della
deambulazione persistono nonostante il trattamento farmacologico sia “ottimale”. In particolare,

S il fenomeno del freezing, definito come brusca e repentina incapacita di iniziare movimenti volon-
tari, in particolare il cammino. Questo fenomeno puo verificarsi all'inizio o nel corso della marcia,

LoD nell’attraversare passaggi stretti o nei cambiamenti di direzione (esitazione a svoltare). Questo
stato transitorio di completa immobilita si protrae solo da pochi secondi a pochi minuti, pué ma-

Cre D nifestarsi sia in periodi “on”, sia "off”, con frequenza occasionale o ripetuta durante la giornata e
rappresenta un importante fattore di rischio cadute.

ol  Lobiettivo di questo studio € analizzare I'efficacia in termini di recupero funzionale del cammino
in soggetti affetti da Malattia di Parkinson che effettuano un trattamento riabilitativo robotico e

taled di confrontarli con un gruppo che effettua un trattamento riabilitativo mediante treadmill. La scel-
ta del gruppo di controllo che effettua il trattamento con il treadmill € secondaria alle evidenze

. scientifiche fino ad ora prodotte dove & stata dimostrata |'efficacia del trattamento riabilitativo

con il treadmill.

Sono stati arruolati 30 pazienti ricoverati nel reparto di Riabilitazione Neuromotoria (art. 56), Day
o Hospital, o in regime ambulatoriale (ex art 26) con malattia di Parkinson diagnosticata sulla base
della storia clinica, dell’esame obiettivo e confermato secondo i protocolli internazionali della
Cie D diagnosi delle malattia di Parkinson.

| criteri di esclusione prevedevano:

C e - Una precedente altra malattia neurologica o ortopedica nota in anamnesi;

- Manifestazione nella storia clinica prossima o remota del paziente (in trattamento farma-
cologico o non) di crisi epilettiche;

o - Demenza o storia di depressione endogena o disordini psichiatrici severi;
i - Donne in gravidanza e/o in allattamento.
| pazienti arruolati nello studio mostravano evidenza clinica di deficit motorio di un arto inferiore.
s Tutti i soggetti sono stati sottoposti a visita di screening per verificare |'eleggibilita allo studio e se
| 5%

eleggibili, sono stati arruolati e sottoposti a randomizzazione computerizzata per |'assegnazione
ad un braccio dello studio.

Cred a) Gruppo GEO (TG): Ad ogni seduta giornaliera di riabilitazione per |'arto inferiore il pazien-
te ha effettuato un trattamento di 45 minuti sul robot con scarico di peso tra il 30 e il 20%, con
Cre D una velocita minima uguale a quella valutata a TO e che e stato incrementato durante |'esercizio
e con il passare dei giorni.

oy e b) Gruppo TREADMILL (TT): Ad ogni seduta giornaliera di riabilitazione per |'arto inferiore il
paziente ha effettuato un trattamento di 45 minuti sul treadmill ove possibile con scarico di peso

caked tra il 30 e il 20%, con una velocita minima uguale a quella valutata a TO e che € stata incrementata
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durante |'esercizio e con il passare dei giorni.

Sono state effettuate valutazioni pre-trattamento (base-line) (TO) post-trattamento alla fine delle
20 sedute (T1). Durante queste valutazioni sono state somministrate le seguenti scale cliniche:

- Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS)

- Hoehn and Yahr

- PSP Rating Scale and Staging System

- Freezing of gait questionnaires

- Timed up and go test

- The six minute walking test (6MWT)

- Ten meter walk test (TMWT)

- Functional Ambulation Classification (FAC)

- Walking Handicap Scale (Perry e Garrett)

- Gait Analysis

- The Parkinson'’s Disease Questionnaire (PDQ-39)

Tutti i pazienti hanno eseguito un ciclo di trattamenti riabilitativi (siano essi standard o sperimen-
tali) della durata di 20 sedute.

Nessuna differenza statisticamente significativa e stata trovata a TO tra il gruppo del treadmill e il
gruppo del robot.

L'analisi dei dati dei soggetti che hanno eseguito un trattamento riabilitativo al robot mediante
il Wilcoxon mached-pairs signed rank test mostra per la scala UPDRS una significativita statistica
per I'UPDRS parte 1 con una p pari a 0.0039, una significativita statistica per la UPDRS parte 2 e
parte 3 con una p pari a 0.0020, una significativita statistica per la UPDRS parte 5 con una p pari a
0.0078. L'analisi della FOG e del 6 minuti walking test mediante il Wilcoxon mached-pairs signed
rank test mostra una significativita statistica una p pari a 0.0020. L'analisi della BORG mediante
il Wilcoxon mached-pairs signed rank test mostra una significativita statistica con una p pari a
0.0039. Infine I'analisi della PDQ39 mediante il Wilcoxon mached-pairs signed rank test mostra
una significativita statistica con una p pari a 0.0020. Gli altri test TUG, FAC e WHS non mostrano
significativita statistiche.

L'analisi dei dati dei soggetti che hanno eseguito un trattamento riabilitativo al treadmill mediante
il Wilcoxon mached-pairs signed rank test mostra per la scala UPDRS una significativita statistica
per I'UPDRS parte 2 con una p pari a 0.0039. L'analisi del TUG mediante il Wilcoxon mached-pairs
signed rank test mostra una significativita statistica con una p pari a 0.0158.Infine I'analisi della
PDQ39 mediante il Wilcoxon matched-pairs signed rank test mostra una significativita statistica
con una p pari a 0.0234. Gli altri test non mostrano significativita statistiche. | risultati di tutti i test
clinici sono riportati nella tabella sottostante.

C
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Le persone con malattia di Parkinson soffrono di una progressiva perdita nel controllo posturale.
Nella letteratura, vari lavori documentano il controllo posturale durante il cammino con I'elabo-
razione del segnale Centro di Pressione (CoP) nel dominio del tempo e della frequenza, che offre
una serie di caratteristiche peculiari, che descrivono il controllo posturale e il relativo rischio di
cadute nelle persone con malattia di Parkinson.

Le correzioni continue e consapevoli fatte da persone con malattia di Parkinson per mantenere la
postura verticale dovrebbero cambiare la natura automatica del controllo posturale, rendendo i
soggetti consapevoli del rischio di cadute a causa dei segnali afferenti ed efferenti.

Negli ultimi anni sono stati condotti numerosi studi per esplorare la complessita delle traiettorie
COP durante stazione eretta, offrendo una misura in materia di automatismo del controllo: in
questo studio e stato analizzato il controllo posturale dei partecipanti con malattia di Parkinson
usando |'analisi dell’entropia in soggetti che hanno effettuato un trattamento riabilitativo robo-
tico.

Sono stati arruolati 10 soggetti con malattia di Parkinson (PD) e 10 partecipanti sani come gruppo
di controllo (CG). Criteri di esclusione per il CG, sono: storia di disturbi cardiovascolari, neurologi-
ci o muscolo-scheletrici. L'acquisizione dei dati posturali del gruppo patologico é stata eseguita
presso IRCCS San Raffaele Pisana di Roma, mentre il gruppo di controllo & stato arruolato presso
il Politecnico di Milano.

| criteri d'inclusione sono: diagnosi di malattia di Parkinson idiopatica, basata sui criteri della
Brain Bank (UK), in assenza di altri deficit neurologici significativi o di patologie ortopediche; eta
compresa tra i 30 e gli 75 anni; dose stabile di farmaco per le ultime due settimane prima dell’i-
nizio dello studio; capacita di camminare per 25 piedi senza assistenza o con minima assistenza;
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resistenza sufficiente a mantenere la posizione eretta per 20 minuti senza assistenza. i

Ogni paziente, che rispondeva ai criteri d'inclusione elencati e che ha firmato il consenso infor-

mato dichiarando di voler aderire allo studio, ha ricevuto un trattamento robotico, utilizzando il Cr=2d

dispositivo G-EO System. Esso prevedeva la deambulazione robot-assistita a velocita variabile

per 40 minuti, con un parziale sgravio del peso corporeo. Tutti i partecipanti hanno iniziato con Cr= D

uno sgravio pari al 30-40% del peso corporeo, per poi diminuire progressivamente fino al 15-20%.

La velocita impostata inizialmente era superiore rispetto a quella rilevata nell’analisi del cammino Cie D

(velocita media) ed e stata aumentata gradualmente in base alla risposta del paziente durante le

varie sessioni. |l trattamento prevedeva 20 sedute robot-assistite per gli arti inferiori, della durata . Y

di 40 minuti, eseguite 5 volte alla settimana per 4 settimane.

Il protocollo di valutazione e stato effettuato su tutti i soggetti all’inizio del trattamento (TO) e alla

. Ci= )

fine del trattamento (T1).

Sono stati effettuati 2 test stabilometrici a TO e T1 dove |'oscillazione posturale & stata misurata

per 30/60 secondi, mentre i partecipanti stavano su una piattaforma di forza (Kistler, CH; frequen- Ca=d

za di acquisizione: 500 Hz) integrato con un sistema video (BTS, IT). Essi sono stati invitati a tenere

le braccia tese lungo i fianchi e a concentrarsi su un punto di riferimento visivo fisso 1,5 m di fronte Ci=D

aloro alla singola linea di visione. Sono state testate due condizioni sperimentali: con occhi aperti

(EO) e con gli occhi chiusi (CE). Le aquisizioni della piattaforma di forza hanno permesso di cal- e ]

colare la serie storica COP in direzione AP (COPAP) e la direzione di ML (COPML). Lintervallo dei

primi 10 secondi e stato scartato per evitare la fase di transizione raggiungere lo stato stazionario Coe D

posturale (Galli et al. 2008). | risultati della piattaforma sono stati elaborati per calcolare parame-

tri quantitativi nel tempo e nel dominio della frequenza e inoltre & stato utilizzato I'algoritmo di o

analisi di entropia.

Tutti i parametri precedentemente definiti sono stati calcolati per ogni partecipante. Il Mann-Whi- .

tney U-test e stato utilizzato per confrontare i controlli normali e patologici partecipanti. In cia-

scun gruppo sono stati confrontati condizioni EO e CE utilizzando il test di Wilcoxon per rilevare

differenze significative. Una differenza statisticamente significativa & stata accettata quando p O

<0.05.

Come riportato nella Figura il robot non modifica il controllo posturale ne I'entropia del sistema Ca=3

ad occhi chiusi ed occhi aperti nei soggetti con Malattia di Parkinson, né rispetto ai soggetti nor-

mali. Il riapprendimento motorio e posturale dopo riabilitazione robotica non influisce sui con- Cie D

trolli cerebrali corticali. Nuove strategie riabilitative devono dunque essere applicate in questo

ambito. o
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| neuroni specchio sono una classe di neuroni che si attivano quando si osserva un'azione finaliz-
zata (bere un bicchiere d'acqua, rispondere al telefono, vestirsi, camminare) compiuta da un altro
soggetto. | primi studi su questa classe di neuroni sono stati eseguiti sugli animali. Nell'essere
umano questi neuroni oltre ad essere localizzati in aree motorie e premotorie, si trovano anche
nell’'area di Broca e nella corteccia parietale inferiore. Il sistema umano dei neuroni specchio, a
differenza di altre specie animali, codifica atti motori transitivi e intransitivi; & cioé capace di codi-
ficare sia il tipo di azione che la sequenza dei movimenti da cui essa & composta. Nell'uomo non
& necessaria una effettiva interazione con gli oggetti: i suoi neuroni-specchio si attivano anche
quando |'azione & semplicemente mimata. Anche se il loro ruolo primario rimane quello di com-
prendere le azioni altrui, il contesto umano € evidentemente piu complesso. Il gruppo di ricerca
ha pubblicato due studi clinici che utilizzando la stimolazione dei neuroni mirror in soggetti af-
fetti da ictus sia cronico che acuto, hanno dimostrato un recupero funzionale della destrezza nei
soggetti che effettuavano il trattamento sperimentale rispetto al gruppo di controllo. La ricerca si
prefigge di utilizzare un core-set di video specificamente creati per i soggetti affetti da malattia di
parkinson (MP) che possano migliorare le performance del cammino e dell’arto superiore.

Si tratta di uno studio longitudinale randomizzato e controllato (RCT).

L'obiettivo principale di questo studio consiste nel valutare |'efficacia di un trattamento riabilita-
tivo mediante la stimolazione di neuroni mirror somministrati sia dal vivo (attori) che mediante
video in soggetti affetti da MP e con limitazioni funzionali del cammino (freezing) e dell’arto su-
periore (bradicinesia).

Il secondo obiettivo consiste nel valutare se |'osservazione finalizzata di azioni (Action Observa-
tion), aggiunta ad un programma di riabilitazione specifico (imitazione delle azioni che finalizzano
strategie per freezing e per la velocizzazione di atti motori dell’arto superiore) possano rappre-
sentare un alternativo approccio riabilitativo.

L'ultimo obiettivo consiste nel valutare se il miglioramento delle performance delle attivita di
questi soggetti possa influire sulle varie attivita di vita quotidiana e di conseguenza sulla qualita
della vita.

Nella fase preliminare dello studio, sono stati inclusi soggetti con malattia di Parkinson e disturbi
dell’andatura per la scelta delle azioni e dei video da utilizzare. | soggetti sono stati sottoposti ad
un programma riabilitativo tramite stimolazione dei neuroni mirror e ripetizione del gesto funzio-
nale per circa 45 minuti, 5 volte alla settimana per 4 settimane.

Dall’analisi dei risultati ottenuti sono stati scelti i video migliori che hanno dato risultati migliori
in termini di tipo di gesto funzionale, miglioramento delle performance e gradimento da parte
dei pazienti. Sono stati testati inoltre i protocolli di valutazione proposti per verificare la fattibilita
della valutazione e del trattamento. Al termine di questa analisi preliminare sono stati selezionati
i primi pazienti che sono entrati nello studio randomizzato.

Tutti i pazienti arruolati nello studio beneficiano di un ciclo di trattamenti riabilitativi (siano essi
standard o sperimentali) della durata di 20 sedute, potenzialmente in grado di migliorare la per-
formance motoria del paziente, ma sicuramente in grado di prevenire tutte le complicanze con-
nesse ad un ridotto utilizzo dell’arto inferiore e supriore oggetto della sperimentazioni.

Ci si attende che la stimolazione dei neuroni mirror possa risultare efficace in un recupero funzio-
nale statisticamente significativo nei soggetti con Malattia di Parkinson e che |'effetto sia mante-
nuto al follow-up.

Tutti i gruppi effettuano un trattamento uguale per durata e per numero di sedute.

Le performance motorie dell’arto superiore e del cammino associate al recupero vengono inol-
tre analizzate tramite metodica di motion analysis e analisi del cammino mediante Gait Analysis,
somministrata all'inizio e alla fine del trattamento riabilitativo e tramite somministrazione di scale

C
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cliniche specifiche del recupero del cammino per i pazienti con malattia di Parkinson.
Sono stati arruolati 45 pazienti ricoverati nel Reparto di NeuroRiabilitazione (art. 56), Day Hospital
o ambulatoriale (ex art 26) che abbiano manifestato malattia di Parkinson.

Criteri di inclusione:

- Diagnosi di Malattia Parkinson;

- Eta compresa tra 18 e 80 anni;

- Consenso informato scritto.

Criteri di esclusione:

- Una precedente altra malattia neurologica o ortopedica nota in anamnesi;

- Manifestazione nella storia clinica prossima o remota del paziente (in trattamento farmacologico
o non) di crisi epilettiche.

- Demenza o storia di depressione endogena o disordini psichiatrici severi.

- Donne in gravidanza e/o in allattamento

Lo studio prevede che i pazienti vengano sottoposti a:

- visita di screening per verificare |'eleggibilita allo studio;

- se eleggibile, randomizzazione computerizzata per |'assegnazione di ciascun paziente ad un
braccio dello studio;

- valutazione pre-trattamento (base-line) (TO) e post-trattamento alla fine delle 20 sedute (T1) e
follow up a 2/3 mesi (T2);

- Somministrazione di analisi Video-optocinematica del cammino (Gait Analysis) e dell’arto supe-
riore.

Vengono somministrati i seguenti strumenti: Unified Parkinsons’ Disease Rating Scale (UPDRS);
Box and Block test; Hoehn andYahr; Freezing of Gait Questionnaires; Timed Up and Go Test; The
Six-Minute Walking Test; Ten Meter Walking Test (TMWT); Functional Ambulation Classification
(FAC); Walking Handicap Scale (Perry e Garrett); Gait Analysis; The Parkinsons’s Disease Que-
stionnaire (PDQ-39).

Il trattamento riabilitativo secondo quanto previsto dai 2 diversi bracci sperimentali ha una durata
di 20 sedute.

| pazienti risultati eleggibili alla visita di screening vengono randomizzati a:

- gruppo A Neuroni Mirror Video (NMV) (15 pazienti)

- gruppo B Neuroni Mirror attori (NMA) (14 pazienti)

- gruppo C Terapia Occupazionale e Fisiochinesiterapia.

La randomizzazione & effettuata tramite un software specifico, garantendo la privacy dei pazienti.



| sintomi autonomici cranici unilaterali (UAs) quali la lacrimazione, l'iniezione congiuntivale, I'ede-
ma palpebrale, la congestione nasale e la rinorrea sono frequenti negli emicranici essendo stati
descritti in circa 1 paziente su 2 (45.8%) nella popolazione afferente ad un centro cefalee di terzo
livello ed in piu di 1 emicranico su 4 (26.9%) in studi di popolazione. Gli UAs sono conseguenza
dell’attivazione del sistema parasimpatico cranico. L'aumento contemporaneo di peptide gene-
ticamente correlato alla calcitonina (CGRP) e di peptide intestinale vasoattivo (VIP) nel sangue
della vena giugulare esterna ipsilaterale al dolore durante gli attacchi di emicrania suggeriscono
infatti I'attivazione di un riflesso trigemino-parasimpatico. L'attivazione parasimpatica potrebbe,
dunque, provocare la lacrimazione, I'iniezione congiuntivale, la rinorrea e |'ostruzione nasale che
compaiono durante I'attacco. Sebbene nella pratica clinica non & infrequente ritrovare sogget-
ti emicranici che presentano UAs, finora pochi studi sistematici sono stati condotti a riguardo.
Obiettivo di questo studio &, dunque, valutare la prevalenza di UAs negli emicranici ed identifi-
care le caratteristiche cliniche di tale popolazione.

A tutti pazienti partecipanti allo studio & stato richiesto di firmare un Consenso Informato. E’ sta-
ta somministrata un’intervista semistrutturata per la raccolta dei dati clinici delle caratteristiche
diagnostiche dell’emicrania con e senza aura, dell’emicrania cronica con e senza abuso di farmaci
quali familiarita per emicrania, esordio del dolore, durata di malattia, durata di cronicizzazione,
durata di abuso di farmaci, localizzazione, tipo, frequenza, intensita, durata del dolore, prodromi,
fenomeni d'accompagnamento (fotofobia, fonofobia), allodinia, terapia per I'attacco, farmaci di
profilassi, risposta ai triptani. La presenza di UAs ¢ stata indagata attraverso domande specifi-
che e soggetti con almeno uno dei sintomi quali lacrimazione, iniezione congiuntivale, edema
palpebrale, congestione nasale, rinorrea, durante |'attacco di emicrania, sono stati considerati
emicranici con UAs, differenziandoli dagli emicranici senza UAs. Sono stati inoltre raccolti dati
relativi alle abitudini di vita e voluttuarie (fumo, caffe, alcol, BMI, stato civile), comorbidita, uso di
contraccettivi orali ed altre terapie concomitanti di tutti i partecipanti allo studio.

Sono stati arruolati 757 emicranici (F/M 604/153) di cui 283 con UAs e 474 senza UAs. Cento-
cinquanta soggetti (53%) hanno presentato un unico sintomo, 108 (38.2%) due e 25 (8.8%) tre
sintomi in combinazione. Il 61.8% degli emicranici con UAs ha mostrato esclusivamente sintomi
oculari (lacrimazione e/o iniezione congiuntivale e/o edema palpebrale), il 25.8% sintomi oculari
contemporaneamente a quelli nasali (congestione e/o rinorrea) ed il 12.4% sintomi nasali isolati.
Lo studio ha confermato la sede unilaterale (p<0.001), la qualita pulsante (p=0.044), la maggio-
re intensita (p<0.005) e durata (p<0.001) del dolore dei soggetti con UAs rispetto ai controlli. |
fenomeni associati all’attacco emicranico quali prodromi (p=0.042), fotofobia (p<0.001), fonofo-
bia (p=0.003), allodinia (p<0.001) e postdromi (p=0.062) sono comparsi negli emicranici con UAs
piu frequentemente rispetto a quelli senza UAs. Cosi come gia riportato in studi precedenti, la
presenza di UAs durante I'attacco emicranico ha rappresentato un elemento predittivo di buona
risposta ai triptani (p<0.001) rispetto agli emicranici senza UAs. Non sono state riportate diffe-
renze statisticamente significative negli emicranici con e senza UAs relative a comorbidita, uso di
contraccettivi orali ed altre terapie concomitanti, abitudini voluttuarie (fumo, caffe, alcol, BMI). Gli
emicranici con UAs sono stati identificativi con uno stato civile di coppia rispetto agli emicrania
senza UAs (p=0.046). E" in corso la stesura del lavoro che al termine sara inviato a rivista interna-
zionale.

C
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L'associazione tra sport ed emicrania € nota fin dai tempi di lppocrate che per primo ne descrisse
la comparsa in un gruppo di studenti in seguito ad attivita sportiva (ginnastica, corsa, camminata
veloce, etc). Gli studi condotti sulla prevalenza dell’emicrania negli atleti sono risultati finora spo-
radici e scarsamente esaurienti, effettuati per lo piu su sport specifici (pallacanestro, corsa, etc).
Pertanto, le basi scientifiche di riferimento, in tema di esercizio fisico ed emicrania, si riferiscono
a studi aneddotici o osservazionali in aperto senza popolazioni di controllo.

Lambert e Barnet in uno studio condotto per verificare il ruolo dell'esercizio fisico e I'emicrania
conclusero che I'esercizio fisico potrebbe rappresentare un trigger per I’'emicrania cosi come |'al-
titudine o I'ipoglicemia. In un altro studio, Lockett e Campbell asseriscono, al contrario, che I'e-
sercizio fisico diminuisce sia l'intensita che lo stress nel percepire il dolore dell’attacco emicrani-
co. Per quanto riguarda la prevalenza dell’emicrania negli atleti, uno studio condotto da Williams
nel 1994 presso |'Universita di Otago, ha evidenziato che piu di un terzo degli atleti lamentava
emicrania correlata allo sport. Sempre in uno studio sulla prevalenza dell’emicrania condotto in
Australia ed effettuato su una popolazione di giocatori di football, € risultato che il 50% di questi
soffriva di emicrania ed approssimativamente il 25% di emicrania correlata con lo sport.

Lo scopo del presente studio € quello di valutare, in una popolazione di atleti, la prevalenza e le
caratteristiche dell’emicrania; il rapporto intercorrente tra tipo di cefalea e tipo di pratica agoni-
stica, con riferimento anche al timing di insorgenza del dolore in rapporto al carico dell’allena-
mento o della gara; il comportamento, terapeutico e non dell’atleta con I'insorgenza dell’attacco
emicranico.

Sono stati arruolati consecutivamente tutti gli atleti afferenti per le regolari visite di idoneita spor-
tiva presso I'lstituto di Medicina e Scienza dello Sport del C.O.N.I. di Roma, con i seguenti criteri
di inclusione: eta = 14 anni, attivita sportiva agonistica, atleti in buona salute secondo I'opinione
del medico basandosi sulla valutazione iniziale che include la storia medica e I'esame fisico, at-
leti in grado di comprendere le procedure dello studio e che acconsentano volontariamente a
partecipare allo studio firmando il consenso informato ed in grado di completare i questionari
valutativi previsti da protocollo e diario.

A tutti gli atleti & stato consegnato un questionario autosomministrato per indagare analitica-
mente dati personali e sportivi, anamnesi generale, medica e per le cefalee.

Il questionario e stato completato da tutti gli atleti a cui e stato distribuito (n=331; M/F=212/119;
eta media=25.5+6.6). 89 soggetti (26.8%) hanno riportato emicrania (M/F=44/45); di questi emi-
crania senza aura = 56, probabile emicrania senza aura = 18, cefalea tensiva = 15. 44 atleti hanno
riferito la comparsa di emicrania sia in correlazione che al di fuori dell’esercizio fisico, 13 in asso-
ciazione con la pratica sportiva o la competizione e 32 indipendentemente dalla pratica sportiva.
Non sono state riscontrate correlazioni tra la specifica pratica sportiva e I'incidenza o specifiche
caratteristiche cliniche dell’emicrania.

E’ in corso una elaborazione statistica piu dettagliata per la stesura del lavoro.
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Nella maggior parte dei casi le cause della Malattia di Parkinson (MdP) restano sconosciute e

modelli di tipo monogenico non sembrano molto verosimili. Probabilmente ci si trova di fronte a I

complesse interazioni di molti fattori di tipo genetico e non-genetico.

La MdP tende a ricorrere nella stessa famiglia piu frequentemente di quanto possa avvenire

per effetto del caso. Questo fenomeno viene ormai confermato in modo consistente dagli studi e

epidemiologici. Circa il 15-25% dei pazienti riferisce infatti la presenza di familiarita positiva. La

ricorrenza familiare di una malattia non & sinonimo di ereditarieta; esistono infatti molti altri fat- Cr=D

tori, come esposizioni ambientali, occupazionali, ecc. che tendono a ricorrere nelle famiglie, e

potrebbero avere un ruolo nel determinare la aggregazione familiare di malattia. La potenziale Cr=d

multifattorialita dell’eziologia della MdP, combinata alla presenza di un quadro di debole suscet-

tibilita genetica sostiene un modello di interazione gene-ambiente come modello eziologico Cim)d

preferenziale. In associazione con l'identificazione dei fattori di suscettibilita genetica la lette-

ratura ha riportato alterazioni nella distribuzione in casi e controlli di alcuni fattori fenotipici, fra I .

cui l'instabilita genetica ed il danno al DNA. A completamento delle variabili considerate nella

definizione del modello ezio-patologico del Parkinson, una serie di variabili ambientali sono state calea

investigate in studi di tipo clinico ed epidemiologico. Fra queste vari aspetti dello stile di vita, la

dieta, I'occupazione, la residenza. Anche parametri di funzionalita fisiologica sono stati in varie

occasioni considerati come predittori dello sviluppo di malattia. i

Obiettivo di questo studio osservazionale di tipo caso controllo & il calcolo dell’Odds Ratio per i

singoli fattori di rischio, genetico (SNPs), ambientale (Occupazione, life-style, etc.), clinico (stipsi, e

etc.). Ulteriori endpoints riguardano: i) la valutazione dell'interazione gene-ambiente fra le SNPs

valutate nei gruppi in studio con i fattori di rischio della malattia; ii) validazione dei principali mec- Ci= )

canismi connessi con le fasi precoci della malattia; iii) creazione di un biorepository per lo studio

dei fattori di rischio della MdP. Col=d

La popolazione dei casi & rappresentata dai soggetti con diagnosi confermata di MdP afferenti

agli ambulatori del servizio di neuroriabilitazione dell'lRCCS San Raffaele Pisana. | controlli, appa- o

iati per sesso ed eta (£ 5 anni) sono stati selezionati fra gli afferenti al centro riabilitativo dell'IRC-

CS per prestazioni non legate a patologie di tipo neurodegenerative.

A tutti i soggetti che hanno dato il consenso a partecipare allo studio e stato somministrato un i

questionario da personale addestrato. Lintervista, proposta dopo gli accertamenti clinici di rou-

tine, ha una durata di circa 15 minuti. La dimensione dello studio & stata valutata con il software Cr=d

dedicato Power 3.0. | parametri inseriti sono stati scelti sulla base della prevalenza della familiarita

con pazienti affetti dalla malattia di Parkinson nella popolazione generale (p1). Pertanto, dato Ce= D

p1=.20; Ratio Case to Controls 1:1; a = 0.05; 1-b=.80, per trovare significativo un OR di 1.30 cor-

rispondente ad un rischio di malattia aumentato del 30% per il fatto di avere un parente di primo Ci )

grado affetto da Parkinson & necessario reclutare 1000 pazienti affetti dalla malattia di Parkinson

ed altrettanti controlli (2000 soggetti complessivamente). o Y

Il campione finora analizzato € composto da 520 casi affetti da Malattia di Parkinson e da 257

controlli non affetti da malattia.

Nella tabella che segue sono riassunte le caratteristiche socio-demografiche, le abitudini al fumo N

e |'esposizione a sostanze tossiche per il gruppo dei casi e dei controlli. i

L ¥
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E’emerso che nel primo gruppo vi era una maggiore numerosita di maschi (60%) mentre nel se-
condo gruppo erano prevalenti le femmine (66%), e tale differenza nella distribuzione per sesso
Cr=d  ¢risultata statisticamente significativa (p<0.001).

| casi avevano un’eta media di 68.28 + 9.55 anni mentre i controlli di 65.18 = 9.60. Benché questa
Cre D differenza sia risultata statisticamente significativa (p<0.001), la probabilita che i tre anni di diffe-
renza — e quindi la possibilita che i controlli abbiano avuto tre anni di tempo in meno per svilup-
Cie D pare la malattia - possano avere distorto i risultati appare poco probabile.

Il campione e stato ulteriormente suddiviso in classi di eta cosi definite: <55 anni, 55-59 anni, 60-
64 anni, 65-69 anni, 70-74 anni, 75-79 anni, =80 anni; & apparso che una maggiore proporzione
di controlli si distribuiva nelle classi di eta inferiori ai 65 anni (p=0.004), tuttavia non € emersa una
netta differenza.

Per lo studio del Body-Mass-Index (BMI) sono stati messi in relazione il peso attuale e il peso
abituale di ciascun individuo e i soggetti sono stati classificati in base alle seguenti classi di BMI:
e sottopeso BMI<18.50; normopeso BMI: 18.50-24.99; pre-obesita BMI: 25-29.99; obesita BMI=30.
E’ emerso che una proporzione maggiore di casi rispetto ai controlli (8% vs 2%) ha subito un au-

Ci=D mento di peso (attuale) tale da determinare un salto di classe di BMI, ed una proporzione mag-
giore di controlli rispetto ai casi & rimasta nello stessa classe (85% vs 77%) (p-value=0.001). Infine,
Ciz D un numero maggiore di casi (12% vs 5%) é risultato esposto a sostanze tossiche (quali pesticidi

e concimi, vernici, colle, solventi e colori per pittura, vernici per carrozzeria, trielina, cianuro di
Cre D potassio ecc) nelle attivita di tempo libero (p=0.003).

Nei pazienti inclusi sono stati indagati i seguenti possibili sintomi di esordio di malattia : tremore,
o stitichezza, depressione, iposmia, e disturbi del sonno. Il primo era presente in circa la meta del
gruppo (54%), mentre gli altri sono risultati piu rari, essendo presenti in circa il 30%-40% dei pa-
zienti (stitichezza 42%; depressione 40%,; iposmia 32%; disturbi del sonno 39%). La localizzazione

o i iniziale di malattia era a destra nel 46% dei casi, a sinistra nel 49% e bilaterale nell’1%, non nota
nel restante 4%. La severita di malattia & classificata secondo la scala di Hoehn & Yahr, che copre
=3 un range da 1 a 5. In base a questa scala e risultato che la maggior parte dei casi aveva un pun-
teggio tra 2 e 3 (28%).
Ca=3 Le abitudini alimentari sono state studiate approfondendo il quantitativo di frutta, verdura carne,
pesce, salumi ed affettati, caffe, té, coca-cola/altre bibite, bibite energetiche, integratori alimen-
Cuzd tari, vino, birra e liquori assunto. E' emerso che i casi consumano meno verdura rispetto ai con-
trolli (68% vs 78% di consumo giornaliero, p-value=0.023), mangiano piu affettati e salumi (14% vs
o 6% di consumo giornaliero, p-value=0.016), e tendono a bere piu frequentemente vino (41% vs
32% beve con regolarita, p=0.002). Non e emersa differenza statisticamente significativa tra casi
I e controlli rispetto ai restanti alimenti, bibite e integratori.
Dall’analisi sulle aree di residenza degli individui € emersa una differenza statisticamente signifi-
cativa soltanto relativamente alla residenza piu recente; nello specifico, i casi hanno vissuto piu a
C*®  |ungo in una zona urbana rispetto ai controlli (37.23 = 20.39 anni vs 31.67 = 18.40 anni, p<0.001),
mentre non € emersa differenza per il numero medio di anni trascorsi in una zona rurale. Questo
=D dato probabilmente e stato influenzato dall’'ubicazione del Centro, a cui afferiscono principal-
mente pazienti residenti in zone urbane.
Cre D Dall’analisi delle occupazioni professionali & emerso che, relativamente all’occupazione piu re-
cente, un gran numero di soggetti erano pensionati o non lavoravano (64% casi e 47% controlli),
L= un numero maggiore di controlli erano casalinghe (22% vs 12%), oppure lavoravano in ufficio o
negozio (24% vs 16%) (p=0.001). Questi risultati sono tuttavia da leggere in relazione all’eta della
I campione che € mediamente di 67 anni, e alla distribuzione del sesso (66% di femmine fra i con-
trolli). Per tale ragione sono state studiate anche le professioni precedenti, per cui nel gruppo
oakea dei controlli & risultato prevalente il lavoro in ufficio o in negozio, mentre nel gruppo dei casi era

piu frequente il lavoro come artigiano od operaio. Infine, per ciascun individuo si & considerato il
lavoro eseguito per il maggior numero di anni ed & emerso che il 20% dei casi era stato artigiano
Coe=d o operaio, contro I'8% dei controlli; inoltre una proporzione maggiore di controlli aveva riportato
come occupazione prevalente pensionato, nessuna attivita lavorativa oppure casalinga (29% vs
Ce=D
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11%) (p<0.001).

Il presente studio ha confermato i dati di letteratura che riportano un maggior rischio di malattia
in soggetti che effettuano professioni che comportano il contatto con sostanze potenzialmente
tossiche (ad es. artigiani, operai, agricoltori). Per meglio indagare questo interessante risultato,
& in corso una classificazione delle esposizioni a tossici professionali mediante costruzione di job
exposure matrixes.

Dall’analisi di regressione logistica semplice & stato stimato che i maschi hanno un odds di ma-
lattia quasi tre volte superiore rispetto alle femmine (p<0.001); tuttavia, come precedentemen-
te accennato, questo risultato andrebbe verificato in un campione con ugual numero di casi e
controlli e bilanciato per sesso. Inoltre, emerge un trend crescente per eta, per cui soggetti con
eta compresa tra 75 e 80 anni hanno un odds di malattia di 2 volte superiore rispetto a soggetti
di eta < 55 anni (p=0.015), e i soggetti con 80 anni o piu hanno un odds di 2.30 volte superio-
re (p=0.026). E’ stata inoltre evidenziata un'associazione tra malattia e incremento di classe del
BMI, per il quale e stato stimato un odds quasi 6 volte superiore rispetto ad una classe di BMI
invariata (p=0.001). Si ritiene che quest’ultimo dato sia da confermare con un’analisi statistica su
un campione meglio bilanciato. Il fumo attivo € risultato avere un effetto protettivo, con un odds
ratio (OR) di 0.63 (p=0.038), e I'esposizione a sostanze tossiche nel tempo libero ¢ risultata essere
nociva (OR=3.52, p=0.001). E’ inoltre emerso un trend per il consumo di carne e insaccati che
raggiunge significativita statistica al consumo giornaliero (carne: OR=2.88, p=0.018; insaccati:
OR=2.75, p=0.014). l'associazione con il consumo di vino & confermata, per cui risulta un odds
di 1.97 (p-value=0.001) per un bevitore occasionale e un odds di 1.58 (p=0.019) per un bevitore
regolare, rispetto ad un soggetto astemio. Infine per I'analisi di regressione sono state conside-
rate soltanto le professioni prevalenti. Rispetto ad un occupazione casalinga, ed escludendo il
pensionamento o l'inattivita, tutte le professioni sono risultate fortemente associate alla Malattia
di Parkinson.

Dall’analisi di regressione multipla mediante il metodo ‘backward stepwise’ € emerso che il ses-
so, I'eta, la variazione di classe del BMI, il fumo attivo, il fumo passivo in casa, I'esposizione a
sostanze tossiche nel tempo libero e il consumo di insaccati, il consumo di bevande energetiche
e di liquori, e le professioni prevalenti nel campione sono tutti fattori associati alla Malattia di
Parkinson. L'assunzione di bevande energetiche, molte delle quali contenenti caffeina e taurina,
e risultata come fattore protettivo anche se al limite della significativita (OR=0.40, p=0.065), cosi
come |'assunzione di liquori (OR=0.56, p=0.038).

Dopo aver implementato e meglio bilanciato il campione, si provvedera ad effettuare un’attenta
analisi delle relazioni di confondimento e interazione fra tutti i potenziali fattori di rischio. Sara
inoltre eseguita un'analisi di regressione multipla che tenga conto di tali relazioni, al fine di veri-
ficare i reali fattori di rischio per la Malattia di Parkinson.

Il livello di istruzione € medio alto (i diplomati sono il 37.4% e i laureati 23.3%) con eta media di
67 anni deviazione standard 9.62. | soggetti sono per lo pit concentrati nella penultima classe
(43.03%) nella quale ricadono tendenzialmente persone con eta in cui si inizia ad andare in pen-
sione; altro aspetto da notare € la quasi uguaglianza delle due classi 55-64 (non ancora eta del
tutto pensionabile) e 75+ anni (eta pensionabile) infatti i soggetti sono per il 57.1% pensionati.
Vista la difficolta a raggiungere il target prestabilito, condizione necessaria per raggiungere la
significativita statistica, si € deciso di prorogare I'arruolamento dei pazienti a tutto il 2015.
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L'utilizzo di dispositivi elettromeccanici, in aggiunta alle convenzionali terapie farmacologiche,
nell’ultimo anno e risultato di estremo ausilio nel trattamento dei pazienti con Malattia di Parkin-
son.

GONDOLA® e un innovativo dispositivo di riabilitazione personale portatile che puo consentire
alle persone con Parkinson di recuperare parte delle capacita motorie e dell’autonomia in molte
attivita personali quotidiane, con conseguente miglioramento della qualita di vita. GONDOLA®
& stato progettato per erogare individualmente la Foot Mechanical Stimulation (FMS), una tera-
pia riabilitativa complementare rispetto alle cure farmacologiche. Linnovazione tecnologica di
GONDOLA® si basa su stimolazioni del sistema nervoso periferico. Piu precisamente, il disposi-
tivo stimola specifiche aree plantari con impulsi meccanici controllati. | pazienti che rispondono
positivamente alla Terapia FMS, erogata da GONDOLA®, possono acquisire maggiore sicurezza
e maggiore velocita nella deambulazione e nel controllo del movimento. Possono quindi riappro-
priarsi di parte della propria autonomia e capacita di relazione.

Gli specifici obiettivi di questo progetto sono stati:

- verificare |'effettiva efficacia nel ridurre il deficit motorio soprattutto negli arti inferiori del dispo-
sitivo Gondola;

- analizzare |'eventuale miglioramento attraverso analisi chinetiche e chinematiche;

- analizzare I'eventuale miglioramento in termini di riduzione dell’instabilita posturale e rischio di
cadute;

- analizzare |'impatto sulla qualita della vita dei pazienti.

Il protocollo originale (GONDOLA PILOTA) & stato modificato sulla base dei risultati preliminari
ottenuti, includendo solo pazienti con malattia di Parkinson affetti da fluttuazioni motorie.

