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[l 2011 & stato, come gli anni precedenti, un anno di forte slancio verso traguardi
sempre piu impegnativi, sia per cid che concerne la produzione scientifica, che
mostra un costante e significativo incremento, sia per l'impegno della San
Raffaele S.p.A. a sostegno delle attivita scientifiche e assistenziali.

Il San Raffaele Pisana, che dal 2005 ha ottenuto il riconoscimento come Istituto
di Ricovero e Cura a Carattere Scientifico divenendo IRCCS, ¢& impegnato a
coniugare in una prospettiva unica l'eccellenza nell'assistenza con l'impegno
nella ricerca per la promozione della salute dei pazienti.

Integrare |'assistenza, la ricerca e la formazione in un continuum che veda con-
vergere l'impegno clinico quotidiano e la ricerca scientifica costituisce il compi-
to di un Istituto che fa della ricerca traslazionale - i cui risultati siano cioé diret-
tamente applicabili alla pratica clinica per wuna rapida fruizione da parte del
malato - il suo obiettivo principale.

Questo report costituisce una testimonianza del raggiungimento degli obiettivi
scientifici prefissati, la conquista di un importante traguardo; I'impegno dell'at-
tivita di ricerca nell'operare trasversalmente ai diversi ambiti delle attivita
cliniche a conferma dell'integrazione tra componente clinica e componente sci-
entifica sia in termini di risorse umane, che in termini di attivita. Un impegno che
riflette la capacita di coniugare in un'unica prospettiva I'eccellenza nell'assisten-
za con |'impegno nella ricerca per la promozione della salute dei nostri pazienti.
La tendenza dell'lstituto a potenziare le attivita di laboratorio a supporto dell'at-
tivita clinica, ad attivare momenti di confronto tra I'attivita clinica e quella scien-
tifica & testimoniata anche dalla realizzazione del nuovo Centro Ricerche che
ottimizza le attivitd di ricerca attualmente esistenti, accoglie gruppi di ricerca
impegnati anche in nuove aree strategiche, quali ad esempio, la medicina rigen-
erativa e la robotica.

Le persone coinvolte nelle attivita di ricerca sono attualmente piu di cento, tra
ricercatori medici, biologi, psicologi, statistici, epidemiologici,data manager e
ingegneri, numero destinato ad aumentare significativamente con l'implemen-
tazione del Centro e con l'incremento dei progetti e delle collaborazioni.

L' apertura del nostro Istituto alla dimensione nazionale ed internazionale, con
I'attrazione di ricercatori provenienti dall'estero, & frutto della consapevolezza
che la produzione scientifica da sola non & sufficiente a garantire il raggiungi-
mento degli obiettivi traslazionali, ma necessita di una connessione in rete con
altri enti regionali, nazionali ed internazionali per condividere le conoscenze
cliniche e scientifiche con il fine ultimo di offrire ai nostri pazienti un servizio di
qualita .

E proprio per ottemperare a tale missione, verranno sempre piu approfonditi,
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con particolare attenzione, gli studi che prendono in considerazione non
solo un'unica patologia, ma le condizioni cliniche multiple dei nostri pazien-
ti, con un approccio alla medicina della complessitd che si propone di
superare i limiti insiti nel concetto di malattia ponendo al centro della cura
la persona malata, al fine di migliorarne lo stato di salute e promuoverne la
presa in carico nella sua globalita.

E questa una visione moderna e multidisciplinare che vuole proporre un
modello innovativo di eccellenza utilizzando strettamente lo scambio di
nozioni tra ricercatori e clinici.

Nell'insieme si tratta quindi di un disegno ambizioso e di un impegno
costante che vede coinvolti tutti i professionisti (clinici e ricercatori) del
nostro Istituto con un investimento di oltre 20 milioni di Euro da parte della
proprieta, San Raffaele S.p.A.- Gruppo Tosinvest, e sicuramente in contro-
tendenza rispetto alle difficolta di altri Centri che contano quasi esclusiva-
mente su finanziamenti pubblici.

Credere nel futuro di eccellenza in sanita & sempre stato il motore di ricer-
ca della nostra realtd umana e professionale.

Dottor Carlo Trivelli
Presidente IRCCS San Raffaele Pisana
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Nel corso del 201 l'attivita di ricerca delllRCCS San Raffaele Pisana & proseguita assu-
mendo una connotazione quantitativamente e qualitativamente rilevante, a testimonianza di
un impegno scientifico sempre maggiore sia a livello di ricerca di base, che di ricerca clinica
e traslazionale di una grande capacita di acquisire finanziamenti a livello regionale, naziona-
le e internazionale.

La tendenza dell'lstituto a potenziare l'attivita di laboratorio a supporto dell'attivita clini-
ca, ad attivare momenti di confronto relativi all'attivita clinica e scientifica, a mantenere ed
espandere i rapporti internazionali & la prova dellimpegno intrapreso nel consolidare e
migliorare I'eccellenza della produzione scientifica autoctone dei gruppi di ricercatori e le
competitivita in ambito nazionale ed internazionale.

L'impegno verso un costante miglioramento della produttivita scientifica & testimoniato
anche dalla realizzazione dei nuovi laboratori di ricerca.

La nuova sfida risiede nel consolidamento e perfezionamento di linee di ricerca piu pro-
mettenti, integrando sempre pil ricerca e diagnostica precoce (nella direzione della preven-
zione), mettendo a punto nuove tecniche di analisi per avere la possibilita di identificare e
studiare nuove patologie e nuovi fenomeni, volgendo sempre pili verso la medicina trasla-
zionale, coniugando l'attivita di diagnostica di laboratorio e clinica e quella sperimentale.