Il disegno dello studio & variato da cross-over a doppio cieco randomizzato per gruppi paralleli
a causa della difficolta rilevata nel protocollo pilota a mantenere il cieco per il paziente rispetto
al trattamento ricevuto in quanto le caratteristiche della stimolazione (“algica” e “non algica”)
erano differenti e tale differenza risultava percepibile ed individuabile dal paziente stesso.

Nel nuovo protocollo sono stati inclusi 20 pazienti con Malattia di Parkinson affetti da fluttuazioni
della risposta motoria. | pazienti sono stati randomizzati in due gruppi: trattamento GONDOLA®
attivo e trattamento SHAM GONDOLA. La randomizzazione ¢ stata effettuata con il supporto di
un software dedicato. Solo I'operatore incaricato della somministrazione del trattamento era a
conoscenza del gruppo di appartenenza del singolo paziente. Ogni paziente e stato sottoposto
a 8 stimolazioni (2 stimolazioni a settimana GONDOLA o SHAM GONDOLA) e, dopo 4 settimane
di wash-out, ad una visita di follow up.

Le valutazioni cliniche sono state effettuate all’'inizio (TO), alla fine del ciclo di stimolazioni (T1) e
dopo il follow up di 4 settimane (T2), da osservatori in cieco rispetto al trattamento effettuato. Lo
studio computerizzato del cammino (GAIT) era stato previsto, all'inizio e alla fine di ciascun ciclo
di stimolazioni, in almeno il 50% dei pazienti arruolati.

Le valutazioni cliniche comprendevano UPDRS part Ill, Hoehn & Yahr, Non Motor Symptoms Sca-
le, Clinical Global Impression of Change Scale per Investigator (CGI-l) e Paziente (CGI-P), Timed
up and go test, il six-minute walking test , il ten meter walk test (TMWT), Hamilton Rating Scale for
depression, the Parkinson’s disease questionnaire (PDQ-39) e Euro QoL 5d e MoCA (Montreal
Cognitive Assessment).

Le caratteristiche cliniche dei pazienti arruolati sono mostrate nella Tabella sottostante.



L'analisi statistica dei dati ottenuti ha mostrato un miglioramento significativo nei punteggi
dell'lUPDRS Il e nel Six Minute Walking test (6MWT) tra i tempi di valutazione TO e T1 nel gruppo
di pazienti trattati con GONDOLA ® attivo. E’ stato inoltre evidenziato un peggioramento stati-
sticamente significativo dei punteggi UPDRS lll tra i tempi di valutazione T1 (post-stimolazione) e
follow up (dopo 4 settimane di wash out).

Nessuna variazione statisticamente significativa & stata evidenziata per tutte le altre scale di va-
lutazione ad eccezione della CGlI - Investigator e Paziente che ha mostrato un peggioramento
significativo nel gruppo di stimolazione attiva tra la valutazione di fine stimolazione (T1) e la valu-
tazione effettuata al follow-up (T2). Nessuna variazione significativa & stata riportata nel gruppo
SHAM.

Non é stato possibile raggiungere il target previsto per lo studio della GAIT Analysis: la comples-
sita e la  lunghezza dell’'esame non hanno permesso alla maggior parte dei pazienti (valutati in
stato di OFF farmacologico) di portare a termine I'esame. Hanno concluso I'esame 4 pazienti in
trattamento attivo e due pazienti in trattamento SHAM. Pertanto, i dati raccolti non sono stati
sufficienti ad una appropriata analisi statistica.
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| risultati ottenuti hanno mostrato un trend di miglioramento nelle performance motorie nei pa-
zienti trattati con Gondola® attivo rispetto al gruppo placebo. L'analisi dei dati ha fatto pero
emergere una eterogeneita significativa tra il gruppo di stimolazione attiva e il gruppo SHAM,
probabilmente dovuta all'assegnazione randomizzata dei pazienti nei due gruppi. Tali risultati
andranno quindi confermati con uno studio multicentrico su un gruppo molto pit numeroso di
pazienti. Sara inoltre opportuno fissare dei criteri di inclusione che permettano di arruolare un
campione di soggetti omogeneo per caratteristiche cliniche.



| sintomi principali della malattia di Parkison derivano dalla perdita di neuroni della sostanza
nera che determina una riduzione nella produzione di dopamina. Tale perdita produce rigidita,
bradicinesia e tremore a riposo.

L'obiettivo di questo studio & stato quello di analizzare la percezione e la consapevolezza dei mo-
vimenti involontari tra le persone con malattia di Parkinson e i loro caregiver utilizzando un nuovo
questionario PD-C SCL Parkinson’s disease /Caregivers Symptoms check list.

Le aree analizzate sono state: difficolta nel linguaggio, problemi psichiatrici (eccitamento, osses-
sivita) movimenti involontari (tronco, arti, capo), blocchi o rallentamento motorio grave, tremore
(capo, arti) freezing, cadute, calo di memoria o attenzione, apatia, gioco d'azzardo.

La popolazione dei casi & rappresentata dai soggetti con diagnosi confermata di MdP afferenti
agli ambulatori del servizio di neuroriabilitazione dell'lRCCS San Raffaele Pisana e il loro care-
givers. A tutti i soggetti che hanno dato il consenso a partecipare allo studio & stato sommini-
strato un questionario da personale addestrato. Durante la visita della durata di circa 45 minuti
sono stati somministrati: il questionario sulle discinesie PD-C SCL Parkinson’s disease/Caregivers
Symptoms check list, MOCA, UPDRS, H&Y. Ai caregivers e stato somministrato esclusivamente il
PD-C SCL.

Il presente studio osservazionale ha avuto lo scopo di mettere a confronto il modo in cui il pa-
ziente percepisce i sintomi del Parkinson e come questi vengono appunto percepiti e valutati
diversamente dal medico e dal caregiver. A tale scopo, & stato chiesto ai 50 pazienti facenti parte
dello studio (ed ai 50 caregivers) di dare una valutazione ad una serie di sintomi della malattia di
Parkinson.

Il grado di accordo (o disaccordo) fra valutazione data dal paziente e dal caregiver ¢ stato valuta-
to statisticamente attraverso il Kappa di Cohen.

Per alcuni sintomi & eseguito anche il confronto con la valutazione espressa dal clinico, riportata
nella scheda mAIMS. Si e eseguita anche una descrizione demografica del campione in studio
(pazienti e caregivers). || questionario e stato somministrato a 100 soggetti, 50 pazienti e care-
giver. | dati hanno mostrato una notevole differenza nella percezione dei sintomi da parte dei
pazienti e dei loro caregiver.

L'accordo fra paziente e caregiver é risultato scarso in 6 aree.

- Problemi psicologici: in 21 casi su 50 il caregiver ha dato un giudizio piu grave di quello fornito
dal paziente;

- Movimenti involontari tronco: in 22 casi su 50 il caregiver ha dato un giudizio piu grave del pa-
ziente;

- Movimenti involontari arti: in 25 casi su 50 il caregiver ha dato un giudizio piu grave del paziente
(50% dei casi);

- Movimenti involontari capo: in 21 casi su 50 il caregiver ha dato un giudizio pit grave del pa-
ziente;

- Situazione inversa si ha nel blocco/rallentamento motorio grave, dove ¢ il paziente a risentire
maggiormente dei sintomi e questo suo malcontento si riflette nelle risposte date;

- Accordo massimo si ha nel giudicare il tremore del capo;

- Come ci si aspettava, il giudizio del clinico non € in accordo con il concetto di “fastidio” sentito
dal paziente. Ad esempio, nei “movimenti involontari del tronco” il confronto fra paziente e clini-
co presenta una concordanza scarsa ed in 28 casi su 50 totali, il clinico descrive una situazione di
una certa gravita mentre il fastidio descritto dal paziente risulta essere abbastanza lieve.

Si e ulteriormente studiato |'accordo (o il disaccordo) fra pazienti, caregiver e clinici attraverso la
correlazione ed in particolare, trattandosi di scale ordinali, si & scelto il coefficiente di Spearman.
Il valore minimo (0,28) si & presentato nel confronto fra paziente e clinico sulle variabili “movimen-
ti involontari arti” vs “media 4 arti”. Il valore massimo di correlazione (0,85) si € presentato per la
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variabile “tremore arti superiori” (la variabile “cadute” ha presentato un coefficiente pari a 0,84)
ed é relativo al confronto fra paziente e caregiver.

Classificando i pazienti per sesso e ricalcolando i coefficienti Kappa di Cohen per i vari confronti, si
evidenzia che I'accordo fra paziente e caregiver relativamente al fastidio dei problemi psicologici,
& nettamente piu alto se il paziente & una donna rispetto a un paziente uomo; analogo risultato si
evidenzia per i comportamenti compulsivi. Nei confronti fra caregiver e clinico si evidenziano dei
risultati negativi (che possono essere approssimati a O ed indicano assenza di accordo).

Il test del Chi quadro (presentato nella tabella sottostante) ha evidenziato una differenza di ge-
nere solamente per la variabile “tronco” (Chi quadro pari a 12,140 e p-value pari a 0,016). Per le
restanti variabili prese in considerazione non ¢ evidenziata alcuna differenza fra pazienti uomini
e donne.

Chi-squared p-value
Arto_sup SX  |2.401 0,662
Arto_sup DX 2,233 0,693
Arto_inf SX 0,788 0,94
Arto_inf DX 3,272 0,352
Tronco 12,14 0,016
Faccia collo 5,053 0,282

| pazienti parkinsoniani tendono a sottovalutare la gravita e I'impatto dei loro sintomi sulle attivita
della vita quotidiana, mentre i familiari e caregivers spesso considerano i movimenti involontari
come il segno principale o il piu fastidioso tra sintomi parkinsoniani.

La malattia di Parkinson (MP) & una malattia neurodegenetativa, prevalentemente caratterizzata
da sintomi motori, come il tremore, la rigidita e la bradicinesia, e sintomi non motori, tra i quali i
disturbi del comportamento, rivestono un ruolo significativo. Tra questi disturbi psichiatrici, pos-
siamo distinguere quelli indipendenti dalla terapia, come la depressione e i disturbi d'ansia, e
quelli invece, amplificati dalla terapia dopaminergica, come la psicosi e i disturbi del controllo de-
gli impulsi. In questa categoria rientrano il gioco d'azzardo patologico, lo shopping compulsivo,
I'ipersessualita, il punding, ecc. Caratteristiche comuni sono: incapacita di resistere all'impulso,
alla spinta o alla tentazione di eseguire |'atto; un crescente senso di tensione o attivazione prima
di commettere I'atto; un senso di piacere, gratificazione o “release” al momento di commettere
I'atto. Il gioco d'azzardo patologico (gambling) e caratterizzato dall'impossibilita da parte del
paziente di resistere all'impulso del gioco nonostante conseguenze personali, familiari o occupa-
zionali, e significative ripercussioni sulla vita sociale dei pazienti. Negli anni passati diversi studi
hanno evidenziato dipendenze patologiche nei pazienti con PD. La degenerazione del sistema
dopaminergico presente nella PD e la continua e obbligatoria assunzione di farmaci dopaminer-
gici causa in certi pazienti disfunzioni nel sistema della gratificazione. Lo scopo dello studio &
testare l'ipotesi che specifici fattori molecolari giochino un ruolo nei processi cognitivi ed emotivi
alla base dello sviluppo del gioco d'azzardo patologico (GAP), in pazienti con PD. In particolare



vengono valutati sistematicamente una serie di plimorfismi genetici, ad oggi studiati specialmen-
te in soggetti gambler senza altro disturbo psichiatrico o neurologico.

Lo studio prevede |'arruolamento di minimo 20 pazienti con PD e GAP presso gli ambulatori neu-
rologici dell'lRCCS San Raffaele Pisana.

Questo studio & in collaborazione con |'Universita Sapienza e la UOD di Diagnostica molecolare
Avanzata della Azienda Ospedaliera Sant’Andrea Il.

Per essere inclusi nello studio i soggetti devono rispondere ai seguenti criteri:

- eta compresa tra 18 e 80 anni;

- quadro clinico di gambling patologico secondo la SOGS inferiore a 5 e confermato dal collo-
quio clinico;

- consenso informato alla partecipazione allo studio.

Viene compilata una scheda con i dati demografici, anamnestici e clinici. | reattivi mentali utiliz-
zati sono:

- South Oaks Gambling Screen (SOGS);

- Montreal Cognitive Assement (MOCA).

Ai soggetti partecipanti viene prelevato un campione di DNA attraverso prelievo di sangue, al
quale segue la procedura:

1. Selezione dei geni e dei polimorfismi candidati:

| seguenti polimorfismi genetici sono stati associati al gioco d'azzardo patologico, in un recente
studio di Genome Wide Association (GWAS) (Lind et al., 2013). Nonostante numerosi dati in let-
teratura riportino associazioni fra il gioco d'azzardo e numerosi polimorfismi genetici, lo studio
citato & l'unico che possa essere considerato statisticamente valido. | polimorfismi presi in esame
sono:

- MTX1(rs8064100) (v. all. A): Single Nucleotide Polymorphysm (SNP) con cambio A/G presente a
valle del gene codificante per la metallotionina 1X.

- ATXN1(rs9383153) (v. all. A): SNP con cambio A/G localizzato nel gene ATXN1 che, in vivo, costi-
tuisce il promotore per il gene codificante per il DRD2.

-FZD10 (rs10812227) (v. all. A): SNP con cambio C/T localizzato nel gene codificante per le protein
Wnt.

- FLJ35024 (rs12237653) (v. all. A): SNP con cambio T/C localizzato a monte e all'interno del gene
codificante per il VLDLR.

- VLDLR (rs12305135) (v. all. A): SNP con cambio T/C localizzato nel gene codificante per il VLDLR.
2. Genotipizzazione dei soggetti, mediante Polymerase Chain Reaction (PCR) delle sequenze
di DNA comprendenti i polimorfismi.

Nel 2014 sono stati reclutati 5 pazienti. Le prime valutazioni sono presentate nella tabella che
segue.
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Mentre la levodopa e gli altri farmaci anti parkinsoniani sono efficaci nel ridurre i sintomi motori
tipici della malattia, alcuni disturbi della deambulazione persistono nonostante il trattamento far-
macologico sia “ottimale”. Il fenomeno del freezing definito come brusca e repentina incapacita
di iniziare movimenti volontari, in particolare il cammino.

La stimolazione magnetica transcranica (TMS) € una tecnica non invasiva di stimolazione cere-
brale basata su induzioni di un campo elettro-magnetico e utilizzata in neurofisiologia. Nel 1987
& stata introdotta la Ripetitive TMS che riesce a modulare I"eccitabilita corticale con un effetto
prolungato nel tempo.

Per tale motivo sono stati eseguiti trial clinici per valutare i potenziali effetti terapeutici in nume-
rose malattie neuropsichiatriche tra cui depressione, sclerosi multipla, stroke e Malattia di Parkin-
son.

Nella MP alcuni studi clinici hanno dimostrato un miglioramento minimo ma significativo delle
funzioni motorie.

La Deep TMS (DTMS) consente |" attivazione diretta e non-invasiva di strutture cerebrali profonde
fino a 6 cm. La DTMS utilizza un coil (H-coil) brevettato ed unico nel suo disegno ed architettu-
ra. La DTMS, grazie al suo particolare disegno raggiunge le strutture piu profonde modulando
eccitazione e/o inibizione neuronale, anche nel sistema limbico implicato nei disturbi dell'umore
come depressione, sindromi bipolari, tossicodipendenze, disturbo ossessivo-compulsivo, ed altri
ancora in fase di studio. In particolare, la DTMS a bassa frequenza sull’area motoria primaria po-
trebbe avere effetti significativi sulla modulazione delle discinesie indotte da levodopa (LID), ipo-
tizzando che una stimolazione magnetica profonda e con un piu largo volume di attivazione, pos-
sa determinare una maggiore inibizione delle aree corticali con conseguenti maggiori e duraturi
effetti benefici sulle LID. Lo scopo di questo studio e stato quello di confrontare il miglioramento
clinico in termini di recupero di funzioni motorie, del freezing e del cammino, dei movimenti in-
volontari, degli aspetti cognitivi e psichiatrici in pazienti affetti da MP e PSP utilizzando DTMS per
la riabilitazione motoria.

Lo studio, longitudinale cross-over randomizzato in doppio cieco, ha avuto lo scopo di investi-



gare |'efficacia nel recupero funzionale, nella riduzione dei movimenti involontari e negli aspetti
neuropsicologici indotti dalla terapia con Deep TMS® in 40 pazienti affetti da Malattia di Parkin-
son e PSP.

| pazienti sono stati sottoposti a:

- visita di screening per verificare |'eleggibilita allo studio

- se eleggibile, randomizzazione computerizzata per |'assegnazione di ciascun paziente ad
un braccio dello studio

- valutazione pre-trattamento (base-line) (TO-T2) e post-trattamento alla fine delle 12 sedute
(T1-T3), per ogni ciclo di stimolazione DTMS device o SHAM DTMS. Le valutazioni cliniche sono
state effettuate da uno sperimentatore in doppio cieco rispetto al trattamento effettuato dal pa-
ziente

- videoripresa nella fase pre e post trattamento

- somministrazione di scale specifiche:

- Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS)

- Hoehn and Yahr

- PSP Rating Scale and Staging System

- Timed up and go test

- UDyRS

- Diario pazienti

- Non Motor Symptom Scale

- Scala dell’Apatia

- Questionario di Beck sulla depressione

- The Parkinson'’s Disease Questionnaire (PDQ-39)

- Test Cognitivi (MOCA)

Malattia di Parkinson con discinesie:

Sono stati arruolati 15 pazienti affetti da Malattia di Parkinson con discinesie di picco levodo-
pa-indotte e senza deterioramento cognitivo (MOCA>24), afferenti al Centro per la Malattia di
Parkinson dell'lRCCS San Raffaele Pisana. Tutti i pazienti erano in terapia dopaminergica stabile
da almeno 4 settimane. Le valutazioni cliniche motorie sono state effettuata in ON, utilizzando
I'UPDRS parte motoria per la valutazione della gravita dei sintomi motori e I'UDysRS, per la valu-
tazione dei movimenti involontari (parte | disabilita causata da discinesie percepita dal paziente,
parte |l disabilita causata dalla distonia OFF percepita dal paziente; parte lll scala dell'intensita
- compromissione obiettiva; parte IV scala dell'invalidita obiettiva). Ogni paziente & stato sotto-
posto a 12 sedute di -TMS in 4 settimane, con una stimolazione a bassa frequenza (1HZ/110 %
RMT per 15 minuti) sull'area motoria (M1) e sulla corteccia prefrontale (PF). Inizialmente lo studio
prevedeva una stimolazione a 10 Hz sulla corteccia prefrontale, come protocollo pilota effettuato
dalla Brainsway. Durante il corso dello studio si & osservato invece che tale frequenza produceva
un aumento delle discinesie.

Le stimolazioni sono state effettuate durante la fase OFF. Le valutazioni cliniche sono state ese-
guite alla stessa ora e dallo stesso clinico prima del trattamento (T0), il giorno dopo I'ultima
sessione di stimolazione (T1). Inoltre, & stata ripetuta una valutazione dell'intensita delle disci-
nesie con I'UDysRS parte Il una settimana dalla fine dello studio (T2). Le analisi statistiche per la
valutazione dei punteggi dal TO e a una settimana dalla fine del trattamento sono state effettuate
mediante il Wilcoxon Sign-Rank Test for matched pairs (p-value <0.05). Tutte le analisi sono state
condotte in STATA/SE V12.

| 13 pazienti (6 F, 7 M), che hanno terminato lo studio, presentavano una media di eta pari a 67,5
+ 6,5 anni, una durata di malattia di 12,9+4,7 anni, un dosaggio medio di L-dopa di 500 mg/
die. Due pazienti hanno interrotto lo studio per ritiro del consenso, dopo le prime sedute di
trattamento. Non si sono verificati eventi avversi. | risultati hanno mostrato una riduzione lieve ma
significativa dei punteggi di tutte le scale di valutazione, tranne per la parte IV-invalidita oggettiva
dell’'UDysRS. In particolare, 'UPDRS parte Il ha mostrato una lieve riduzione significativa dopo
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le 4 settimane dal trattamento (TO 24+10,9, T1 24,08 +10,7; p<0,01); il punteggio totale dell’'U-
DysRS ha mostrato un lieve decremento statisticamente significativo (TO 34+14,60 T1 31+ 14,68;
p<0,005).

L'UDysRS parte Il (intensita - compromissione obiettiva delle discinesie) mostrava un punteggio
di 10,69+4,35al TO e di 8,69+4,71 al T1, mostrando una lieve riduzione statisticamente significati-
va (p<0,001); al T3 il punteggio era di 9,15+4,83 (cambiamento dal TO p=0,003; cambiamento dal
T1 p=0,15); il punteggio della parte IV- invalidita oggettiva non ha mostrato un decremento (TO
8,85+3 /T1 8,46+3,23).

ETA' 67,5 6,55
MOCA 26,5 1,20
DURATA MALATTIA 12,9 4,75
UPDRS 1l t0 25,23 10,89
UPDRS IIl t1 24,08 10,70 p<0,01
UDysRS TOTALE t0

37,54 14,60
UDysRS TOTALE t1 35,46 14,68 p<0,001
UDysRS Il t0 10,69 4,35
UDysRS 111 £1 8,69 4,71 p<0,001
UDysRS 11l £2 9,15 4,83 ':f:iu;;:t;"
UDysRS IV t0 8.85 3,0
UDysRS IV t1 8,46 3,23 p=0,05



Pazienti con Paralisi Sopranucleare Progressiva (PSP)

In questo studio sono stati arruolati 20 pazienti (10 femmine e 10 maschi) afferenti in maniera
consecutiva all’Ambulatorio per i Disordini del Movimento del nostro Istituto. Un paziente ha
interrotto prematuramente lo studio a causa di un episodio di polmonite alla fine del primo ciclo
di trattamento. | pazienti sono stati sottoposti a 12 sessioni di trattamento (3 volte a settimana)
di stimolazione DTMS ripetitiva usando I'H2 Coil (Brainsway LDT). Ogni sessione di stimolazione
attiva/sham ha avuto la durata di 30 minuti e consisteva di due stimolazioni consecutive: la prima
a bassa frequenza (1 Hz) nella corteccia motoria e la seconda ad alta frequenza (10 Hz) nella
corteccia prefrontale.

La DTMS Sham era ottenuta mediante utilizzo di un coil DTMS inattivo ma utilizzando lo stesso
protocollo di calibrazione della strumentazione.

Lo studio & stato strutturato in due periodi, separati da un periodo di wash-out di 5 settimane.
Il trattamento & stato somministrato nella sequenza attivo/sham nel 58% dei soggetti e sham/
attivo nel restante 42%. L'assegnazione casuale al trattamento ¢ stata elaborata da un software
informatico realizzato appositamente per questa ricerca.

Le valutazioni motorie e non motorie sono state eseguite alla visita basale e alla fine del tratta-
mento di ciascuna fase dello studio utilizzando le seguenti scale: scala PSP, scala dei sintomi non
motori (NMS), Questionario per la qualita della vita nella Malattia di Parkinson (PDQ39), scala di
Hamilton per la depressione , scala dell’apatia e la valutazione cognitiva mediante MOCA.
Statistiche riassuntive (frequenze assolute e relative, medie e deviazioni standard) sono state usa-
te per descrivere le caratteristiche del campione. La distribuzione delle variabili & stata ispe-
zionata mediante istogrammi e la deviazione dalla normalita e stata valutata mediante il test di
Shapiro-Wilk.

| valori statistici sono stati riassunti come medie e deviazioni standard per tutti i 19 pazienti e
stratificando per tipologia di trattamento (attiva e sham) e tempo di valutazione (pre-stimolo: TO
per il primo periodo, T2 per il secondo periodo, post-stimolo: T1 per il primo periodo, T3 per
secondo periodo).

L'eta media alla diagnosi era di 64 anni (SD = 9 anni) per i soggetti trattati con la stimolazione
attiva durante il primo ciclo di trattamento, e 72 anni (DS = 7 anni) per gli altri.

Da un’analisi descrittiva iniziale & emerso che non vi erano differenze statisticamente significative
tra i pazienti che hanno iniziato con la stimolazione attiva ed i pazienti che hanno iniziato con
trattamento sham. Le caratteristiche del campione sono state sintetizzate come segue:

Eta

Alla diagnosi 67.54+8.0
Allarruolamento 1.3 4 8.4
Sess0

flaschi 10 (53%)
Femming 9 [47%)
Farmaci

Levodopa 12 {63%)
Mantadan b [32%)
Azilect 14 {74%)
Stadio PSP

1 0 (0%)
2 7{37%)
3 6(37%)
4 5{26%)
5 1 (5%
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| pazienti sono stati valutati prima e dopo real DTMS e rDTMS sham. | valori medi rilevati per cia-
scun parametro di valutazione nel gruppo che aveva stimolazione attiva o sham nel primo e nel
secondo periodo sono riportati nella tabella che segue.

Actiee Treatment fnadd)
PreSimulfetion  Post-Séhauiation  Comporision

Sham Treatment {ns38
Pre-Stirmufarion  Post-Solmudation  Comtparision

Elimlcal Measures

o (A=18} fm=19) fi-walue) fa=139) fa=1g) fi-waiue)
PLP Sl L4+ 156 332 L3164 063 iR4sli4 3574104 {1.5%
MDCA 7.7 5.7 19.3 + 5.0 oA 18660 1B.2.+ 59 0.B3
POO% E 562 11RO PEriT4A {168 MEE1T9 ¥i1wi74 0.457
MM i 7552562 G574 L57 lIn=.311 Rl 2532 a4 2561 0.95 [tn=0.877
Hamiman BE2t47 PR (.53 [InellB6) Blea3 BEELS 7 [hn=.65]
Apatia 174450 165251 {60 167 =84 160455 0.1
Elintcal Measures Active Treatment (n=232) Sham Treatment (a=1G)
in=38] Fre-Simuletion  Post-Stimudation  Comparisicn Pre-Stimuiation  Fost-Srimwlation  Coamparnizion
{n=11] fm=l11) fp-valie) [A=FK) {n=4) fe-walus)
PEP Sealn 54 1q8 M Eeis] ooz fiedid ELNE 3 ) 0.54
MOCA 18.5 4. 139 +a7 .51 17.EX 75 170271 0.4
PRGOS E 1RG* 110 Arrri2A A0 ELH BN Haxi2i 0.5
MM E.E FraLLrA FATLehs 087 ln=0.55] 5492555 SLg+L5d LL98 [Pna94]
Haminan B5+53 ALY LD [Im=0.96) TA4=38 79:34 .79 (=i} 71]
Agaii 7. 74 fcl 171553 {178 5559 155 54 .00
Clinical Measiates fctive Treatment (n=1b) Sham Treatment {n=ii)
{n=1R) Pre-Stimoulation  Post-SHeunation  Camparisisn Pre-Stimuiation  Park-Shimielmticn - Comparizion
(=48] =} jo-valwel  fa=i1) fn=11} {o-walie)
PSP Siint 33 E1B0 WP £109 0BS5S ez 153 361144 .54
BACLA E 66269 1B3+72.7 0BG 192¢a0 1603 5.0 0.53
E% E 343439 o e 0.7% IELE 133 Marl1ll .55
L[] TI4+582 526+554 0L50 [Ime0. 310 Talzhld 758 +6)2 055 [bnsd 56|
Hamlitan TR:d.1 6RBEDT 058 [ln=0.83) BGrd8 D1+5.2 083 [fn=0.85]
Agatid 17.045.3 158 £56 065 17E+£5] 164373 0.6

Il confronto tra stimolazione attiva e sham, valutata utilizzando il t-test non ha mostrato alcun
risultato significativo. Dopo aggiustamento per i punteggi basali, per le scale PSP e PDQ39 &
emerso un effetto di interazione tra DTMS e periodo di somministrazione. In particolare,é stato
stimato che il trattamento attivo applicato nel primo periodo ha indotto una diminuzione di circa
0,79 punti (p = 0,41) della scala PSP, e una diminuzione di 4 punti (p = 0,01), quando somministra-
to nel secondo periodo; mentre per quanto riguarda i punteggi PDQ39, un decremento di 1,23



punti (p = 0.004) puo essere stimato per la stimolazione attiva nel primo periodo, e una diminu-
zione di 3,05 punti (p <0.01), se la stimolazione attiva veniva applicata nel secondo periodo.
Pertanto, il miglioramento piu ampio € stato osservato quando la stimolazione attiva veniva som-
ministrata nel secondo periodo, dopo il periodo con trattamento sham. Il punteggio MoCA
non & invece stato influenzato dal periodo di valutazione ed & quindi stato stimato che |'effetto
marginale della DTMS abbia aumentato il punteggio della scala cognitiva di 1,92 punti (p <0.01).
Inoltre, si & riscontrato che il punteggio MoCA diminuiva di 0,07 punti (p <0,01), all'aumentare di
un anno dell’eta alla diagnosi di PSP. Allo stesso modo, il periodo di somministrazione del tratta-
mento attivo non ha avuto un effetto statisticamente significativo sui punteggi NMS e Hamilton.
In particolare, il punteggio NMS per il trattamento attivo e stato stimato essere di 1/3 inferiore
al punteggio per il trattamento sham (p = 0,01), mentre il punteggio Hamilton per il trattamento
attivo & stato stimato essere di 1/6 inferiore a quella della DTMS sham (p <0.01). Il trattamento
attivo non ha avuto alcun effetto significativo sulla apatia, che invece sembra essere influenzata
dal tempo che intercorre tra I'eta al momento della diagnosi e I'eta al momento del reclutamen-
to nello studio. Il suo effetto e stato stimato essere di 0,17 punti di incremento per ogni anno di
differenza (p = 0,03).

Nei pazienti parkinsoniani con discinesie la DTMS a bassa frequenza ha dimostrato di determi-
nare una lieve ma significativa riduzione dell'intensita delle discinesie, con minimi effetti residui
una settimana dopo la fine del trattamento. Tale miglioramento dell'intensita non ha avuto pero
un significato clinico nel migliorare la disabilita causata dai movimenti involontari.

Nei pazienti con PSP i risultati hanno mostrato un miglioramento dei sintomi motori e non motori
in quasi tutti i pazienti in aree quali I'attenzione e la linguaggio, il sonno e la stanchezza, la stipsi,
I'andatura e l'instabilita posturale. Si e trattato di un miglioramento a breve termine (stimato in
6/7 giorni dopo I'ultimo trattamento), ma molto apprezzato dai pazienti e dai loro caregivers. |
feedback ottenuti da tutti i pazienti sono stati molto positivi, dopo la fine del trattamento, e tutti
erano disposti a proseguire il trattamento.

La Malattia di Parkinson (PD) e una malattia cronica con progressiva disabilita.

La progressione patologica della malattia e, di conseguenza, I'evoluzione clinica (storia naturale)
& inesorabile ma il trattamento pud migliorare i sintomi, modificandone la loro manifestazione cli-
nica e la rilevanza che ciascun fattore invalidante ha sui pazienti. Il termine «advanced-PD» & am-
piamente accettato per indicare soggetti con complicanze motorie, ma molti pazienti continuano
a progredire verso una fase meno ben definita: la sequenza di eventi non & universale per tutti i
pazienti e un sottogruppo di essi classificati con il termine di «<advanced-PD » non soddisfano la
definizione classica di PD avanzato.

Gli studi che hanno descritto le caratteristiche cliniche considerando la classificazione Hoehn &
Yahr, fase 4 e 5, hanno dimostrato che il fenotipo del PD cambia notevolmente nelle fasi avanzate
e che i sintomi che maggiormente contribuiscono alla disabilita nella fase avanzata di malattia
differiscono da quelle presenti negli stadi meno avanzati e in fase iniziale. La disabilita in fase
avanzata € principalmente associata a sintomi non motori quali demenza, psicosi e disautono-
mia e ai sintomi motori che non rispondono alla levodopa, quali le cadute. Relativamente pochi
studi hanno descritto le caratteristiche cliniche, la qualita della vita e la progressione della ma-
lattia nei pazienti con molti anni di malattia e di trattamento. Il Sydney Multicenter Study ¢ il piu
lungo studio prospettico sulla MP e si basa sul follow-up a 20 anni di 136 pazienti parkinsoniani
de novo, inizialmente arruolati per comparare |'efficacia e la tollerabilita di basse dosi di L-dopa
versus bromocriptina. Questo studio ha dimostrato che le complicanze motorie sono presenti
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nella maggior parte di pazienti, ma i problemi pit invalidanti a lungo termine sono quelli relativi
ai sintomi non responsivi alla levodopa. Presenta, pero, il limite di essere uno studio prospettico
in pazienti parzialmente selezionati, inizialmente arruolati in un trial clinico, quindi con caratteri-
stiche cliniche e susseguente gestione farmacologica ben precisa. Altri studi hanno considerato
solo le caratteristiche cliniche dei soggetti «xadvanced-PD» ma non in funzione degli anni di ma-
lattia, e senza considerare gli elementi di comorbilita.

Una conoscenza approfondita delle caratteristiche cliniche dei pazienti in fase avanzata si rende
necessaria, dal momento che tali pazienti rappresentano un carico importante per le famiglie e il
sistema sanitario, e per individuare nuovi target (farmacologici e sintomatologici) a cui indirizzarsi
nelle fasi precoci di malattia.

Gli obiettivi dello studio sono:

- caratterizzazione clinica e terapeutica dei pazienti con MP diagnosticata e trattata da piu di 20
anni

- identificazione di diversi fenotipi clinici nella MP avanzata e la loro caratterizzazione farmacolo-
gica

- valutazione dell'impatto delle differenti comorbidita

- individuazione dei sintomi che causano maggiore disabilita

- individuazione delle differenti disabilita

Nel primo anno di studio sono stati arruolati 20 pazienti (13 M, 7 F) con diagnosi di malattia di Par-
kinson idiopatica. La durata media di malattia € di 21 = 1,2 anni, la media di eta & di 75+3,5, sta-
dio Hoehn & Yahr 4+0,7. Una analisi preliminare ha evidenziato che il 48% dei pazienti presenta
deterioramento cognitivo; le allucinazioni sono presenti in circa il 40% dei pazienti. Disturbi della
sfera urinaria sono presenti in circa il 60%. Il 65% presenta discinesie indotte da levodopa e I'80%
wearing off disabilitanti. La maggior parte dei pazienti necessita di ausili per la deambulazione.
Durante il secondo anno di studio si provvedera a terminare |'arruolamento dei pazienti e ad
effettuare una accurata analisi statistica dei dati. Tale analisi verra effettuata caricando i dati su
supporto informatico ed elaborandoli con adeguati strumenti statistici.

Tale analisi permettera di definire meglio la popolazione parkinsoniana in fase avanzata con lo
scopo di individuare nuovi target per ottimizzare la gestione di questi pazienti.



SIRTé fa parte di una famiglia di enzimi altamente conservati, le sirtuine, le cui molteplici funzioni
biologiche sono dipendenti dalla presenza del cofattore NAD+. SIRTé & una proteina nucleare
caratterizzata da due distinte attivita enzimatiche, attivita deacetilasica ed attivita ADP ribosila-
sica. Se da un lato la generazione di topi knock-out per SIRT6 ha evidenziato come questa pro-
teina sia essenziale per il corretto funzionamento di diversi pathway metabolici cosi come per la
stabilita genomica, dall‘altro, topi trasgenici sovraesprimenti SIRT6 hanno mostrato la capacita
di resistere a danni metabolici indotti da una dieta ad alto contenuto di grassi e di sopprimere
le risposte infiammatorie. Inoltre, esperimenti effettuati su colture neuronali hanno dimostrato
come la sovraespressione di SIRT6 possa esercitare effetti protettivi o deleteri in relazione al tipo
cellulare ed allo stimolo tossico utilizzato.

In questo secondo anno di progetto, e stato valutato I'impatto della sovraespressione di SIRT6é
sulla vitalita cellulare di colture neuronali primarie sia in condizioni basali, che esposte a condi-
zioni di stress ossidativo. A tal fine sono stati generati vettori adenovirali ricombinanti di siero-
tipo 2/1 esprimenti SIRT6 murino sotto il controllo del promotore neurospecifico CAMKII fuso
all'N-terminale con un tag HA (rAAV-SIRT6). Colture ippocampali e corticali sono state infettate
a DIV 4 ed analizzate a DIV 11. Come controllo sono stati utilizzati gli stessi vettori adenovirali
privi della sequenza codificante per SIRT6 (rAAV-HA). L'analisi per immunofluorescenza e per
western blot ha mostrato come I'espressione di SIRT6 ha inizio a 7 DIV e raggiunge il livelli mas-
simi di espressione a 11 DIV con un efficienza di traduzione pari a circa il 60%. Come previsto, la
localizzazione di SIRT6 esogeno era prevalentemente nucleare al pari della proteina endogena.
L'analisi della morfologia neuronale non ha rivelato significative alterazioni sia a livello neuritico
che dendritico. Per analizzare i livelli di vitalita cellulare in condizioni basali & stato effettuato un
test colorimetrico di MTT. | valori di assorbanza ottenuti a DIV 11, quando i livelli di SIRT6 erano
massimi, hanno dimostrato come la sovraespressione di SIRT6 di per sé non ha effetti significativi
sia in colture primarie ippocampali che corticali. Lo stesso risultato € stato confermato mediante
I'analisi e la conta dei nuclei apoptotici nelle stesse condizioni sperimentali.

Per valutare gli effetti della sovraespressione di SIRT6 sulla vitalita cellulare in condizioni di stress
ossidativo, neuroni corticali di topo sono stati infettati con rAAV-SIRT6 e relativo virus di controllo
e successivamente (DIV 10) sono state sottoposte per 30 minuti a trattamenti con 20 e 50 uM di
perossido diidrogeno (H202). Dopo 24 ore, le cellule cosi trattate sono state analizzate mediante
test colorimetrico di MTT. | risultati ottenuti hanno mostrato come le cellule infettate con SIRT6
presentavano dei livelli ridotti di vitalita cellulare in seguito a trattamento con 20 uM di H202
rispetto alle cellule infettate con il virus di controllo (69 = 11,6% per rAAV-SIRTé e 99 + 12,5%
per rAAV-HA rispetto alle cellule non trattate). Aumentando la concentrazione di H202 a 50 uM,
I'effetto citotossico era ancora piu consistente, con percentuali pari al 36,7 + 5% per rAAV-SIRT6
e del 77 = 12,4% per rAAV-HA rispetto alle cellule non trattate. Questi risultati suggeriscono che
la sovraespressione di SIRT6 in colture neuronali corticali costituisce un fattore deleterio per la
sopravvivenza cellulare specificatamente in condizioni di stress ossidativo. Esperimenti effettuati
su linee ippocampali HT22 trattate con uno stimolo differente di stress ossidativo (homocysteic
acid) hanno invece dimostrato come la sovraespressione di SIRTé costituisca un fattore modera-
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tamente protettivo.

L'insieme di questi studi supporta il ruolo di SIRT6 nella regolazione della sopravvivenza neurona-
le e suggerisce come questa sirtuina possa avere un effetto protettivo o citotossico in relazione
alla tipologia cellulare cosi come allo stimolo utilizzato. Inoltre, la disponibilita di vettori adeno-
virali ricombinanti codificanti per SIRT6 costituisce uno strumento importante per lo studio della
biologia di questa proteina nel sistema nervoso.

Le strategie immunoterapeutiche dirette a neutralizzare la neurotossicita e la sinaptotossicita
delle forme oligomeriche del peptide beta amiloide (ABO) sono tra le pit promettenti nella lotta
contro la malattia di Alzheimer (AD). La generazione e I'accumulo cerebrale delll ABO & consi-
derato infatti uno degli eventi precoci e determinanti nella patogenesi dell’AD. La generazione
e I'applicazione di anticorpi intracellulari diretti specificatamente contro I'’ABO rappresenta uno
strumento terapeutico importante perché unisce la specificita degli anticorpi ricombinanti diretti
contro conformeri specifici neurotossici come I'’ABO, con la capacita di veicolare tali forme anti-
corpali verso i siti di localizzazione cellulare coinvolti nella formazione, I'accumulo e I'azione pa-
tologica dell’ABO. Dopo aver generato, caratterizzato ed applicato in vitro anticorpi intracellulari
anti-Ap 1-42 oligomerica diretti verso diversi compartimenti cellulari tra cui quelli pre e post-si-
naptico, ci si propone di valutare gli effetti in vivo di questi anticorpi anti-ABO diretti verso il com-
partimento post-sinaptico, un sito di azione dell’ABO molto rilevante nella patogenesi dell’AD.

In questo anno di progetto, al fine di valutare in vivo gli effetti neuroprotettivi e sinaptoprotettivi
degli anticorpi intracellulari anti-Ap1-42 oligomerica in un modello murino di AD, sono state ini-
zialmente testate due differenti dosi di rAAV (1x109 e 3x109 unita di trasduzione virale) in topi wt
mediante iniezione intracerebroventricolare (icv). Poiché nel modello murino di AD utilizzato si
osservano deficit cognitivi e morte neuronale tra i 4 ed i 9 mesi di eta, appropriati gruppi di topi
wt sono stati iniettati a 2-3 di eta. Una volta raggiunta I'eta di 4 mesi, i topi sono stati sacrificati,
i cervelli sono stati rimossi, ed & stata effettuata un’analisi della compartimentalizzazione cere-
brale, dei livelli proteici, dell’efficienza di trasduzione e di eventuali sintomi citotossici associati
all’espressione degli anticorpi intracellulari iniettati. A questo scopo sezioni coronali ed estratti
proteici totali di cervello sono stati analizzati mediante immunofluorescenza e western blot con
anticorpi anti-myc per il riconoscimento degli scFvs. La colorazione con Cresyl violet ¢ stata ef-
fettuata per rilevare eventuali livelli di morte neuronale. Eventuali risposte immunitarie avverse
dovute all'infezione con rAAV (serotipo 1/2) sono state valutate mediante immunocolorazione
con anticorpi specifici anti-LN3 ed anti-GFAP. Le analisi effettuate hanno rivelato che, utilizzando
dosi di rAAV pari a 1x109 e 3x109 unita di trasduzione virale, |'efficienza di trasduzione (data come
percentuale di neuroni infettati) di tali vettori & sostanzialmente bassa. Inoltre, in queste condizio-
ni sperimentali, i livelli di espressione proteica degli scFv anti-Ap1-42 oligomerica si mantengono
elevati fino a 1.5 mesi dopo l'iniezione. Probabilmente entrambi i risultati sono legati all’iniezione
di dosi di rAAV non ottimali anche se non si puo escludere che la vita media (t /%) degli anticorpi
intracellulari sia breve una volta iniettati nel parenchima cerebrale rispetto a quanto invece os-
servato su colture neuronali primarie. Non sono stati osservati fenomeni di citotossicita né rispo-
ste immunitarie avverse. Dosi maggiori di rAAV ed eventuali iniezioni multiple dovranno essere
quindi valutate su topi wt per trovare le condizioni ottimali di iniezione prima di testare |'efficacia
neuroprotettiva e sinaptoprotettiva degli scFv anti-AB1-42 oligomerica sul modello murino di AD.



Le proteine DNA-PK ed ATM rappresentano due regolatori chiave della risposta alla riparazione
delle rotture a doppio filamento del DNA (DSBs). In particolare, risultati recenti suggeriscono che
la DNA-PK abbia un ruolo nell’'omeostasi redox mediante I'inibizione dell'iperattivazione di ATM
e che cellule DNA-PK -/- risultano maggiormente sensibili a stimoli apoptotici mediati da stress
ossidativo, incluso il perossido di idrogeno (H202). Non e ancora chiaro comunque quale sia il
meccanismo attraverso il quale la DNA-PK eserciti la sua attivita protettiva in questa risposta allo
stress ossidativo.

Al fine di determinare il “pathway” di sopravvivenza mediato dalla DNA-PK in condizioni di stress
ossidativo, le cellule PC12 sono state pre-incubate per 24 h con un inibitore specifico dellattivita
chinasica della DNA-PK (NU7026, 10uM) e successivamente trattate con concentrazioni crescenti
di H202 (0.3-1 mM) per 30 minuti. L'inibitore NU7026 e stato aggiunto anche nei 30 minuti di trat-
tamento con H202. Le cellule sono state quindi raccolte, sottoposte ad estrazione proteica totale
ed analizzate tramite western blot con anticorpi specifici per AKT (i.e. AKT totale, AKTSer473,
AKTThr308). AKT & un regolatore chiave del pathway di sopravvivenza cellulare che si attiva in
risposta a molteplici stimoli citotossici, inclusa I' H202 e AKTSer473 & un substrato specifico della
DNA-PK in presenza di danno al DNA. | risultati ottenuti hanno mostrato come I'H202 induce un
aumento dose-dipendente dei livelli di fosforilazione di AKTSer473 e di AKTThr308 mentre i livelli
di AKT totale rimangono sostanzialmente invariati. In presenza di NU7026 si osserva una forte
riduzione dei livelli di fosforilazione di AKTSer473per ogni punto sperimentale mentre i livelli di
AKTThr308 non vengono alterati. Linibizione dei livelli di AKTSer473 ma non di AKTThr308 in pre-
senza di NU7026 suggerisce il coinvolgimento specifico della DNA-PK nella risposta all” H202.
Una ulteriore conferma di questo si € avuta trattando le cellule con insulina (100 nM, 10 minuti),
nota per la sua capacita di mediare la fosforilazione e quindi I'attivazione di AKT indipendente-
mente dall’attivita chinasica della DNA-PK. In queste condizioni sperimentali infatti si &€ osservato
come I'NU7026 non sia in grado di inibire la fosforilazione di AKT per entrambi i residui, i cui livelli
rimangono elevati in presenza di insulina. Per verificare I'aumento dei livelli apoptotici in seguito
all'inibizione della DNA-PK e quindi dell’attivazione del pathway di sopravvivenza mediato dal
suo substrato AKT, sono state esposte le cellule PC12 a concentrazioni crescenti di H202 (0.5-
1mM) per 30 minuti in seguito a pre-trattamento con NU7026. Dopo 24 ore le cellule sono state
raccolte, sottoposte ad estrazione proteica ed analizzate tramite western blot con anticorpi spe-
cifici per la Caspasi 3 e PARP, due proteine soggette a proteolisi (e quindi accumulo di specifici
prodotti di degradazione) in seguito ad apoptosi. | risultati ottenuti hanno rivelato che a queste
concentrazioni di H202 le cellule vanno incontro ad apoptosi e che l'inibizione specifica della fun-
zionalita della DNA-PK induce un aumento dei livelli apoptotici come evidenziato dall’accumulo
dei prodotti di degradazione della Caspasi 3 e di PARP. L'analisi dell’attivita di un'altra proteina
coinvolta nei processi di vitalita cellulare cosi come di morte, ERK, ha mostrato come nelle stesse
condizioni sperimentali, NU7026 induce un aumento della sua attivita come rivelato dall'aumento
dei livelli di fosforilazione di ERK1/2 (Thr202/Tyr204), suggerendo un “cross-talk” tra AKT ed ERK
come gia riportato in letteratura, ed un potenziale ruolo citotossico di ERK in seguito a stress
ossidativo. L'insieme di questi risultati dimostra come la DNA-PK svolga un ruolo protettivo nella
risposta citotossica mediata dall’ H202 attraverso |'attivazione di AKT.

C

148 ATTIVITA" SCIENTIFICA ¢

» ATTIVITA" SCIENTIFICA 149

La SLA & una patologia degenerativa e progressiva del sistema nervoso ad esito fatale che colpi-
sce selettivamente i motoneuroni. Nel 90% dei pazienti, la malattia € causata da una progressiva
degenerazione dei motoneuroni; tuttavia molti studi supportano l'ipotesi cosiddetta del dying-
back nella quale la degenerazione della placca neuromuscolare gioca un ruolo chiave nella pro-
gressione della malattia. E' stato inoltre dimostrato che i muscoli dei pazienti SLA non sono
“semplicemente” muscoli denervati, poiché i loro nAChRs sono diversi nelle proprieta elettro-
fisiologiche dai pazienti con denervazione non-ALS e che il riluzolo, il solo farmaco disponibile
contro la SLA, puo modificare la funzionalita degli AChRs, suggerendo che questi possono essere
un nuovo target per testare composti utili nella terapia SLA.

Recentemente, € stato osservato che molti pazienti traggono beneficio in seguito al trattamento
con I'N-Palmitoylethanolamide (PEA). Il PEA & un mediatore lipidico appartenente alla famiglia
degli endocannabinoidi (ECs) che vengono prodotti per proteggere I'organismo da danni causati
da varie situazioni patologiche esercitando un‘azione antiossidante, ipotensiva, immunosoppres-
siva, antiinflammatoria e, in particolare, antidolorifica (Di Marzo et al, 1998; Cota et al, 2005).
Considerando che i recettori per I'’ACh mediano la comunicazione nervo-muscolo, gli obiettivi
del progetto sono:

- Capire i meccanismi molecolari che spieghino le differenze tra SLA e muscoli di controllo. In par-
ticolare lo scopo & quello di verificare se queste differenze possano dipendere da un'alterazione
delle subunita degli AChRs nei muscoli SLA rispetto a muscoli di pazienti denervati;

- Studiare le correnti evocate dall’ACh in tessuti muscolari di pazienti SLA e di controllo e verifi-
care se queste possano essere modulate dal PEA;

- Testare il PEA su pazienti SLA e verificare se possa contribuire positivamente o negativamente
alla progressione della malattia secondo |'idea che la denervazione possa precedere o anche
contribuire alla degenerazione dei motoneuroni (Musaro et al., 2011). In particolare & stato va-
lutato se il PEA influenzi i valori di Functional Rating Scale-Revised (ALS-FRS), forza muscolare
(MRC) e capacita vitale forzata (FVC) dei singoli pazienti.

| pazienti affetti da SLA (forma spinale) e di controllo sono stati reclutati in collaborazione con
il centro SLA Policlinico Umberto | di Roma e il prelievo dei tessuti e stato effettuato tramite
ago-biopsia da muscoli bicipite e deltoide, come descritto precedentemente (Palma et al., 2011).
Le valutazioni neurologiche sono state effettuate dal Policlinico Umberto | ogni 3 mesi dalla som-
ministrazione del PEA. Le stesse valutazioni sono state effettuate in un altro gruppo di pazienti
che non ha ricevuto il farmaco.

Campioni di muscolo (0,6-1 ug) sono stati omogeneizzati e 'RNA totale estratto con il metodo
Trizol. Lintegrita del’/RNA e stata valutata mediante elettroforesi su gel e la sua concentrazione
misurata mediante spettrofotometria. Gli RNA messaggeri (NRNA) verranno infine isolati utiliz-
zando una resina Oligotex. La RT-PCR quantitativa e effettuata come descritto precedentemente.



L'uso di rane femmine Xenopus Laevis &€ conforme alle politiche istituzionali e alle linee guida
del Ministero della Salute. La preparazione delle membrane umane, la loro iniezione in ovociti di
Xenopus Laevis e le registrazioni delle correnti ACh sono state effettuate come descritto prece-
dentemente (Miledi et al., 2006; Palma et al., 2011).

Grazie ad un approccio traslazionale che ha coinvolto ricerca di base, biologia molecolare e ricer-
ca clinica, questo progetto ha permesso di raggiungere importanti risultati sullo studio di tessuti
muscolari direttamente da pazienti SLA rafforzando I'idea che il muscolo possa essere un nuovo
target terapeutico per la cura di questa patologia. In particolare sono stati raggiunti i seguenti
risultati:

1. una aumentata espressione della subunita alpha quattro volte superiore nel muscolo di pa-
zienti SLA rispetto al muscolo di paziente denervato - che potrebbe contribuire a spiegare la
differente affinita per I'’ACh trovata precedentemente;

2. una maggiore stabilita del recettore ACh in presenza di PEA durante ripetute applicazioni di
ACh sia nei muscoli SLA che denervati;

3. una minor riduzione del valore di capacita vitale forzata nei pazienti SLA dopo prolungato trat-
tamento con PEA.

L'epilessia del lobo temporale & la forma piu frequente di epilessia farmaco resistente focale
(Blimcke et al., 2013). | meccanismi neuro inflammatori sono ritenuti molto rilevanti nella genesi
degli attacchi epilettici; in particolare, il rilascio della citochina IL-1beta e |'espressione del suo
recettore IL-1R1 € aumentata sia in modelli sperimentali di epilessia che nei pazienti epilettici
(Vezzani et al., 2011). Finora, mentre e stato chiaramente delucidato che la IL-1beta possa agire
come agente pro convulsivante aumentando la trasmissione glutammatergica tipo NMDA (Ba-
losso et al., 2005), non ¢ chiaro se possa avere un'azione modulatoria anche sulla trasmissione
GABAergica.

In questo studio, con l'uso di tessuti cerebrali umani da pazienti epilettici farmaco-resistenti sono
stati studiati gli effetti di concentrazioni fisiologiche di IL-1beta sulla trasmissione GABAergica
umana.

Gli obiettivi specifici di questo progetto sono:

- Investigare gli effetti di IL-1beta sulla corrente GABAA mediata su tessuti umani epilettici e tes-
suti di controllo;

- Valutare |'espressione del recettore IL-1R1 e del signalling attivato dal legame tra IL-1beta ed il
suo recettore (IRAK1);

- Descrivere quale meccanismo molecolare viene attivato dall’lL-1 beta nella modulazione della
corrente GABAA mediata.

| tessuti di pazienti affetti da epilessia e i tessuti di controllo non epilettici sono stati forniti dal
Dipartimento di Neuropatologia dell’Universita di Amsterdam.

Il livello di espressione di IRAK1 & stato misurato dal tessuto cerebrale omogenato di pazienti epi-
lettici e di controllo. Una uguale quantita di campione (30 ug) e stata utilizzata la quantificazione
della proteina.

L'uso di rane femmine Xenopus Laevis € conforme alle politiche istituzionali e alle linee guida
del Ministero della Salute. La preparazione delle membrane umane, la loro iniezione in ovociti di
Xenopus Laevis e la registrazioni delle correnti GABA sono state effettuate come descritto prece-
dentemente (Palma et al., 2002).

In questo lavoro sono stati ottenuti i seguenti risultati:

1. IL-Tbeta a concentrazioni fisiologiche diminuisce I'ampiezza della corrente GABAA sia in cor-
teccia che ippocampo di pazienti mTLE farmaco-resistenti;
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2. IL-1beta non modifica la corrente GABAA in tessuti di controllo da autopsie e da lesioni cere-
brali non epilettogene;

3. Aumentata espressione del recettore IL-1R1 e del signaling attivato (IRAK1) in tessuti corticali e
ippocampali di pazienti epilettici.

Sulla base di questi risultati, ulteriori esperimenti verranno effettuati su tessuti di pazienti pedia-
trici con epilessia farmaco resistente al fine di investigare se IL-1beta abbia effetti simili a quelli
appena descritti. Poiché parte delle sinapsi eccitatorie nelle epilessie pediatriche sono mediate
dal GABA, i farmaci di prima linea che aumentano |'attivita GABAergica, potrebbero non essere
adeguati.

Con la prosecuzione di questo programma ci si aspetta di raggiungere i seguenti risultati:

1. Una chiara valutazione delle caratteristiche funzionali dei recettori GABA-A nelle epilessie pe-
diatriche;

2. Uno studio approfondito degli effetti di IL-1beta in relazione alla natura eccitatoria o inibitoria
del GABA in questi tessuti.

3. Una chiara evidenza degli elevati livelli di espressione recettoriale e del signaling (IL-1R1/IRAK1)
in tessuti pediatrici dove e presente un forte stato inflammatorio e confrontarli con tessuti di con-
trollo di pazienti con eta simili.



Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) rappresentano i sottoprodotti fisiologici del metabolismo
ossidativo. Tra le fonti di ROS la catena di trasporto degli elettroni mitocondriale riveste il ruolo
di maggior produttore endogeno. Lo sbilancio tra la produzione e |'eliminazione di ROS, mediata
dall’attivita di enzimi antiossidanti e scavengers, porta allo stress ossidativo, un evento coinvolto
nei processi di invecchiamento e di numerose patologie neurodegenerative. Il mitocondrio e lo
stress ossidativo derivato da alterazioni della sua funzionalita sono implicati nell’eziopatogenesi
del morbo di Parkinson (PD).

Uno dei meccanismi di adattamento allo stress ossidativo che consente la sopravvivenza delle
cellule, & I'autofagia, un processo catabolico che comporta la degradazione di componenti cellu-
lari endogene attraverso il macchinario lisosomiale. L'autofagia € importante per il bilanciamento
delle risorse di energia in momenti critici quali la carenza di nutrienti. Infatti, aumentati flussi di
ROS mitocondriali durante condizioni di diminuita disponibilita di nutrienti porta all’attivazione
dell’autofagia.

Tuttavia, il ruolo fondamentale svolto dai ROS nella modulazione redox dell’attivita di enzimi e
proteine strutturali che, a seguito della modificazione di residui tiolici, possono andare incontro
a una reversibile acquisizione o perdita di funzione, ha introdotto il concetto della essenzialita
dello stress ossidativo. Tra i fattori molecolari modulati dai ROS sono incluse proteine di segnale
come le protein chinasi attivate da mitogeni (MAPK) e molti fattori di trascrizione (Nrf2, Jun/AP-1,
NF-kB, p53) che regolano il ciclo cellulare, I'apoptosi e il processo autofagico. Piu recentemente
anche il co-attivatore trascrizionale PGC-1alpha e stato dimostrato essere coinvolto nella risposta
a stress metabolici (carenza di nutrienti) e ossidativi (decremento dei livelli di GSH) ed e regolato
da pathways di trasduzione del segnale redox-mediati che spesso si sovrappongono a quelli che
determinano |'attivazione di p53 (es. NO/cGMP). A riprova di cio esiste uno stretto cross-talk tra
p53 e PGC-1alpha nel determinare la risposta adattativa cellulare a condizioni di stress, o nell’in-
durre il fenomeno autofagico o apoptotico.

Infine, diversi studi epidemiologici, negli ultimi anni, hanno suggerito che I'obesita e il diabete
mellito di tipo 2 sono patologie che aumentano notevolmente il rischio di sviluppare il PD. Infatti,
meccanismi pato-fisiologici caratteristici del Diabete di tipo 2 o di alterazioni del metabolismo
lipidico sembrano essere comuni anche al PD. In particolare, I'inflammazione gioca un ruolo criti-
co nella distruzione delle cellule beta del pancreas e dei neuroni dopaminergici nella substantia
nigra. Inoltre, pazienti affetti da PD presentano una sostanziale riduzione della massa grassa
(cachessia). Pertanto sta sempre piu prendendo vigore |'ipotesi che il PD possa essere in realta
una patologia che colpisce non solo il metabolismo mitocondriale ma anche quello lipidico. Un
importante regolatore del metabolismo lipidico & la lipasi ATGL (lipasi dei trigliceridi adipocitari)
fortemente down-regolata in individui obesi o affetti da diabete mellito. Recentemente ¢ stato
dimostrato che ATGL ha un ruolo chiave nell’attivare 'asse di segnalazione lipidica che sfocia
nell’espressione di geni mitocondriali e nel mantenimento della sua funzione ossidativa. Infatti,
I'acido grasso liberato da ATGL media I'aumento dell’espressione PPAR-alpha dipendente da
PGC-1alpha, importante co-attivatore trascrizionale implicato nella biogenesi mitocondriale. In
particolare, I'acido grasso liberato da ATGL funge da molecola segnale a livello nucleare per I'at-
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tivazione di PPARalpha a cui segue I'induzione dell’espressione di PGC-1alpha e della biogenesi
mitocondriale.

Pertanto gli obiettivi specifici della ricerca sono stati:

1. Identificare il ruolo di PGC-1alpha nei processi autofagici, in particolare durante il processo di
miogenesi. E’ stato dimostrato che PGC-1alpha & responsabile del mantenimento dell’integrita
mitocondriale durante il differenziamento, condizione caratterizzata da una alta concentrazione
di ROS, attraverso la regolazione dell’'espressione di enzimi antiossidanti.

2. Caratterizzare il ruolo di ATGL nei processi inflammatori eta correlati. E’ stato dimostrato che
il mantenimento dei livelli proteici di ATGL & fondamentale per l'inibizione della produzione di
citochine infiammatorie.

3. Caratterizzare il ruolo delle MAP kinasi nella regolazione del processo autofagico. In partico-
lare & stato dimostrato un ruolo modulatorio del rate autofagico da parte di p38 che si attiva in
seguito a carenza di nutrienti per evitare flussi autofagici elevati che potrebbero portare a morte
cellulare.

4. Caratterizzare il ruolo dell’ossido nitrico sintasi neuronale nella biogenesi mitocondriale. E’
stato dimostrato che la forma nativa dell'ossido nitrico sintasi neuronale attraverso il dominio
PDZ viene reclutata a livello dei nuclei dove I'NO prodotto serve come modulatore positivo (at-
traverso processo di nitrosilazione) di fattori di trascrizione nucleari (CREB) a monte dei processi
di induzione della biogenesi mitocondriale.

Per studiare e caratterizzare le differenze nella suscettibilita all’apoptosi e nei meccanismi di
adattamento (autofagia, biogenesi mitocondriale, induzione di antiossidanti) sono state utiliz-
zate diverse tecniche di biochimica e biologia molecolare atte a mettere in evidenza I'attivita,
I'espressione e il contenuto di RNA di proteine marker di tali condizioni. Per mimare il regime
di restrizione calorica, & stata effettuata una deprivazione di nutrienti (starvation) coltivando le
cellule anziché in un terreno standard, in un mezzo contenente basso contenuto di glucosio e in
assenza di siero. Sulle cellule cosi trattate e stato caratterizzato:

) lo stato redox intracellulare, analizzando: il contenuto delle forme ridotte ed ossidate del GSH,
nonché la quota di GSH legato a proteine, mediante HPLC; I'espressione di enzimi antiossidan-
ti (superossido dismutasi, glutatione perossidasi, catalasi, tioredossina reduttasi) mediante RT-
gPCR e Western blot. Inoltre & stata misurata la produzione di ROS mediante I'uso di sonde
fluorescenti specifiche per il superossido (DHE) e I'H202 (DHDCF-DA), nonché i livelli di proteine
carbonilate e le rotture alla doppia elica di DNA mediante Western blotting e immunofluore-
scenza dell'istone H2A X. | livelli di NO sono stati valutati direttamente mediante |'uso di sonde
fluorescenti specifiche (DAF-2) e indirettamente attraverso valutazione di proteine S-nitrosilate
(metodi immunochimici o biotin-switch assay);

1) il processo di autofagia, attraverso I'analisi delle isoforme LC3-l e LC3-II della proteina LC3
associata agli autofagolisosomi. Inoltre, le cellule sono state trasfettate con un plasmide espri-
mente LC3 associato alla GFP (LC3-EGFP) per effettuare analisi in microscopia a fluorescenza
di co-localizzazione tra LC3 e lisosomi mediante marcatura con LisoTracker Red. L'autofagia &
stata valutata anche mediante I'analisi morfologica, in citofluorimetria, previa valutazione del pH
intracellulare con arancio di acridina. La mitofagia & stata studiata analizzando il reclutamento di
Parkin sui mitocondri (analisi confocale o Western blot su proteine mitocondriali purificate);

1) la biogenesi mitocondriale, attraverso analisi: del contenuto di mtDNA (gPCR); dei marcatori
canonici (es. TFAM, PGC-1alpha, NRF-1) mediante Western blot e RT-qPCR; della massa mitocon-
driale mediante sonde fluorescenti;

IV) le vie di segnalazione redox-sensibili, attraverso analisi dell’espressione e dell’attivita delle
MAPK (analisi Western blot delle forme fosfo-attive), di Nrf2 e p53 (Western blot e RT-gPCR). L'a-
nalisi dell’attivita di tali fattori di trascrizione & stata seguita mediante saggi ChlP.

Per quanto riguarda la biogenesi mitocondriale, & stato identificato il ruolo di una proteina ap-
partenente al complesso della distrofina, I'alpha-sintrofina (a-syn), in tale processo. Innanzitutto
& stata identificata una forma di a-syn che risiede sulla membrana nucleare e che & in grado di
legare |'ossido nitrico sintasi (NNOS). La presenza di a-syn nel nucleo “avvicina” il sito di pro-



duzione di NO a specifici target nucleari. Tra questi & stato identificato il fattore di trascrizione
CREB fondamentale per I'espressione della principale proteina regolatoria del processo di bio-
genesi mitocondriale, PGC-1alpha. In particolare, il reclutamento della nNOS attraverso la a-syn
permette un’efficiente S-nitrosilazione di CREB, un maggiore legame di questo al promotore di
PGC-1alpha con conseguente aumento dell’espressione delle proteine mitocondriali. Questo
meccanismo & particolarmente attivo durante il differenziamento muscolare, processo che si ac-
compagna ad un aumento della massa mitocondriale.

Inoltre, & stato evidenziato il ruolo fondamentale di PGC-1alpha non solo nella biogenesi mito-
condriale ma anche nella rimozione dei mitocondri (mitofagia). E’ stato cioé dimostrato che la
corretta espressione di PGC-1alpha durante la miogenesi, garantisce un altrettanta adeguata
espressione dei geni antiossidanti mantenendo a livelli fisiologici la concentrazione di specie
reattive dell’ossigeno (ROS). Infatti, € stato evidenziato che I'assenza di PGC-1alpha si associa
ad un aumento dei ROS, i quali sono i responsabili dell’attivazione del fattore di trascrizione re-
dox-dipendente FoxO1 sui promotori di geni mitofagici a valle (es. BNIP2, PINK, Parkin). Pertan-
to, il lavoro individua PGC-1alpha come repressore della mitofagia.

Infine, & stato individuato il ruolo della lipasi ATGL nei processi anti-infiammatori del tessuto adi-
poso associati all'invecchiamento. Infatti, € stato osservato che gli adipociti invecchiati presenta-
no bassi livelli di espressione di ATGL e del fattore di trascrizione a valle PPARalpha, noto fungere
da repressore del fattore di trascrizione pro-infiammatorio NFkB. Durante |'invecchiamento, |'as-
senza di ATGL si associa ad una elevata attivita di NFkB sui promotori di citochine infammatorie
quali TNFa e IL-6. Il trattamento con resveratrolo, si & rilevato efficace nell’ostacolare il calo dei
livelli di ATGL e di PPARalpha ritardando la produzione di citochine infammatorie NFkB-mediata.
Per quanto riguarda i processi che regolano |'autofagia e stato dimostrato che lo stato redox gio-
ca un ruolo predominante nella regolazione di tale processo. In particolare, & stato dimostrato un
duplice ruolo di p38 nel modulare il metabolismo del glucosio, in condizioni di deprivazione di
nutrienti, che sfocia in una diminuzione di ROS e del processo autofagico. E' stato infatti osserva-
to che l'attivazione di p38 porta all’'aumento della localizzazione in membrana del trasportatore
del glucosio (GLUT3) e allo stesso tempo all'indirizzamento del glucosio nella via dei pentosi fo-
sfato, con aumento della concentrazione di NADPH. Questa riprogrammazione metabolica det-
tata da p38 porta ad un ridotto rate autofagico e ad una aumentata resistenza alla deprivazione
di nutrienti.

| risultati che ci si prefigge di raggiungere sono a completamento di quello che era stato descritto
nel progetto di ricerca. In particolare:

1) Validare I'efficienza dei processi osservati nel PD. Si studiera I'asse ROS/ATGL/PGC-1alpha in
PBMC derivati da PD e controlli. In particolare, si valutera se i livelli di mRNA e proteici di ATGL
e PGC-1alpha sono alterati nei PBMC in modo da suggerire queste variazioni come marcatori
predittivi o utilizzarli come fattori di rischio del PD.

2) Determinare il ruolo del glutatione nella modulazione di tale asse di segnalazione e/o nelle
eventuali alterazioni osservate nel punto 1. In particolare, si valutera se il calo di glutatione nor-
malmente associato al PD possa alterare la segnalazione redox che sfocia nell’espressione di
PGC-1alpha e ATGL.

3) Determinare il ruolo del processo infiammatorio indotto da carenza di ATGL. Si valutera I'in-
staurarsi di processi inflammatori mediati dall’attivazione di NF-kB in seguito a modulazione di
ATGL e/o al trattamento con neurotossine.

4) Suggerire approcci nutrizionali e farmacologici innovativi per la prevenzione ed il trattamento
del PD. Si determineranno gli effetti di regimi nutrizionali (starvation, overfeeding) in cellule neu-
ronali, muscolari e adipociti allo scopo di identificare fattori cellula specifici che possano favorire
I'espressione di ATGL e PGC-1alpha.
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Le sirtuine sono una classe di deacilasi coinvolte nella risposta a diversi tipi di stress e associate
all’allungamento della vita. Il ruolo delle sirtuine nella sopravvivenza cellulare dei tessuti neuro-
nali e muscolari € ormai assodato, ma € necessario approfondire lo studio dei meccanismi che
regolano la funzione delle sirtuine nella risposta allo stress nel tessuto neuronale e muscolare.
Nei mammiferi esistono sette sirtuine che regolano molti aspetti del metabolismo energetico e
modulano la trascrivibilita della cromatina.

Le Cysteine-rich proteins (CRP1, CRP2,CRP3/MLP and TLP) sono caratterizzate da due domini LIM
che mediano le interazioni specifiche tra proteine. Esse hanno importante ruolo nell’organizzazio-
ne del citoscheletro, nella miogenesi e nella trasduzione del segnale generato da meccanocetto-
ri. CRP1 e 2 sono espresse per lo piu nella muscolatura liscia e scheletrica, MLP e espresso per lo
pit nel muscolo cardiaco e scheletrico.

Il presente studio si prefigge di:

1) Indagare il ruolo dell’interazione tra sirtuine e delle CRP nei meccanismi di morte e di riparo
cellulare.

2) Studiare I'impatto sulla morte cellulare e sul riparo molecolare nei miociti e nei cardiomiociti
delle CRP valutando la risposta al danno della cellula indotto da infarto (MI), In particolare, si
intende valutare se |'infarto miocardico regola I'espressione delle CRP e le sirtuine e la loro inte-
razione.

3) Studiare il ruolo delle sirtuine nel mediare gli effetti benefici dell’esercizio fisico. In particolare,
studiare |'espressione e la regolazione delle sirtuine in tessuti neuronali, muscolari e cardiaci in
topi sottoposti ad esercizio fisico.

Le linee cellulari di mioblasti murini C2C12 sono state differenziate in vitro mediante semina in
terreno contenente il 2% di siero di cavallo. Cloni di tali cellule overesprimenti e silenziate per
CRP3/MLP sono stati ottenuti. Il danno cellulare e stato indotto tramite trattamento con etopo-
side o in assenza di gravita. Lo studio dei meccanismi indotti dai trattamenti sopra indicati e del
ruolo delle sirtuine e delle CRP & stato effettuato mediante real time-pCR, western blotting e
immunoprecipitazione su cellule proliferanti e differenziate. Mediante immunoprecipitazione &
stata studiata |'interazione tra queste proteine, fattori trascrizionali coinvolti nella sopravvivenza
e markers di apoptosi. Per il recupero funzionale & stata analizzata la morfologia tramite micro-
scopia elettronica e delle proteine sarcomeriche per le cellule muscolari. Per lo studio del ruolo
delle sirtuine e delle CRP nell’infarto sono stati utilizzati modelli in vivo costituiti da topi in cui &
stato indotto un infarto.

Gli esperimenti fin qui condotti dimostrano che nei miociti differenziati e nei miocardiociti le sir-
tuine e le CRP si associano. Questa associazione avviene tra la SIRT6 e CRP3 e tra SIRT2 e CRP2.
Inoltre, in presenza di un danno come l'infarto, tale associazione si perde nella zona infartuata ma
& aumentata nella zone immediatamente vicina l'infarto. Ultimamente ¢ stata anche overespressa
o silenziata CRP3 nei miociti osservando le variazioni della morfologia al microscopio ottico ed



elettronico. Questi stessi cloni hanno mostrato una maggiore resistenza alla morte cellulare dopo
overespressione della CRP3 attraverso |'attivazione della autofagia che consente il riparo del dan-
no e la riorganizzazione cellulare durante il differenziamento.

Ci si aspetta che le sirtuine e le CRP intervengano nella regolazione di pathway di morte e soprav-
vivenza, ad esempio che interagiscano e regolino il pathway apoptotico mitocondriale. Lo studio
della morte cellulare e del riparo molecolare nei miociti e nei cardiomiocitici fornira informazioni
sull’eventuale ruolo che CRP e sirtuine giocano.

L'attivita motoria regola I'espressione delle sirtuine. Ci si aspetta che |'attivita fisica sia caratteriz-
zata da aumentati livelli delle sirtuine e/o CRP. Inoltre ci si aspetta che I'attivita fisica attivi un’in-
terazione tra CRP e sirtuine. Si sa gia da studi preliminari che I'esercizio fisico altera |'espressione
dei messaggeri di diverse sirtuine. Ci si aspetta che anche le CRP siano alterate. A tal fine verran-
no utilizzati sia modelli murini sottoposti ad esercizio fisico (treadmill) che modelli umani.

Le sirtuine mitocondriali SIRT3, SIRT4 e SIRT5 deacilano diverse proteine mitocondriali control-
lando numerose funzioni come fosforilazione ossidativa, metabolismo della glutammina, ciclo
di Krebs, ecc. A loro volta i mitocondri hanno un ruolo fondamentale nel regolare lo stato ener-
getico cellulare mantenendo la vitalita cellulare. Questo & particolarmente importante in cellule
post-mitotiche come neuroni e cardiomiociti in cui |'assenza di replicazione richiede il prolungato
mantenimento dell’integrita strutturale e funzionale della cellula. Disfunzioni mitocondriali sono
presenti nell'invecchiamento, malattie neurodegenerative e tumori.

Gli obiettivi del presente progetto sono:

1) Indagare il ruolo delle sirtuine mitocondriali nella regolazione del metabolismo cellulare.
2) Indagare il ruolo delle sirtuine mitocondriali nel mantenere l'integrita, funzionalita e vitalita
cellulare.

Linee cellulari e trattamenti:

Sono state usate linee cellulari MDA-MB-231, NG108-15 e C2C12. Queste sono state trasfettate o
silenziate per le varie sirtuine mitocondriali tramite vettori plasmidici. Le linee parentali o trasfet-
tate sono state sottoposte a trattamento con apoptogeni.

Misurazione dei livelli delle sirtuine mitocondriali e della loro attivita

| livelli delle sirtuine mitocondriali (SIRT3 e SIRT5) sono stati misurati tramite western blot nelle
frazioni mitocondriali. Sempre nelle frazioni mitocondriali & stata misurata |'attivita deacetilasica
delle sirtuine tramite I'utilizzo di un substrato fluorescente e misurazione della fluorescenza emes-
sa in un fluorimetro.

Misurazione dei parametri cellulari e metabolici

La vitalita cellulare e stata misurata usando un saggio MTT e la conta al trypan blue. Il metabo-
lismo cellulare & stato misurato attraverso saggi biochimici. In particolare, il metabolismo della
glutammina e stato misurato utilizzando la produzione di ammoniaca, glutammato e alfa-ketoglu-
tarato. Sono stati usati anche inibitori dei vari enzimi coinvolti nel metabolismo come glutaminasi
e glutammato deidrogenasi. Infine, il metabolismo della glutammina e stato bloccato utilizzando
una forma solubile di a-ketoglutarato.

Gli esperimenti condotti dimostrano che le sirtuine hanno un ruolo fondamentale nel controlla-
re e mantenere la funzionalita dei mitocondri. Infatti, le cellule overesprimenti SIRT3 hanno una
maggiore resistenza allo stress ipossico e al trattamento con apoptogeni. Tale resistenza & dovuta
alla capacita della SIRT3 di deacetilare e attivare diversi enzimi mitocondriali che hanno un ruolo
chiave nella funzionalita di tale organello. Uno di questi & la anidrasi carbonica Vb la cui attivita, &
stato dimostrato, essere aumentata nelle cellule overesprimenti SIRT3 con conseguente tampo-
namento dell’acidificazione intracellulare. Infine, controllando il pH intracellulare, la SIRT3
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consente di regolare meglio I'induzione dei processi apoptotici e necrotici.

Un altro aspetto studiato € il controllo da parte delle sirtuine del metabolismo della glutammina.
In questo caso & stato dimostrato che SIRT5 desuccinila e inibisce I'enzima chiave e cioé la gluta-
minasi con conseguente diminuzione del metabolismo.

Ci si propone di studiare:

1) Il coinvolgimento delle sirtuine nucleari e in particolare SIRT1 e SIRT6 nel regolare I'espres-
sione di quelle mitocondriali al fine di dimostrare la presenza di una risposta coordinata dei vari
membri di questa famiglia genica allo stress

2) Il ruolo delle sirtuine mitocondriali nella regolazione di altri pathways metabolici.

Recentemente, il laboratorio di Patologia Molecolare e Cellulare ha dimostrato, per la prima vol-
ta, la presenza di esosomi nei liquidi pericardici (PF) di pazienti di controllo ovvero operati per so-
stituzione valvolare (PFC) e pazienti con infarto acuto del miocardio (PFMI). E’ interessante sotto-
lineare che queste nanovescicole una volta rilasciate nel fluido pericardico dal cuore danneggiato
possono agire come effettori paracrini stimolando |"attivazione di programmi di rigenerazione
nelle cellule staminali epicardiche che portano alla formazione di nuovi vasi e a una riparazione
del tessuto cardiaco adulto.

Effettuando un’analisi proteomica su PFC e PFMI, & stata dimostrata la presenza negli esosomi
isolati dai PFMI di diverse proteine tra cui la clasterina (CLU), importante mediatore del processo
di transizione epitelio-mesenchimale (EMT).

Gli obiettivi del presente progetto sono:

1) Studiare i pathway coinvolti nel'lEMT mediato dal fluido pericardico dopo infarto del miocardio
(MI).

2) Studiare la funzionalita cardiaca in presenza di infarto e trattamento con CLU.

3) Studiare l'effetto della somministrazione della CLU sul EMT delle cellule staminali cardiache
ckit dopo infarto.

Per gli esperimenti in vivo sono stati utilizzati topi C57/Bl6 femmine di 8 settimane di eta. L'infarto
del miocardio mediante legatura della coronaria discendente sinistra & stato indotto in due grup-
pi di topi. In un gruppo, la cavita pericardica & stata aperta poco prima della legatura (e quindi
I'infarto & stato eseguito in assenza del fluido pericardico), mentre nell’altro gruppo la cavita
stata mantenuta chiusa (e quindi I'infarto ¢ stato effettuato in presenza del fluido pericardico).
Tutti gli animali sono stati sacrificati a tre giorni dal danno e le cellule epicardiche sono state
isolate per effettuare uno studio di espressione genica successivamente convalidato mediante
real time PCR. Avendo gia verificato che, dopo infarto del miocardio, solo in presenza di fluido
pericardico si ha un'attivazione statisticamente significativa dell’'EMT, si & cercato di vedere quali
fossero i pathway coinvolti in tale processo. | risultati ottenuti mediante analisi bioinformatica
dei dati affymetrix hanno dimostrato |'attivazione mediata dal PF di piu’ pathway noti per essere
coinvolti nell'lEMT. In particolare, sono stati trovati modulati 93 su 165 geni del pathway del TGF
b e 12 su 46 geni del pathway della WNT b catenina. Per quanto riguarda il TGF b, & stata anche
dimostrata |'attivazione, sempre da parte del PF, del fattore di trascrizione epicardico WT1, am-
piamente dimostrato essere coinvolto nelllEMT mediato dal TGF b. In particolare, I'attivazione e
stata dimostrata mediante studio di espressione genica ma anche tramite real time PCR e immu-
noistochimica. Quest'ultima tecnica ha permesso di evidenziare la presenza di WT1 sia nelle cel-
lule epicardiche che nelle cellule dei vasi presenti nel compartimento subepicardico. Per quanto
riguarda la WNT b catenina, I'attivazione di questo gene insieme ad uno dei suoi target, ciclina
D1, & stata dimostrata anche mediante real time PCR.