L'attenzione rimane sempre rivolta alle pubblicazioni e ai protocolli scientifici che costi-
tuiscono i prodotti della ricerca che hanno maggior impatto sociale. Per cid che concerne la
componente assistenziale, si lavora costantemente alla rete di collaborazioni e di collega-
mento di piattaforme per fornire nuovi servizi.

Cid comporta il potenziamento delle professionalita in merito alla espansione dei settori
biomedico, biotecnologico e industriale. E' in quest'ottica che si intende rafforzare ulterior-
mente le collaborazioni nazionali ed internazionali preesistenti e crearne delle nuove; la pro-
duzione scientifica autoctona da sola non & sufficiente a garantire il raggiungimento di obiet-
tivi traslazionali cruciali. Il collegamento in rete con altre istituzioni regionali, nazionali ed
internazionali consente sia di comunicare piu facilmente le proprie conoscenze clinico-scien-
tifiche, sia di ottimizzare le risorse umane ed economiche, sia di offrire ai pazienti un servi-
zio che consenta di accedere piu facilmente alla diagnosi e alle cure di cui hanno bisogno.

L'attivita di messa in rete consiste anche nella integrazione tra varie strutture competen-
ti su patologie definite, o reti specifiche sulla base delle metodologie e tecniche sia per la

ricerca di base che per la diagnostica per immagini.
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La promozione delle conoscenze scientifiche acquisite ha comportato un maggiore coin-
volgimento in progetti cooperativi europei ed extraeuropei e I'aumento nel volume della pro-
duzione scientifica: il numero delle pubblicazioni & aumentato cosi come |'impact factor glo-
bale e normalizzato.

| prodotti di ricerca portano, attraverso il processo traslazionale, a un miglioramento nella
diagnosi e nelle cure e provengono da una ricerca di qualita nella espansione biotecnologi-
ca.

L'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 l'attenzione. La disponibilita di macchine robotiche per la terapia
motoria pud consentire anche a soggetti con abilita residue minime di essere assistiti per ini-
ziare e completare un compito motorio.

L'Annual Report 2011 mette a disposizione l'attivita scientifica accessibile sia a coloro che
cercano informazioni generali sulle linee di ricerca istituzionali concordate con il Ministero
della Salute, sia a coloro che ricercano informazioni piu dettagliate su argomenti specifici e
sugli interessi di ricerca istituzionali piu generali.

Quanto viene descritto in questo report testimonia limpegno che da anni viene profuso
dai nostri clinici e ricercatori, che ringrazio sentitamente per la professionalitad che dimostra-
no di possedere e per I'entusiasmo che mostrano nel perseguire le loro attivita con perseve-

ranza e competenza.

Professor Massimo Fini
Direttore Scientifico
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COMITATO SCIENTIFICO

Nel corso del 2011, su delibera del Consiglio di Amministrazione dellIRCCS San Raffaele

Pisana, si & insediato un nuovo Comitato Scientifico dell'lRCCS San Raffaele Pisana con fun-

zioni e competenze ulteriormente caratterizzate. In particolare:

- ha funzioni di indirizzo e di supporto all'attivita di ricerca;

- formula il parere sulla relazione scientifica inerente all'attivita di ricerca;

- formula i criteri per la valutazione dei risultati di ricerca;

- valuta e approva il programma annuale di ricerca elaborato dal Direttore Scientifico e ne
propone l'attuazione al Consiglio di Amministrazione.

Il Comitato Scientifico promuove inoltre la formazione professionale per incentivare la pro-

duttivita scientifica e tutti gli elementi necessari per il raggiungimento e il mantenimento del-

I'eccellenza sia scientifica che assistenziale.

Il Comitato Scientifico ha visionato i progetti presentati al Bando di Ricerca Finalizzata del

Ministero della Salute e lavora ad una revisone critica delle Linee di Ricerca Corrente

dell'lRCCS San Raffaele Pisana.
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COMITATO SCIENTIFICO IRCCS SAN RAFFAELE

Presidente: Giuseppe Rotilio

Lucio Annunziato
Massimo Fini
Renato Lauro

Giovanni Muto
Giuseppe Nicoletti

Matteo Antonio Russo
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Nel 2011 l'attivita scientifica dell'IRCCS San Raffaele & documentata da 293 pubblica-

zioni, che comprendono:

- 282 articoli originali su riviste recensite dal JCR

« 4 capitoli di libri

- 7 articoli originali su riviste non recensite dal JCR

L'impact factor globale per gli articoli pubblicati nel 201 & 1121 a conferma del trend

positivo osservato dal 2001.
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Impact Factor
globale degli articoli
pubblicati

dall' IRCCS

San Raffaele Pisana
nel periodo
2001-2011.
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PUBBLICAZIONI su riviste impattate

LINEA 1- RIABILITAZIONE MOTORIA E
SENSORIALE

AREA DI RICERCA NEUROMOTORIA

Formica V, Del Monte G, Giacchetti |, Grenga |,
Giaquinto S, Fini M, Roselli M.

Rehabilitation in Neuro-Oncology: A meta-analy-
sis of published data and a mono-institutional
experience.

Integr Cancer Ther. 2011; Jun 10(2):119-126

Bousser MG, Amarenco P, Chamorro A, Fisher M,
Ford |, Fox KM, Hennerici MG, Mattle HP, Rothwell
PM, de Cordote A, Fratacci MD; PERFORM Study
Investigators.