Una volta effettuati questi studi, si & valutato |'effetto della terapia con CLU in termini di recupero
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funzionale del cuore. | topi sono stati infartuati e la CLU ¢ stata iniettata nel sacco pericardico i
immediatamente dopo la legatura della coronaria. L'effetto della somministrazione & stato valu-
tato a livello funzionale dopo una settimana dall’'infarto e dal trattamento. In particolare, sono S
stati effettuati studi emodinamici 7 giorni dopo ischemia, poco prima del sacrificio, utilizzando
una sonda pressoria nella carotide destra.Tali studi consentono di valutare diversi parametri quali Crmd
indici della funzione del ventricolo sinistro in sistole e in diastole. L'analisi dei dati ha dimostrato
un miglioramento della funzionalita cardiaca sia sistolica che diastolica nei topi infartuati e trattati Cie D
con CLU rispetto ai topi di controllo.
Avendo gia dimostrato che la somministrazione della CLU nel sacco pericardico di cuori murini . Y
in assenza di infarto & gia in grado di attivare 'EMT nelle cellule epicardiche come dimostrato
dall’'aumentato numero di cellule epicardiche esprimenti la alfa SMA, noto marcatore dell'EMT,
N .. . . . . Cm)d
si & andato a vedere cosa accadesse dopo somministrazione della CLU nel sacco pericardico di
topi dopo infarto ovvero se si avesse un’ulteriore aumento dell’'EMT delle cellule epicardiche e,
soprattutto, se questo fenomeno riguardasse anche le cellule staminali ckit+ epicardiche. A tal e
fine, & stato indotto l'infarto in due gruppi di topi e dopo legatura della coronaria & stata iniettata
nella cavita pericardica la CLU o il PBS. Gli animali sono stati sacrificati a 7 giorni dalla procedura Cr=D
chirurgica e i cuori sono stati trattati in modo da poter effettuare studi di immunofluorescenza.
Per verificare se le cellule epicardiche fossero coinvolte nel EMT dopo infarto e trattamento con =D
la CLU, sono state contate le cellule epicardiche positive per la alfa SMA. Inoltre & stata effettuata
anche una doppia colorazione per la alfa SMA e per il marcatore di staminalita ckit per capire, T
mediante conta, se le cellule staminali epicardiche fossero coinvolte in questo processo. | risultati
delle conte hanno evidenziato un maggior numero di cellule epicardiche esprimenti la alfa SMA o
dopo trattamento e, soprattutto, un maggior numero di cellule co-esprimenti sia la alfa SMA che
il ckit. Le conte hanno dimostrato anche che I'aumentato numero delle cellule ckit+ non dipende
dalla proliferazione ma dall’lEMT in quanto il numero di cellule epicardiche positive per ckit ma o
negative per 'alfa SMA si & dimostrato non essere differente tra cuori trattati e cuori di controllo.
Dunque, 'EMT mediato dalla CLU determina un aumento del numero dei progenitori cardiaci i
(cellule epicardiche ckit+) potenzialmente responsabili della migliorata funzionalita cardiaca nei
topi dopo trattamento. e
| risultati ottenuti dallo studio di espressione genica effettuato sulle cellule epicardiche isolate
da cuori infartuati in presenza e in assenza di PF hanno permesso di individuare due potenziali LoD
meccanismi coinvolti nell'EMT delle cellule epicardiche ovvero il pathway del TGFb e quello della
WNT b catenina. o} e
Gli studi funzionali nei cuori di topi dopo infarto e trattamento con CLU hanno evidenziato I'im-
portanza della proteina come potenziale mediatore del riparo cardiaco dopo infarto mediato I
da cellule staminali epicardiche. Infine, le analisi di immunofluorescenza hanno permesso di di-
mostrare che la CLU determina un aumento del pool di progenitori cardiaci come evidenziato
dall’'aumento nel numero di cellule esprimenti il fattore di staminalita ckit e il marcatore dell'EMT, S e
alfa SMA. Tale aumento potrebbe spiegare, almeno in parte, il recupero funzionale osservato nei
topi trattati con CLU rispetto ai controlli dopo danno ischemico. Cr=d
Sulla base dei risultati ottenuti, ci si propone di effettuare esperimenti per valutare se la CLU oltre
a promuovere I'EMT delle cellule epicardiche (processo fondamentale per il differenziamento Cre )
delle cellule epicardiche nelle tre linee cellulari cardiache principali) sia anche in grado di proteg-
gere i cardiomiociti dalla morte cellulare e indurre angiogenesi. E’ stato infatti gia dimostrato che o
questa proteina ha un’azione antiapoptotica in vitro mentre nulla si sa circa una sua potenziale
azione sui vasi. o
Infine, si propone di effettuare esperimenti per studiare il coinvolgimento dei miRNAs nellEMT
mediato dalla CLU. A tal fine, si utilizzeranno colture di cellule epicardiche murine embrionali in
cui verra indotto I'EMT mediante trattamento con CLU e |'analisi dei miRNAs coinvolti in questo i
processo verra effettuata sia mediante real time PCR e sia tramite immunofluorescenza. .
| 5%
Ci= D



Il progetto si propone di valutare |'effetto dell’allenamento fisico utilizzando una mediante pe-
dana vibrante (WBV- Whole Body Vibration) associato o meno ad un simultaneo programma di
training fisico aerobico standard sulla capacita muscolare e di esercizio in pazienti con CHF (Con-
gestive Heart Failure) in condizioni di stabilita clinica.

Alcuni studi su persone anziane hanno dimostrato che il WBV training migliora la forza muscolare
e la performance cardio-respiratoria. Pertanto, il WBV training potrebbe essere uno stimolo alle-
nante addizionale utile nei pazienti con CHF. Un vantaggio del WBV training & che ogni sessione
di applicazione e breve e non richiede la partecipazione attiva dell'individuo, tranne |'essere in
grado di mantenere la postura accovacciata per 60 secondi. Di conseguenza, se questa metodo-
logia di allenamento si rivelasse efficace, potrebbe essere proposta come un training alternativo
all'esercizio fisico, in particolare nei pazienti anziani che non sono in grado di praticare un eserci-
zio fisico classico.

E’ stata effettuata un’analisi preliminare per valutare la tollerabilita ed il profilo di sicurezza sull'ap-
parato cardiovascolare del protocollo di WBV selezionato, dal momento che la WBV non € mai
stata impiegata in pazienti cardiopatici.

L'analisi preliminare ha dimostrato la sicurezza dell’allenamento con la pedana vibrante dal mo-
mento che non si sono verificate complicanze e la frequenza cardiaca (FC), registrata mediante
telemetria durante |'allenamento, e la pressione arteriosa misurata prima e dopo I'allenamento,
non hanno mostrato significative variazioni.

Lo scompenso cardiaco cronico (SCC) e una patologia ad elevata prevalenza, che colpisce il 2%
della popolazione generale nel mondo occidentale ed e caratterizzata da un profilo prognostico
negativo malgrado i progressi ottenuti in campo terapeutico. Lo SCC, nel corso della sua evolu-
zione, coinvolge vari meccanismi fisiopatologici. In particolare, in una porzione rilevante di sog-
getti con SCC, si osservano profonde alterazioni degli assi ormonali fra cui deficit di testosterone,
deficit dell’asse GH/IGF1 resistenza al GH, ed insulino-resistenza. Tali alterazioni sono associate
ad uno piu sfavorevole profilo emodinamico e ad una peggiore prognosi, con evoluzione verso
la cachessia cardiaca.

L'esercizio fisico e efficace nel migliorare i sintomi e la qualita di vita dei pazienti con SCC. Inol-
tre, in individui sani I'esercizio e in grado di aumentare il livello di testosterone ed IGF-1. Poiché
una copiosa recente letteratura dimostra che il trattamento con GH o testosterone migliora vari
parametri clinici ed emodinamici nello SCC, e poiché tali effetti sono simili a quelli che si rilevano
negli stessi pazienti dopo training fisico, & ipotizzabile che gli effetti clinici prodotti dal training
fisico nello SCC siano, almeno in parte, secondari all'incremento dei livelli di tali ormoni.
Lipotesi dello studio e che i benefici ottenuti dal training fisico nello SCC siano, in parte, mediati
dal miglioramento del quadro ormonale indotto dall’esercizio. Se I'ipotesi si rivelera valida, ci si
aspetta di osservare una significativa correlazione fra miglioramento dei parametri funzionali ed
incremento dei livelli di GH/IGF1 e testosterone in soggetti con SCC sottoposti a training fisico.
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Lo studio prevede I'arruolamento di 30 pazienti con SCC, (diagnosi da almeno 6 mesi), sedentari
ed in condizioni cliniche e terapia farmacologica stabili. | pazienti vengono suddivisi in modo ran-
dom in 2 gruppi: 1) gruppo training: composto da 20 pazienti che effettuano training fisico per un
periodo di 3 mesi. 2) gruppo di controllo: 10 pazienti sottoposti alle stesse indagini diagnostiche
del gruppo 1 ma non effettuano training fisico.

| pazienti di entrambi i gruppi vengono sottoposti a prelievi ematici al momento dell’arruolamen-
to ed alla fine dello studio. Tale prelievo comprende la determinazione dell’assetto ormonale:
GH, IGF.1, testosterone totale e libero; glicemia, insuline mia.

All'arruolamento e alla fine dello studio vengono, inoltre, eseguiti ecocardiogramma c/d, test del
cammino di 6 minuti, test cardiopolmonare. Il livello di fatica percepita dal paziente viene regi-
strato mediante scala di Borg.

Protocollo di esercizio: i pazienti del gruppo 1 effettuano 3 sedute/settimana di esercizio fisico
allenandosi al 50-70% della frequenza cardica cronica (FCT). Ogni seduta ha la durata di 1 ora.
Tutti i pazienti sono stati sottoposti a visita cardiologica preliminare.

| 20 soggetti del gruppo training sono stati sottoposti a regolari sessioni di esercizio fisico in pa-
lestra cardiologica per un totale di 12 settimane consistenti in attivita aerobica svolta al 50-70 %
della FC di tipo continuo. L'esercizio si € svolto su cyclette. Prima di ogni sessione ai pazienti &
stata rilevata la pressione arteriosa e la frequenza cardiaca. Durante ogni sessione la frequenza
cardiaca & stata monitorizzata con sistema telemetrico.

Lo studio ha dimostrato che un interval training piuttosto che un training continuo & in grado di
modulare i livelli di ormoni anabolizzanti in pazienti con SCC.

L'esercizio fisico regolare € potenzialmente in grado di influenzare i meccanismi dell’infammazio-
ne, della morte cellulare e dello stress ossidativo. Ad esempio, € stato recentemente osservato
che I'esercizio fisico aumenta i livelli plasmatici della sirtuina 1 (SIRT 1) che, a sua volta, aumenta
la FOXO3A e la capacita di quest’ultima di aumentare |'espressione della GADD45, un bersaglio
della FOXO3A, coinvolta nella riparazione del DNA. Inoltre, & stato riscontrato che I'esercizio fisi-
co di tipo aerobico aumenta il contenuto di SIRT 1 nel muscolo scheletrico.

Si potrebbe ipotizzare che parte degli effetti benefici dell’esercizio fisico che si verificano sia negli
individui sani che nei pazienti cardiopatici, inclusi i pazienti con scompenso cardiaco, possano es-
sere collegati all’effetto modulatorio dell’esercizio fisico sull'attivita di una serie di fattori il cui fine
ultimo sarebbe quello di mantenere un equilibrio tra la morte cellulare programmata (apoptosi)
e la riparazione cellulare. In tal senso, € noto che una singola sessione di esercizio fisico intenso
determina profonde alterazioni nell’espressione genica nucleare e mitocondriale sia nel cuore
che nel muscolo scheletrico, nel tentativo di neutralizzare gli effetti potenzialmente dannosi di
questo tipo di stress metabolico/ossidativo.

In questo contesto & importante sottolineare che la catena di trasporto elettronico mitocondra-
le & stata identificata quale la maggior sorgente di ROS intracellulare durante lo stress imposto
dall’esercizio e I'accumulo di ROS modula rapidamente I'attivita delle sirtuine. Infine, uno studio
recente effettuato sui maratoneti (maratona di Roma 2008) ha mostrato che & in grado di modu-
lare la risposta cellulare allo stress dell’esercizio, indicando che il bilancio tra geni pro e antiapop-
totici varia a favore di uno stato antiapoptotico dopo un esercizio fisico intenso e prolungato.

| risultati ad oggi riportati, anche se limitati, suggeriscono che numerosi fattori proteici di tipo
riparativo-protettivo ed anti-infammatori vengono attivati dall’esercizio fisico e sono coinvolti nei
meccanismi adattativi da questo indotti. Tali markers, rilevabili nel sangue circolante, potrebbero
rivelarsi regolatori chiave nel mediare alcuni effetti benefici del training fisico.



L'obiettivo del presente progetto di ricerca € quello di studiare il possibile ruolo dell’esercizio
fisico strutturato svolto nell’ambito di un programma di riabilitazione cardiologica in pazienti con
scompenso cardiaco sull’espressione di markers proteici di riparazione e protezione del danno
cellulare da stress ossidativo ed anti-infiammatori, quali sirtuine, TNFa, FOXO3A etc.

Tale studio permette di analizzare se questi markers rivestono un ruolo rilevante nel mediare gli
effetti benefici dell'attivita fisica nell’ambito della riabilitazione cardiologica.

Ci si propone di identificare i markers biologici circolanti correlati all’espressione di proteine
con attivita protettiva-riparativa cellulare ed anti-infammaoria influenzabili da diverse modalita
di training fisico da utilizzare, in prospettiva, come indicatori addizionali di recupero funzionale,
correlabili agli effetti benefici dell’allenamento e all'outcome dei pazienti.

Lo studio attualmente & in fase di reclutamento dei pazienti.

L'obiettivo primario di questo studio € quello di comparare |'efficacia e la tollerabilita della te-
rapia a basso dosaggio di statine a confronto con |'associazione tra la suddetta terapia a basso
dosaggio di statine e un protocollo basato sui nutraceutici in pazienti intolleranti a statine di alto
dosaggio e con malattie coronariche considerati ad alto rischio cardiovascolare.

Outcome primari:

- Adesione a lungo termine alla terapie oggetto dello studio. (Time frame: fino a 12 mesi).

- Adesione alla terapia oggetto dello studio durante lo studio stesso.

Outcome secondari:

- Effetti a lungo termine sul profilo lipidico (Time frame: fino a 12 mesi).

- Livello di comparazione tra il colesterolo totale, LDL, e i trigliceridi tra l'inizio e la fine dello
studio.

Comparatore attivo: statine a basso dosaggio in associazione a nutraceutici.

Ai pazienti sono state somministrate statine a basso dosaggio (simvastatin da 10 a 20 mg/die
oppure atorvastatin da 5 a 10 mg/die ) associate ad una capsula di un nutraceutico in commercio
(1 capsula/die contenente 200 mg riso rosso fermentato, 10 mg di policosanol e 500 mg di ber-
berine).

Comparatore attivo: statine a basso dosaggio

Ai pazienti & stata somministrata unicamente statina a basso dosaggio (simvastatin da 10 a 20
mg/die oppure atorvastatin da 5 a 10 mg/die).

Sono stati effettuati esami ematochimici e visite a tempo: zero, tre, sei e dodici mesi.

Sono stati arruolati consecutivamente 100 pazienti. Le caratteristiche cliniche di base ed i profili
lipidici sono risultati simili tra i gruppi. Al terzo mese, i valori del LDL-C, colesterolo totale e tri-
gliceridi del secondo gruppo differivano significativamente, con valori piu bassi nel gruppo NS
rispetto al gruppo S; inoltre i due gruppi differivano, anche se in modo poco significativo, nel
valori HDL-C, con valori piu alti nel gruppo NS rispetto al gruppo S. Infine, in entrambi i gruppi
la tolleranza al trattamento e stata alta: in ciascun gruppo, infatti, solo 3 pazienti hanno interrotto
la terapia.

In pazienti con CAD e intolleranza HDS (High Dose Statin ), un trattamento con LDS (Low Dose
Statin) e nutraceutici puo essere una valida opzione.

Controllo a lungo termine degli effetti del carico di allenamento attraverso il metodo delle ses-
sion-RPE in soggetti con scompenso cardiaco
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Il progetto si prefigge di valutare I'efficacia di un programma di allenamento a lungo termine (tale
da prevedere un controllo sulla relazione dose-risposta attraverso |'analisi post-ospedaliera delle
session-RPE - rating of perceived exertion) sia di tipo aerobico continuo sia di tipo interval training
basato sul metodo della session-RPE sui parametri di capacita funzionale (e.g., VO2, Soglia venti-
latoria, test del cammino) nonché sugli adattamenti neurovegetativi (e.g., sensibilita baro riflessa
e variabilita della frequenza cardiaca) e metabolici (e.g., assetto lipidico, insulino-resistenza etc) in
pazienti cardiopatici. Ci si aspetta che il controllo del carico di allenamento realizzato nella post
ospedalizzazione dai pazienti stessi consenta un piu efficace mantenimento dei miglioramenti
ottenuti nella fase 2 di riabilitazione. Cio permetterebbe di proporre una nuova metodologia di
allenamento tale da non richiedere il monitoraggio e la valutazione della frequenza cardiaca e
che pertanto potrebbe essere impiegata in modo efficace, ma estremamente semplice nella pro-
clinico, in pazienti cardiopatici.

Dati preliminari in un gruppo pilota di 12 pazienti indicherebbero che il metodo RPE-session &
utilizzabile nella programmazione autogestita extra-ospedaliera dell’allenamento nel paziente
con scompenso cardiaco per migliorare e/o mantenere la propria capacita funzionale. Infatti, nei
pazienti che hanno utilizzato la RPE-session dopo la dimissione dalla struttura riabilitativa e stato
riscontrato un ulteriore significativo incremento della capacita funzionale (test dei 6 minuti) men-
tre nel gruppo che non ha utilizzato la session-RPE la capacita funzionale si riduceva

Secondo i dati disponibili, non € mai stato svolto dagli astronauti alcun programma di esercizio
fisico strutturato rivolto a valutare gli adattamenti neurovegetativi in risposta a uno specifico pro-
gramma di allenamento, quale definito dalla dose di attivita fisica da svolgere al fine di prevenire
o almeno ridurre l'intolleranza ortostatica che si verifica al rientro nello spazio gravitazionale ter-
restre dopo voli spaziali.

La prescrizione ottimale di esercizio (in termini di modalita, frequenza, intensita e durata) ne-
gli astronauti per poter raggiungere questo scopo non e stata ancora identificata: la domanda
“quanto e quale tipo di esercizio fisico sia necessario per migliorare la tolleranza ortostatica”,
rimane attualmente senza risposta.

Recentemente, il gruppo di ricerca ha sviluppato un nuovo metodo chiamato TRIMPi (individua-
lized Training IMPulses) che rappresenta una misura integrata, e individualmente determinata,
delle risposte biologiche al carico di allenamento. Questo metodo utilizza un unico parametro
che tiene conto degli effetti sia del volume che dell’intensita del programma di allenamento, cioé
la dose di esercizio, sulla regolazione nervosa cardiovascolare. Questo metodo € stato utilizzato
sia in corridori di maratona che in pazienti affetti da insufficienza cardiaca.

E’ stato riscontrato un rapporto dose-response curvilineo tra il carico di allenamento individualiz-
zato (cioé il valore di TRIMPI) e i parametri che esprimono il funzionamento del sistema nervoso
autonomo con un incremento della variabilita del componente a bassa frequenza del battito car-
diaco e della pressione arteriosa, marker di modulazione simpatica cardiaca e vascolare, al picco
del carico di esercizio allenante.

L'aumento di attivita simpatica diretta al cuore e ai vasi potrebbe essere fondamentale nel preve-
nire I'intolleranza ortostatica, poiché una ridotta risposta simpatica vasocostrittrice rappresenta
un meccanismo predominante dell'intolleranza ortostatica assieme al contributo di un incremento
relativamente attenuato della frequenza cardiaca (FC). Pertanto, piani di allenamento di resisten-
za aerobica, di elevata intensita, programmati individualmente sulla base del TRIMPi, potrebbero
dimostrarsi efficaci nel contrastare |'intolleranza ortostatica degli astronauti dopo voli spaziali.



Di conseguenza lo scopo di questo progetto e valutare |'efficacia di un programma di allenamen-
to aerobico strutturato, personalizzato in base al TRIMPI, nel prevenire l'intolleranza ortostatica e
i meccanismi che ne sono all'origine, legati principalmente alla regolazione nervosa cardiovasco-
lare, in astronauti durante un volo spaziale. Come consolidata metodologia per la valutazione del
controllo nervoso del sistema cardiovascolare durante lo stress ortostatico (ortostatismo attivo)
pre- e post-volo spaziale, vengono utilizzati |'analisi spettrale della variabilita della FC e della
pressione arteriosa e la sensibilita baroriflessa.

A questo fine, gli astronauti fanno uso dei sistemi esistenti di esercizio e di monitoraggio cardio-
vascolare presenti a bordo della International Space Station (ISS) come il tapis-roulant, il modulo
ARMS, un sistema di ricerca fornito dall’Agenzia Spaziale Europea che dovrebbe essere disponi-
bile aterra e a bordo dello shuttle o dell'European Physiological Module. Tutto cio consente di
prevedere un'alta possibilita di successo di questo progetto.

| dati ottenuti da questo studio potrebbero fornire una base per la progettazione efficace di
programmi di addestramento all’esercizio fisico che possono effettuare gli astronauti in future
missioni di lunga durata sull’ISS, in cui protocolli di contromisure di attivita fisica sono fortemente
consigliati dall’Agenzia Spaziale Europea (ESA) e dalla NASA.

Lo sviluppo di contromisure specifiche per accelerare la riabilitazione di equipaggi in missioni di
esplorazione potrebbe trovare delle applicazioni cliniche nel prevenire disturbi legati all'inattivita
o a problemi di gravitazione e alle persone con disabilita sulla terra. Queste contromisure sono
benefiche per prevenire disfunzioni autonomiche legate allo stress gravitazionale come quelle ri-
scontrate nei soggetti allettati e con scompenso cardiaco come l'ipotensione ortostatica, |'atrofia
o antigravita dei muscoli, ecc. Questo punto & particolarmente importante nella nostra societa
che sta invecchiando con molte persone anziane costrette a letto. La conoscenza accumulata
dagli studi sulle funzioni neurali autonomiche nello spazio dovrebbe essere di grande utilita per
stabilire contromisure e metodi preventivi efficaci per diverse categorie di pazienti caratterizzati
da segni e sintomi di disfunzioni autonomiche. Il progetto € in fase avanzata di realizzazione.
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L'aterosclerosi € una patologia complessa ed e la causa principale di infarto del miocardio e
di ischemia cerebrale. Nonostante la sua natura di patologia multifattoriale, & stato dimostrato
come |'ambiente e i classici fattori di rischio vascolari influiscano solo in parte sulla sua variabilita
clinica. Numerosi studi, infatti, hanno dimostrato il ruolo fondamentale dei fattori genetici nello
sviluppo dell’aterosclerosi.

Il gruppo di ricerca ha precedentemente identificato dei polimorfismi localizzati in geni codifi-
canti per proteine coinvolte nei processi di infiammazione, coagulazione, metabolismo lipidico e
glicidico e associati a diverse forme di predisposizione per l'ispessimento medio intimale caroti-
deo (IMIC). E’ stata inoltre dimostrata I'influenza di polimorfismi dei geni codificanti per le sirtuine
e per le “uncoupling proteins mitocondriali” (UCP) sullo sviluppo delle placche caroitdee e di
ulteriori loci genici che correlano a un maggior rischio per IVS e per la patologia aterosclerotica.
In particolare, dato il ruolo esercitato dalle sirtuine nello sviluppo della malattia aterosclerotica
e su importanti fattori di rischio cardiovascolari come le malattie metaboliche ed il diabete, ci si
é focalizzati proprio sullo studio di questi geni/proteine come possibili fattori predittivi per tali
patologie essendo essi in grado di regolare numerosi pathways coinvolti nello stress ossidativo
e nell'infiammazione. E’ stato inoltre dimostrato come le sirtuine e le UCP siano coinvolte nella
regolazione del rilascio dell'insulina e nella predisposizione al diabete mellito.

Di conseguenza, I'obiettivo principale del progetto € quello di identificare nuovi pathways mole-
colari coinvolti nelle patologie metaboliche (come il diabete) e vascolari, specialmente collegati
con i meccanismi di senescenza d’organo. Le molecole coinvolte in questi pathways vengono poi
analizzate nelle loro varianti geniche per valutare I'impatto di questi geni sulle patologie studiate,
specialmente in popolazioni di studio a rischio come i pazienti diabetici in popolazioni con diver-
sa etnia. Le analisi successive sui fattori di rischio vascolari e sulle interazioni tra i differenti feno-
tipi subclinici di aterosclerosi permetteranno, inoltre, di determinare |'evoluzione della malattia
aterosclerotica e I'impatto della terapia (anticoagulanti, anti-ipertensivi, statine, ipoglicemizzanti)
sulla sua progressione in queste popolazioni di studio.

| campioni biologici di pazienti con fattori di rischio vascolare e patologie cardiovascolari, sono
ottenuti dalla Biobanca presente presso I'lRCCS San Raffaele Pisana e raccolti presso il Diparti-
mento di Medicina dei Sistemi, Universita degli Studi di Roma, Tor Vergata. Su di essi vengono
condotte analisi delle varianti genetiche con metodiche di biologia molecolare ad alta sensibilita
per I'individuazione di sequenze di geni coinvolti nei meccanismi dell'invecchiamento vascolare e
dei fattori di rischio ad esso correlati e dei profili di espressione proteica. Tutti i dati e le informa-
zioni cliniche riguardanti i pazienti arruolati vengono inseriti, previa opportuna anonimizzazione,
in un apposito database a disposizione di tutti i centri partecipanti allo studio. Un’ analisi dei
fattori di rischio vascolari, specialmente del DT2, viene effettuata per evidenziare il loro possibile
impatto nella patologia aterosclerostica. Un adeguato controllo clinico per valutare la progres-
sione della malattia aterosclerotica sara pianificato in una coorte di pazienti con eta superiore ai
60 anni.

| risultati fin qui ottenuti dimostrano come i classici fattori di rischio vascolari incidano per solo
i 20% nello sviluppo di placche carotidee e come quindi vi sia una forte componente genetica
nello sviluppo della malattia aterosclerostica e di conseguenza nelle malattie cardiovascolari. In
questo ultimo anno & stato anche dimostrato come, oltre ad essere associati con fenotipi di ate-
rosclerosi quali placche carotidee e I'ispessimento medio/intimale carotideo, i polimorfismi delle
sirtuine e UCPs sono anche associati ad un aumento della rigidita carotidea che € un marcatore



tipico di invecchiamento vascolare. Sono stati identificati nuovi marcatori genetici che predispon-
gono individui fumatori ad un maggiore rischio per malattie cardiovascolari. Inoltre, in questo
anno di ricerche sono stati anche dimostrati nuovi pathways associati ad una migliore risposta
metabolica e vascolare grazie a studi in vitro condotti su cellule endoteliali e studi in vivo condotti
su topi knockout. Nello specifico, & stato dimostrato come I'assenza di una particolare proteina
mitocondriale, la perossiredossina 6 (predxé), proteina in grado di regolare lo stress ossidati-
vo nel pancreas, nei topi da laboratorio, si associ ad un alterato rilascio e captazione periferica
dell'insulina ed un’alterazione delle beta cellule pancreatiche, suggerendo nuove vie molecolari
per la terapia del diabete attraverso la riduzione della produzione dei radicali liberi dell’ossige-
no (ROS). Allo stesso modo, si € visto come un'altra proteina implicata nello stress ossidativo, la
serum glucocorticoid inducible kinase (SGK)-1 era in grado di proteggere dal danno vascolare
indotto dal iperglicemia attraverso I'aumento di ROS, grazie ad un suo effetto sulla produzione di
ossido nitrico e quindi un'azione vasodilatatrice.

Ci si attende che da questi studi sara possibile individuare nuovi pathways in grado di ridurre lo
stato di senescenza cellulare misurata come lunghezza dei telomeri e di aumentare la funzionalita
endoteliale e la risposta allo stress ossidativo e infiammatorio. Inoltre, ci si attende di dimostrare
sempre di piu la stretta relazione tra fattori di rischio cardiovascolari, quali profilo lipidico, HDL e
patologia aterosclerotica e la forte interazione tra gene-ambiente e gene-fattore di rischio nello
sviluppo della malattia.

Allo stato dell’arte, la migliore comprensione dei meccanismi di regolazione dell’emostasi de-
rivata da numerosi studi clinici ha conferito una precisa rilevanza epidemiologica al concetto di
"“ipercoagulabilita” spesso messo in relazione all'insorgenza della trombosi. Tuttavia, i modelli
di valutazione del rischio trombotico finora sviluppati, portano a sottovalutare una percentuale
significativa di pazienti a rischio. In tale contesto, |'identificazione di nuovi biomarcatori potrebbe
offrire la possibilita di migliorare i modelli clinici esistenti per |a stratificazione di pazienti ad alto
rischio in cui un'anticipazione diagnostica e/o I'applicazione di eventuali programmi di trombo-
profilassi potrebbero intervenire favorevolmente non solo in una fase di prevenzione primaria, ma
anche e soprattutto durante il percorso riabilitativo.

Si intende pertanto identificare e caratterizzare nuovi marcatori biomolecolari da utilizzare qua-
li indici predittivi utili alla determinazione del rischio tromboembolico o quali determinanti di
outcome in pazienti con aumentato rischio trombotico.

| campioni biologici di pazienti con fattori di rischio o patologie croniche disabilitanti sono ade-
guatamente preservati nella BioBIM dell'lRCCS San Raffaele Pisana previo consenso informato
scritto (approvato dal Comitato Etico dell'lIRCCS San Raffaele). Tutti i campioni sono codificati in
modo da garantire I'anonimato del paziente ed inseriti in un programma di database computeriz-
zato protetto da doppio codice di accesso/password. In considerazione della stretta interazione
esistente tra alterazioni inflammatorie e modificazioni dell’assetto procoagulante, vari marcatori
di attivazione emostatico/coagulativa sono analizzati in associazione ad alcuni analiti di significa-
to inflammatorio interconnessi con il sistema emostatico. Su popolazioni selezionate di pazienti
viene eseguito lo studio dei polimorfismi metabolici correlati a diagnosi, prognosi e valutazione
dell’approccio multidisciplinare (dieta, esercizio fisico ed eventuale terapia medica).

Gli studi condotti nell’ambito di questo progetto di ricerca hanno preso in considerazione so-
prattutto il paziente oncologico, nel quale € necessario garantire una presa in carico globale del
malato fin dall’inizio del percorso terapeutico, attraverso un approccio multidisciplinare e multidi-
mensionale, che garantisca da un lato il miglior trattamento antitumorale e dall’altro un precoce
riconoscimento di eventuali altri bisogni del malato, permettendo un inserimento precoce delle
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e/o al trattamento. In particolare, sono stati analizzati alcuni indici predittivi di tromboembolismo
venoso (TEV), una causa importante di morbilita e mortalita nei pazienti oncologici, soprattutto
nei primi tre mesi di chemioterapia. | risultati ottenuti hanno messo in evidenza la possibilita di
identificare pazienti ad alto rischio grazie all'introduzione diagnostica di alcuni nuovi marcato-
ri associati al rischio di TEV. In particolare, € stato analizzato il valore predittivo di alcuni indici
di attivazione piastrinica (volume piastrinico medio), parametri infiammatori (rapporto piastrine/
linfociti o neutroli/linfociti) o altri determinanti di rischio trombotico (eGFR - tasso presunto di
filtrazione glomerulare, colesterolo HDL). Alcuni di questi marcatori si sono dimostrati di notevole
interesse ai fini di un‘implementazione dei modelli di rischio clinico esistenti e per la stratificazio-
ne di pazienti ad alto rischio in cui un’anticipazione diagnostica e/o |'applicazione di programmi
di tromboprofilassi potrebbero intervenire favorevolmente durante tutto il percorso terapeutico/
riabilitativo al fine di prevenire I'insorgenza di TEV, condizione potenzialmente letale ed altamen-
te disabilitante.

Le indagini condotte suggeriscono la possibilita di implementare i modelli di rischio esistenti gra-
zie all'introduzione di nuovi marcatori con piu elevata sensibilita e specificita e pongono le basi
per la messa a punto di un nuovo algoritmo diagnostico per l'identificazione di sottogruppi di
pazienti ad alto rischio trombotico. Risultati preliminari ottenuti mediante tecniche di data mining
e KDD (Knowledge Discovery in Databases) sono promettenti in tal senso. Inoltre, la possibilita
offerta dalla BioBIM dell'IlRCCS San Raffaele Pisana di estendere lo studio a categorie di pazienti
con patologie diverse da quella oncologica, permettera di caratterizzare in maniera approfondi-
ta lo stato di ipercoagulabilita che precede I'evento trombotico, anche e soprattutto nell’ottica
delle possibili implicazioni terapeutiche con 'uso di nuovi anticoagulanti e/o farmaci ad azione
pleiotropica.

L'identificazione di nuovi marcatori biologici ("biomarker discovery”) rappresenta un processo
essenziale per la definizione dei meccanismi molecolari e cellulari coinvolti nell'insorgenza e nella
progressione di numerose malattie disabilitanti. Questo approccio, inoltre, permette di prevede-
re se un determinato trattamento terapeutico/riabilitativo avra esito positivo o produrra effetti
indesiderati, rendendo possibile la stratificazione clinica dei pazienti, lo sviluppo di terapie per-
sonalizzate ed un utilizzo razionalizzato dei farmaci. La scoperta di nuovi marcatori di diagnosi,
progressione e risposta alla terapia si basa principalmente su metodiche di genomica e prote-
omica, da applicare all’analisi delle varianti di sequenza e dei profili di espressione correlati alle
caratteristiche cliniche della patologia. Affinché queste analisi acquistino un sufficiente potere
statistico, € necessario processare e conservare un numero elevato di campioni biologici. L'esteso
campionamento in atto presso la BioBanca Interistituzionale Multidisciplinare rappresenta quindi
una fonte importante di numerose tipologie di matrici biologiche, in grado di favorire in tempi
rapidi lo sviluppo di progetti di ricerca traslazionale, nei quali affiancare alle indagini diagnostiche
tradizionali le metodiche piu innovative su cui si basa la disciplina della “Biomarker Discovery”.
Il principale obiettivo e l'identificazione di nuovi marcatori biomolecolari (polimorfismi genetici,
pattern e livelli di espressione proteica), che consentano di prevedere |'outcome in patologie
croniche, disabilitanti ed eta-correlate. Il valore prognostico/predittivo di queste molecole viene
valutato mediante tecniche di diagnostica classiche e metodologie piu avanzate, quali ad esem-
pio la farmacogenomica, che consente l'integrazione delle conoscenze genetiche e farmacologi-
che acquisite in studi condotti su ampie coorti di pazienti e di individui sani correlati in base alle
caratteristiche sociodemografiche.



| campioni biologici di pazienti con fattori di rischio o patologie croniche disabilitanti (patologie
neurodegenerative, cardiovascolari, oncologiche, etc.) sono adeguatamente preservati nella Bio-
Banca Interistituzionale Multidisciplinare (BioBIM). Le procedure di processazione e stoccaggio
dei campioni biologici sono state strutturate in base a protocolli standard di riferimento e sono
diversificate a seconda dei campioni che vengono trattati. Ad ogni campione biologico sono
associati i dati del donatore che comprendono: la cartella clinica, la storia familiare, I'eventuale
patologia ed altri eventuali dati ritenuti di rilievo per studi specifici. La BioBIM & organizzata in
modo da assicurare: la conservazione del campione per 20 anni, la qualita del campione biolo-
gico conservato, il corretto utilizzo dei campioni biologici depositati e la tutela della privacy del
soggetto donatore.

Gli aspetti metodologici hanno come punto di partenza un efficiente isolamento e purificazione
di proteine da miscele complesse e la loro separazione mediante elettroforesi su gel mono e
bidimensionale o attraverso cromatografia liquida multidimensionale. Le informazioni ottenute
sono integrate ed analizzate tramite avanzate tecnologie bioinformatiche che permettono la con-
sultazione di banche dati on-line e per la definizione di nuovi target terapeutici e metodi diagno-
stici. Sono inoltre utilizzate indagini di diagnostica molecolare per I'individuazione di varianti di
sequenza mediante metodiche di diagnostica molecolare e sequenziamento diretto automatico.
Enzimi di restrizione, primer extension e real time PCR sono utilizzati per identificare varianti di
sequenza utilizzabili come marcatori di diagnosi, progressione, prognosi e risposta alla terapia.
La disponibilita di una biobanca dotata di procedure operative standardizzate e diversificate a
seconda della natura dei campioni da analizzare, ha permesso I'esecuzione di alcuni studi speci-
fici atti ad individuare biomarcatori utili per la predittivita e |'efficacia terapeutica in alcune pato-
logie cronico-degenerative, quali vari tumori solidi, o patologie cardiovascolari e neurologiche.
In ambito oncologico, di particolare rilievo sono le indagini condotte nel corso dell’anno 2014 su
una popolazione omogenea di pazienti affetti da carcinoma metastatico del colon-retto, reclutati
presso il Policlinico Tor Vergata di Roma, al fine di individuare nuovi marcatori prognostici. Inol-
tre, in collaborazione con il Laboratory of Tumor Immunology and Biology del National Cancer
Institute (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) sono stati pubblicati i risultati deri-
vati da uno studio disegnato allo scopo di analizzare I'espressione della proteina Brachyury, un
induttore di transizione epitelio-mesenchimale (EMT) in cellule di carcinoma mammario umano,
al fine di verificarne I'idoneita quale bersaglio molecolare in protocolli di immunoterapia. Infatti,
la capacita di linee di cellule T Brachyury-specifiche di lisare cellule tumorali Brachyury-positive in
vitro, sostiene lo sviluppo di approcci immunoterapeutici basati sulla positivita per Brachyury, nel
trattamento del carcinoma della mammella.

Grazie alla piattaforma di gestione informatica & stata estrapolata ed elaborata in tempi rapidi
un ampia mole di dati associati ai campioni conservati nella biobanca ed esaminati nel corso di
indagini diagnostiche tradizionali ed innovative.

In particolare, sono stati analizzati alcuni marcatori predittivi del rischio di tromboembolismo ve-
noso in categorie selezionate di pazienti. Grazie ad una sezione della BioBIM dedicata allo studio
di pazienti con emicrania sono stati analizzati alcuni marcatori molecolari predittivi dell’'outcome
clinico di questa patologia e della risposta farmacologica a specifici trattamenti. |

nfine, e stato analizzato il significato prognostico di alcuni biomarcatori al fine di identificare,
in specifiche patologie, sottogruppi di pazienti con outcome clinico sfavorevole da sottoporre
a trattamenti piu aggressivi o accertamenti periodici piu frequenti per un controllo piu efficace
della progressione di malattia e per la prevenzione della disabilita che accompagna le numerose
condizioni cronico-degenerative in esame.
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Gli studi di associazione caso-controllo permettono di individuare varianti genetiche correlate
ad una determinata patologia o un particolare aspetto fenotipico della stessa. La scoperta di tali
innovativi biomarcatori € essenziale per una migliore comprensione dei meccanismi molecolari
coinvolti nella patogenesi di numerose malattie croniche disabilitanti e per lo sviluppo di nuovi
approcci terapeutici.