Terutroban versus aspirin in patients with cerebral
ischaemic events (PERFORM): a randomised,
double-blind, parallel-group trial.

Lancet. 2011;Jun 11;377(9782):2013-22

Giaquinto S, Bruti L, Dallarmi V, Palma E,
Spiridigliozzi C.

Religious and spiritual beliefs in outpatients suf-
fering from Parkinson Disease.

Int J Geriatr Psychiatry. 2011; Sep 26(9):916-22

Bovolenta F, Sale P, Dallarmi V, Clerici P,
Franceschini M.

Robot-aided therapy for upper limbs in patients
with stroke-related lesions. Brief report of a clini-
cal experience.

J Neuroeng Rehabil. 2011 Apr 9;8:18

Franceschini M, Cerrel Bazo H, Lauretani F, Agosti
M, Pagliacci MC.

Age influences rehabilitative outcomes in
patients with spinal cord injury (SCI).

Aging Clin Exp Research. 2011 Jun;23(3):202-208

Franceschini M, Pagliacci MC, Russo T, Felzani G,
Aito S, Marini C.

Occurrence and predictors of employment after
traumatic spinal cord injury: the GISEM Study.
Spinal Cord. 201 Nov 29 [Epub ahead of print]

La Porta F, Franceschini M, Caselli S, Cavallini P,

Susassi S, Tennant A.

Unified balance scale: an activity-based, bed to
community, and aetiology-independent measure
of balanced calibrated with Rasch analysis.

J Rehabil Med. 2011;,43:435-444

La Porta F, Franceschini M, Caselli S, Susassi S,
Cavallini P, Tennant A.

Unified balance scale: classic psychometric and
clinical properties.

J Rehabil Med. 201;43:445-453

Sale P, Zampolini M, Juocevicius A, Lains JM,
Giustini A, Negrini S, Franceschini M.

The role of the European Physiatrist in traumatic
brain injury.

Invited commentary Am J Phys Med Rehabil. 20m
Jan;90(1):83-86

Valeriani M, Pazzaglia C, Ferraro D, Virdis D, Rotellini
S, Le Pera D, Testani E, Minciotti |, Balestri M,
Vigevano F, Vollono C.

Evidence of different spinal pathways for the
warmth evoked potentials.

Clin Neurophysiol. 2011 Dec;122(12):2469-2474

Zampolini M, Franceschini M.
Rehabilitation of traumatic brain injury in Italy.
Am J Phys Med Rehabil. 2011 Jan;90(1):79-82

Zollo L, Rossini L, Bravi M, Magrone G, Sterzi S,
Guglielmelli E.

Quantitative evaluation of upper-limb motor con-
trol in robot-aided rehabilitation.

Med Biol Eng Comput. 201 Oct;49(10):1131-1144

AREA DI RICERCA PARKINSON E DISTURBI DEL
MOVIMENTO

Antonini A, Martinez-Martin P, Chaudhuri RK,
Merello M, Hauser R, Katzenschlager R, Odin P,
Stacy M, Stocchi F, Poewe W, Rascol O, Sampaio C,
Schrag A, Stebbins GT, Goetz CG.

Wearing-off scales in Parkinson’s disease:
Critique and recommendations.

Mov Disord. 201 Oct;26(12):2169-2175

Bloem BR, Stocchi F.
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Move for Change Part |: a European survey evalu-
ating the impact of the EPDA Charter for People
with Parkinson’s disease.

Eur J Neurol. 201 Oct 4 [Epub ahead of print]

Goetz CG, Stebbins GT, Theeuwes A, Stocchi F,
Ferreira JJ, van de Witte S, Bronzova J.

Temporal stability of the Unified Dyskinesia
Rating Scale.

Mov Disord. 201 Dec;26(14):2556-2559

Marconi R, Antonini A, Barone P, Colosimo C,
Avarello TP, Bottacchi E, Cannas A, Ceravolo MG,
Ceravolo R, Cicarelli G, Gaglio RM, Giglia L, lemolo
F, Manfredi M, Meco G, Nicoletti A, Pederzoli M,
Petrone A, Pisani A, Pontieri FE, Quatrale R, Ramat
S, Scala R, Volpe G, Zappulla S, Bentivoglio AR,
Stocchi F, Trianni G, Del Dotto P, De Gaspari D,
Grasso L, Morgante F, Santangelo G, Fabbrini G,
Morgante L.

Frontal assessment battery scores and non-motor
symptoms in parkinsonian disorders.

Neurol Sci. 201 Nov 3 [Epub ahead of print]

Matrisciano F, Busceti CL, Bucci D, Orlando R,
Caruso A, Molinaro G, Cappuccio |, Riozzi B,
Gradini R, Motolese M, Caraci F, Copani A,
Scaccianoce S, Melchiorri D, Bruno V, Battaglia G,
Nicoletti F.

Induction of the Wnt antagonist Dickkopf-1 is
involved in stress-induced hippocampal damage.
PLoS One. 201 Jan 27;6(1):e16447

Pellecchia MT, Antonini A, Bonuccelli U, Fabbrini G,
Ferini Strambi L, Stocchi F, Battaglia A, Barone P.
Observational study of sleep-related disorders in
Italian patients with Parkinson’s disease: useful-
ness of the Iltalian version of Parkinson’s disease
sleep scale.

Neurol Sci. 201 Nov 3 [Epub ahead of print]

Rascol O, Fitzer-Attas CJ, Hauser R, Jankovic J,
Lang A, Langston JW, Melamed E, Poewe W,
Stocchi F, Tolosa E, Eyal E, Weiss YM, Olanow CW.
A double-blind, delayed-start trial of rasagiline in
Parkinson'’s disease (the ADAGIO study): prespec-
ified and post-hoc analyses of the need for addi-
tional therapies, changes in UPDRS scores, and
non-motor outcomes.

Lancet Neurol. 2011,10(5):415-423

Stocchi F, Giorgi L, Hunter B, Schapira AH.
PREPARED: Comparison of prolonged and imme-
diate release ropinirole in advanced Parkinson’s
disease.

Mov Disord. 2011; Jun;26(7)1259-1265

Stocchi F.

Continuous dopaminergic stimulation and novel
formulations of dopamine agonists.

J Neurol. 2011; May 258(Suppl 2):S316-S322

Stocchi F, Borgohain R, Onofrj M, Schapira AH,
Bhatt M, Lucini V, Giuliani R, Anand R; for the Study
015 Investigators.

A randomized, double-blind, placebo-controlled
trial of safinamide as add-on therapy in early
Parkinson's disease patients.

Mov Disord. 201; Sep 12. [Epub ahead of print]

Stocchi F, Rabey JM.

Effect of rasagiline as adjunct therapy to levodo-
pa on severity of OFF in Parkinson’s disease.

Eur J Neurol. 2011; Dec 18(12):1373-1378

AREA DI RICERCA CEFALEA E DOLORE NEUROPATICO

D'Onofrio F, Cologno D, Petretta V, Finocchi C,
Autunno M, Marsala G, Usai S, Grazzi L, Omboni S,
Fofi L, Barbanti P, Bussone G.

Restless legs syndrome is not associated with
migraine with aura: a clinical study.

Neurol Sci. 201 May;32 Suppl 1:5153-S156

Diener HC, Barbanti P, Dahléf C, Reuter U, Habeck
J, Podhorna J.

Bl 44370 TA, an oral CGRP antagonist for the
treatment of acute migraine attacks: Results from
a phase Il study.

Cephalalgia. 201 Apr;31(5):573-584

Barbanti P, Aurilia C, Egeo G, Fofi L.

Migraine prophylaxis: what is new and what we
need?

Neurol Sci (20m); 32 (Suppl 1):Sm-S115

Di Bonaventura C, Operto FF, Busolin G, Egeo G,
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DAniello A, Vitello L, Smaniotto G, Furlan S, Diani E,
Michelucci R, Giallonardo AT, Coppola G, Nobile C.
Low penetrance and effect on protein secretion
of LGh mutations causing autosomal dominant
lateral temporal epilepsy.

Epilepsia. 201 Jul;52(7):1258-1264

Paciaroni M, Balucani C, Agnelli G, Caso V,
Silvestrelli G, Grotta JC, Demchuk AM, Sohn S,
Orlandi G, Leys D, Pezzini A, Alexandrov AV,
Silvestrini M, Fofi L, Barlinn K, Inzitari D, Ferrarese
C, Tassi R, Tsivgoulis G, Consoli D, Baldi A, Bovi P,
Luda E, Galletti G, Invernizzi P, Delodovici ML,
Corea F, Del Sette M, Monaco S, Marcheselli S,
Alberti A, Venti M, Acciarresi M, DAmore C,
Macellari F, Lanari A, Previdi P, Gonzales NR,
Pandurengan RK, Vahidy FS, Sline M, Bal SS, Chiti A,
Gialdini G, Dumont F, Cordonnier C, Debette S,
Padovani A, Cerqua R, Bodechtel U, Kepplinger J,
Nesi M, Nencini P, Beretta S, Trentini C, Martini G,
Piperidou C, Heliopoulos I, DAnna S, Cappellari M,
Donati E, Bono G, Traverso E, Toni D.

Systemic Thrombolysis in Patients With Acute
Ischemic Stroke and Internal Carotid ARtery
Occlusion: The ICARO Study.

Stroke. 201; Oct 27 [Epub ahead of print]

d'Onofrio F, Cologno D, Petretta V, Finocchi C,
Autunno M, Marsala G, Usai S, Grazzi L, Omboni S,
Fofi L, Barbanti P, Bussone G.

Restless legs syndrome is not associated with
migraine with aura: a clinical study.

Neurol Sci. 201 May;32 Suppl 1:5153-S156

Barbanti P, Aurilia C, Egeo G, Fofi L.

Hypertension as a risk factor for migraine chroni-
fication.

Neurol Sci. 2010 Jun;31 Suppl 1:541-S43. Review

LABORATORIO DI BlocHIMICA
DELL' INVECCHIAMENTO

Aquilano K, Baldelli S, Cardaci S, Rotilio G, Ciriolo
MR.

Nitric oxide is the primary mediator of cytotoxici-
ty induced by GSH depletion in neuronal cells.

J Cell Sci 201, 124: 10431054

Aquilano K, Baldelli S, Ciriolo MR.

Glutathione is a crucial guardian of protein
integrity in the brain upon nitric oxide imbalance.
Commun Integr Biol. 201 Jul;4(4):477-479

Baldelli S, Aquilano K, Rotilio G, Ciriolo MR.
Neuronal nitric oxide synthase interacts with Sp1
through the PDZ domain inhibiting Sp1-mediated
copper-zinc superoxide dismutase expression.