L'obiettivo principale & l'identificazione di marcatori genetici o epigenetici da utilizzare come
marcatori di diagnosi, progressione, prognosi e risposta alla terapia in pazienti affetti da patolo-
gie croniche disabilitanti eta correlate, quali cardiovascolari, oncologiche e neurologiche.

A tale scopo si intende estendere gli studi gia in corso nel laboratorio a diverse popolazioni
gia selezionate o in corso di reclutamento presso la BioBanca Inter-Istituzionale Multidisciplinare
dell'lRCCS San Raffaele Pisana (BioBIM) afferente al Biomarker Discovery and Advanced Techno-
logies (BioDAT).

| campioni biologici di pazienti con patologie croniche disabilitanti (patologie neurodegenera-
tive, cardiovascolari, oncologiche, etc.), vengono adeguatamente criopreservati nella BioBanca
Interistituzionale Multidisciplinare (BioBIM). Ad ogni campione biologico vengono associati i dati
antropometrici, sociodemografici e clinici del donatore, la storia familiare, ed altri eventuali dati
ritenuti di rilievo per studi specifici). In accordo con la letteratura e le linee guida internazionali
tutti i campioni sono codificati in modo da garantire I'anonimato del paziente, inseriti in un pro-
gramma di database computerizzato protetto da doppio codice di accesso/password e successi-
vamente processati secondo le Standard Operative Procedures (SOPs) adottate dal laboratorio.
Le analisi molecolari degli acidi nucleici vengono effettuate mediante metodiche basate sull’
amplificazione mediante PCR e sequenziamento elettroforetico automatizzato.

In relazione agli studi di farmacogenomica sono state ottimizzate le metodiche di analisi mutazio-
nale a partire da tessuto tumorale incluso in paraffina. La corretta identificazione delle mutazioni
dei geni che routinariamente sono oggetto degli screening di farmacogenetica, quali ad esempio
K-Ras, BRAF, EGFR, PDGFRa e c-KIT. Sono stati dettagliatamente analizzati i differenti protocolli
di microdissezione degli inclusi in paraffina, estrazione degli acidi nucleici, reazione polimerasica
a catena (PCR), sequenziamento diretto e separazione allelica mediante clonaggio.

La collaborazione con I’Area di Cefalea e Dolore Neuropatico dell'IlRCCS San Raffaele Pisana ha
permesso di ampliare il settore della BioBIM dedicato a raccogliere in maniera specifica dati clini-
ci e campioni biologici da pazienti affetti da emicrania. Al fine di identificare i fattori genetici che
contribuiscono ai meccanismi eziopatogenetici di questa patologia, € stata valutata la correlazio-
ne tra due varianti comuni dei geni codificanti per le superossido dismutasi 1 (SOD1) e 2 (SOD2)
e I'emicrania, in una coorte di 490 pazienti emicranici e 246 controlli sani. | risultati ottenuti indi-
cano un'associazione significativa tra la variante rs4880 del gene SOD?2 e la presenza di sintomi
autonomici unilaterali (UAs) ed il tipo di trattamento farmacologico in pazienti affetti da emicrania
con aura. E' stata inoltre analizzata |'associazione tra il polimorfismo inserzione/delezione (I/D)
del gene ACE (Angiotensin I-Converting Enzyme) e le caratteristiche cliniche e sociodemogra-
fiche di 502 pazienti affetti da emicrania e 323 controlli sani. | dati suggeriscono che il genotipo
I/l possa influenzarne alcune caratteristiche cliniche, quali ad esempio un ridotto ricorso a tratta-
menti profilattici nei pazienti affetti da emicrania con aura e da emicrania cronica. Infine & stata
valutata |'associazione tra la comune variante rs1042838 del gene codificante per il recettore del
progesterone (PGR) e le caratteristiche cliniche e socio-demografiche di 380 pazienti emicranici
e 185 individui sani. | dati suggeriscono che questo risulta associato ad un esordio precoce della
malattia, rappresentando quindi un potenziale determinante di outcome per questa patologia.
In collaborazione con il Cervical Artery Dissection and Ischemic Stroke Patients (CADISP) Interna-



tional Conaortium & stato effettuato uno studio sulla dissezione dell’arteria cervicale (CEAD), una e
delle principali cause di ictus ischemico nei soggetti giovani, reclutati dal consorzio multicentrico
CADISP-plus. E’ stata esaminata la frequenza e la correlazione di questa patologia con la storia Cri=d
familiare e con disordini ereditari del tessuto connettivo.
Sono in fase di completamento studi sulla popolazione affetta da emicrania afferente alla Bioban- Cre D
ca istituzionale che prevedono ulteriori studi di associazione tra tale patologia e polimorfismi di
nuovi geni quali COMT e BDH. Cie D
Cu=D
C= D
Cu=D
Cu=D
L'attivazione di una risposta genica inflammatoria coordinata permette alle cellule ipossiche tra-
Ceed . . C s e . . .o . .
sformate di acquisire tutte quelle proprieta tipiche del fenotipo maligno. | dati fin qui ottenuti di-
mostrano che |'ambiente ipossico puo essere responsabile dell’espressione de novo dei recettori
Co=2 delle allarmine, attivando una risposta genica coordinata detta risposta riparativa infiammatoria
(IRR). Questo fenomeno indurrebbe un fenotipo maligno. Lipossia a sua volta induce due feno-
Cr=D meni:
a) Necrosi delle cellule che sono piu distanti dai vasi del tessuto ospite. Il danno necrotico porta
R ) alla frammentazione della membrana plasmatica e al rilascio di allarmine o DAMPS (Damage-As-
sociated Molecular Patterns);
N b) Attivazione di HIF-1a con nuova espressione genica, che permette alle cellule tumorali di so-
pravvivere e crescere. | risultati sperimentali dimostrano anche che |'attivazione di HIF-1a uprego-
- la i recettori delle allarmine come RAGE (per HMGB1), P2X7 (per ATP/ADP), alcuni toll-like. Tutti
questi recettori, quando stimolati dalle allarmine, attivano NFkB che a sua volta upregola i geni
I . dell'IRR, inducendo cosi cambiamenti nelle proprieta biologiche delle cellule tumorali.

Lipotesi di lavoro suggerisce che I'attivazione di una coordinata risposta genica inflammatoria in
cellule ipossiche e precedentemente trasformate, permette I'acquisizione delle proprieta cellula-
Co=d  ritipiche del fenotipo maligno.

Il presente progetto si prefigge di:

C= ) 1) Studiare il ruolo di HIF1alfa, NFkBeta e IRR nel Ca papillare di tiroide, nel Ca di vescica e nel
Ca di colon. In questi tumori &€ confermata la presenza dell'ambiente ipossico, saranno descritti
o Y alcuni aspetti cruciali della sequenza di adattamento all'ipossia ed € dimostrata la presenza di
espressione genica coordinata proinfiammatoria dipendente dall’attivazione di NFkB.

2) ldentificare quali allarmine/DAMPs sono piu efficaci nell'indurre la IRR. | dati preliminari mo-

i strano che la linea cellulare MCF7,quando pretratatta in ipossia per 48-72 h, presenta una piu
forte attivazione della IRR se un omogenato cellulare € aggiunto al mezzo.
i 3) Identificare quale sottopopolazione di cellule tumorali si adatta piu facilmente all'ipossia e
attiva piu facilmente la IRR. E’ noto che tessuti umani tumorali sono costituiti da cellule per lo piu
=2 in avanzato differenziamento e da una piccola popolazione (1-2%) di cellule staminali e progeni-
tori (CS/P). Uno degli obiettivi & quello di studiare il ruolo delle SC/P nell’attivazione di una piu
Cis D forte espressione genica della IRR come adattamento all'ipossia, sia in tumori solidi che in linee
cellulari. Gli effetti dell'ipossia e delle allarmine saranno studiati su queste popolazioni cellulari
e effettuando esperimenti descritti gia nel secondo obiettivo.
4) Esplorare in modelli sperimentali in vitro e in vivo il meccanismo di homing specifico delle cel-
ool lule di cancro attivate dall'ipossia. Per raggiungere tale obiettivo vengono effettuati esperimenti
di cocultura tra cellule di cancro di controllo e HUVEC preattivate con LPS (0.3ug/ml) o da una mix
I di citochine di tipo Th1 or Th2. Alternativamente vengono creati dei siti di inflammazione in topi

nudi per studiare il pattern metastatico (numero e specificita del sito).
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5) Studiare la possibilita di bloccare o rallentare la progressione tumorale inibendo NFkB e/o
HIF1a in vitro e in vivo.

Campioni di biopsie umane di Ca di vescica sono stati sezionati (5um) e sottoposti a laser capture
microdissection (LCMD) per separare le cellule tumorali, da quelle peritumorali e da quelle del
tessuto ospite normali. Lespressione di mRNA di 48 geni proinfiammatori (inflammocard) & stata
studiata mediante real-time PCR; I'espressione proteica di diversi fattori pro infiammatori quali
P2X7, RAGE, COX2, NOS2, SOCS1, TLR2-3-4, e MMP2 é stata studiata mediante western blot-
ting; I'attivazione di HIF1a and NF-kB é stata analizzata mediante western blotting o ELISA su fra-
zioni cellulari citosoliche e nucleari. Lipossia e stata ottenuta incubando le cellule in 1%02 in una
camera ipossica. Le CS/P sono state preparate da: Campioni chirurgici di tumori solidi umani. Le
popolazioni CS/P sono state purificate e caratterizzate mediante analisi di citofluorimetria usando
diversi markers. Per studiare gli effetti dell'ipossia sul guadagno di funzione delle MMPs, le linee
cellulari MCF7, PC3 e BCPAP sono state trattate con estratti totali di membrane o con frazioni di
essi. L'invasione cellulare & stata misurata mediante uno specifico kit della chemicon in grado di
discriminare tra cellule che invadono e cellule che non invadono.

E’ stata valutata I'aumentata abilita di migrare associata al trattamento ipossico e la conseguen-
te overespressione di CXCR4 sulle linee cellulari sopradescritte. La migrazione cellulare & stata
studiata mediante il “wound healing assay”. L'homing delle cellule tumorali & stato studiato me-
diante: cocultura di cellule di cancro attivate da ipossia o di controllo e cellule HUVEC preattivate
da LPS (0.3ug/ml) o una mix di citochine di tipo Th1 e Th2. Real-time PCR mediante inflammocard
di RNA estratto da tessuto granuloso ottenuto da microdissezione. Per gli esperimenti in vivo: a)
le cellule CS/P o tumorali isolate da biopsie o da linee cellulari attivate mediante ipossia vengono
iniettate in topi nudi. Successivamente & valutato il numero e il tipo di metastasi formatesi. b) e
creato un sito usando rispettivamente batteri Gram+ o LPS o una ferita. Di nuovo, € valutato il
numero e il tipo di metastasi formatesi. Gli studi in vivo vengono condotti in topi nudi (4-6 setti-
mane) (Charles River Laboratories) e le cellule vengono precedentemente trasfettate con GFP. La
formazione del tumore & studiata dopo iniezione sottocutanea. La formazione del tumore € se-
guita in vivo per 3-4 settimane mediante microscopio a fluorescenza. Iniezioni nella vena caudale
permettono di osservare il pattern metastatico nei polmoni, nel cervello e negli altri siti mediante
immunoistochimica, RealTime-PCR e western blotting negli animali sacrificati.

E’ stata dimostrata, in diverse linee cellulari sottoposte ad ipossia, |'attivazione di HIF-1alfa che,
a sua volta, regola I'espressione di geni appartenenti alla risposta infiammatoria ripartiva come
RAGE, P2X7, SOCS1, ecc. Questi, a loro volta, in presenza di uno stimolo necrotico attivano il
pathway che innesca NFkB. In particolare, e stato dimostrato che per I'attivazione di NFkB sono
particolarmente efficaci le frazioni di membrane rilasciate dalle cellule necrotiche che nelle cellule
tumorali stimolano il rilascio di MMPs e la migrazione.

Riproducendo gli esperimenti precedentemente descritti sulle cellule staminali tumorali, & stato
evidenziato come questa popolazione sia in grado di attivare la stessa risposta inflammatoria
riparativa in modo molto piu efficace. Questo permette di ipotizzare che tali cellule siano quelle
che si adattano e sopravvivono all'ipossia e alla necrosi presenti nel tumore primario e siano quel-
le responsabili, poi della progressione del tumore.

E’ stato osservato che le cellule tumorali stimolate da ipossia siano in grado di aderire meglio
alle cellule endoteliali. Tale capacita di adesione € ulteriormente incrementata se le cellule endo-
teliali sono state sottoposte ad uno stimolo inflammatorio come quello di estratti necrotici o da
infezione batterica. Questo risultato e stato ottenuto tramite colorazione delle cellule endoteliali
e tumorali e analisi al microscopio confocale. Inoltre inibendo farmacologicamente HIF-1a con
digossina la risposta delle cellule tumorali viene meno cosi come la loro capacita di adesione che
risulta notevolmente ridotta. Infine, anche silenziando |'espressione dei recettori di membrana
come RAGE e P2X7, e quindi la risposta NFkB-mediata, € possibile inibire I'invasione delle cellule
tumorali.

L'inibizione farmacologica (digossina) o il silenziamento (shRNA) di HIF-1a ha permesso di inibire
la migrazione, invasione e adesione delle cellule tumorali messe a contatto con cellule endote-
liali.
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Lo scompenso cardiaco rappresenta nei paesi occidentali una importante causa di morbidita e
mortalita (20% all’anno e fino al 50% a 4 anni). Le cause di scompenso cardiaco non ischemico
sono rappresentate principalmente dalla cardiomiopatia dilatativa idiopatica e dalle miocarditi.
A tutt’'oggi il trattamento di tali entita & supportivo e tranne rari casi non esiste una terapia spe-
cifica in grado di interferire con la storia naturale della malattia interrompendo i meccanismi di
danno dei cardiomiociti e stimolando la proliferazione e la riparazione cellulare. Il raggiungimen-
to di tali obiettivi & ottenibile solo studiando il tessuto cardiaco di pazienti affetti da scompenso
cardiaco, dove ¢ possibile valutare i livelli di morte e proliferazione cellulare, il grado di miofi-
brillolisi, il livello di alterazione del metabolismo energetico cellulare, ed i pathways intracellulari
che mediano l'instaurarsi ed il perpetuarsi del danno, come ad esempio |'espressione di geni e
di proteine implicate nella necrosi, e nella apoptosi (Bcl2, caspasi 3) e nello stress ossidativo. Sul
tessuto miocardico e inoltre possibile valutare i meccanismi di risposta al danno, in termini di
attivazione di geni implicati nella riparazione cellulare e nella attivazione delle cellule staminali
cardiache. Infine, & possibile valutare le alterazioni della struttura e della funzione mitocondriale
e il ruolo delle sirtuine, una famiglia di deacetilasi coinvolte in molteplici processi cellulari incluso
il metabolismo energetico, la riparazione cellulare e la proliferazione attraverso |'attivazione delle
cellule staminali.

Lo studio si prefigge di studiare:

- i meccanismi di danno irreversibile e reversibile e |'attivazione dei processi di riparazione e rige-
nerazione cellulare dei cardiomiociti di pazienti affetti da cardiomiopatia dilatativa e miocardite;
- la struttura e la funzione mitocondriale e il grado di stress ossidativo miocardico in tali pazienti;
- il ruolo delle sirtuine nel processo di danno e di recupero cellulare dopo opportuna terapia.

Il progetto si propone di reclutare pazienti con le seguenti caratteristiche:

- Dilatazione e disfunzione del ventricolo sinistro (EF<40%) di eta compresa tra i 18 e gli 80 anni;
- Assenza di malattia coronaria o valvolare che possa giustificare la severita della disfunzione
cardiaca;

- Scompenso cardiaco cronico (da piu di 6 mesi) refrattario alla terapia antiscompenso standard.
| criteri di esclusione includono: scompenso cardiaco recente (meno di 6 mesi), cause note di
insufficienza cardiaca (come ipertensione arteriosa, malattiacoronaria significativa, malattia val-
volare significativa, malattie endocrine, malattie renali significative, abuso di alcool o di farmaci).
| pazienti vengono reclutati in ambulatorio o nei reparti clinici di degenza o di terapia subinten-
siva.

| pazienti vengono sottosposti ad esami cardiologici non invasivi (ECG, ecocardiogramma color
Doppler con TDI) e, previo consenso informato, ad esami cardiologici invasivi, incluso il catete-
rismo cardiaco, la coronarografia, la ventricolografia biventricolare e la biopsia endomiocardica
biventricolare.

Alcuni frammenti bioptici vengono utilizzati per I'esame istologico con colorazioni di routine per
identificare il processo patologico alla base della disfunzione cardiaca. Alcuni frammenti conge-
lati vengono utilizzati per valutare la presenza di virus cardiotropi miocardici, in grado di causare
una cardiomiopatia dilatativa virale. In pazienti affetti da miocardite virus-negativa viene intrapre-
so un trattamento specifico immunosoppressore e vengono eseguite biopsie di controllo dopo
sei mesi di trattamento per valutare il grado di recupero cellulare.

Le biopsie endomiocardiche di base e di controllo vengono analizzate per: a) istologia, con valu-
tazione morfometrica; b) immunoistochimica per caratterizzare e quantizzare gli infiltrati infiam-
matori e per analizzare |'attivazione del sistema immunitario (HLA-ABC, HLA-DR); ¢) valutazione
della morte e della proliferazione cellulare e delle cellule staminali cardiache, d) microscopia
elettronica con morfometria per valutare il contenuto mio fibrillare e il numero e la struttura dei
mitocondri e) profili di espressione genica di actina; alpha-MHC, beta-MHC, miR-133 per analiz-



zare i meccanismi di riparazione miocardica e livelli di sirtuine) ) attivita degli enzimi della catena
respiratoria mitocondriale e dei fosfati ad alta energia (ATP, ADP , fosfocreatina).

E’ previsto anche un prelievo di sangue periferico da cui si ottiene un anello linfomonocitario.
Estratti proteici e di mRNA sono ottenuti dalle cellule presenti nell’anello linfomonocitario per
analisi di real time-PCR, di western blotting e di saggi enzimatici. In particolare I'espressione e
I"attivita delle sirtuine € messa in relazione alla patologia e al recupero funzionale dopo terapia
nel paziente.

'attivita € consistita nel valutare pazienti con miocardite, con cardiomiopatia dilatativa idiopa-
tica e secondaria (i.e tossica, da deficit nutrizionali), e con cardiopatie a fenotipo ipertrofico (i.e.
cardiomiopatia ipertrofica, malattia di Fabry, cardiopatia ipertensiva). E’ stato osservato a seguito
di biopsie endomiocardiche del ventricolo sinistro condotte su pazienti ipertesi con scompenso
cardiaco a coronarie e valvole integre ed in assenza di patologie sistemiche, che la miocardite,
spesso virale, & una causa dominante dello scompenso. La miocardite € stata, infatti, documen-
tata in oltre il 60% dei 45 pazienti studiati suggerendo una particolare suscettibilita alle infezioni
virali del cuore con cardiopatia ipertensiva. Nei soggetti con miocardite virus-negativa, la terapia
immunosoppressiva € stata seguita da recupero funzionale e strutturale del ventricolo sinistro
in oltre I'80% dei pazienti trattati. E' stata inoltre descritta una cardiomiopatia reversibile da
deficit di selenio e zinco indotta da malassorbimento intestinale cronico. Sono stati riconosciuti
i meccanismi operativi caratterizzati da un declino della riserva anti-ossidante cardiaca facente
capo alla glutatione perossidasi ed alla superossido-dismutasi rispettivamente selenio e zinco-di-
pendenti, un danno ossidativo della membrane dei miociti con aumentata autofagia cellulare.
E’ stata identificata e quantificata in termini di incidenza |'associazione malformativa fra cardio-
miopatia ipertrofica e teleangiectasia coronarica ed i risvolti che questa pud assumere in termini
di ischemia miocardica ed instabilita elettrica, richiedente impianto di defibrillatore al fine di
prevenirne la complicanza piu temibile, la morte cardiaca improvvisa. E' stato riportato attraverso
un’ampia casistica bioptica, che in pazienti con fenotipo clinico di cardiomiopatia ipertrofica, la
biopsia endomiocardioca del ventricolo sinistro € in grado di identificare patologie infiltrative o
da accumulo nel 18% dei 155 pazienti studiati. Tale studio ha sottolineato il limite degli strumenti
non-invasivi nella diagnostica dei pazienti con ipertrofia idiopatica del ventricolo sinistro e come
il riconoscimento tramite indagine bioptica della malattia di base possa cambiare il trattamento
e la prognosi. Per la prima volta & stato descritto un diretto coinvolgimento muscolare in pazienti
con malattia di Fabry. In rapporto all'interessamento cardiaco, il danno muscolare & piu lieve e
piu tardivo. La causa piu verosimile di tale divergenza ¢ la differenza nella attivita dei due organi
con diverso consumo dell’ a-galactosidase A residua. Infine, & stata documentata una cardiomio-
patia ipertrofico-ipocinetica clinicamente sovrapponibile alla malattia di Fabry dovuta a tossicita
da Idrossiclorochina. Attraverso una analisi istologica, ultrastrutturale e della attivita degli enzimi
lisosomiali su biopsie endomiocardiche eseguite prima e dopo risoluzione della malattia, & stato
evidenziato un deficit farmaco-mediato dell’alfa-galattosidasi A che porta ad un accumulo intra-
cellulare di Gb3 simile a quello che occorre per difetto genetico nella malattia di Fabry. L'osserva-
zione implica che in casi di tossicita cardiaca da idrossiclorochina pud essere adottata l'infusione
di agalsidasi, per ottenere un completo recupero del danno.
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Tra le malattie infettive che colpiscono gli anziani, le infezioni respiratorie rappresentano una
delle cause piu importanti di morte. In particolare, negli ultimi anni si & osservato un aumento
del numero di morti dovuti a polmoniti da agenti patogeni (virus, batteri, miceti) in individui di
eta superiore ai 65 anni. | dati forniti dall’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) stimano
che attualmente centinaia di milioni di persone soffrono di malattie respiratorie croniche: circa
300 milioni con I"asma; 80 milioni con broncopneumopatia cronico-ostruttiva (BPCO) di grado
moderato o grave; altri soffrono le conseguenze di BPCO lievi, riniti allergiche e altre patologie
respiratorie croniche.

L'unico modo per conciliare un’ottimale assistenza sanitaria ai malati ed una spesa pubbilica so-
stenibile e prevenire le malattie respiratorie, assicurare una diagnosi precoce, con strumenti stan-
dardizzati cui seguano terapie tempestive e appropriate, in grado di prevenire o ritardare |'invali-
dita. Un effetto sistemico della BPCO ¢ lo stress ossidativo. In condizioni fisiologiche, I'ambiente
intracellulare € mantenuto in uno stato riducente grazie a diverse molecole con funzioni specifi-
che, tra cui glutatione, superossido-dismutasi, tioredoxina, catalasi ecc. Linvecchiamento & defi-
nito come un processo mediante il quale si ha una progressiva perdita nel tempo delle funzioni
fisiologiche che culmina con la morte dell’'organismo. Le cause di questo declino sono ancora
sconosciute, ma negli ultimi anni & stato ipotizzato che i cambiamenti fisiologici osservati durante
la senescenza provenienti dall’effetto deleterio delle specie reattive dell’'ossigeno (ROS), prodot-
te durante il metabolismo cellulare, potrebbero essere la principale causa dell'invecchiamento.
Inoltre, in uno studio condotto in pazienti di eta compresa tra 19 e 85 anni ¢ stato evidenziato
che, mentre nel periodo iniziale di vita i livelli plasmatici di GSH sono costanti, dai 45 anni in poi
tali livelli diminuiscono e I'organismo non riesce a contrastare la formazione delle specie reattive
dell’'ossigeno (ROS), tale per cui I'organismo va incontro a stress ossidativo (Rebrin, 2008). Fisio-
logicamente, i ROS possono essere prodotti principalmente dai mitocondri e dalle NADPHossi-
dasi (NADPH ox) e sono i principali regolatori delle risposte cellulari, della difesa contro diversi
patogeni e della senescenza cellulare attraverso la regolazione delle protein chinasi e fattori di
trascrizione redox sensibili. Tra questi ultimi, Nrf2 gioca un ruolo chiave nella regolazione dell’e-
spressione di numerosi geni antiossidanti, inclusi quelli relativi al glutatione (GSH). Questo &
apparso essere fondamentale nelle malattie respiratorie, dove i livelli di Nrf2 diminuiscono nel
tessuto polmonare dovuto alla perdita di DJ-1, una proteina che stabilizza Nrf2 impedendone
la dissociazione dalla subunita regolatoria Keap-1. Inoltre, Nrf2 appare importante anche nel
controllo del contenuto di GSH attraverso la regolazione dell’espressione di Mrp1, proteina che
esporta il GSH, i cui livelli sono fortemente diminuiti in assenza di Nrf2. La capacita dei ROS di
modificare reversibilmente le cisteine di alcune proteine e di tioli a basso peso molecolare (es.
GSH), rende queste specie capaci di governare eventi fisiologici quali, ad esempio, la transizione
tra crescita/ differenziamento e stato di senescenza (Sohal et al., 1986;1990). Numerose evidenze
dimostrano che tra i processi cellulari indotti dallo stress ossidativo, il processo apoptotico gioca
un ruolo centrale nella produzione di ROS e/o nell'alterazione dello status di GSH, due fenomeni
sempre associati con eventi apoptotici del pathway intrinseco dei mitocondri. Il glutatione, pur se
implicato in differenti vie metaboliche, rappresenta la molecola antiossidante non enzimatica piu
abbondante della cellula regolandone efficientemente I'omeostasi redox in base al rapporto tra
la sua forma ridotta (GSH) e ossidata a disolfuro intra-molecolare (GSSG) o a disolfuromisto con



proteine (GS-prot) (Bass R, 2004).

Bisogna considerare la stretta correlazione tra infezione virale e stato ossido-reduttivo intracellu-
lare (Nencioni L, 2003, Ciriolo MR, 1997, Palamara AT, 1996), in quanto lo stato fisiologico cellulare
& un ulteriore fattore che puo influenzare la suscettibilita all'infezione virale. Il gruppo di ricerca,
infatti, ha dimostrato che la replicazione del virus influenzale € inversamente proporzionale ai
livelli di GSH intracellulare (Nencioni, 2003). In particolare, le cellule con minor contenuto intracel-
lulare di GSH, come ad esempio MDCK (epiteliali) e NCI (polmonari), sono piu suscettibili all'in-
fezione rispetto a cellule SH-SY5Y(neurali) e U937(monociti) che possiedono elevati livelli di GSH
e dove la produzione di particelle virali nel tempo e quasi assente. Inoltre, nelle cellule MDCK e
NCI il virus € in grado di indurre uno stress pro-ossidativo mediante deplezione di GSH.
Durante l'infezione da parte di alcuni virus, tra cui quelli influenzali, si verifica un netto calo delle
difese antiossidanti nelle cellule infettate. In particolare, € stato osservato che l'infezione da parte
di alcuni ceppi influenzali e parainfluenzali determina la risposta fagocitica dei macrofagi polmo-
nari, I'attivazione dei monociti e dei leucociti polimorfonucleati che portano all'aumento dei ROS
(Petherans E, 1987, Oda T, 1989). E stato anche, dimostrato come il calo di GSH, tra le molecole
antiossidanti a livello cellulare plasmatico, e nelle secrezioni bronchiali, giochi un ruolo determi-
nante nell'infezione da parte di HIV, HSV-1 e Sendai (Elbim C, 1999). Nel caso delle infezioni virali,
quindi, uno squilibrio generalizzato dello stato redox puo essere dovuto sia alla deplezione del
GSH che ad una aumentata produzione di ROS. Tale stress ossidativo potrebbe in qualche modo
influenzare la replicazione virale e la risposta inflammatoria mediante I'attivazione di pathway
redox sensibili come ad esempio |'attivazione delle chinasi e dei fattori di trascrizione. E noto,
inoltre, che lo stress ossidativo cronico, una principale caratteristica dell’'invecchiamento, risulta
in un accumulo di proteine non correttamente foldate accompagnato da un sovraccarico del re-
ticolo endoplasmatico (RE) (stress del RE) dovuto sia dalla diretta ossidazione di ossidoreduttasi
(es. PDI) che si accumulano con I'eta da parte dei ROS, che dalla indiretta diminuzione dell’attivita
di alcune chaperonine (es. ERp55, ERp57, ERp72). Glicoproteine virali ricche in disulfidi, come ad
esempio I'emoagglutinina (HA) sfrutta queste ossidoreduttasi e chaperonine per il proprio pro-
cesso di maturazione. Inoltre, € stato dimostrato che il GSH agisce da antagonista nei confronti
della ossidoreduttasi Ero1, limitando la formazione del legame disulfidico nel RE. Tutt'oggi non
esistono studi che delineano il ruolo dello stress del RE nell'infezione virale o durante la sene-
scenza.

Considerando i fattori finora esaminati & possibile ipotizzare che tali meccanismi molecolari pos-
sano assumere un ruolo centrale nella suscettibilita e nella patogenesi delle malattie respiratorie
nell'uomo e possano contribuire alla cronicizzazione dell’infezione, fenomeno riscontrato nell’an-
ziano.

Nel corso del progetto si € cercato, inoltre, di definire le basi molecolari di una possibile corre-
lazione funzionale tra lo stato redox intracellulare, la suscettibilita e I'andamento delle infezioni
respiratorie durante l'invecchiamento.

Lo studio ha avuto I'obiettivo di individuare se le alterazioni dello stato redox intracellulare in-
dotte dall'infezione virale possano essere marcatori biochimici, indicatori non solo di maggiore
suscettibilita alle infezioni, ma anche di una maggiore severita delle stesse legata all’intensita del
processo inflammatorio e alla sua cronicizzazione.

Nel corso di questo anno si & cercato di definire le basi molecolari di una possibile correlazione
funzionale tra lo stato redox intracellulare, la suscettibilita e I'andamento delle infezioni respira-
torie durante I'invecchiamento, utilizzando modelli sperimentali di infezioni in vivo, ovvero topi
BALB/c invecchiati.

Allestimento dell'infezione da virus influenzale in topi invecchiati

Per il modello sperimentale sono stati utilizzati topi Bal/c femmine invecchiati di 16 mesi del peso
medio di 30 grammi e topi BALB/c giovani di 6/8 settimane di peso corporeo di circa 20 grammi.
Gli animali sono stati anestetizzati con avertina e infettati per via intranasale con 0.5 unita forman-
te placca (pfu) di virus influenzale A PR8/H1N1 diluito in 50 pl PBS. | topi sono stati suddivisi in
due gruppi; durante lo studio gli animali sono stati monitorati giornalmente per 20 giorni e sono
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stati valutati la sopravvivenza e i segni clinici, quali peso corporeo, attivita motoria e temperatura
corporea.

Un gruppo di topi & stato sacrificato dopo l'infezione per il prelievo dei seguenti organi: cervello,
polmoni, milza, pancreas e linfonodi per verificare il contenuto tiolico, i livelli di glutatione ossida-
to e il titolo virale mediante RT-PCR.

Dosaggio del contenuto di glutatione e glutatione ossidato

Gli organi prelevati sono stati pesati e omogeneizzati in MES buffer. Dopo centrifugazione, i
supernatanti sono deproteinati ed i livelli di GSH e GSSG sono quantificati mediante saggio en-
zimatico.

Titolazione del virus nei polmoni mediante Real Time PCR

L'RNA virale & stato estratto dai polmoni omogenizzati mediante TRI reagent (SigmaAldrich, S.
Louis, MO). Gli esperimenti e le analisi dei dati sono stati effettuati utilizzando il IQ5 Multicolor
real-time detection system (Bio-Rad) .

Nel corso del 2014 sono state definite le basi molecolari di una possibile correlazione funzionale
tra lo stato redox intracellulare (misurato principalmente attraverso i livelli di glutatione — GSH-,
principale antiossidante intracellulare), la suscettibilita alle infezioni respiratorie e il loro anda-
mento durante |'invecchiamento, utilizzando come modello sperimentale di infezione in vivo, topi
BALB/c invecchiati.

Il monitoraggio dei segni clinici di infezione effettuato nei topi anziani rispetto ai giovani indica
che, sorprendentemente, la severita del processo infettivo sembra essere inversamente propor-
zionale all'eta degli animali. Infatti, tutti i parametri presi in esame quali peso corporeo, tempe-
ratura e titolo virale nei polmoni indicano che nei topi anziani I'infezione si presenta con caratte-
ristiche diverse rispetto ai giovani. In questi ultimi, infatti, si registrano tutti i segni di un’infezione
acuta (perdita di peso in pochi giorni, alto titolo virale nei polmoni, mortalita elevata entra il
settimo giorno dall'infezione). Al contrario nei topi anziani l'infezione & apparentemente meno
grave con diminuzione di peso meno marcata, titolo virale nei polmoni inferiore rispetto a quello
riscontrato nei giovani, mortalita ridotta ed in tempi piu lunghi. Questo dato, solo apparente-
mente in contraddizione con quanto descritto in letteratura circa I'aumentata suscettibilita degli
anziani alle infezioni dovuta all'immunosoppressione, dimostra ancora una volta, che la letalita
correlata al virus influenzale & dovuta ad una esagerata produzione di citochine inflammatorie
caratteristica dei giovani adulti.

L'esame dello stato redox in vari organi e tessuti degli animali anziani rispetto ai giovani, ha mes-
so in evidenza che I'invecchiamento & accompagnato da un decremento progressivo dei livelli in-
tracellulare di glutatione ridotto, confermando i dati di letteratura che indicano lo sbilanciamento
redox come uno dei fatto caratteristici dell'invecchiamento. Questa caratteristica comporta pero
conseguenze importanti nella risposta alle infezioni. Negli animali giovani, infatti, che hanno livelli
basali di GSH elevati, I'infezione causa un decremento repentino, ma duraturo dell’antiossidante
causando un shift importante nello stato redox cellulare, che puo rivestire un ruolo fondamenta-
le nell'attivare la risposta immunitaria ed inflammatoria. Al contrario i bassi livelli basali di GSH
riscontarti nei topi anziani rimangono pressoché costanti dopo I'infezione. E possibile che I'as-
senza dello shift nello stato redox abbia un ruolo nel determinare una diminuita risposta infiam-
matoria che, da una parte sembra portare ad una diminuita severita dell'infezione, ma dall’altra
puod portare ad una cronicizzazione della stessa. Dai risultati ottenuti si puo concludere che i livelli
plasmatici di GSH possano costituire un marker indicativo della cronicizzazione dell'infezione con
conseguente possibile evoluzione in bronchite cronica e BPCO.

Ulteriori studi saranno necessari per definire il ruolo di questo parametro nell’attivazione della
risposta immunitaria ed inflammatoria.



Numerose malattie, fra cui infezioni virali, cancro, disordini neurodegenerativi, fibrosi cistica, epa-
tite, diabete, Parkinson, cosi come il processo naturale di invecchiamento, sono caratterizzate
da alterazioni del bilancio redox fisiologico che danno luogo a condizioni di stress ossidativo.
Fisiologicamente, lo stato redox intracellulare € mantenuto in condizioni riducenti da diverse
molecole, principalmente dal glutatione (GSH) principale antiossidante cellulare. Nel corso di
diverse infezioni virali e, in particolare, durante |'infezione da virus influenzale, & stato dimostrato
un decremento nei livelli di GSH ed un generale stress ossidativo in modelli sperimentali in vitro
ed in vivo. Le alterazioni redox in senso pro-ossidante potrebbero contribuire sia alla replicazione
del virus che alla patogenesi dell'infiammazione che si riscontra nel corso dell’infezione. Il ruolo
del GSH nel controllare la replicazione virale & stato ampiamente dimostrato. Infatti, la sommini-
strazione esogena di GSH, suoi derivati o precursori (molecole pro-GSH) capaci di incrementare
la concentrazione di GSH, inibisce la replicazione di virus differenti, attraverso meccanismi diversi.
In particolare, & stato dimostrato che il derivato N-butanoile del GSH (GSH-C4), un composto ca-
pace di entrare piu facilmente nelle cellule rispetto al GSH, inibisce la replicazione di virus a DNA
e RNA. Inoltre, il trattamento con GSH-C4 di topi infettati con il virus influenzale A/PR8/HT1N1 &
capace di incrementare la sopravvivenza degli animali rispetto ai topi non trattati, inibisce il titolo
virale nei polmoni, e riduce I"estensione delle lesioni polmonari. Comunque, il meccanismo attra-
verso il quale queste molecole proteggono i topi dall'infezione virale rimane ancora da chiarire.
E’ noto che la mancanza di antiossidanti, porta ad una maggiore severita nelle infezioni respira-
torie e ad un’alterata funzionalita del sistema immunitario. | topi anziani sono caratterizzati da un
piu basso contenuto di antiossidanti e un piu alto livello di specie reattive dell’ossigeno rispetto
ai topi giovani. E’ stato riportato che la somministrazione di antiossidanti, come la vitamina E, in
topi anziani migliora la risposta immunitaria verso una risposta di tipo Th1, con una significativa
resistenza all'infezione da virus influenzale.

Sulla base di queste ed altre osservazioni, & ragionevole ipotizzare che lo stresso ossidativo, tipi-
co dell’ageing, costituisca un fattore di primo piano nel determinare le differenze nella suscettibi-
lita alle infezioni virali, cosi come nel loro andamento e severita, osservati nelle persone anziane
rispetto agli individui giovani. Recentemente, é stato dimostrato che topi anziani infettati da virus
influenzale umano di tipo A PR8/H1N1 hanno un recupero piu lento e un periodo prolungato di
morbilita. Una presentazione dell’antigene inefficiente e una maggiore infiammazione negli an-
ziani sono da ritenersi le cause di tali fenomeni.

Infatti, I'inflammazione sistemica cronica si osserva di solito in eta avanza, sia nei topi che negli
esseri umani, in linea con I'aumento dell’eta - dipendente dai livelli plasmatici di citochine infiam-
matorie, in particolare TNF-alfa e IL-6.

L'obiettivo principale dello studio proposto & stato quello di verificare se lo squilibrio redox le-
gato all’eta sia uno degli eventi causali della maggiore severita delle infezioni da virus respiratori
riscontrata negli anziani attraverso la dissezione dei meccanismi molecolari dei processi cellulari
redox-mediati attivati dai virus.

La ricerca svolta nel primo anno ha perseguito i seguenti obiettivi:

1. identificazione dei fattori determinanti la suscettibilita o la resistenza alle infezioni da virus du-
rante I'invecchiamento correlate a processi cellulari redox-mediati in modelli sperimentali in vivo;
2. analisi e caratterizzazione dell'interazione tra virus e cellula ospite durante I'invecchiamento,
con |'obiettivo di identificare il rapporto causale tra i cambiamenti osservati nei processi cellulari
redoxmediati e la suscettibilita al virus.

Materiali e metodi

Allestimento dell'infezione da virus influenzale in topi giovani e invecchiati

Per il modello sperimentale sono stati utilizzati topi femmine BALB/c di 6/8 settimane di peso
medio 20 grammi e topi femmine invecchiati di 16 mesi del peso medio di 30 grammi. Gli animali
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sono stati anestetizzati con avertina e infettati per via intranasale con 0.5 unita formante placca
(pfu) di virus influenzale A PR8/H1N1 diluito in 50 pl PBS. Durante lo studio gli animali sono stati
monitorati giornalmente per 20 giorni e sono state valutate la sopravvivenza e i segni clinici quali
peso corporeo, attivita motoria e temperatura corporea. Alcuni topi invecchiati e giovani sono
stati sacrificati agli stessi giorni dopo l'infezione per il prelievo dei seguenti organi: cervello, pol-
moni, milza, pancreas e linfonodi per verificare il contenuto tiolico, i livelli di glutatione ossidato
e il titolo virale mediante RT-PCR.