Int J Biochem Cell Biol. 2011 Jan;43(1)163-169

Filomeni G, Cardaci S, Da Costa Ferreira AM,
Rotilio G, Ciriolo MR.

Metabolic oxidative stress elicited by the
copper(ll) complex [Cu(isaepy)2] triggers apopto-
sis in SH-SY5Y cells through the induction of the
AMP-activated protein kinase/p38MAPK/p53 sig-
nalling axis.

Biochem J. 20M, 437: 443-453

Vené R, Castellani P, Delfino L, Lucibello M, Ciriolo
MR, Rubartelli A.

The Cystine/Cysteine Cycle and GSH Are
Independent and Crucial Antioxidant Systems in
Malignant Melanoma Cells and Represent
Druggable Targets.

Antiox Redox Signal. 2011 Nov 1;15(9):2439-2453

Cardaci S, Filomeni G, Ciriolo MR.

Redox implications of AMPK-mediated signal
transduction beyond energetic clues.

J Cell Sciin press

Lewis MG, DaFonseca S, Chomont N, Palamara AT,
Tardugno M, Mai A, Collins M, Wagner WL, Yalley-
Ogunro J, Greenhouse J, Chirullo B, Norelli S,
Garaci E, Savarino A.

Gold drug auranofin restricts the viral reservoir in
the monkey AIDS model and induces containment
of viral load following ART suspension.

AIDS 2011; 25(11):13471356

Matarrese P, Nencioni L, Checconi P, Ciarlo L,
Gambardella L, Ascione B, Sgarbanti R, Garaci E,
Malorni W, Palamara AT.

Pepstatin A alters host cell autophagic machinery
and leads to the decrease of influenza A virus pro-
duction.

J Cell Phisiol 20m; 226(12):3368-3377
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Nencioni L, Sgarbanti R, Amatore D, Checconi P,
Celestino |, Limongi D, Anticoli S, Palamara AT,
Garaci E.

Intracellular Redox Signaling as Therapeutic
Target for Novel Antiviral Strategy.

Curr Pharm Des 201; 17(35):3898-3904

Passariello C, Nencioni L, Sgarbanti R, Ranieri D,
Torrisi MR, Ripa S, Garaci E, Palamara AT. Viral
hemagglutinin is involved in promoting the inter-
nalisation of Staphylococcus aureus into human
pneumocytes during influenza A HIN1 virus infec-
tion.

Int J Med Microbiol 2011; 301(2):97-104

Piacentini R, Civitelli L, Ripoli C, Marcocci ME, De
Chiara G, Garaci E, Azzena GB, Palamara AT, Grassi
C.

HSV-1 promotes Ca(2+)-mediated APP phospho-
rylation and Abeta accumulation in rat cortical
neurons.

Neurobiol Aging 2011; 32(12):2323.€13-26

Sgarbanti R, Nencioni L, Amatore D, Coluccio P,
Fraternale A, Sale P, Mammola CL, Carpino G,
Gaudio E, Magnani M, Ciriolo MR, Garaci E,
Palamara AT.

Redox-regulation of the influenza hemagglutinin
maturation process: a new cell-mediated strategy
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Stocchi F. Corso di aggiornamento Pianeta
Parkinson; intervento: “Terapia farmacologica”,
Presidio di riabilitazione ASL di Brindisi,
Fondazione San Raffaele Ceglie Messapica
(BR), Febbraio 20m

Barbanti P. Bologna Cefalea 2001: “Emicrania:
aggiornamento sul trattamento acuto e pre-
ventivo”, Bologna, Febbraio 201

Stocchi F. The 10th International Conference on
Alzheimer’s and Parkinson’s Diseases AD/PD
2011: “New players in the treatment of
Parkinson’s Disease”, Barcellona, Marzo 201

Stocchi F. La Malattia di Parkinson: prospettive
e aspettative: “La terapia farmacologica”,
Senato della Repubblica, Roma, Marzo 201

Stocchi F. Aggiornamenti in Neurologia:
“Evoluzione delle strategie terapeutiche nella
storia della Malattia di Parkinson”, S. Maria di
Leuca, Marzo 201

Fini M, Dal laboratorio alla clinica: “Approccio
integrato al paziente complesso:la sfida del
futuro”, Milano, Marzo 2011

Palmirotta R. “La piattaforma tecnologica italia-
na (PTl) Roma Biotech (RO.BIO.)": “Utilita delle
biobanche per lo sviluppo innovativo ed effi-

ciente delle aree territoriali di riferimento del
Sistema Produttivo Locale (SPL) “Chimico -
Farmaceutico” , Roma, Marzo 201

Cardinale A, Racaniello M, Saladini S, De Chiara
G, de Stefano M. C., Mollinari C, Merlo D. the
10th International conference on Alzheimer’s
and Parkinson’s diseases AD/PD 201
“Sublethal doses of ?-amyloid peptide abroga-
te DNA-PK activity”, Barcellona, Spagna,
Marzo, 2011

Rosano G. Congresso EuroPREvent: Relatore
dell'intervento “Management of heart rate in
coronary artery disease”Ginevra, Svizzera, 14-
16 Aprile 2011

Fini M, Geriatria: la faccia nascosta della luna.
Controversie in temi ed approcci metodologici
al paziente geriatrico: “L'anziano tra EBM e
linee guida”, Potenza, Aprile 201

Stocchi F. Global Parkinson's disease - Export
Meeting, membro Comitato organizzatore,
Presentazione e benvenuto, Citta del Vaticano,
Aprile 201

Stocchi F. International Consensus Conference
on Neuroprotection in Parkinson's Disease,
membro Comitato organizzatore,
Presentazione, Casina Pio |V, Citta del Vaticano,
Aprile 201

Stocchi F. XI Congresso Nazionale Parkinson
[talia,Giornata Mondiale del Parkinson -
Parkinson: La forza dell'alleanza tra scienza e
societa: “Quali novita su Levodopa. I-MAO B,
COMT inibitori”, Grosseto, Aprile 2011

Stocchi F. 11° Congresso Nazionale - Paziente
psicogeriatrico e medicina della complessita:
“La malattia di Parkinson: quale specificita
nell’anziano. La terapia.”, Gardone Riviera (BS),
Aprile 201

Stocchi F. U'Evoluzione delle cure nella Malattia
di Parkinson: “Open discussion sulla terapia di
combinazione con levodopa”, Roma, Aprile 201

Stocchi F. Taiwan Parkinson’s Disease Summit -
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The Treatment for Parkinson’s Disease:
Conventional and Future: “A Way toward ideal
PD treatment: Prolonged release Dopamine
Agonist”, Maggio 20m

Stocchi F. Hong Kong Movement Disorder
Society: “Management of Motor Fluctuation
and Dyskinesia in Parkinson’s Disease”, Hong
Kong,Maggio 201

Stocchi F. Temporal and Temporal plus
Epilepsies. Challenges in movement disorders
treatment - First International School of
Epilepsy and Movement Disorders: “Overview
of current treatment options for movement
disorders”, Dubrovnik, Maggio 201

Stocchi F. Venticinque anni di geriatria ospeda-
liera al servizio degli anziani - Societa ltaliana
Geriatri Ospedalieri (S..G.Os): “Gestione del
paziente demente con Parkinson”, Cittd del
Vaticano, Roma, Maggio 20m

Stocchi F. Inquadramento e gestione degli
aspetti non motori della Malattia di Parkinson:
“Rilevanza dei sintomi non motori della
Malattia di Parkinson”, Policlinico Vittorio
Emanuele, Catania, Maggio 2011

Stocchi F. Malattia di Parkinson: attualita, pro-
getti, speranze - Italiana
Parkinson: “ll futuro della terapia farmacolo-
gia”, Roma, Maggio 201

Associazione

Sale P. XI Congresso Nazionale Societa Italiana
di  Riabilitazione Neurologica SIRN:
“Tecnologie innovative nella riabilitazione fun-
zionale dell’arto superiore”, Verona, Maggio
201N

Sale P. XI Congresso Nazionale Societa ltaliana
di  Riabilitazione Neurologica SIRN:
“Riabilitazione robotica dell’arto superiore
con sistemi InMotion in pazienti cerebrolesi”,
Verona, Maggio 201

Franceschini M. Xl| Congresso Nazionale
Societa ltaliana di Riabilitazione Neurologica -
SIRN: “REo Therapy: apprendimento tempora-
neo o a lungo termine? Esperienza clinica”,

Verona, Maggio 2011

Sale P, Palma E, Rossini L, Del Percio C, Lizio R,
Infarinato F, Pucello A, Babiloni C, Foti C,
Franceschini M. XI Congresso Nazionale
Societa ltaliana di Riabilitazione Neurologica -
SIRN: “Analisi dei fenomeni di plasticita? neu-
ronale e dell'accoppiamento funzionale corti-
co-muscolare associato ad un protocollo tera-
pico robot-assistito per gli arti superiori: uno
studio EEG in pazienti colpiti da stroke prima
e dopo la terapia riabilitativa robotica” |,
Verona, Maggio 2011

Sale P, Le Pera D, Semprini R, Palma E, Pucello
A, Mazzoleni S, Carrozza M, Stocchi F,
Franceschini M. XI Congresso Nazionale
Societa ltaliana di Riabilitazione Neurologica -
SIRN: “Robot per I'arto superiore e malattia di
Parkinson. Possibile utilizzo come trattamento
riabilitativo e/o sistema valutativo” , Verona,
Maggio 2011

Rosano G. ESC Congress Heart Failure: “CAR-
VIVA-HF”, Goteborg, Svezia, maggio 201

Rossini L. XI Congresso Nazionale Societa
ltaliana di Riabilitazione Neurologica - SIRN:
“Tecnologie robotiche per il re-learning neuro-
motorio”, Verona, Maggio 201

Barbanti P. LI Congresso Nazionale SNO
(Scienze Neurologiche Ospedaliere): “Epilessia
ed Emicrania: diagnosi differenziale e condi-
zioni di confine”, Cagliari, Maggio 201

Barbanti P. 7t International Headache Seminar,
Focus on Headaches: Update and upcoming
developments: “Migraine prophylaxis: what we
need and what is new”, Stresa, Maggio 2011

Palma E, Barbanti P. LI Congresso Nazionale
SNO (Scienze Neurologiche Ospedaliere):
“Epilessia ed Emicrania: diagnosi differenziale
e condizioni di confine”, Cagliari, Maggio 2011

Barbanti P. 7th International Headache Seminar,
Focus on Headaches: Update and upcoming
developments: “Migraine prophylaxis: what we
need and what is new”, Stresa, Maggio 20m
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Aurilia C., Vanacore N. Egeo G. Fofi L,
Barbanti. P. 7th International Headache
Seminary. Focus on Headaches: Update and
upcoming developments. Poster: “A case-con-
trol study on excessive daytime sleepiness in
chronic migraine” Stresa, Maggio, 2011