Dosaggio del contenuto di glutatione e glutatione ossidato.

Gli organi prelevati sono stati pesati e omogeneizzati in MES buffer. Dopo centrifugazione, i
supernatanti sono deproteinati ed i livelli di GSH e GSSG sono quantificati mediante saggio en-
zimatico.

Titolazione del virus nei polmoni mediante Real Time PCR.

L'RNA virale é stato estratto dai polmoni omogenizzati mediante TRIreagent (SigmaAldrich, S.
Louis, MO). Gli esperimenti e le analisi dei dati sono stati effettuati utilizzando il IQ5 Multicolor-
Real-Time Detection System (Bio-Rad) .

Il primo anno della ricerca é stato dedicato alle seguenti attivita:

1) verifica della suscettibilita di topi anziani all'infezione da virus influenzale in correlazione allo
stato redox fisiologico e allo stato immunologico;

2) verifica dell'attivita’ immunodulante di una molecula pro-glutatione, il GSH-C4.

Nella prima fase della ricerca, topi anziani e giovani (n=30 per ogni gruppo) sono stati infettati
per via intranasale con 0.5 pfu/topo di virus influenzale di tipo A, PR8/H1N1, e durante lo stu-
dio gli animali sono stati monitorati giornalmente controllando la sopravvivenza e i segni clinici
dell'infezione quali: il peso corporeo, I'attivita motoria e la temperatura corporea. Inoltre, a diver-
si giorni dall'infezione (8°, 15°) sono stati prelevati campioni di sangue al fine di valutare i parame-
tri ematologici nel sangue intero, le immunoglobuline 1gG, IgG1 (Th2) e IgG2a (Th1) e citochine
Th1/Th2 nel plasma.

| risultati ottenuti dimostrano che i topi giovani sono piu suscettibili all'infezione rispetto ai topi
anziani, in quanto e stata riscontrata una mortalita del 28%. Malgrado non si sia osservata morta-
lita nei topi anziani, I'infezione provocava una diminuzione del peso e della temperatura corporea
associata alla carica virale nei polmoni che era massima al picco dell'infezione (3° giorno) e dimi-
nuiva nei giorni successivi (8° e 15° giorno). L'analisi del contenuto del glutatione ossidato non ha
rilevato nessuna differenza significativa tra i topi giovani e anziani di controllo e infettati. Tuttavia,
i topi anziani non infettati presentavano un minor contenuto tiolico negli organi prelevati, ad
eccezione del cervello, e una minor conta di globuli bianchi rispetto ai topi giovani. Linfezione
determinava, nei topi giovani, una riduzione dei globuli bianchi osservata all'ottavo giorno dopo
I'infezione, probabilmente dovuto al reclutamento di questi nel polmone. Al contrario, nei topi in-
vecchiati infettati, tale fenomeno era osservabile a tempi tardivi dall’infezione (15° giorno), dopo
la risoluzione della malattia, probabilmente dovuto al loro stato immunologico basale alterato
che potrebbe rallentare la capacita cellulare di rispondere alle infezioni contribuendo a causare
danni cronici che finora sono stati sottostimati.

Nella seconda fase della ricerca i topi invecchiati e infettati con 0.5 pfu/topo di virus influenzale
di tipo A, PR8/H1N1, sono stati trattati giornalmente con 7.4 mg di GSH-C4 per 7 giorni. Il grup-
po di controllo & stato trattato con il placebo. Sette e quindici giorni dopo I'infezione, sono stati
prelevati diversi organi per la valutazione di diversi parametri, inclusi il rapporto GSH/GSSG e |l
contenuto di cisteina, i livelli proteici e genetici delle citochine Th1/Th2 e titolo anticorpale. | topi
sono stati monitorati giornalmente seguendo i segni clinici descritti sopra. | risultati indicano che
il trattamento con GSH-C4 migliora i segni clinici dell'infezione in termini di temperatura corpo-
rea, e peso corporeo. Inoltre, nei topi trattati € stata osservata una diminuzione del titolo virale
nei polmoni di 1 log rispetto ai topi infettati non trattati. Dal punto di vista immunologico, dati
preliminari indicano che il GSH-C4 esercita un’attivita immunomodulatoria nei topi invecchiati. |l
trattamento induce un aumento dei livelli delle citochine Th1, inclusi l'interleuchina (IL)-12 e in-
terferone-y e una diminuzione dei livelli di citochine Th2, come IL-4, IL-5 and IL-10. Ulteriori studi
sono in corso per la valutazione dello stato redox generale durante I'infezione virale.



L'obiettivo principale del Laboratorio & quello di studiare i meccanismi molecolari che si trovano
alla base dell'insorgenza e della progressione della malattia cardiovascolare e, piu in generale,
del danno vascolare e miocardico, con particolare riferimento allo studio dei meccanismi mo-
lecolari che regolano |'attivazione dei processi di morte (apoptosi e necrosi) e/o sopravvivenza
cellulare.

Negli ultimi anni il numero dei pazienti con Scompenso Cardiaco Cronico (CHF) & progressiva-
mente aumentato in seguito ad un aumento della sopravvivenza ad un evento cardiaco acuto ed
una maggiore frequenza di fattori di rischio nella popolazione.

| pazienti con CHF mostrano una ridotta capacita funzionale e diversi studi hanno dimostrato che
I'esercizio fisico in combinazione con una adeguata terapia medica € in grado di migliorare la
capacita funzionale e la qualita della vita di questi pazienti. In particolare, |'esercizio fisico induce
un miglioramento della funzione endoteliale in soggetti con aumentato rischio cardiovascolare e
CHF. E' stato dimostrato che il rilascio di ossido nitrico (NO) in risposta all’acetilcolina & associato
ad una ridotta vasodilatazione endotelio-dipendente. Inoltre i pazienti con CHF mostrano elevati
livelli circolanti di citochine pro-infiammatorie coinvolte nella disfunzione endoteliale. Tale danno
al livello dell’endotelio & correlato ad un aumentato rischio di trasformazione della placca atero-
matosa da stabile ad instabile. Nonostante i meccanismi responsabili di questo evento non siano
ancora conosciuti, I'importanza dei fattori circolanti emerge da studi in vitro che utilizzano il siero
di pazienti con sindrome coronarica acuta. Tali studi dimostrano che i fattori circolanti nel siero
di questi pazienti inducono apoptosi di cellule endoteliali derivate dalla vena ombelicale umana
(HUVEC). Pertanto alcuni fattori umorali potrebbero indurre I'attivazione della placca durante
eventi patologici attraverso |'induzione della morte delle cellule endoteliali e/o muscolari lisce.
L'esercizio fisico regolare migliora lo stato inflammatorio modulando i livelli circolanti di citochine
proinfiammatorie e metalloproteinasi che svolgono un ruolo cruciale nel rimodellamento che
interviene in seguito a disfunzione ventricolare sinistra.

Nel laboratorio & stato condotto uno studio pilota su 39 pazienti con CHF stabile (NYHA ) ove &
stato gia dimostrato che I'esercizio fisico riduce I'infammazione vascolare e la capacita del siero
di indurre morte cellulare per apoptosi e necrosi di cellule HUVEC.

Il progetto di ricerca si propone di arruolare pazienti con aumentato rischio cardiovascolare per
valutare la capacita funzionale e la presenza nel siero di fattori circolanti in grado di indurre morte
cellulare. In particolare, si valuta se I'esercizio fisico & in grado di indurre un effetto benefico a
livello endoteliale. Tale effetto viene valutato attraverso specifici test di funzione endoteliale (Va-
sodilatazione flusso-mediata dell’arteria brachiale). Inoltre, si valuta la risposta all’esercizio fisico
in termini di profilo di marcatori di rischio cardiovascolare e di infiammazione (VES, PCR, TNF,
IL6, aldosterone e attivita reninica plasmatica etc.). Si valuta infine I'effetto sinergico dell’esercizio
fisico con eventuali terapie farmacologiche gia in corso (ACE inibitori, antagonisti del recettore
mineralcorticoide, antagonisti del recettore dell’angiotensina Il). Infine, viene trattata una linea
di cellule endoteliali derivate dalla vena ombelicale umana (HUVEC) con il siero dei pazienti
arruolati, prima e dopo un periodo di esercizio fisico programmato, in assenza o in presenza di
aldosterone (10-8M). In queste cellule si analizza I'espressione di alcune proteine (Bax, Caspasi-3,
Fas) implicate nei fenomeni apoptotici e alcuni marker di inflammazione e di adesione (TNF, IL6,
ICAM-1, VCAM).
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Dopo la visita di screening, che valuta |'esistenza dei criteri di inclusione, il paziente viene inserito
nello studio. Il paziente viene studiato al suo inserimento nello studio e dopo un anno di follow
up.

| pazienti vengono sottoposti a visita cardiologica completa e prelievo di sangue prima e dopo
esercizio fisico programmato. Lo studio della funzione endotelia viene effettuato mediante test
FMD che consiste nella misurazione della risposta dell’arteria brachiale a bruschi aumenti di flus-
so indotti da un‘infusione intrarteriosa di sostanze ad azione vasodilatatrice (acetilcolina, Ach) e
vasocostrittrice (L-N-monometilarginina, L-NMMA) a dosi che non determinano effetti sistemici e
con |"ausilio di uno strumento di indagine pletismografica denominato Endopat.

Il sistema endopath si avvale della tecnica pletismografica per misurare il flusso sanguigno bila-
terale in posizione supina dopo 15 minuti a riposo. Vengono utilizzate due sonde posizionate a
livello delle mani e il flusso viene monitorato ogni 5 minuti prima e dopo la somministrazione di
nitroglicerina sublinguale.

| trattamenti consistono nell’aggiunta di terreno contenente il 20% di siero proveniente da:

1. donatori sani

2. pazienti con aumentato rischio cardiovascolare

Le cellule sono incubate con il siero per 72 ore.

Il controllo positivo (condizione proapoptotica) € rappresentato da cellule che allo stesso passag-
gio vengono coltivate in assenza siero per 16-24 ore.

Alla fine del trattamento |'apoptosi viene valutata mediante western blot, saggi ELISA e citofluo-
rimetria.

WESTERN BLOT

Estratti cellulari contenenti 50 ug di proteine totali vengono corsi in un gel al 12% di acrilamide
e trasferiti su una membrana di nitrocellulosa che & incubata con anticorpi anti-Fas (45kDa), an-
ti-Caspasi3 full length (32kDa), anti-Caspasi3 clivata (19kDa) e anti-Bax (21kDa). Dopo 3 lavaggi
in PBS/Tween 0.1% le membrane vengono trattate con anticorpi secondari coniugati con peros-
sidasi, lavate nuovamente e sottoposte alla rilevazione con metodo chemioluminescente. Per
verificare che eventuali differenze quantitative non siano dovute al caricamento delle proteine sul
gel viene utilizzato anche un anticorpo anti-tubulina ed i risultati sono espressi come rapporto tra
I'espressione delle proteine proapoptotiche e la tubulina dopo analisi densitometrica.

ELISA e CITOFLUORIMETRIA

| livelli di lattato deidrogenasi vengono dosati mediante saggio ELISA (LDH cytotoxicity detection
kit, ROCHE Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany).

La quantificazione dell’apoptosi in termini di frammentazione del DNA viene valutata sia median-
te saggio ELISA (Cell death Detection kit, ROCHE, Japan), sia mediante analisi citofluorimetrica
in seguito a colorazione con annessina-propidio (Annexin V-FITC kit Bender Med Systems, Vien-
na, Austria). | livelli di metalloproteinasi e dei loro inibitori vengono misurati mediante saggio
ELISA (MMP-1, MMP-9 Calbiochem) e TIMP-1 (Chemicon).

Nel corso dell’anno 2014 sono stati reclutati:

- 4 pazienti con aumentato rischio cardiovascolare (presenza di almeno tre fattori di rischio tra
diabete mellito/ipertensione arteriosa/obesita viscerale/ipercolesterolemia /ipertrigliceremia/
fumo) ma in assenza di malattia cardiovascolare manifesta;

- 5 soggetti senza fattori di rischio cardiovascolare di eta paragonabile.

| pazienti sono stati sottoposti a visita cardiologica completa e prelievo di sangue prima e dopo
esercizio fisico programmato. Lo studio della funzione endoteliale & stato effettuato mediante
test FMD (Flow Mediated Dilatation) e con |'ausilio di uno strumento di indagine pletismografica
denominato Endopath.

Sono state prelevate le PBMC (peripheral blood mononuclear cells), che contengono i monociti
e i linfociti, attraverso gradiente di Ficoll, da tutti i soggetti reclutati, che ci permettera di studiare
I'espressione del recettore mineralcorticoide a livello delle cellule circolanti.

A causa della limitata numerosita campionaria non sono state al momento riscontrate modifica-
zioni statisticamente significative della funzione endoteliale tra i due gruppi di soggetti, mentre &



stato osservato un trend di miglioramento nei parametri endoteliali dopo esercizio fisico in tutti i i
soggetti indipendentemente dal loro rischio cardiovascolare.

Per quanto riguarda gli studi in vitro le cellule HUVEC, normalmente coltivate in un terreno di Cri=d
coltura contenente il 5% di siero fetale bovino, sono state utilizzate al 6° passaggio e coltivate

con terreno contenente il 20% di siero proveniente da ciascun soggetto prima e dopo esercizio Cre D
fisico, in assenza o presenza di Aldosterone 10-8M. Dopo 72h di trattamento, tramite saggi ELISA

utilizzando kit specifici, sono stati valutati: Cris D
1) i livelli di frammentazione del DNA delle cellule endoteliali per avere un indice del grado di

apoptosi indotta dal siero. . Y
2) i livelli di lattato deidrogenasi rilasciati nel terreno di coltura per avere un indicazione della

presenza di necrosi cellulare. I

E’ necessario un incremento dei soggetti per poter evidenziare eventuali differenze.

Dati promettenti sono emersi dall’analisi dell’effetto del siero dei soggetti sull’'espressione di
molecole di adesione (ICAM 1, VCAM, P-selectin, V-selectin e E-selectin) da parte delle cellule o
HUVEC, in assenza o presenza di aldosterone 10-8M. L'aldosterone, come & noto, ha indotto in

modo consistente I'aumento dell’'espressione di ICAM-1, VCAM e E-selectin. E' noto infatti che Cre D
I"attivazione del recettore mineralcorticoide vascolare promuove gli eventi precoci dell’ateroscle-
rosi proprio attraverso l'induzione di molecole di adesione da parte dell’endotelio. Tale effetto & Ciz D
stato amplificato dall’aggiunta del siero di pazienti con aumentato rischio cardiovascolare, men-
tre non & stato significativamente modificato dal siero dei controlli sani. E interessante notare che Coe D
I'esercizio fisico ha in parte revertito tale effetto di amplificazione di espressione di molecole di
adesione da parte del siero dei pazienti con aumentato rischio cardiovascolare. o

E'in corso di valutazione il rapporto aldosterone/attivita reninica plasmatica di tutti i soggetti
prima e dopo |'attivita fisica, oltre all'estrazione delle cellule PBMC. Tale rapporto, che e rappre-

sentativo del grado di attivazione dell’asse renina/angiotensina/aldosterone, viene correlato con o

tutti i parametri ottenuti dal siero dei pazienti.

Nel corso dell'anno 2015 si prevede di ottenere una numerosita campionaria di almeno 20 sog- =3

getti per gruppo.

Al termine dello studio ci si aspetta di poter dimostrare che |'esercizio fisico regolare & in grado Ca=3

di migliorare la funzionalita endoteliale di pazienti con aumentato rischio cardiovascolare, attra-

verso una correlazione tra il miglioramento delle condizioni cliniche del paziente, la riduzione Cie D

di fattori circolanti pro-inflammatori nel siero e la conseguente riduzione di fenomeni di morte

cellulare (apoptosi/necrosi) indotta dal siero in un modello sperimentale in vitro. Infine si ritiene o

che un programma di esercizio fisico sia in grado di ridurre |'attivazione del sistema mineralocor-

ticoide nei pazienti ad elevato rischio cardiovascolare e di limitare le risposte pro-inflammatorie I

e pro-apoptotiche a livello vascolare mediate dall’aldosterone.
Cr=D
Ceed
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Ce=D
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Le gravi psicosi sia dell’eta evolutiva (autismo) che di quella adulta (schizofrenia) presentano delle
sovrapposizioni fenomenologiche, sia a livello fenotipico (deficit cognitivo) che nei possibili mo-
delli fisiopatologici (deficit di connettivita neurale). Pertanto, appare utile studiare entrambe le
patologie sia da un punto di vista genetico che da quello della ricerca di biomarcatori periferici, al
fine sia di effettuare una diagnosi sempre piu precoce sia di individuare nuovi bersagli terapeutici.
Lo studio prevede, dopo il reclutamento ed il consenso informato di pazienti affetti da schizofre-
nia, la raccolta di campioni ematici, e di informazioni clinico-demografiche, estrazione ed analisi
del DNA, sequenziamento genomico ed analisi di eventuali relazioni con le caratteristiche clini-
che.

Si e concluso il reclutamento dei pazienti schizofrenici (totale 144). Per ciascun paziente & stato
ottenuto un campione di sangue che e stato aliquotato e conservato a -80 C°; da una di queste
aliquote per ogni paziente é stato estratto il DNA.

Sono state attivate collaborazioni con Universita a livello nazionale ed internazionale:

e |stituto di Psichiatria dell’'Universita di Bologna e Dipartimento di Neuroscienze dell’Istituto di
Ricerche Farmacologiche Mario Negri di Milano. Sono state inviate, in forma anonimizzata ali-
quote di DNA di pazienti con psicosi schizofrenica corredate, sempre in forma anonimizzata, da
informazioni clinico-epidemiologiche; cio allo scopo di effettuare una genotipizzazione relativa
ad alcuni geni candidati e ad individuare eventuali relazioni con dimensioni sintomatologiche e
funzionalita cognitiva. | campioni di DNA di pazienti schizofrenici entreranno in un pool interna-
zionale di campioni che verranno analizzati tramite PsychChip, una nuova piattaforma per analisi
genome-wide sviluppata da lllumina in collaborazione con Psychiatric Genetics Consortium
(PGC). PsychChip e disegnato per individuare le varianti genetiche sia rare che comuni, specifi-
che per la genetica psichiatrica.

e | aboratorio del Department of Psichiatry and Human Behaviour della University of California,
Irvine, CA-USA. Sono state inviate, in forma anomimizzata, aliquote di DNA di pazienti con psico-
si schizofrenica; questi campioni sono stati avviati alla genotipizzazione per mezzo della Illumina
Express platform.

e Laboratorio di Biogerontologia - CEMI, Dipartimento di Geriatria, Neuroscienze ed Ortopedia,
Universita Cattolica del Sacro Cuore. Studio caso-controllo sui telomeri in pazienti schizofrenici.
| telomeri sono dei complessi DNA-proteine cruciali per il mantenimento dell’integrita cromo-
somica; situati all’estremita cromosomica proteggono dalla perdita di DNA cromosomico e nel
mantenimento della stabilita genomica. La lunghezza dei telomeri declina con la divisione cel-
lulare e con I'eta. Il DNA dei pazienti schizofrenici viene confrontato con DNA di controlli non
psichiatrici appaiati per eta e genere al fine di evidenziare differenze nella lunghezza dei telomeri.
Per i controlli sono stati ottenuti 144 campioni di sangue intero dalla Biobanca Interistituzionale
Multidisciplinare dell'lRCCS San Raffaele Pisana per |'estrazione del DNA.

Sono state condotte revisioni sistematiche di letteratura e meta-analisi sul danno ossidativo
nell’autismo infantile, con pubblicazione su riviste internazionali.

Sono state condotte revisioni sistematiche di letteratura su biomarcatori periferici nella schizofre-
nia (proteina S100B nel siero).

Sono state condotte analisi di letteratura al fine di individuare nuove ipotesi di indagine moleco-
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lare sulla schizofrenia in prospettiva di disturbo del neuro-sviluppo, in particolare sui micro-RNA
e sui telomeri.

Nel corso del 2015 si provvedera ad elaborare i dati delle analisi genetiche ed alla diffusione dei
risultati tramite pubblicazioni su riviste scientifiche internazionali.

Oggi in ltalia e in Europa, le malattie del sistema respiratorio costituiscono la terza causa di morte
dopo i tumori e le malattie cardiocircolatorie. Per la loro elevata incidenza e prevalenza, rappre-
sentano una delle piu frequenti cause di malattia e invalidita, comportando un notevole carico
assistenziale per la societa. Si stima che nel 2020, 11.9 milioni di decessi su 68 milioni a livello
mondiale saranno causati da malattie polmonari (4.7 da Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva
- BPCO -, 2.5 da polmonite, 2.4 da tubercolosi —TB- e 2.3 da carcinoma polmonare). In termini
di mortalita, incidenza, prevalenza e costi, le patologie polmonari si trovano al secondo posto a
livello globale dopo le malattie cardiovascolari. In alcuni paesi (ad esempio il Regno Unito), esse
costituiscono gia la principale causa di decesso (fonte: European Lung Foundation, http://www.
it.european-lung-foundation.org/425-patologie-polmonari.htm). Per quanto riguarda in partico-
lare la situazione italiana, nel mese di gennaio 2008 il Ministero della Salute ha pubblicato la
“Relazione sullo stato Sanitario del Paese 2005-2006", nella quale ha dichiarato che le malattie
respiratorie “rappresentano per numerosita la 3° causa di morte in Italia, dopo le malattie dell’ap-
parato circolatorio e delle neoplasie. La bronchite cronica e I'asma colpiscono piu del 20% della
popolazione di eta superiore ai 65 anni e rappresentano per questa fascia di popolazione la terza
causa di patologia cronica, dopo l'artrosi/artrite e I'ipertensione (ISTAT, 2003)". Il 50% dei decessi
per cause respiratorie & attribuibile alla BPCO (ISTAT, Cause di Morte, 2002, 2005), ma |'effet-
to pit drammatico di questa patologia si evince quando si considera che nei prossimi decenni
essa e destinata a divenire la quinta causa di disabilita a livello mondiale, valutata in termini di
DALYs -disability-adjusted life years (OMS, Ginevra). “In eta geriatrica, infatti, la BPCO grave si
associa a comorbidita e contribuisce in maniera significativa alla perdita di autosufficienza ed alla
fragilita dell’anziano, specialmente a causa di importanti limitazioni dello stato funzionale, dete-
rioramento cognitivo, problemi comportamentali e alterazioni del tono dell'umore. E" evidente,
quindi, che la patologia respiratoria cronica ostruttiva ha un grande impatto socio-economico
sull'individuo ma anche sull’intera societa soprattutto a causa dei ricoveri ospedalieri e di terapie
complesse e costose (compresa |'ossigenoterapia domiciliare a lungo termine e la ventiloterapia
domiciliare). Anche utilizzando una stima conservativa, alla BPCO viene attribuito almeno il 6%
dell'intera spesa sanitaria italiana, la quota maggiore e rappresentata dalle ospedalizzazioni”
(Ministero della Salute, “Relazione sullo stato Sanitario del Paese 2005-2006").

Inoltre, in base ad una pubblicazione del Ministero della Salute del 2011 (Pubblicazione a cura di
Dir. Gen. della Programmazione sanitaria, Ufficio VI — Federalismo) in Italia ci sono stati 111.700
DRG attribuiti ad Insufficienza Respiratoria (quinto posto fra le cause di ricovero). Il fenomeno
dell'invecchiamento della popolazione e I'aumentata esposizione ai principali fattori di rischio,
quali il fumo di sigaretta e i componenti dell'inquinamento atmosferico, rendono I'incidenza delle
malattie respiratorie in continua crescita. In questo contesto si colloca I'importanza di attuare pro-



grammi di riabilitazione respiratoria, universalmente accettati come parte integrante del tratta-
mento clinico dei pazienti affetti da patologie respiratorie croniche, che, nonostante il trattamen-
to medico standard, rimangono sintomatici e spesso limitati nelle attivita della vita quotidiana.
La riabilitazione respiratoria consiste, infatti, in un intervento globale e multidisciplinare basato
sull’evidenza dei benefici sui pazienti in base a parametri di efficacia oggettivi e quantificabili,
volto a ridurre i sintomi, ottimizzare lo stato funzionale, aumentare la partecipazione e ridurre il
consumo di risorse sanitarie attraverso la stabilizzazione o il miglioramento della malattia. Eviden-
ze scientifiche dimostrano la capacita dei programmi di riabilitazione respiratoria di apportare
effetti benefici sulla dispnea e di migliorare il controllo di determinate patologie, come la BPCO.
Gli obiettivi principali della riabilitazione in questi pazienti risiedono nella prevenzione delle com-
plicanze infettive e riduzione dei tempi di degenza, favorendo quindi la transizione verso reparti
a piu basso livello assistenziale. | mezzi con cui si cerca di raggiungere cio sono i cambiamenti di
postura, le manovre di reclutamento alveolare, le tecniche di disostruzione bronchiale, I'allena-
mento dei muscoli respiratori, il ricondizionamento allo sforzo, lo svezzamento dalla ventilazione
meccanica.

La complessita delle patologie trattate nei reparti rende necessario un approccio di tipo sistemi-
co che consente di tenere in considerazione e di integrare una molteplicita di fattori. Raramente,
infatti, un singolo fattore & implicato come unico predittore dello sviluppo della patologia; piut-
tosto questa si evolve proprio dall'integrazione di piu fattori concomitanti. Di conseguenza, si
rivela maggiormente adatta una prospettiva sistemica che permette di prendere in esame una
notevole quantita di dati, provenienti da diverse fonti, al fine di formulare modelli computazionali
che tengono conto di informazioni di diversa natura.

Il progetto prevede la costruzione di una piattaforma per la raccolta di dati complessi relativi ai
pazienti ricoverati dal 2005 con diagnosi di insufficienza respiratoria presso i reparti di Pneumolo-
gia Riabilitativa del Presidio Ospedaliero IRCCS San Raffaele Pisana, della Casa di Cura San Raf-
faele Cassino e del San Raffaele Monte Compatri. Lo scopo della piattaforma riabilitativa consiste
nell'implementare un database unico di informazioni cliniche volto al monitoraggio delle attivita
dei reparti. La grande disponibilita di dati consente di indagare e migliorare le prestazioni clini-
che incentrando |'attenzione sui benefici della riabilitazione in termini di maggiore autonomia e
maggiori capacita funzionali dei pazienti.

Le attivita di ricovero dei reparti di Pneumologia Riabilitativa delle strutture San Raffaele accolgo-
no in totale circa 700 pazienti/anno con diagnosi di insufficienza respiratoria che vengono sotto-
posti a un programma di terapia riabilitativa respiratoria standard della durata di circa 30 giorni.
Su tutti i pazienti si raccolgono, in modo sistematico e automatico, informazioni demografiche,
epidemiologiche e cliniche, associate a un registro di dati laboratoristici standard e campioni
biologici umani per la ricerca. | dati clinici e di funzionalita respiratoria dei pazienti relativi alla ria-
bilitazione respiratoria, provengono dalla cartella clinica, da strumentazioni (pletismografo, emo-
gasanalizzatore) e dal Sisweb (Sistema Informativo Sanitario Web su cui si basa I'acquisizione dei
dati anagrafici del sistema informatico del San Raffaele S.p.A.). E inoltre previsto il prelievo di un
campione di sangue aggiuntivo (15ml) eseguito in fase di ingresso.

La piattaforma multi-level San Raffaele per le malattie non trasmissibili (SR- NCD), lanciata nel
gennaio 2013, raccoglie e archivia informazioni cliniche e campioni biologici ottenuti da tutti i
pazienti con malattie croniche, ammessi alla riabilitazione fisica sia nelle strutture di Roma del
San Raffaele che in altre strutture cliniche regionali e universita. Nel corso del 2013 & stato avviato

uno studio pilota di camoionamenta allo scono di ottimizzare il tino di campione biologico ed |

parametri d L L L L LU C e L vione dati.

Diati Sensibili #

Diati del PAZLIEANC | #

Storia Professionale 14

Abitudine al furms SH

Dieta'Spare timse! Aliro 3l

Storia familiare 105

Blelialsiliy 5

A Al ST.EPID 244

C

186 ATTIVITA" SCIENTIFICA ¢

v

v

>

’ ATTIVITA" SCIENTIFICA 187

Questo ha permesso I'avvio di un nuovo progetto denominato “Piattaforma San Raffaele per le
Malattie non Trasmissibili”, che estende la casistica anche a pazienti affetti da altre malattie non
trasmissibili e amplia il numero di parametri raccolti.



E’' noto che l'esercizio fisico previene e riduce il rischio di sviluppare tumori come quello della
mammella, del colon, nei tumori ematologici e del polmone. | meccanismi molecolari che rego-
lano questo fenomeno sono del tutto oscuri. Una risposta a tale interrogativo potrebbe derivare
dallo studio di una nuova classe di proteine, le Sirtuine, che ha un ruolo centrale nella regolazione
della risposta cellulare e tissutale a stimoli di stress di varia natura.

Le Sirtuine (SIRT) comprendono 7 membri (SIRT1-SIRT7) che, tramite la loro attivita deacetilasica
regolano la funzione di numerosi fattori di trascrizione, la sopravvivenza cellulare a stimoli apop-
totici, necrotici e autofagici, il differenziamento cellulare, I'aging e il metabolismo del glucosio e
dei lipidi.

Lipotesi di partenza e che nelle cellule tumorali I'attivazione delle Sirtuine in seguito ad attivita
fisica potrebbe attivare meccanismi in grado di bloccare o rallentare la formazione e/o la pro-
gressione del tumore. Infatti recenti studi hanno evidenziato un ruolo nella formazione e nella
progressione tumorale di alcune sirtuine. Altri studi effettuati in modelli murini di cancro invece
hanno evidenziato un’azione anti-tumorale di SIRT-1. In questi modelli una ridotta espressione di
SIRT-1 coincide con una maggiore insorgenza di tumori e viceversa. Anche per SIRT-3 e stata di-
mostrata un'azione pro-e anti-tumorigenica. SIRT-3 facilita i processi proapoptotici deacetilando
proteine coinvolte nell’apoptosi e aumentando |'espressione di enzimi antiossidanti. Inoltre, topi
KO per SIRT-3 presentano una maggiore instabilita genomica e sviluppano tumori. Allo stesso
tempo dati contrastanti derivanti da altri studi indicano che i livelli proteici di SIRT-3 sono aumen-
tati nel tumore della mammella caratterizzato da linfonodi positivi. In altri studi & stata osservata
una diminuzione dei livelli proteici di SIRT-3 nel tumore della mammella. Anche SIRT-5, SIRT-6 e
SIRT-7 potrebbero avere un ruolo di prevenzione nell'insorgenza del cancro.

Questo progetto si prefigge di:

1) Studiare se |'esercizio fisico sia in grado di incrementare |attivita delle Sirtuine e conseguente-
mente di ridurre la produzione di ROS e RNS nei pazienti oncologici.

2) Studiare in vivo e in vitro se |'espressione delle Sirtuine e la loro attivita siano importanti per
facilitare I'apoptosi nelle cellule tumorali in seguito ad attivita fisica e/o trattamento con chemio-
terapici.

3) Studiare i livelli di Sirtuine nelle biopsie tumorali dei pazienti e confrontarle con i dati dei fol-
low-up in presenza e assenza di attivita fisica.

Lo studio dell'attivita delle Sirtuine e della loro espressione & effettuato su campioni di sangue
ottenuti da pazienti oncologici prima e dopo 1 mese almeno di attivita fisica moderata. Tali valori
sono comparati con quelli ottenuti da pazienti oncologici che non svolgono attivita fisica. Ad ogni
paziente e prelevato sangue periferico (3-6 ml). Dall’anello linfomonocitario ottenuto da ciascun
prelievo sono estratti mRNA per analisi di real time-PCR e proteine per analisi in Western blotting
delle varie Sirtuine e dei markers tumorali. Inoltre sono effettuati saggi di attivita sirtuinica. | livelli
di RNS e ROS sono misurati mediante saggi ELISA o citofluorimetrici con sonde specifiche. Per

C

188 ATTIVITA" SCIENTIFICA ¢

» ATTIVITA" SCIENTIFICA 189

gli studi in vivo topi nudi in cui sono state iniettate cellule tumorali (MDA-MB231, PC3 e BCPAP)
sotto cute e nella vena caudale sono lasciati a riposo o sottoposti ad esercizio fisico (corsa su
treadmill ad una velocita costante (10m/min circa) per un periodo di circa 20 minuti per una setti-
mana). Gli animali sono successivamente sacrificati per ottenere sangue e biopsie tumorali da cui
estrarre mRNA e proteine per analisi in real time-PCR e western blotting. Viene inoltre valutata
nei due gruppi la dimensione del tumore primario e il numero delle metastasi in un periodo di
tempo di 4-6 settimane. Questi valori numerici sono comparati con |"attivita sirtuinica misurata nel
sangue e nelle biopsie tumorali. Per gli studi in vitro le linee cellulari MDA-MB231, PC3, BCPAF,
Hela e SW48 sono transfettate per overesprimere o silenziare le diverse Sirtuine. | cloni ottenuti
vengono studiati per la loro capacita tumorigenica. Inoltre la resistenza agli stress dei vari cloni &
testata trattando le cellule con specifici chemioterapici. La valutazione della capacita metastatica
é effettuata mediante misurazione dell'attivita delle metalloproteasi, della capacita di migrazione
e invasione mediante kit specifici della Chemicon e mediante il saggio del wound healing.

Lo studio condotto su ratti ha dimostrato che lo sforzo fisico induce un aumento dell’espressione
dell'mRNA e della proteina di SIRT1 e SIRT7 nel cuore e nel muscolo scheletrico. Inoltre e stato
osservato un aumento dell’espressione della proteina pro-apoptotica protein bax e una diminu-
izione dell’'espressione della proteina antiapoptotica bcl-2. Analisi statistiche hanno evidenziato
che esiste una correlazione significativa tra I'espressione di SIRT1 e SIRT7 e quella di bax e bcl-2.
Lo studio condotto sugli atleti ha mostrato che |'espressione proteica di SIRT1 & bassa nelle cel-
lule dell’anello linfomonocitario dei donatori e diminuisce ulteriormente negli atleti. Al contrario
I'espressione proteica di SIRT3, SIRT6 e SIRT7 non mostra una differenza significativa tra controlli
e atleti. Anche se non sono state osservate significative differenze per I'espressione delle sirtuine,
& stato misurato un significativo aumento della attivita acetilasica totale negli atleti rispetto ai
donatori.

Ci si aspetta che |'attivita fisica nei pazienti oncologici incrementi |'espressione proteica e |'attivita
delle Sirtuine, che riduca la produzione di ROS e RNS, che abbassi i valori dei markers tumorali,
che blocchi o rallenti I'invasione e la metastatizzazione e, in conclusione, aumenti la sopravvi-
venza. Ci si aspetta inoltre che nelle biopsie e nel sangue le variazioni misurate per |'espressione
delle Sirtuine e per la loro attivita correlino con outcomes positivi.

Ci si aspetta che nei topi nudi I'insorgenza del tumore primario e, soprattutto, dell'invasione e
delle metastasi sia rallentata dall’attivita fisica e/o dall’overespressione/silenziamento di alcune
Sirtuine nelle cellule tumorali iniettate.

Negli ultimi decenni si € assistito a un incremento delle possibilita offerte dalle tecnologie “high
throughput” in termini di qualita e quantita (oltre che ottimizzazione) della “misura” molecolare e
cellulare a livello, soprattutto, genomico e proteomico. Lo sviluppo, in specifico, di tecnologie di
analisi sempre piu sensibili e sofisticate (genetica, profili, funzionalita, ecc.) richiede la disponibilita
di materiale biologico raccolto e trattato secondo tecniche standardizzate sempre piu definite ed



affidabili in accordo alle attuali procedure europee. Alla luce di queste indicazioni viene realizzata
una raccolta di campioni biologici (siero, plasma, linfociti) umani provenienti da pazienti affetti da
malattie non trasmissibili, quali ad esempio Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO) allo
scopo di facilitare la traslazione delle informazioni di biologia, in particolare di omica, alla pratica
clinica, di permettere una rapida risposta a quesiti sperimentali di potenziale valenza (terapia e/o
diagnosi) garantendo la qualita e la quantita di campioni utilizzabili per queste pratiche.

La piattaforma permette di ottimizzare e personalizzare le strategie terapeutiche riabilitative dei
pazienti. Vengono studiati metodi per |'individuazione di nuovi farmaci o terapie, marcatori pro-
gnostici e di risposta, e test tossicologici e funzionali.

E’ stata organizzata presso il laboratorio di Epidemiologia molecolare dell'IRCCS San Raffaele
Pisana la criopreservazione di campioni biologici umani provenienti da pazienti affetti da BPCO
e disordini neurologici (quali, ad esempio, Parkinson e/o Alzheimer). | campioni sono prelevati in
accordo alle normative europee e come descritto in Curr Pharm Des. 2014;20(38):5945-56.

Viene effettuata:

- Somministrazione del questionario;

- Raccolta dati relativi ai pazienti: eta, sesso, diagnosi clinica inclusa presenza di BPCO, diagnosi
istologica, tipo intervento, follow-up (in accordo ai centri di provenienza), terapia, eventuale ri-
abilitazione respiratoria pre o post intervento, risultati del questionario in accordo a Curr Pharm
Des. 2014,20(38):5945-56;

- La bio-repository e allestita presso I'IlRCCS San Raffaele. | dati relativi all'identita del paziente
vengono anonimizzati. Ad ogni aliquota vengono associati i dati clinici di riferimento in un archi-
vio computerizzato;

- Valutazione critica della letteratura.

Nel corso del 2014 si & proceduto con :

- Definizione della piattaforma;

- Costruzione iniziale della rete degli altri istituti coinvolti (Universita Cattolica del Sacro Cuore e
AFAR);

- Descrizione delle procedure operative;

- Raccolta e criopreservazione di 96 campioni provenienti da pazienti affetti da BPCO, prelievi in
entrata ed in uscita (plasma, siero linfociti). Raccolta e criopreservazione di 10 campioni di BAL;

- Valutazione critica del ruolo delle varianti geniche del recettore nicotinico nell’aumento di ri-
schio per dipendenza, insorgenza di tumore e ruolo nella terapia per la cessazione dal fumo di
sigaretta. Varianti nei geni codificanti le sub-unita alfa 3-5 (rs1051730 e rs16969968) sono speci-
ficamente associate alla dipendenza da nicotina, al maggiore rischio di insorgenza di tumore e
influiscono la risposta ai farmaci utilizzati per la terapia per la cessazione dal fumo quali Bupro-
pione e Vareniclina;

- Valutazione critica della letteratura selezionata dell’attivita dei farmaci antitumorali di origine
marina. | metaboliti secondari prodotti dai Cyanobacteria products sono il prototipo dal quale
possono essere sviluppati nuovi farmaci;

- Valutazione critica della letteratura selezionata dell’attivita dei farmaci di origine naturale per
terapia Alzheimer di galantamina e rivastigmina € attualmente in corso. Terapia con nicotina ha
dato risultati promettenti e studi sono in corso per valutare il suo potenziale terapeutico;

- Valutazione della letteratura selezionata dei farmaci per terapia Alzheimer aventi come bersa-
glio il recettore alpha7 nicotinico. Diversi farmaci entrati in Fase Il non sono passati alla fase llI
umana. | risultati sperimentali condotti dal gruppo dimostrano che il Donepezil aumenta I'espres-
sione proteica di alpha? in linfociti umani e in cellule staminali neuronali umane;

- Valutazione critica della letteratura selezionata dei farmaci aventi come bersaglio i recettori
nicotinici di tipo alpha 9 e 10 come antidolorifici RglA and Vc1.1 due peptidi originati dal Conus
(cono peptidi) inducono analgesia sia a breve che a lungo termine.attraverso i meccanismi della
risposta immune ed infiammatoria;

- Definizione critica del ruolo della nicotina in angiogenesi, proliferazione e apoptosi. La nicotina
stimola gli eventi di angiogenesi e proliferazione ed inibisce i processi di apoptosi interagendo
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con i recettori nicotinici di tipo alpha-7 presenti anche sulle cellule non neuronali (epiteliali, en-
doteliali);

- Valutazione critica di una letteratura selezionata su meccanismi genetici quali varianti geniche
coinvolte nell'insorgenza di BPCO, NSCLC e malattie geriatriche, e ruolo nella risposta alla tera-
pia;

- Utilizzo di embrioni precoci di animali semplici, che fisiologicamente si sviluppano al di fuori del
corpo materno (invertebrati marini, quali il riccio di mare Paracentrotus lividus), allo scopo di stu-
diare i recettori colinergici. Esiste un’altissima percentuale di omologia fra le proteine strutturali
di riccio e quelle umane;

- Valutazione critica della letteratura sul processo di “ageing”.