Fini M, Il dolore in geriatria: la gestione a domi-
cilio, in residenza e in hospice: “IMPACT, la
gestione del dolore”, Verona, Maggio 201

Guadagni F, Palmirotta R, Ludovici G, De
Marchis M L, Savonarola A, Leone B, Spila A,
Somma P, Egeo G, Aurilia C, Fofi L, Barbanti P.
7th International Headache Seminary. Focus on
Headaches: Update and upcoming develop-
ments. Poster: “Establishment of a bioreposi-
tory for migraine research: the experience of
Interinstitutional Multidisciplinary BioBank
(BioBIM)”, Stresa, Maggio, 2011

Nanni U, Spila A, Valente MG, Somma P,
lacoboni M, Alessandroni J, Ferroni P, Roselli M,
Guadagni F. International Society for Biological
and Environmental Repositories (ISBER) Poster:
“RFID as a new ICT tool to monitor specimen
life cycle and quality control in a biobank”.
2011 Annual Meeting, Arlington, VA, USA,
Maggio, 2011

Guadagni F, Betsou F, Nanni U. International
Society for Biological and Environmental
Repositories (ISBER) 2011 Annual Meeting.
Poster: “A software tool for labeling with the
Standard PREanalytical Code (SPREC): effec-
tive exchanging and searching specimens”,
Arlington, VA, USA, Maggio, 201

Guadagni F, Palmirotta R, Ludovici G, De
Marchis ML, Savonarola A, Leone B, Spila A,
Somma P, Egeo G, Aurilia C, Fofi L, Barbanti P.
7th International Headache Seminar - Focus on
Headaches: Update and upcoming develop-
ments: “Establishment of a biorepository for
migraine research: the experience of
Interinstitutional Multidisciplinary BioBank
(BioBIM)”, Stresa (VB), Maggio, 2011.Neurol Sci
2011;32(suppl 1): S204.

Guadagni F. Primo Congresso internazionale

Biomatchoral: “L'innovazione Tecnologica nelle
bio e nanotecnologie in odontoiatria: il ruolo di
un parco scientifico e tecnologico”: “Ruolo delle
Biobanche in un Parco Scientifico”, Rieti,
Maggio 2011

Riondino S. PIASTRINE 2011, Terzo Corso
Nazionale di aggiornamento: “Marcatori di atti-
vazione piastrinica in vivo” , Milano, Maggio
20T1

Sansone L, Reali V, Aventaggiato M, Pellegrini
L.Tafani M, Marfe G, Fini M, Russo MA, Pucci B.
XI Congresso EFRR: “Role of IGF-1and SIRT1in
neuronal differentiation and cell death of
NG108-15 cells”, Riva del Garda, Maggio 20m

Villanova L, Pellegrini L, Pucci B, Marfe G, Banfi
G, Polletta L, Fini M, Tafani M, Russo MA, Xl
Congresso EFRR: “Increased sirtuins activity in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
from trained athletes”, Riva del Garda, Maggio
201

Bonassi S. International conference
Nanomaterials: Risk perception and early warn-
ing systems: “Molecular epidemiology in
Human biomonitoring studies”, Berlino,
Maggio 2011

on:

Cardaci V. Hot Topics In Pneumologia: “BPCO e
Disfunzione Erettile”,Roma, Maggio 201

Smargiassi A. Ill Incontro interdisciplinare di
medicina respiratoria: “Semeiotica ecografia e
stato dell’arte nella gestione del paziente criti-
co”, Pescara , Giugno 201

Guadagni F. Convegno “Il mondo Cartesiano e il
mondo Olistico a confronto”: “Le biobanche:
una risorsa per il futuro della ricerca biomedi-
ca”, Roma, Giugno 2011

Osini L, Del Percio C, Assenza G, Lizio R,
Infarinato F, Pucello A, Quattrocchi CC,
Vernieri F, Zollo L, Guglielmelli E, Bovolenta F,
Rossini PM, Babiloni C, Franceschini M, Sale P.
14th  European congress on  Clinical
Neurophysiology - 4th International Conference
on Transcranial Magnetic and Direct Current
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Stimulation: “Robot-aided therapy for upper
limbs in patient with chronic stroke-related
lesions. Brief report of a clinical experience”,
Roma, Giugnho 201

Franceschini M., Sale P. Societa ltaliana di
Riabilitazione Neurologica (SIRN) -Scuola di
Formazione “Motor-Learning and re-learning:
esercizio,
“Ricerca traslazionale: Efficacia di paradigmi
di action observation nel recupero motorio”,
Ancona, Giugno 201

immaginazione e motivazione”:

Benvenuto A, Rossini L, Di Pino G, Raspopovic
S, Micera S, Guglielmelli E, Rossini PM. Societa
ltaliana di Riabilitazione Neurologica (SIRN) -
Scuola di Formazione “Motor-Learning and re-
learning: esercizio, immaginazione e motivazio-
ne": “Peripheral neural electrodes for natural
biofeedback: a comparative analysis”, Ancona,
Giugno 20m

Rossini L, Salerno A, Zollo L, Guglielmelli E.
Societd ltaliana di Riabilitazione Neurologica
(SIRN) - Scuola di Formazione “Motor-Learning
and re-learning: esercizio, immaginazione e
motivazione”: “Human movement decomposi-
tion into submovements for robot control in
neuro-rehabilitation” , Ancona, Giugno 20m

Zollo L, Rossini L, Gallotta E, Sterzi S,
Guglielmelli E. Societa ltaliana di Riabilitazione
Neurologica (SIRN) - Scuola di Formazione
“Motor-Learning and re-learning: esercizio,
immaginazione e motivazione”: “Robot-based
assessment of upper-limb motor control in
chronic stroke” , Ancona, Giugno 2011

Barbanti P. Migraine Management Meeting, “Il
danno tessutale nelle cefalee croniche”, Roma
,Giugno 2011

Stocchi Fini M, La sanita nei prossimi anni
SANIT 2011: “Le risorse da valorizzare”, Roma,
Giugno 20m

Guadagni F, Palmirotta R, Ludovici G, De
Marchis M L, Savanorola A, Leone B, Spila A, De
Angelis F, Egeo G, Aurilia C, Fofi L, Barbanti P.
15th Congress of the International Headache

Society. Poster: “The Interinstitutional
Multidisciplinary BioBank (BioBIM): The
establishment of a biorepository for migraine
research”, Berlino, Giugno 20m

Fofi L, Orlandi V, Vanacore N, Tizzoni M C Rosa
A, Aurilia C, Egeo G, Casella P, Barbanti P. 15th
Congress of the International Headache
Society. Poster: “Headache frequency and
characteristics in chronic cocaine users: a
cross sectional study”, Berlino, Giugno 20m

Barbanti P, Fofi L, Dall’Armi V, Aurilia C, Egeo G,
Vanacore N, Bonassi S. 15th Congress of the
Headache Society.
“Rizatriptan in migraineurs with unilateral cra-
nial autonomic symptoms: a double-blind
trial”, Berlino, Giugno 2011

International Poster:

Ciriolo M R. Dottorato di Ricerca in Biologia e
Patologia dell'lnvecchiamento: “Basic (anti)oxi-
dants mechanisms behind the health benefits
of polyphenols”, Genova, Giugno 20m

Pagliei B, Aquilano K, Balzelli S, Ciriolo M R.
36th FEBS Congress: “PGC-1 alpha and SIRT1
localization within mitochondria: an adaptive
response to energetic demand?”, Torino,
Giugno 201

Desideri E, Filomeni G, Cardaci S, Ciriolo MR.
36th FEBS Congress “AMPK/p53 signaling axis
mediates autophagy in HelLa cells upon
kaempferol-induced energetic failure”, Torino,
Giugno 201

Rizza S, Montagna C, Cardaci S, Di Giacomo G,
Circolo MR, Filomeni G. 36th FEBS Congress:
“Downregulation of S-nitrosoglutathione
reductase induces neuroprotection in experi-
mental models of Parkinson’s disease”, Torino,
Giugno 201

Guadagni F, Palmirotta R, Ludovici G, De
Marchis ML, Savonarola A, Leone B, Spila A, De
Angelis F, Egeo G, Aurilia C, Fofi L, Barbanti P.
15th Congress of the International Headache
Society “The Interinstitutional
Multidisciplinary BioBank (BioBIM): the esta-
blishment of a biorepository for migraine
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research”, Berlin, Germany, Giugno 201,
Cephalalgia 201;31(Suppl. 1):24

Piacentini R, Ripoli C, Civitelli L, Marcocci ME,
De Chiara G, Palamara AT, Grassi C. 14t
European Congress on Clinical
Neurophysiology (ECCN): “Herpes Simplex
Virus type 1 (HSV-1) increases the excitability
of rat neocortical neurons and triggers amy-
loid precursor protein (APP) processing”,
Roma, Giugno 20m

Lizio R, Babiloni C, Carducci F, Vecchio F,
Baglieri A, Bernardini S, Boccardi M, Bozzao A,
Buttinelli C, Esposito F, Giubilei F, Guizzaro A,
Marino S, Montella P, Quattrocchi C, Redolfi A,
Soricelli A, Tedeschi G, Ferri R, Triggiani Al,
Rossi-Fedele G, Parisi L, Verzieri F, Rossini PM,.
Frisoni GB. 14th European Congress on Clinical
Neurophysiology (ECCN) and 4th International
Conference on Transcranial Magnetic and
Direct Current Stimulation: “Resting state cor-
tical electroencephalographic rhythms are
related to gray matter volume in subjects with
mild cognitive impairment and Alzheimer’s dis-
ease: an ADNI project”, Roma, Giugno 201

Palma E, Rossini L, Del Percio C, Assenza G,
Lizio R, Infarinato F, Pucello A, Quattrocchi CC,
Vernieri F, Zollo L, Guglielmelli E, Bovolenta F,
Rossini PM, Babiloni C, Franceschini M, Sale P.
14th  European Congress on Clinical
Neurophysiology (ECCN) and 4th International
Conference on Transcranial Magnetic and
Direct Current Stimulation: “Robot-aided ther-
apy for upper limbs in patient with chronic
stroke-related lesions. Brief report of a clini-
cal experience”, Roma, Giugno 2011

Rosano G. the 26th Annual Caribbean
Cardiology Conference. The Caribbean Cardiac
Society: “How to implement guidelines in
patients with heart failure” Trinidad, Caraibi,
Luglio 20m

Piacentini R, Ripoli C, Civitelli L, Marcocci ME,
De Chiara G, Palamara AT, Grassi C. 8t World
Congress of Neuroscience (International Brain
Research Organization). “Herpes Simplex