Ci si attende di poter effettuare:

- Raccolta e criopreservazione dei campioni;

- Raccolta dati relativi ai pazienti: eta, sesso, diagnosi clinica inclusa presenza di BPCO, diagnosi
istologica, tipo intervento, follow-up (in accordo ai centri di provenienza), terapia, eventuale ria-
bilitazione respiratoria pre o post intervento, risultati del questionario;

- Valutazione critica del ruolo svolto dai recettori colinergici neuronali e non neuronali (nicotinici
e/o muscarinici) nell'insorgenza di malattie quali BPCO, NSCLC e patologie neuro-degenerative;
- Valutazione critica di una letteratura selezionata su nuovi farmaci antitumorali;

- Sviluppo di nuovi farmaci targeted-oriented verso il sistema colinergico per la terapia antitumo-
rale e/o neurodegerativa.

Come risultati significativi per un centro di ricerca avanzato centrato sulla riabilitazione e il recu-
pero funzionale di pazienti si hanno: creazione della piattaforma per NSCLC,; utilizzo di campioni
umani per sperimenti di omica; traslazionalita immediata; strategie terapeutiche; avanzamento
delle conoscenze in campo medico e clinico relativo a malattie umane; pubblicazioni.
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Questo progetto si colloca nella valutazione del movimento al fine di determinare le strategie
I di controllo motorio che caratterizzano i pazienti con disabilita intellettiva ed in particolare nei
pazienti con sindrome di Down (DS).
Al fine di avere dati utili alla spiegazione del controllo motorio sono stati definiti set-up sperimen-
' . . . . . e e . .
e R sviluppati ad hoc grazie alla collaborazione con il Laboratorio “Luigi Divieti” del Dipartimento
di Elettronica, Informazione e Bioingegneria, del Politecnico di Milano, testati dapprima su sog-
Ci=)

getti sani, e poi trasferiti ai soggetti con patologia.

L'obiettivo del progetto e principalmente quello di utilizzare I'analisi biomeccanica del movimen-
C1i=D to per comprendere meglio le strategie di controllo motorio tipiche dei pazienti con disabilita
intellettiva e identificare percorsi riabilitativi pit adeguati alla loro situazione. Gli scopi specifici
c+=® dello studio sono i seguenti: (1) definire ed applicare dei set up sperimentali per la valutazione
quantitativa dei diversi aspetti di controllo e della esecuzione motoria durante task funzionali
caleg N soggetti adulti con DS; (2) a partire dagli output motori, definire alcune ipotesi riguardo alle
funzioni cognitive che regolano tali output e riguardo a quali siano i deficit principali nella DS. (3)
indagare con un particolare tipo di meccanismo feedforward, le reazioni pre-programmate.

o Sono stati analizzati dati relativia 37 soggetti con Sindrome di Down e a 43 soggetti sani.
Lo svolgimento del lavoro ha richiesto dapprima una revisione della letteratura relativa all’analisi
' motoria nel paziente con Sindrome di Down e alla valutazione motoria per la determinazione di
i R strategie legate al controllo motorio.
L E

A seguito di cio si e evidenziato il tipo di protocollo sperimentale piu adatto alla valutazione dei
meccanismi di controllo motorio dei pazienti con Sindrome di Down, elemento che conferisce al
C*=® progetto caratteristica di originalita.

Lo studio ha analizzato l'integrazione percettivo-motoria nella DS durante |'esecuzione di due
g9 task funzionali (cammino in presenza di un ostacolo e tapping di arto superiore con ostacolo),
utilizzando I'analisi quantitativa multifattoriale del movimento. Inoltre, lo studio ha analizzato le
taleg reazionipre-programmate in presenza di una perturbazione dell’arto superiore mediante elettro-
miografia.

| risultati dei primi due esperimenti hanno evidenziato che: (1) mentre le persone con DS sembra-
no utilizzare correttamente |'informazione sensoriale, tale informazione non é utilizzata in maniera
pre-programmata per pianificare il movimento in anticipo, (2) il movimento delle persone con
DS e altamente dipendente da meccanismi di feedback, mentre i soggetti di controllo fanno piu
affidamento a meccanismi di tipo feedforward, (3) i soggetti con DS sono in grado di completare
Cr=D |jtask sebbene con minor efficienza del movimento.

Questi risultati evidenziano alcuni importanti quesiti clinici:

ca=® - il maggior affidamento su meccanismi di feedback € dovuto ad una difficolta nell’utilizzare la
programmazione feedforward oppure € una scelta “strategica” per assicurare una maggior sicu-
o aleg rezza nellariuscita del task, sebbene al prezzo di una minore efficienza?

- i soggetti con DS sarebbero in grado di utilizzare i meccanismi feedforward se adeguatamente
allenati o la riabilitazione dovrebbe focalizzarsi piu sul miglioramento delle abilita nell’'uso dei
meccanismi feedback?

caley quanto e importante il contributo dei deficit decisionali nella programmazione motoria dei sog-
L 5
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getti con DS?

Rispondere a queste domande € di notevole importanza per lo sviluppo di strategie riabilitative
mirate. Una parziale risposta a queste domande viene fornita dai dati relativi all’analisi elettro-
miografica delle reazioni pre-programmate. Queste reazioni avwvengono senza controllo volonta-
rio e sono quindi meno affette da problemi di decision-making. Per questo motivo tali reazioni
permettono di studiare un particolare tipo di meccanismo feedforward riducendo |'effetto dei
deficit decisionali. Inoltre, queste reazioni sono alcune tra le pit “primitive” reazioni feedforward
e permettono quindi di investigare il funzionamento dei meccanismi feedforward che si sono
sviluppati nelle prime fasi di vita. | risultati aiuteranno a capire meglio il ruolo del feedforward nei
soggetti con DS, e permetteranno di definire alcune linee guida per una riabilitazione piu focaliz-
zata al trattamento dei deficit motori nella DS.

Nella valutazione delle abilita cognitive e motorie vengono comunemente utilizzati dei test nei
quali viene chiesto ai soggetti di scrivere un testo o disegnare alcune semplici figure. Questi
gesti grafo-motori vengono denominati movimenti fini e prevedono la coordinazione di piccoli
movimenti muscolari a livello delle dita e della mano; rappresentano quindi I'integrazione tra
task motorio e task cognitivo. Tali movimenti possono caratterizzare la natura di molteplici pa-
tologie che comportano disturbi a livello cognitivo e a livello motorio, dando un valido aiuto in
fase decisionale per la scelta di una riabilitazione adeguata. Queste analisi, inoltre, permettono ai
clinici di misurare il livello della maturazione percettivo-motoria in quanto un gesto grafico poco
accurato si pud considerare come la manifestazione di un disturbo mentale e comportamentale.
Attualmente, nella pratica clinica, la maggior parte di queste valutazioni si basa sull’osservazione
del risultato del gesto grafico e quindi su criteri qualitativi, oppure sull'utilizzo di una tavoletta
grafica, che permette solamente I'analisi della traccia e non della postura del soggetto durante
il gesto grafico.

Questo lavoro e nato dall’'esigenza di analizzare con una valutazione quantitativa ed esaustiva
I'esecuzione di un task motorio che coinvolge sia aspetti cognitivi sia aspetti motori dei bambini
con sindrome di Down per poi estendere tale valutazione anche ad altre patologie.

La sindrome di Down ¢ considerata una delle piu importanti cause di disabilita mentale, e deter-
mina un ritardo nello sviluppo motorio, in particolare un ritardo nell” acquisizione del controllo
del tronco, della postura eretta e della deambulazione, che puo essere attribuito all’ipotonia, al
deficit nei meccanismi dell’equilibrio e alla lassita legamentosa che, a loro volta, sarebbero legati
alla presenza dell” ipoplasia cerebellare. |l deficit peculiare a livello motorio nei bambini con sin-
drome di Down ¢ la lentezza dei movimenti, deficit che permane anche in eta adulta. In generale,
anche se i bambini con sindrome di Down imparano a camminare, a raggiungere e a prendere
gli oggetti, i loro movimenti mancano di precisione, di coordinazione e sono meno efficienti dei
movimenti dei bambini che hanno avuto un normale sviluppo. Inoltre, queste persone presenta-
no un atteggiamento “goffo” ed uno scarso controllo nella programmazione di molteplici movi-
menti che coinvolgono le diverse articolazioni. In questo studio, sono stati analizzati 22 soggetti
con sindrome di Down di eta compresa tra i 7 e i 25 anni, tali soggetti sono stati confrontati con
13 bambini con un normale sviluppo mentale e motorio di eta compresa trai 6 e i 12 anni. Nel
set-up sperimentale & stato chiesto ai soggetti |'esecuzione di tre tipologie di task differenti che
riguardavano il disegno di tre semplici figure geometriche: un cerchio, una croce ed un quadrato.
La scelta del tipo di test e stata determinata dai test clinici che normalmente vengono propo-
sti. Per I'acquisizione del movimento del soggetto ¢ stato utilizzato un sistema optoelettronico
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(SMART D BTS, IT). Tale sistema ha permesso |" acquisizione delle coordinate tridimensionali dei
marker posizionati in particolari punti di repere del soggetto e sulla penna; questo ha consentito
dirilevare il loro movimento, cosi da ricostruire la traccia del disegno ed anche il movimento dell’
arto superiore e del capo del soggetto durante il gesto grafico. Ogni prova € composta da due
fasi: una acquisizione statica ed una acquisizione dinamica. Nella prima fase sono stati acquisiti i
marker posti secondo un determinato modello sulla penna e sul foglio. Durante questa fase viene
determinata la posizione della punta della penna rispetto al sistema di riferimento locale della
penna stessa, costruito mediante i marker posti sul suo cappuccio. Nella seconda fase i marker
sono stati posizionati sulla testa, sulle spalle e sul braccio dominante del soggetto in modo tale da
acquisire il suo movimento durante il gesto ed ¢ stata ricostruita la traccia del disegno mediante
le informazioni provenienti dalla prima fase sulla posizione della punta della penna. Le acquisizio-
ni della statica e della dinamica sono state caricate in un software dedicato, SMART Analyzer (BTS
IT), insieme alle informazioni personali del paziente. Mediante questo software ¢ stato sviluppato
un protocollo ad hoc per ognuno dei tre task motori, al fine di caratterizzare le grandezze spe-
cifiche di interesse relative al controllo motorio nei soggetti e di calcolare parametri di interesse
relativi alla figura considerata. Il risultato ottenuto per ogni task motorio & contenuto in un Report
composto da tre pagine, nelle quali vengono indicate le caratteristiche dimensionali (identificate
per caratterizzare le diverse strategie impiegate nel disegno e per valutare la correttezza esecuti-
va) e le caratteristiche cinematiche (valutate per caratterizzare il meccanismo di controllo durante
il movimento e i parametri del movimento della testa e dell’arto superiore dominante). Per corre-
lare la traccia del disegno ottenuto e la strategia posturale utilizzata, € stata realizzata I'analisi dei
movimenti del braccio superiore, per valutare le possibili differenze negli angoli articolari tra i due
gruppi in analisi. Inoltre, per caratterizzare il livello di attenzione del soggetto durante I'esecuzio-
ne della prova, & stata effettuata I'analisi del movimento della testa rispetto al foglio e rispetto
alle spalle. Per verificare la significativita e |" attendibilita dei risultati ottenuti e per individuare
eventuali differenze significative nei parametri analizzati tra i due gruppi sono stati effettuati vari
test statistici. Generalmente nei movimenti pit ampi, come ad esempio il cammino, la caratteri-
stica peculiare dei soggetti con sindrome di Down ¢ la lentezza esecutiva. Durante il movimento
analizzato in questo lavoro il comportamento dei bambini con sindrome di Down é totalmente
diverso; infatti, essi si muovono piu velocemente rispetto al gruppo di controllo. Questa maggio-
re velocita porta ad un risultato finale meno accurato e preciso. Si ipotizza quindi che, per questo
gesto grafico, il disturbo coinvolga aspetti cognitivi, come ad esempio la minor attenzione nel
movimento stesso, il deficit di memoria, oppure il minor interesse al raggiungimento di un risul-
tato corretto, e non sembra causato da disturbi a livello biomeccanico e motorio, come la lassita
legamentosa e l'ipotonia, che sono tipicamente presenti in questi soggetti.

In conclusione, il metodo di analisi utilizzato ha permesso di valutare e caratterizzare quantitativa-
mente i disturbi della sindrome di Down nel gesto grafico in modo piu completo.

In futuro, questa metodologia potrebbe fornire un valido aiuto nella caratterizzazione dei movi-
menti fini di altre patologie che comportano disturbi cognitivi e motori.
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Nell’'ambito della riabilitazione robotica esiste nella letteratura nazionale e internazionale un ap-
Ce=®  proccio valutativo disomogeneo con outcome diversi tra uno studio e |'altro. Cio conferisce una
carente rilevanza alle conclusioni scientifiche di eventuali revisioni della letteratura. Questo pro-
calm®  getto ha l'obiettivo di omogeneizzare i sistemi valutativi e lo schema terapeutico utilizzando la
riabilitazione robotica. Il protocollo messo a punto fa fronte alla necessita di costruire un sistema
cabegy  divalutazione minimo comune a piu strutture in Italia al fine di passare da una improvvisazione
giornaliera ad un approccio globale comune alla problematica. La selezione delle scale da adot-
tare nell'ambito del protocollo condiviso da piu centri che afferiscono all’ltalian Robotic Neu-
ro-Rehabilitation Group (IRNRG), ha utilizzato la procedura scientifica metodologica Delphi. E’
stato individuato un Comitato Scientifico Ristretto (quattro specialisti) che hanno avuto il compito
di preparare gli Statement, decidere la struttura dei round sia in termini qualitativi che quantita-
tivi, definire il numero totale dei round, definire i criteri di inclusione e gli “Esperti”. | questionari,
=3 inviati in modalita anonima e per via elettronica, sono stati sottoposti per un massimo di 3 round.
Alla chiusura della fase di raccolta dati sono state analizzate le risposte a ciascuna domanda e for-
Ce=®  mulato il protocollo di valutazione. Questo garantisce la valutazione di tre domini dell'ICF: Body
Function, Activities e Participation, mentre gli esperti hanno escluso la valutazione di Personal
o=  Factors ed Environmental Factors, in quanto complicati da attivare nella pratica clinica quotidia-
na. Gli esperti hanno anche deciso di focalizzare la valutazione solo sulle persone con esiti di Ictus
oty  Cerebrale avviate alla terapia robotica, in quanto ¢ la patologia maggiormente frequente nelle
strutture italiane coinvolte nella ricerca.

Il progetto & terminato ed é stato sottoposto un articolo alla Rivista Eur. J PM&R per la pubblica-
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La letteratura del settore & concorde nel definire estrememente inappropriata la qualita della
prescrizione farmacologica nella popolazione anziana. Dati recenti prodotti da AsMed e riportati
nel report annuale dell’AIFA sul consumo di farmaci ne confermano l'impatto nel nostro paese.
Obiettivo primario di questo progetto & quello di identificare e quantificare la presenza di pre-
scrizioni inappropriate di farmaci ad anziani in ltalia. Ottenuti questi dati |'obiettivo successivo
& quello di associare la presenza di prescrizione inappropriata ad eventi avversi quali mortalita,
riacutizzazioni, ospedalizzazione, etc. A corollario del primo obiettivo si € pianificata anche la
realizzazione di indicatori specifici di inappropriatezza (estrinseci) per la popolazione geriatrica.
Lo studio condotto in collaborazione con AIFA, OsMed e Clicon & basato sull'interazione e riana-
lisi di dati prodotti da Clicon su 14 ASL nazionali.

Sono stati prodotti 13 indicatori di inappropriatezza prescrittiva specifici per la popolazione ultra
65enne e per il nosro paese (Onder et al., 2014).

Descrizione degli indicatori di inappropriatezza

Polypharmacy

[1. Polypharmacy

Treatment adherence

- Low adherence ta antidepressant drugs
. Low adherence to antiby pertensive drugs

Low adherence to hypaglycema: drugs

I e

. Low adherence to antiosteaporotic drugs

Prescribing cascade

lE. Use of anti-Parkinsin and antipsychatic drugs
Undertreatment

|'-'. Underutidization af statns in diabetic patients

Drup-drug interaction

. Concomitant use of drugs increasing the risk of bleeding

8. Concomitant use of drugs increasing the risk of renal fadure andfor hyperkalemia
10. Concomatant use of >=2 QT prolanging drugs

Drugs to be avoided

11. Use af anti hypertensive drugs with unfavarable risk-benefit profile

1}, Use af hagh dosage of digoxin

13, Use of oral ypoglyoemic agents associated with bagh risk of hypoghpcemia

E’ stata avviata una seconda fase di analisi in cui il gruppo diricerca partecipa alla valutazione del-
la polifarmacoterapia in pazienti anziani ed alla appropriatezza delle prescrizioni e del consumo
in pazienti a rischio demenza, oltre a coordinare un gruppo di lavoro sulla prescrizione farmaco-
logica in pazienti affetti da BPCO.
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Le malattie croniche rappresentano il principale problema di salute pubblica nei paesi occiden-
tali, oltre a minarne a fondo la sostenibilita dei sistemi sanitari. Le statistiche di mortalita propor-
zionale evidenziano come le Malattie non trasmissibili (NCD) siano responsabili del 92% di tutte
le morti nel nostro paese, con una maggior rilevanza delle patologie cardiovascolari (41%) e dei
tumori (28%) (WHO, 2011). | rapidi miglioramenti nella capacita di cura delle patologie croniche,
associati alla variazione di alcune condizioni sociali e demografiche, quali il rapido invecchiamen-
to della popolazione, fanno si che nello stesso individuo, particolarmente se anziano, vengano
diagnosticate, con sempre maggior frequenza, piu patologie croniche, inducendo un quadro di
multimorbilita. Tale modalita di occorrenza delle patologie € presente in un terzo della popola-
zione adulta e la sua prevalenza aumenta con I'eta, raggiungendo una prevalenza del 60% tra gli
individui di eta compresa tra 55 e 74 anni. La multimorbilita & associata in modo significativo ad
incrementi della mortalita e della disabilita, al declino dello stato funzionale e ad una piu bassa
qualita di vita. Questi quadri di complessita clinica provocano un deciso aumento del carico as-
sistenziale, un maggiore utilizzo dei servizi sanitari e quindi un incremento della spesa sanitaria.
'approccio clinico al paziente complesso prospettato € necessariamente focalizzato sulla multi-
morbilita ed e patient centered, per cui ciascun paziente & valutato nella sua globalita, compresi
gli aspetti psico-sociali e genetici. La capacita di valutare I'efficacia dei trattamenti in pazienti
complessi & ancora nella fase iniziale e alcuni obiettivi specifici vengono identificati. Fra questi:
a) la determinazione di patterns di condizioni morbose coesistenti e valutare le connessioni fisio-
patologiche tra i vari disturbi; b) una piu facile inclusione di pazienti con comorbilita negli studi
clinici, utilizzando appropriate strategie analitiche per comprenderne la variabilita individuale e
I'eterogeneita degli effetti del trattamento; c) I'identificazione di nuovi modelli fenotipici che ten-
gano in considerazione la complessita dei quadri patologici e che vadano al di |a della semplice
definizione categoriale delle patologie. Per raggiungere questi obiettivi & stata prevista una fase
di studio pilota, per indirizzare le problematiche piu immediate e valutare I'impiego di risorse e
I'ottenibilita degli obiettivi.

Il progetto utilizza il framework organizzativo della piattaforma San Raffaele di Systems Medicine.
Per ottenere una stima realistica delle risorse necessarie ad un approccio Sytem medicine i pa-
zienti sono tutti reclutati nel reparto di riabilitazione respiratoria dell'IRCCS San Raffaele Pisana. |
dati raccolti sono correntemente in corso di inserimento in un database relazionale che permet-
tera |'estrazione di informazioni in modo organico, mentre i campioni biologici dopo essere stati
aliquotati verranno depositati nei frigoriferi dell’area. Nell'ambito del progetto CCM dedicato
all'Intergrated care e coordinato dall’Universita di Firenze e stata aviata un acollaborazione con
la Fondazione Bruno Kessler di Trento che assistera il gruppo di ricerca nella preparazione di
software per un input dati web-based e nell’identificazioni delle strutture di dati rilevanti ai fini del
progetto interne al database. L'input di un singolo paziente richiede 3-4 ore di lavoro in quanto
prevede l'inserimento di dati, numerici e non, relativi a 1000 variabili (vedi tabella seguente) ed il
necessario controllo statistico della qualita del dato.



Alla fine del 2014 sono stati raccolti dati e campioni relativi a 96 pazienti affetti da BPCO in tratta-
mento presso il reparto di riabilitazione respiratoria. E’ stato inoltre avviato I'input dei dati che ha
interessato circa un terzo della casistica disponibile.

La disponibilita di un sistema di raccolta e organizzazione dei dati e dei campioni permettera
I'avvio dello studio pilota e quindi ottenere i primi dati sulla necessita di risorse per generare |l
dataset necessario per un approccio di systems medicine. La disponibilita di campioni annotati
permettera di consolidare collaborazioni con laboratori esperti nei vari settori delle tecnologie
ad high-throughput e con laboratori attivi nel campo della modellistica e della network analysis,
i quali permetteranno la gestione di informazioni ad alta complessita quali quella raccolta dalla
piattaforma.
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L'ipertensione arteriosa polmonare (IAP) & la forma piu severa di ipertensione polmonare (IP): i
pazienti solitamente hanno una pressione media in arteria polmonare (PAPm) 4/5 volte superiore
rispetto ai soggetti normali, e questo drammatico incremento di sovraccarico causa scompenso
ventricolare destro, che porta il paziente al decesso. | meccanismi che conducono il Ventricolo
Destro (VD) allo scompenso sono scarsamente studiati e non completamente compresi.

1. Gli obiettivi di questo studio sono indirizzati verso le seguenti lacune di conoscenza:Studiare
I'adattamento del VD all'incremento di sovraccarico attraverso le modifiche morfofunzionali del
VD. In particolare, valutare il ruolo del rapporto massa/volume del VD (M/VVD) alla RM e il suo
impatto sulla sopravvivenza o il peggioramento clinico durante terapia specifica. | dati preliminari
suggeriscono che questo parametro piu di altri (volume, massa, spessore di parete) possa espri-
mere |'adattamento (M/V alto) o il maladattamento (M/V basso) del VD.

2. Chiarire il significato e I'impatto delle aree di delayed enhancement (DE) sull’'outcome di tali
pazienti. La localizzazione del DE sara correlata all’area di ridotta perfusione alla scintigrafia perfu-
sionale con stress farmacologico (immagini esaminate a riposo e dopo infusione di diripidamolo)
ed al rilascio di troponina cardiaca T.

3. Accertare se I'inflammazione possa avere un ruolo nell'lAP (differente attivazione di citochine
inflammatorie in particolari sottogruppi di IAP - HIV, connettivopatie vs IAP idiopatica).

4. Studiare le caratteristiche istopatologiche dell’ipertrofia del VD (presenza di apoptosi, miocar-
dite focale, fibrosi interstiziale).

5. Studiare |'espressione genica nei miociti, e la presenza di genoma o proteine virali.

6. Valutare |'impatto degli aspetti precedenti sulla risposta alla terapia e sulla sopravvivenza.
Sono state analizzate 15 biopsie endomiocardiche eseguite in pazienti dal 2011-2013 affetti da
ipertensione arteriosa polmonare HIV-HCV correlata.

Durante il periodo 05/12/2011- 04/06/2013 di svolgimento del progetto sono stati reclutati quin-
dici pazienti (10 M, 5 F eta media 46,26 + 5,76), con ipertensione polmonare ed infezione da HIV/
HCV. Dal Giugno 2013 non sono stati piu arruolati pazienti della sottocategoria arruolabile per
eseguire biopsia endomiocardica.

Tutti i pazienti del sottogruppo HIV/HCV, sono stati sottosposti ad esami cardiologici non invasivi
(ECG; ecocardiogramma 2-D e Risonanza Magnetica Cardiaca) e ad esami invasivi includenti cate-
terismo cardiaco, angiografia coronarica e ventricolare e biopsia endomiocardica biventricolare.
Per ogni paziente & stata effettuata una analisi istologica e immunoistochimica sui 3-4 frammenti
prelevati da entrambi i ventricoli allo scopo di evidenziare la presenza di cellule infiammatorie e
dell’antigene del core dell’ HCV (TordJI- 22). E' stata inoltre effettuata la ricerca dei seguenti ge-
nomi virali nel miocardio: HIV, HCV, HHV6, HHV8, HHS1/2, EBV, AV, CMV, EV, virus dell'influenza
A/B, parvovirus B19 tramite metodica di PCR.

| pazienti erano tutti affetti da scompenso cardiaco (classe NYHA media 2.4 + 0.5). La pressione
arteriosa sistolica media in arteria polmonare era 49,93 + 10,15 mmHg. La risonanza magnetica
cardiaca ha documentato significativo aumento del volume telediastolico (228,08 + 93,58 ml) e
del volume telesistolico del ventricolo destro (159,67 + 45,52 ml) con una frazione di eiezione del
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ventricolo destro di 29,2 + 8,7%. Il volume telediastolico del ventricolo sinistro era di 115,6 +
25,14 ml, il volume telesistolico di 52,0 = 16,58 ml e la frazione di eiezione di 55,3 + 5,6%. L'analisi
istologica ha evidenziato una miocardite linfocitica attiva in 12 pazienti, con microvasculite in 4
pazienti e positivita dei cardiomiociti e delle cellule endoteliali microvascolari per TordJI-22 in 4
pazienti. La PCR e risultata positiva in 6 pazienti (4 per HCV e 2 per AV).

Questi dati preliminari, che mostrano presenza di miocardite con inflammazione microvascolare
in pazienti con ipertensione polmonare e infezione da HIV/HCV, necessitano di essere confermati
in un numero piu elevato di pazienti. La miocardite del ventricolo destro potrebbe influenzare
negativamente il rimodellamento e la funzionalta del ventricolo destro e avere un ruolo nella
compromissione della circolazione polmonare.

3 pazienti nuovi sono stati arruolati.

12 pazienti sono in corso di arruolamento.

E’ stato inoltre finalizzato il data base di raccolta dati contenente i paramentri che sono stati co-
municati in sede di approvazione del comitato etico.

E stato presentato al Comitato etico, ed approvato, I'emendamento sostanziale n° 1, che ottimiz-
za 'arruolamento dei pazienti.

L'emendamento modifica il criterio di esclusione n°2: pazienti gia in trattamento con farmaci per
ipertensione arteriosa polmonare (antagonisti dei recettori per I'endotelina, prostanoidi, IPDE-5).
Il razionale per tale modifica & da ricercare nel fatto che in questi ultimi anni si & osservata una
riduzione di pazienti naive (senza trattamenti specifici) presso le Unita Operative partecipanti allo
studio.

La modifica di tale criterio di esclusione permette di includere nel protocollo i pazienti che sono
gia in trattamento presso i centri. Tali pazienti, anche se in trattamento, gia eseguono gli esami
previsti per il protocollo per comune pratica clinica (ad eccezione dei biomarkers per la quale
sono stati stoccati i sieri dei pazienti).

A inizio anno 2014 i risultati dell’arruolamento sono i seguenti:

1) Sono stati arruolati complessivamente 45 pazienti rispondenti ai criteri di inclusione ed esclu-
sione.

2) Di questi 45 pazienti, 33 hanno gia eseguito tutti gli esami di base previsti dal protocollo; e di
questi 33 pazienti, 18 hanno anche eseguito i controlli a 6 mesi come previsto. Gli altri 15 comple-
teranno il tutto nei prossimi 60 giorni.

3) Nella stessa finestra di tempo, anche i 12 pazienti da poco arruolati eseguiranno gli esami pre-
visti dal progetto.

4) Sono gia stati individuati altri 10-15 pazienti che rispettano i criteri di inclusione. Al controllo
successivo previsto verra proposto di partecipare allo studio. Si prevede pertanto la possibilita di
arruolare effettivamente la popolazione stabilita da ora alla fine della finestra prevista dal proto-
collo.

5) Tutti i prelievi sono stati eseguiti dalle arterie polmonare e femorale e dalla vena brachiale. |
campioni sono stati centrifugati ed il siero ottenuto e stato stoccato in un freezer —-80° C in attesa
di essere analizzati.

L'obiettivo principale di questo progetto € determinare il ruolo dell’apoptosi e dell’autofagia nel
mantenimento della massa muscolare in seguito al trattamento con modulatori metabolici.

In particolare il progetto intende:

- valutare la capacita di alcuni modulatori del metabolismo di ottimizzare il metabolismo del mu-
scolo scheletrico e di contrastare |'atrofia muscolare e quindi aumentare la forza muscolare. Se
cosi fosse, questi farmaci potrebbero essere usati nel trattamento di pazienti con disordini carat-
terizzati da perdita della massa muscolare, come miopatie, atrofia da disuso e cachessia.

- analizzare, inoltre, I'induzione di autofagia e di apoptosi nel muscolo scheletrico in seguito a



trattamento con modulatori del metabolismo. E’ stato ipotizzato che I'effetto dei modulatori me-
tabolici sul muscolo scheletrico possa essere mediato dalla loro capacita di modulare I'autofagia
e 'apoptosi; questa capacita potrebbe contrastare |'atrofia muscolare tipica di alcune condizioni
patologiche.

- individuare i sensori metabolici attivati dai modulatori metabolici usati e le conseguenze della
loro attivazione a livello trascrizionale e di attivazione genica. In particolare, verranno studiati
PGC-1alfa e AMPK e il loro ruolo e la loro correlazione con I'autofagia e I'apoptosi.

Studi in vitro

1) Analisi dell’autofagia e dell’apoptosi.

L'autofagia € un processo di degradazione cellulare nel quale porzioni di citoplasma e organelli
danneggiati sono sequestrati in vescicole a doppia membrana (o autofagosomi) che vengono
trasportate ai lisosomi per la degradazione e I'eventuale riciclaggio del loro contenuto. A livello
basale, 'autofagia, insieme al sistema ubiquitin-proteasoma, degrada e ricicla la maggior parte
dei componenti cellulari svolgendo un ruolo chiave nel bilancio energetico cellulare. L'autofagia
& anche un meccanismo citoprotettivo che porta alla sopravvivenza cellulare in condizioni sfavo-
revoli e di stress. Nel muscolo scheletrico il ruolo dell’autofagia € controverso in quanto potrebbe
essere sia benefico che dannoso.

Nel muscolo in condizioni basali, I'attivazione dell’autofagia & fondamentale per evitare |'accu-
mulo di organelli e proteine disfunzionali nelle miofibre. L'autofagia € anche indotta per la degra-
dazione delle proteine muscolari e la successive mobilizzazione degli aminoacidi al fegato per
sostenere la gluconeogenesi, utile per fornire energia per il mantenimento di organi critici come
il cuore ed il cervello. In quest'ultimo caso, un’eccessiva attivazione dell’autofagia potrebbe con-
tribuire ad un’aumentata degradazione delle proteine ed alla perdita di massa muscolare (per es.
atrofia). Evidenze sperimentali inoltre dimostrano che sia la modulazione del processo autofagico
come il mantenimento della massa muscolare sono strettamente dipendenti dal metabolismo
energetico cellulare. Questo fa supporre che la modulazione del metabolismo muscolare po-
trebbe modificare la plasticita muscolare. La modulazione dei meccanismi metabolici potrebbe
essere raggiunta attraverso farmaci definiti modulatori metabolici. Questi farmaci hanno dimo-
strato di migliorare |'efficienza del miocardio in condizioni ischemiche bloccando I'ossidazione
degli acidi grassi e aumentando I'ossidazione del glucosio e conseguentemente migliorando il
metabolismo energetico nei cardiomiociti.

E’ stata analizzata |'autofagia in miotubi C2C12 differenziati in seguito al trattamento con il mo-
dulatore metabolico trimetazidina (TMZ). La TMZ e un farmaco gia impiegato con successo in
pazienti con scompenso cardiaco ischemico. Infatti, nel muscolo cardiaco, la TMZ & capace di de-
terminare dei cambiamenti metabolici e funzionaliin grado di migliorare la contrattilita e la frazio-
ne di eiezione ventricolare (funzionalita diastolica). Si & concluso che la TMZ induce autofagia in
quanto, in seguito ad analisi di WB, la forma lipidata di LC3 (LC3-ll) e il rapporto tra LC3-Il e LC3-I
sono piu’ abbondanti in seguito al trattamento con TMZ. Anche I'induzione di geni autofagici
(LC3 e Beclin1) risulta aumentata in seguito al trattamento con TMZ. Inoltre, la localizzazione cel-
lulare di LC3 & stata analizzata attraverso fluorescenza usando uno specifico anticorpo per LC3 ed
& stata messa in evidenza |'associazione tra LC3 e lisosomi individuati tramite la sonda selettiva
Lysotracker. Infine, anche I'analisi al microscopio elettronico ha fatto rilevare un maggior numero
di autofagosomi in miotubi trattati con TMZ rispetto a miotubi di controllo.

Questi dati relativi all'autofagia e altri dati che verranno riportati in seguito, sono gia stati pubbli-
cati dal gruppo (Ferraro et al., 2013). L'analisi dell’autofagia nei mioblasti € in corso di analisi, con-
temporaneamente all’analisi del flusso autofagico e all’'interference tramite siRNA di Beclin1 per
valutare I'importanza dell’autofagia nel processo di differenziamento miogenico e nell’atrofia.
L'apoptosi e la principale forma di morte cellulare e la mancanza o la disregolazione di questo
processo, vengono considerati tra i meccanismi patogenetici alla base di numerose patologie
(per es. nella patologia tumorale). E' infatti chiaro che I'omeostasi tissutale, cioe il bilanciamento
tra proliferazione e morte cellulare, & essenziale nel “mantenimento” di un organismo. Di contro
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il ruolo svolto dall’apoptosi nei tessuti post-mitotici ed in particolar modo dei muscoli, &€ ancora
oggetto di discussione. Le miofibre muscolari sono caratterizzate dalla presenza di segmenti ci-
toplasmatici regolati ognuno da singoli mionuclei. In presenza di stimoli apoptotici, i nuclei della
fibra muscolare vanno incontro ad apoptosi non tutti simultaneamente, ma secondo una elimina-
zione progressiva che determina una successiva degenerazione del segmento citoplasmatico. |l
protrarsi di questo fenomeno, puo indurre processi di atrofia e degenerazione muscolare presenti
in diverse condizioni patologiche (per es. le miopatie infammatorie, la denervazione, il disuso e
I"atrofia muscolare spinale).

Per quanto riguarda |'analisi dell’apoptosi nell'ambito di questo progetto, sono stati trattati mio-
blasti e miotubi C2C12 in corso di differenziamento con TMZ ed ¢ stata analizzata I'eventuale
induzione di apoptosi di questo modulatore metabolico. In particolare & stato valutato, tramite
WB, il taglio proteolitico e I'attivazione della caspasi-3 e del substrato di caspasi PARP. E’ stata
anche valutata I'induzione di apoptosi tramite analisi della morfologia dei nuclei marcati con Ho-
echst. Questi esperimenti dovranno essere ripetuti una terza volta per valutare la riproducibilita
deirisultati e implementati con saggi in vitro di attivazione della Caspasi-3, il metodo TUNEL e va-
lutazione del taglio proteolitico della caspasi-3 in fluorescenza. Si puo dire che, tendenzialmente,
non € stata riscontrata alcuna differenza significativa di induzione apoptotica tra cellule trattate
con TMZ e cellule non trattate. Quindi, il modulatore metabolico TMZ, alle dosi e ai tempi utiliz-
zati, non sembra indurre apoptosi né in mioblasti, neé in miotubi maturi. Questo & in accordo con
il noto ruolo di TMZ di citoprotettore cardiaco.

TMZ ¢ in grado di esercitare un importante effetto citoprotettivo anche riducendo le alterazioni
del citoscheletro causate da TNFalfa in miotubi differenziati in cultura. Dopo il trattamento con
TNFalfa & evidente uno sconvolgimento completo dei microfilamenti actinici con i nuclei disor-
ganizzati all'interno della miofibra. Queste modifiche vengono contrastate dalla contemporanea
somministrazione di TMZ.

2) Per analizare il ruolo protettivo della TMZ contro I'atrofia sui miotubi maturi, € stata indotta
atrofia mediante rimozione di siero, oppure tramite TNFalfa ed & stato valutato |'effetto della con-
temporanea somministrazione di TMZ. E’ stato cosi osservato che i livelli degli mRNA dei marca-
tori di atrofia atrogin-1 e MuRF1 si riducono in seguito a trattamento con TMZ. Anche la riduzione
del diamentro dei miotubi indotta dalla rimozione del siero e dal TNFalfa si attenua con la TMZ
e i miotubi risultano parzialmente protetti da questi danni atrofici. In accordo con questo dato,
stato osservato che anche la quantita di miosina aumenta in seguito a trattamento con TMZ. Per
esplorare il meccanismo tramite cui la TMZ protegge i miotubi dell’atrofia, sono state studiate
alcune vie di trasduzione del segnale che regolano la sintesi e la degradazione proteica. A questo
scopo e stata valutata la fosforilazione di AKT in serina-473 che, agendo su FoxO, impedisce la
trascrizione di atrogin-1 e MuRF1. Si & osservato che la fosforilazione di AKT in serina-473 aumen-
ta con la TMZ e questo contribuisce a ridurre la degradazione proteica. Inoltre anche le fosforila-
zioni di FOxO3a e di NDGR1 aumentano con la TMZ e questo indica I'attivazione di mTORC2 e
quindi la riduzione della degradazione proteica.

L'induzione dell’autofagia e la riduzione della degradazione proteica indotte dal TMZ potrebbe-
ro essere parte del meccanismo attraverso cui TMZ protegge dall’atrofia. Questo verra valutato
tramite esperimenti in vivo.

3) Per stabilire il ruolo dei modulatori metabolici sulla riduzione della massa muscolare é stato an-
che valutato I'effetto della TMZ sulla rigenerazione del muscolo scheletrico che, se inficiata, puo
portare ad una ridotta massa muscolare. A questo scopo sono stati effettuati degli studi in vitro
e in vivo. In vitro, sono stati trattati mioblasti C2C12 e cellule satelliti in corso di differenziamento
con TMZ. Tramite questi esperimenti, si & osservato che la trimetazidina potenzia |'espressione di
geni miogenici quali MyoD, Myogenin, MyHC e Desmin (vedi per es. Fig. 1A). Cio é stato eviden-
ziato tramite Q-RT-PCR e anche tramite valutazione, in microscopia a fluorescenza, dell’espressio-
ne di MyoD, Myogenin e MyHC (vedi per es. Fig. 1B,C). E’ stato anche valutato I'indice di fusione
dei mioblasti e si € osservato che esso aumenta in presenza di TMZ (Fig 1D).

4) Leffetto dei modulatori metabolici sul metabolismo del muscolo scheletrico & stato in parte



Cued
analizzato. E’ stato ad esempio determinato che la TMZ aumenta il consumo di glucosio e di gli- i
cogeno analizzato con la reazione PAS (Acido Periodico-Schiff) da parte dei miotubi C2C12. Que-
sto € in accordo con la capacita della TMZ di inibire la beta-ossidazione degli acidi grassi, cosa Cor=d
che forza la cellula ad aumentare il consumo di glucosio come fonte di energia. Coerentemente
con questi dati, la TMZ determina una riduzione dell’espressione della piruvato deidrogenasi Ca=D
kinasi (PDK) valutata tramite Q-RT-PCR (Ferraro et al. 2013). Il resto dell’analisi del metabolismo
riportato al punto 4 del progetto e attualmente in corso. Cre D
5) Delle analisi indicate e stata valutata |'espressione di PGC-1alfa su mioblasti in via di diffe- A B
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rigeneranti € superiore negli animali trattati con TMZ e che, alla fine della rigenerazione, le fibre Coa=d
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dei mioblasti & potenziata dal modulatore metabolico trimetazidina.

4) Le conseguenze funzionali del trattamento con modulatori metabolici in vivo sono state valu-
tate attraverso |'analisi della funzionalita del muscolo scheletrico mediante grip test e il test dello
schermo invertito di Kondziela. Sia gli animali di controllo (Fig. 2, TMZ) che gli animali anziani (Fig
2B) hanno una forza maggiore in seguito al trattamento con TMZ (Dati presentati in Ferraro et
al. 2014- Submitted JMCS). Gli animali C26 portatori di tumore (Fig 2A, C26-TMZ) mostrano una
tendenza all’aumento della forza che, tuttavia, non raggiunge la significativita. Il resto delle analisi
riportate al punto iv) verra effettuato nella seconda parte del progetto.

L'ipertensione costituisce un fattore di rischio cardiovascolare estremamente frequente e, pur-
troppo, molti pazienti non riescono ad essere trattati efficacemente con le attuali terapie anti-i-
pertensive. Per questo motivo, una migliore comprensione dei meccanismi alla base dell’iperten-
sione & fondamentale.

Il recettore mineralcorticoide (MR) regola la pressione arteriosa mediando le azioni dell’aldoste-
rone a livello renale nella ritenzione del sodio.

Questo progetto ha dimostrato un ruolo diretto del recettore mineralcorticoide espresso a livello
vascolare nella regolazione della reattivita vascolare e della pressione arteriosa. L'attivazione di
MR a livello dell’endotelio e delle cellule muscolari lisce determina inoltre I'aumento dei ROS e la
ridotta disponibilita di ossido nitrico, fattori cruciali nella reattivita vascolare.

E’ stato dimostrato che il modello murino KO per MR a livello delle cellule muscolari lisce mostra
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una riduzione della pressione arteriosa che si rende manifesta con il progredire dell’eta, in assen-
za di alterazioni del ricambio del sodio o della struttura vasale. Cio € causato dalla riduzione del
tono miogeno dei vasi.

Questo progetto dimostra il ruolo inequivocabile di MR a livello della muscolatura liscia vasale
nel controllo della pressione arteriosa e nell'invecchiamento vascolare, e apre la strada per iden-
tificare nuove terapie per la prevenzione e cura dell'ipertensione e dell’aterosclerosi.

Dati recenti suggeriscono che i farmaci antagonisti dell’aldosterone determinano una diminu-
zione degli eventi cardiovascolari acuti mediante meccanismi non ben noti. L'aldosterone agisce
attraverso il legame con il recettore mineralocorticoide (MR) che, attivato dal suo ligando, puo
modulare svariati processi cellulari attraverso meccanismi genomici e non-genomici. Studi effet-
tuati dal gruppo di ricerca hanno mostrato che MR & espresso al livello vascolare e in particolare
nelle cellule endoteliali dove la sua attivazione aumenta la trascrizione della molecola di adesione
intercellulare 1(ICAM-1) con conseguente aumento dell’adesione leucocitaria. ICAM-1 possiede
un ruolo chiave nell’adesione all’endotelio di monociti circolanti che possono trasmigrare nellin-
tima del vaso sanguigno e promuovere la formazione della placca aterosclerotica. Emerge quindi
I'idea che I'attivazione di MR possa favorire lo sviluppo dell’aterosclerosi attivando la trascrizione
di ICAM-1 e aumentandone la sua espressione con conseguente reclutamento dei monociti ai
siti di lesione aterosclerotica.

Gli obiettivi principali del progetto sono i seguenti:

1. Spiegare i meccanismi molecolari attraverso cui |'attivazione dell’MR nelle cellule endoteliali
regola |'espressione di ICAM1. Mediante un’analisi bioinformatica effettuata, € emerso che nel
promotore di ICAM1 sono presenti elementi di risposta per i seguenti fattori di trascrizione: MR,
AP-1 e NF-kB. L'utilizzo di dominanti negativi per i fattori di trascrizione AP-1 e NF-kB ha permes-
so di comprendere che anch’essi sono coinvolti nella modulazione dell'attivita promotoriale di
ICAM1 in seguito ad attivazione dell’'MR. Da questi risultati si evince che la regolazione dellatti-
vita promotoriale di ICAM1 & molto complessa coinvolgendo diverse vie di segnale, che conver-
gono sullo stesso bersaglio molecolare.

2. Studiare in vivo il ruolo di ICAM1 sull’infiammazione vascolare indotta dall’aldosterone e sull’a-
terosclerosi. Recentemente il gruppo di ricerca ha confermato che nel modello murino knock-out
per ApoE, I'aldosterone aumenta i processi aterosclerotici e promuove l'infiltrato inflammatorio
nella parete vasale. L'obiettivo & di quantificare le placche aterosclerotiche e la complessita delle
lesioni nei topi doppi knock-out per Apo-E e ICAM1 rispetto ai topi ApoE-/- con il gene di ICAM1
intatto. Inoltre si analizza I'infiltrato macrofagico e la produzione di superossidi a livello aortico.
3. Studiare il ruolo di MR endoteliale nel promuovere I'espressione di ICAM-1, |'adesione leu-
cocitaria alle cellule endoteliali e I'aterosclerosi. Grazie alla collaborazione con I'unita operativa
straniera, & stato recentemente generato un topo KO per MR limitatamente all’endotelio.
Obiettivo 1: Il laboratorio ha gia identificato I'elemento di risposta minimo necessario per la
risposta all’aldosterone nel promotore di ICAM1 umano. Mediante un'analisi bioinformatica ef-
fettuata dal gruppo do ricerca, € emerso che nel promotore di ICAM1 sono presenti elementi di
risposta per i seguenti fattori di trascrizione: MR, AP-1 e NF-kB. L'utilizzo di dominanti negativi per
i fattori di trascrizione AP-1 e NF-kB ha permesso di comprendere che anch’essi sono coinvolti
nella modulazione dell’attivita promotoriale di ICAM1 in seguito ad attivazione dell'MR. Al fine
di individuare le regioni regolatorie del promotore di ICAM1 responsive all’attivazione dell'MR,
sono state generate diverse delezioni del promotore valutandone I'attivita'regolatoria nelle cel-



lule endoteliali umane dopo trasfezione e stimolo con aldosterone.

Obiettivo 2: lo studio in vivo del ruolo di ICAM1 nell'inflammazione vascolare e nell’aterosclerosi
sara condotto sul topo knock-out (KO) per ApoE, un modello animale di aterosclerosi associata a
iperlipidemia. Si ¢ iniziato a quantificare le placche aterosclerotiche e la complessita delle lesioni
nei topi doppi KO per Apo-E (ApoE-/-) e ICAM1 rispetto ai topi ApoE-/- con il gene di ICAM
intatto.

Obiettivo 3: L'unita diricerca ha gia caratterizzato |'effetto dell’inibizione dell’espressione di MR in
cellule endoteliali umane, attraverso tecnica di RNA interferenti, sull’adesione leucocitaria dopo
trattamento con aldosterone. A questo scopo & stato gia messo a punto un protocollo ottimale
per I'uso degli RNA interferenti nelle cellule endoteliali umane, e conseguentemente dimostrato
che in assenza di espressione di MR I'adesione leucocitaria e inibita. Per confermare lo stesso
effetto “in vivo"” si & deciso di generare un topo knock-out per MR limitatamente all’endotelio,
attraverso l'incrocio di un topo con MR “floxato” con un topo che esprime nelle cellule endote-
liali CRE/caderina. Successivamente si incrocia questo modello murino con il topo KO per ApoE,
e si studia quindi I'effetto dell’aldosterone, che & somministrato attraverso delle mini-pompe a
rilascio prolungato, nel topo doppio KO/ApoE/MR e nel topo KO/ApoE con MR intatto. Si studia
inoltre I'infiltrato macrofagico, |'espressione di marker inflammatori e I'estensione della placca
aterosclerotica in questi modelli in vivo. Gli animali sono generati e stabulati nell’'unita operativa
americana, ed il tessuto aortico & raccolto dopo 4 settimane di trattamento e spedito presso il
laboratorio dell'lRCCS San Raffaele per la successiva analisi tissutale. Le placche aterosclerotiche
a livello della valvola aortica, dell’arco aortico e dell’aorta discendente sono quantificate attra-
verso colorazione oilred-O. Nelle sezioni ottenute viene studiato l'infiltrato macrofagico, oltre
all'espressione di potenziali geni bersaglio dell’attivazione di MR, che includono MCP-1, TNF-a,
IL-1, IL-6 and ICAM1, attraverso immunoistochimica e QRTPCR.

Il progetto si prefigge di chiarire i meccanismi molecolari coinvolti nella riparazione del muscolo
scheletrico attraverso la delineazione del ruolo di HDAC4 e MEF2 nella rigenerazione e distrofia
muscolare.

Nello specifico, si intende:

- definire il ruolo di HDAC4 nella riparazione del muscolo scheletrico utilizzando un approccio
genetico;

- caratterizzare il ruolo di HDAC4 nelle cellule satelliti;

- determinare il ruolo di HDAC4 nella distrofia muscolare scheletrica utilizzando un approccio
genetico.

Per studiare il ruolo di HDAC4 nella rigenerazione muscolare in vivo, in primo luogo sono stati
valutati i livelli della sua espressione nel muscolo scheletrico mediante real time PCR a seguito di
danno muscolare indotto.

E’ stata inoltre generata una linea di topi knockout (HDAC4mKO) in cui l'inattivazione di HDAC4
& guidata dal promotore muscolo specifico di miogenina, incrociando topi HDACA41l/fl con topi
Myogenin-Cre. E' stata confermata la delezione di HDAC4 in muscolo scheletrico di topi adulti
HDAC4mKO mediante real time PCR.

Nel primo obiettivo ci si propone di rispondere alle seguenti domande:

1. Quale fase della rigenerazione muscolare HDAC4 influenza?

2. Quali sono i geni target e le vie molecolari modulate da HDAC4 o MEF2 nella rigenerazione
del muscolo?

Per valutare in quale fase della rigenerazione HDAC4 abbia un ruolo, € stato analizzato il muscolo
scheletrico a tempi differenti dopo l'infortunio indotto.
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Nel secondo obiettivo, per chiarire il ruolo di HDAC4 nelle cellule satelliti, le cellule staminali mu-
scolari, € stata generata una linea di topi in cui le cellule satelliti sono prive di HDAC4 (HDACA4Hl/
fl; Pax7CE Cre), incrociando i topi HDACA4{/fl con i topi transgenici che esprimono una Cre-ri-
combinasi inducibile sotto il controllo del promotore di Pax7 (Pax7CE /+ Cre), un marcatore delle
cellule satellite. In questi topi, il gene Cre e fuso al dominio di legame del ligando del recettore
degli estrogeni e la proteina risultante, CRE-ER, & limitata al citoplasma. Solo in seguito a som-
ministrazione di tamoxifen (TMX), CRE-ER viene traslocata nel nucleo, catalizza |la ricombinazione
dei siti loxP nel gene di HDAC4, causando una mutazione frame shift (topi HDAC4 TMX KO). La
Cre-ricombinasi € inserita all'interno dell'allele di Pax7, quindi nei topi Cre+ solo 1 allele di Pax7
& espresso. A causa dell’'espressione monoallelica di Pax7, negli esperimenti sono stati usati solo
topi Cre+, trattati con TMX o con veicolo (come controlli). E' stata confermata la delezione di
HDAC4 nelle cellule satelliti di topi HDAC4 TMX KO mediante real time PCR.

Con il secondo obiettivo ci si propone di rispondere alle seguenti domande:

1. lassenza di HDAC4 ha un effetto sulla proliferazione e/o differenziamento delle cellule satel-
liti?

2. HDAC4 regola la rigenerazione muscolare in modo autocrino o paracrino?

Il terzo obiettivo si propone di determinare il ruolo di HDAC4 nella distrofia muscolare scheletrica
utilizzando un approccio genetico.

A questo scopo, sono stati incrociati i topi HDAC4mKO con topi mdx, un modello murino di di-
strofia muscolare. Per studiare il ruolo di HDAC4 nella distrofia muscolare, in primo luogo, sono
stati valutati i livelli di espressione di HDAC4 nel muscolo scheletrico mediante real time PCR.

Il terzo obiettivo si propone di rispondere alle seguenti domande:

1. Lassenza di HDAC4 influenza la progressione della distrofia muscolare nei topi mdx?

2. L'assenza di HDACA4 influenza la funzionalita muscolare dei topi mdx?

3. Quali sono i geni target e le vie molecolari modulate da HDAC4 o MEF2 nella distrofia musco-
lare?

E’ stato riscontrato che |'espressione HDAC4 & up-regolata in vivo nel muscolo scheletrico in se-
guito a lesione, suggerendo un ruolo di questa proteina nella rigenerazione muscolare. E’ stata
confermata una riduzione significativa di espressione di HDAC4 nel muscolo scheletrico di topi
HDAC4mKO rispetto ai controlli (topi HDAC4 fl/fl) mediante real time PCR.



Per studiare il ruolo di HDAC4 nella rigenerazione muscolare, & stato indotto nel muscolo Tibialis
Anterior un danno da freddo, mediante uno strumento chirurgico preraffreddato in ghiaccio sec-
co. Contrariamente alle ipotesi, i topi HDAC4mKO hanno mostrato fibre rigeneranti, centro nu-
cleate, piu piccole rispetto ai controlli, sette giorni dopo la lesione al muscolo (Figura a). L'analisi
morfometrica, effettuata misurando |'area della sezione trasversale (CSA) delle fibre rigeneranti,
ha confermato che i topi HDAC4AmKO hanno una riduzione significativa della mediana della CSA
delle fibre rigeneranti rispetto ai controlli (Figura b) e che hanno un numero maggiore di fibre
rigeneranti di dimensioni piu piccole rispetto ai controlli (Figura c).
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Per indagare quale fase della rigenerazione HDAC4 modula, si intende analizzare |'espressione di
marcatori miogenici a tempi piu precoci di rigenerazione non appena sara disponibile un numero
sufficiente di topi per gli esperimenti (almeno n = 4 controlli e n = 4 HDAC4mKO per punto).
Inoltre, per capire se il deficit di rigenerazione € mantenuto a fasi successive o se i topi HDAC4mKO
siano in grado di recuperare il difetto iniziale, si intende analizzare i topi a 14 giorni e ad un mese
dalla lesione muscolare.

Per studiare il ruolo HDAC4 nelle cellule staminali muscolari, sono stati generati topi mancanti
HDAC4 nelle cellule satelliti (topi HDAC4 TMX KO) ed é stata verificata mediante real time PCR
la riduzione significativa di espressione di HDAC4 nelle cellule satelliti isolate mediante citofluo-
rimetria a flusso (negative per Scal, positive per alfa-7-integrin).
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Per vedere se I'assenza di HDAC4 avesse un effetto sul differenziamento delle satelliti, sono state
lasciate differenziare per 3 giorni ed e stato valutato il differenziamento mediante immunofluore-
scenza per un marcatore terminale miogenico, la catena pesante della miosina (MHC). Le satelliti
da topi HDAC4 TMX KO mostrano una capacita di differenziamento ridotta rispetto ai controlli,
valutata anche quantitativamente da conte di indice di differenziamento (numero di cellule po-
sitive per MHC rispetto al totale), indice di fusione (numero di mionuclei per miotubo rispetto al
totale), e numero di miotubi. Come controllo, nei primi esperimenti sono state isolate le cellule
satelliti anche da topi senza gene Cre trattati con le iniezioni di TMX (Cre-TMX), per valutare
eventuali effetti della TMX sul differenziamento delle cellule satelliti. Nessun significativo effetto
& stato riscontrato sulle satelliti in seguito al trattamento con TMX.
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Per definire quale fase del differenziamento delle cellule satelliti HDAC4 influenzi, anche in que-
sto caso si intende valutare |'espressione di marcatori miogenici precoci, come Pax7 e MyoD,
mediante analisi di immunofluorescenza, dopo 1 giorno in terreno di differenziamento. MyoD e
un marcatore di cellula satellite determinata in senso miogenico.

Prima di studiare un possibile ruolo di HDAC4 nella distrofia muscolare, € stata effettuata una
analisi dell’'espressione di HDAC4 nel muscolo scheletrico di topi mdx a diversi stadi della pato-
logia mediante real time PCR ed e stato rivelato che HDAC4 & espresso a livelli maggiori rispetto
a topi di controllo, suggerendo un ruolo di questa proteina in questa malattia.



Per determinare se la mancanza di HDAC4 colpisce I'insorgenza o la progressione della distro-
fia muscolare, & stata analizzata l'istologia nei topi mdx e mdx HDAC4mKO di due dei muscoli
scheletrici piu colpiti da questa malattia, il diaframma e il gastrocnemio, in eta diverse. E’ stata
eseguita una colorazione ematossilina ed eosina per analizzare la morfologia muscolare e una
colorazione delle fibre muscolari danneggiate, iniettando i topi con I'Evans Blu Dye (10 ml / g
di peso corporeo di una soluzione all’1% in PBS, Sigma-Aldrich) 7 ore prima del sacrificio. A 4
settimane di eta, solo il diaframma ha mostrato segni evidenti di distrofia muscolare, come la
degenerazione e la rigenerazione muscolare, nei topi mdx; i topi mdx; HDAC4AmKO mostrano piu
fibre danneggiate e muscoli con segni piu evidenti di degenerazione rispetto ai topi mdx di pari
eta. A7 settimane di eta, la distrofia muscolare inizia ad essere evidente anche nel gastrocnemio;
nuovamente, i topi mdx; HDAC4mKO mostrano un fenotipo peggiore rispetto ai topi mdx.
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Il peggioramento nelle condizioni di distrofia presente a 3 e 7 settimane nei topi mdx HDAC4mKO
potrebbe derivare dalla loro minore capacita di rigenerazione che invece nei topi mdx compensa
il continuo danno presente.

Consistente con il fenotipo osservato, analisi funzionali di topi mdx e mdx HDAC4mKO mediante
corsa su tapis roulant hanno rivelato che a 7 settimane I'assenza di HDAC4 e deleteria per la fun-
zionalita del muscolo scheletrico dei topi mdx.
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Con un numero maggiore di topi per gli esperimenti sara possibile valutare se i topi mdx
HDAC4mKO presentino muscoli degenerati e mal funzionanti a stadi piu tardivi della patologia
(i.,e. 6 e 14 mesi di eta).

Sintetizzando, HDACA4 & necessario per una corretta rigenerazione muscolare e per il differenzia-
mento delle cellule satelliti. Lassenza di HDAC4 nel muscolo scheletrico peggiora la morfologia
e la funzionalita muscolare di topi distrofici. Considerando che i farmaci che inibiscono gli HDAC
sono in trial clinico per curare le distrofie muscolari, & importante divulgare e continuare gli studi
per determinare quali vie molecolari siano modulate da HDAC4 nella rigenerazione muscolare.
Inoltre, bisognerebbe considerare |'uso di inibitori specifici di altri membri HDAC per la cura di
patologie muscolari che coinvolgono la rigenerazione.

La Malattia di Parkinson (MP) & un disordine neurodegenerativo caratterizzato dalla degenerazio-
ne dei neuroni dopaminergici nella sostanza nera compatta (SNc) associata a inclusioni proteiche
intracellulari o Lewy bodies. Si & notato che i corpi di Lewy sono piu generalmente diffusi in tutto
il sistema nervoso centrale e coinvolgono le vie olfattive, gli emisferi cerebrali, il tronco encefa-
lico, il midollo spinale, il sistema nervoso autonomico periferico. Inoltre studi neuropatologici
suggeriscono che la degenerazione del sistema nervoso autonomico periferico che coinvolge il
cuore sia antecedente alla degenerazione dei neuroni dopaminergici della SNc. Disfunzioni del
sistema autonomico e, in maniera specifica, denervazione dopaminergica cardiaca sono state
descritte virtualmente in tutti i pazienti con Malattia di Parkinson. E stato stabilito che una ridotta
variabilita nella frequenza cardiaca all’'ECG gestisca un fattore di rischio o addirittura una precoce
manifestazione della Malattia di Parkinson e potrebbe rappresentare un semplice economico
strumento di screening che potrebbe essere applicato alla popolazione generale per determina-
re un eventuale rischio di sviluppare la Malattia di Parkinson.

E’ possibile cosi verificare:

1) Se i familiari di primo grado dei pazienti con MP (che hanno un piu alto rischio di sviluppare la
malattia) abbiano una ridotta variabilita dell'intervallo R-R rispetto al gruppo di controllo.

2) Se la variabilita della frequenza cardiaca sia ridotta nei familiari di un sottogruppo di pazienti
con MP affetti anche da anosmia e REM Behaviour sleep disorders.

Si & inoltre in grado di individuare coorti di a) familiari di primo grado aventi una ridotta variabilita
della frequenza cardiaca; b) familiari di primo grado aventi una normale variabilita della frequenza
cardiaca e ¢) gruppi di controllo correlati per sesso ed eta.

Queste tre coorti saranno utilizzate per successivi studi a lungo termine per determinare se vi & un
maggiore rischio di sviluppare le classiche manifestazioni motorie del MP in coloro che presenti-
no una variabilita nulla o ridotta nell’intervallo R-R.

Questo tipo di ricerca puo rivoluzionare il modo di diagnosticare e trattare i pazienti con MP
nonché portare ad una prevenzione secondaria qualora diventino disponibili farmaci in grado di
modificare il decorso di malattia.

In questo progetto, si effettua un elettrocardiogramma di routine con misurazione della variabili-
ta dell'intervallo R-R su un gruppo familiari di primo grado di pazienti con MP e su un gruppo di
controllo correlato per eta e sesso.

Tutti i partecipanti, oltre all’esecuzione dell’ Elettrocardiogramma di routine in collaborazione
con I’Area di Ricerca Cardiovascolare, sono sottoposti al “Smell Olfaction Test”, test di screening



per |'eventuale riscontro di iposmia, e successivamente alla compilazione di una scheda raccolta
dati per |'eventuale riscontro di altri segni o sintomi “premonitori” di MP.

Nel corso dei primi 18 mesi di studio sono state finalizzate le modalita di esecuzione dello studio,
si e definito il protocollo clinico definitivo, condiviso con le Unita operative coinvolte nel proget-
to, ed & stato ottenuto il parere positivo dal Comitato Etico.

Sono stati arruolati 130 partecipanti previa firma del consenso informato, e si sono raccolti dati
ed ECG fra casi e controlli.

Tutti i partecipanti, oltre all’esecuzione dell’elettrocardiogramma di routine, sono stati sottoposti
al “Smell Olfaction Test”, test di screening per I'eventuale riscontro di iposmia, e successivamen-
te alla compilazione di una scheda raccolta dati per I'eventuale riscontro di altri segni o sintomi
“premonitori” di MP (iposmia, disturbi del sonno, stipsi, ecc). L'analisi dei dati & effettuata soltan-
to a fine studio.

Inoltre, sono stati screenati 168 soggetti presso il San Raffaele Cassino, che saranno studiati e
trattati secondo il programma dello studio.

Finora sono stati eseguiti gli ECG dei soggetti arruolati presso il Centro Parkinson dell'IlRCCS San
Raffaele Pisana.

Nel mese di Novembre 2014 & stato avviato il progetto ed e stata predisposta la documentazione
per la presentazione del progetto ai comitati etici; la stesura del protocollo valutativo e quello
riabilitativo. Sono state inoltre effettuate le prime riunioni per la discussione e la scelta dei filmati
piu idonei per la riabilitazione dell’arto superiore e quello inferiore. Dalla discussione e dall’ana-
lisi bibliografica é stato inoltre deciso il setting sperimentale, le dosi/tempi di somministrazione,
la modalita e sono stati commissionati i primi video sperimentali.

L'obiettivo generale di questo progetto € quello di verificare I'efficacia di tecniche non-invasive di
stimolazione cerebrale finalizzate all'induzione di sincronizzazione elettroencefalografica (EEG)
nell'uomo. In tal modo, I'intero progetto ha come obiettivo ultimo quello di aprire prospettive
affascinanti per indurre il sonno negli esseri umani con un approccio non farmacologico. Se gli
studi empirici del gruppo di ricerca condotti su volontari sani confermeranno le ipotesi, i risultati
avranno un impatto diretto su molti pazienti che soffrono di disturbi del sonno e, soprattutto, sui
pazienti con insonnia primaria, dal momento che una breve latenza di addormentamento costitu-
isce una improvement clinicamente significativo per la maggior parte di loro.

All'interno di questa generale prospettiva, il programma prevede una serie di studi che applicano
Stimolazione transcranica in Corrente Continua (tDCS) o Alternata (tACS), e Stimolazione Magne-
tica Transcranica (TMS) in soggetti sani per indagare gli effetti sul sonno e la vigilanza.

Nello specifico, il progetto prevede una serie di esperimenti indipendenti con |'obiettivo piu
specifico di dimostrare:

1. I'efficacia delle procedure di stimolazione transcranica nell'incrementare la fisiologica pressio-
ne
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verso il sonno e |'attivita EEG spontanea a bassa frequenza (che ne e la sua diretta espressione);
2. definire 'ampiezza delle modificazioni soggettive ed oggettive (EEG) indotte;

3. valutare il ruolo dei fattori permissivi/modulatori di questa efficacia.

Sono coinvolte nel progetto le seguenti strutture:

- Dipartimento di Psicologia, Universita Sapienza Roma;

- Neuroscienze Cliniche e Neuroimmagini Funzionale, IRCCS San Raffaele Pisana;

- Dipartimento di Scienze della Salute, Universita de L'Aquila.

Il progetto diricerca prevede a livello nazionale la collaborazione tra: Universita Cattolica di Roma,
Campus Biomedico di Roma, Scuola Superiore Sant’Anna e Universita degli Studi di Cagliari.
A livello internazionale il progetto € inserito nel progetto europeo TIME.

Il progetto di ricerca coinvolge le seguenti tre unita operative: IRCSS San Raffaele Pisana, Univer-
sita di Foggia e Associazione Fatebenefratelli per la Ricerca di Roma.

Il progetto & stato sviluppato mediante un disegno sperimentale che ha compreso tre studi scien-
tifici, i quali hanno concorso alla valutazione finale della ipotesi di lavoro.

Il primo studio ha avuto due obiettivi. Il primo obiettivo era quello di identificare le sorgenti corti-
cali dei ritmi EEG (nella condizione di riposo a occhi chiusi) che fossero correlate con biomarcatori
della progressione dell’AD, quali I'ipometabolismo dei neuroni corticali, rivelato da indici FDG-
PET, e la neurodegenerazione corticale, rivelata da indici di MRI. Il secondo obiettivo era quello di



identificarele sorgenti corticali dei ritmi EEG nella condizione di riposo a occhi chiusi che fossero
in grado di classificare singoli soggetti AD rispetto a singoli soggetti sani. La valutazione é stata
effettuata in gruppi di soggetti Nold, MCI e AD. | risultati hanno mostrato che: (1) le sorgenti
corticali dei ritmi alfa 1 nella regione occipitale correlavano con la neurodegenerazione del lobo
occipitale nei soggetti Nold, MCl ed AD; (2) le sorgenti corticali dei ritmi delta globali correlava-
no con l'ipometabolismo corticale globale nei soggetti AD; (3) il rapporto tra le sorgenti corticali
delta e alfa 1 nelle regioni parieto-occipitali permetteva una moderata classificazione (sensibilita:
77.2%, specificita: 65%, una accuratezza: 71.2%; area sotto la curva ROC: 0.75) dei soggetti AD
rispetto ai soggetti Nold. Questi biomarcatori EEG sono stati usati come “end point” per la valu-
tazione dell’effetto della stimolazione audio-visiva a 10 Hz nei soggetti MCl e AD.

Il secondo studio ha valutato le sorgenti corticali dei ritmi EEG nella condizione di riposo a occhi
chiusi che fossero anormali nei soggetti Stroke nella fase sub-acuta (30-60 giorni dall’evento). La
valutazione ¢ stata effettuata in gruppi di soggetti Nold, MCl e Stroke. | risultati hanno mostrato
che rispetto ai soggetti Nold, i soggetti Stroke mostravano un ampiezza anormale delle sorgenti
corticali dei ritmi EEG nella banda delta, alfa 1 e alfa 2. Inoltre i soggetti Stroke erano caratteriz-
zati da un ampiezza anormale delle sorgenti corticali dei ritmi alfa 2 rispetto a soggetti MCl con
pari stato cognitivo globale valutato tramite la scala MMSE. Questi risultati suggeriscono I'utiliz-
zo delle sorgenti corticali dei ritmi delta ed alfa come “end point” per la valutazione dell’effetto
della stimolazione audio-visiva a 10 Hz nei soggetti Stroke.

Il terzo studio ha, finalmente, valutato la “prova del concetto” che un programma di stimolazione
audio-visiva a 10 Hz di 20 minuti al giorno, per 20 giorni, fosse in grado (i) di modulare “end point”
quali le sorgenti corticali delta ed alfa dei ritmi EEG a riposo a occhi chiusi e (ii) di migliorare le
prestazioni cognitive e motorie in gruppi di soggetti AD, MCI e/o Stroke. | risultati hanno mo-
strato che il programma di stimolazione audio-visivaa 10 Hz aumentava |'attivita delle sorgenti
corticali alfa dei ritmi EEG in soggetti MCl e Stroke, tendendo a mitigare la riduzione di ampiezza
di tali sorgenti corticali che si osserva in quelle condizioni patologiche. Questo effetto benefico
sulle sorgenti corticali alfa era maggiore di quello osservato dopo procedure di controllo quali un
analogo programma di stimolazione audio-visiva a 15 Hz e programmi di esercizi fisici e psicofisici
della stessa durata. Va notato che alla fine del programma di stimolazione audio-visivaa 10 Hz si
osservava anche un lieve miglioramento delle prestazioni cognitive e motorie sia nei soggetti
MCl sia in quelli Stroke.

In conclusione, i risultati del presente progetto forniscono una prima importante evidenza dell’ef-
fetto positivo di un programma di stimolazione audio-visiva a 10 Hz nei pazienti MCl e Stroke, in-
coraggiando lo sviluppo di uno studio finale di cross-validazione prima dell’uso clinico di questa
procedura, del tutto gratuita e innocua, per mitigare il deterioramento dei meccanismi
neurofisiologici oscillatori alla base delle fluttuazioni dell’arousal corticale e della vigilanza dovu-
to alle suddette condizioni patologiche.

Prodotti della ricerca:

- Definizione e verifica sperimentale di un nuova riabilitazione cognitiva denominata stimolazione
audio-visiva a 10 Hz. Tale riabilitazione consiste in un programma di stimolazione con semplici
stimoli audio-visivi. Si tratta di stimoli luminosi e sonori, non sgradevoli, presentati alla frequenza
di 10 Hz. Questi stimoli sono stati presentati mediante un comune computer, dotato di cuffie o
auricolari. E' possibile scegliere il livello di luminosita dello schermo e di volume dei suoni.

- Generazione di un database esteso di dati clinici, psicofisici, FDG-PET e MRI come anche di dati
EEG registrati in condizioni veglia rilassata a occhi chiusi in soggetti Nold, MCI, AD, Stroke. Parte
del database EEG si riferisce ad una condizione precedente e successiva a programmi di inter-
vento volti a mitigare il deficit cognitivo in pazienti MCI, AD e Stroke. Il database rappresenta la
prima evidenza e prova del concetto degli effetti positivi della stimolazione audio-visiva a 10 Hz
su marker EEG e prestazioni cognitive in pazienti MCl e Stroke.
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L'S-nitrosilazione & una modificazione post-traduzionale che si basa sull’'attacco del'lNO a un
gruppo tiolico (SH) di una cisteina presente in molecole a basso peso molecolare (amminoacidi e
peptidi) o alto peso molecolare (proteine) producendo S-nitrosotioli (SNOs). In vivo, la quantita di
SNOs dipende dalla produzione di ossido nitrico (NO) da parte delle NO sintasi (NOS) e dall'azio-
ne delle denitrosilasi, enzimi che catalizzano il distacco dell'NO dagli SNOs. L'equilibrio SH/SNOs
& in gran parte mantenuto dall’enzima denitrosilante S-nitrosoglutatione reduttasi (GSNOR).

Gli obiettivi di questo progetto di ricerca sono:

1. Caratterizzare il ruolo dell’enzima GSNO reduttasi (GSNOR) nell’'omeostasi neuronale e nelle
malattie neurodegenerative e neuromuscolari, quali il morbo di Parkinson (PD).

2. Identificare gli eventi di S-nitrosilazione quali processi determinanti nel modulare la perdita di
popolazioni neuronali attraverso meccanismi di morte, con particolare riguardo a quelli mediati
da autofagia.

3. Analizzare possibili correlazioni genotipo GSNOR/fenotipo PD attraverso screening genetici di
pazienti PD.

Gli studi del gruppo di ricercatori, condotti su sistemi cellulari e animali che non esprimono
GSNOR (GSNOR-KO), hanno contribuito a chiarire il ruolo di GSNOR nell’'omeostasi neuronale e
le implicazioni fisiopatologiche dello stress nitrosativo derivante dalla sua ablazione. In particola-



re e stato evidenziato che sistemi GSNOR-KO possiedono mitocondri danneggiati e inefficienti
in cui si assiste ad un riarrangiamento metabolico che si manifesta con |'aumento del consumo
di ossigeno ascrivibile al solo complesso Il per supplire la diminuzione di attivita osservata per gli
altri complessi. Dato che il complesso Il non funge da pompa protonica, I'aumento della sua atti-
vita riesce in parte a mantenere i livelli di ATP, ma non garantisce la polarizzazione dei mitocondri.
'abbassamento del potenziale transmembrana e un segnale che inizialmente induce la fissione
del mitocondrio e I'allontanamento della porzione danneggiata dell’'organello e, successivamen-
te, la sua rimozione attraverso autofagia. | risultati ottenuti in questi anni hanno dimostrato che
sistemi GSNOR-KO mostrano un aumento significativo dei livelli di S-nitrosilazione sia di Drp
sia di Parkin, proteine che sottendono rispettivamente la frammentazione e |'autofagia selettiva
dei mitocondri (mitofagia), determinando una condizione in cui i mitocondri danneggiati vanno
incontro a frammentazione ma si accumulano perche non sono rimossi attraverso mitofagia.
Questa condizione ricapitola, per molti aspetti, quella visibile in cellule senescenti o nei tessuti
(specialmente nel sistema nervoso) in vecchiaia, indicando che la mancanza di GSNOR causa un
invecchiamento precoce. Si & contribuito ad ampliare le evidenze sperimentali che potessero
sostenere questa ipotesi conducendo analisi istologiche, molecolari e comportamentali su topi
GSNOR-KO. In particolare, & stato identificato un aumento insolito di aggregati proteici ubiquiti-
na e alfa-sinucleina positivi, sia nella corteccia che nel corpo striato di cervelli di topi GSNORKO
a soli 2 mesi di vita. Questa condizione si associa ad una compromissione generale del controllo
motorio, suggerendo che i topi GSNOR-KO presentano segni precoci ma distintivi di invecchia-
mento cerebrale. Inoltre, analisi metaboliche hanno dimostrato che topi GSNOR-KO giovani mo-
strano aumentati livelli di glucosio ematico e una significativa diminuzione del glicogeno epatico,
tipici marcatori di una insulino-resistenza associata alla vecchiaia. La riduzione significativa del
peso corporeo, associati a diminuita endurance e tono muscolare depongono inoltre a favore
della presenza di uno stato di cachessia generale del genotipo GSNOR-KO, potenzialmente as-
sociabile a invecchiamento precoce. In dettaglio, & stato dimostrato che topi GSNOR-KO manife-
stano un fenotipo neuromuscolare (miopatia e neuropatia diffusa associata a deficit rigenerativo)
tipico delle malattie correlate all’eta (es. neurodegenerazioni).

Al fine di verificare se GSNOR fosse modulata durante I'invecchiamento, sono stati analizzati i suoi
livelli (proteici, di mRNA e attivita) in cervelli e macrofagi di topo (e su macrofagi umani estratti da
sangue periferico), dimostrando che |'enzima diminuisce con il tempo a causa di un silenziamento
genico mediato da processi di metilazione sul suo promotore. In particolare, i dati ottenuti de-
pongono a favore del fatto che gli enzimi TET che catalizzano la “demetilazione” della metilcito-
sina (meC) a idrossimetil citosina (hmeC) - e precisamente la sola TET1 - sono inibiti in associazio-
ne all'aumento di acido fumarico riscontrato nel topo GSNOR-KO in maniera eta -dipendente. |l
fumarato, intermedio del ciclo degli acidi tricarbossilici, & stato recentemente dimostrato agire
da inibitore selettivo delle TETs, suggerendo quindi una possibile regolazione metabolica dell’e-
spressione di GNSOR. Analisi in silico hanno messo in evidenza la presenza di isole CpG sul
promotore GSNOR, e i dati ottenuti attraverso real time PCR hanno dimostrato che il rapporto
meC:hmeC aumenta non solo in cervelli e macrofagi di topo, ma anche su macrofagi umani pre-
levati da individui di diversa eta, in maniera proporzionale alla diminuzione di GSNOR. A confer-
ma che solo 'attivita demetilasica di TET1 regola I'espressione di GSNOR, sono state ottenute
evidenze che indicano come la down-regolazione della proteina determina la frammentazione
del reticolo mitocondriale mentre la sola espressione del suo domino catalitico e in grado di ri-
pristinarne la corretta morfologia.

Dato che il fenotipo molecolare e cellulare caratterizzato in questo studio ricapitola molte delle
evidenze sperimentali che caratterizzano il PD, si & voluta in ultimo verificare |'esistenza di un’e-
ventuale correlazione genotipo/fenotipo tra il gene GSNOR e insorgenza del morbo di Parkinson
(PD) analizzando, su pazienti affetti da PD, e controparte sana, alcune varianti alleliche di GSNOR.
L'analisi comparativa non ha rivelato associazione significativa, ma, seppur preliminare, ha messo
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in luce un trend per le singole sostituzioni nucleotidiche (SNPs) rs1154404, rs1154412 e rs28730619,
che necessita di essere confermato dall’aumento di casi sperimentali.

Complessivamente, i risultati ottenuti supportano I'idea che GSNOR potrebbe rappresentare un
gene prototipo anti-invecchiamento che influisce sull’'omeostasi mitocondriale, agendo sulla loro
capacita dinamica e sulla corretta mitofagia, e la cui espressione, fisiologicamente, & regolata da
intermedi del metabolismo energetico, come il fumarato, che sembra accumularsi durante |'eta.



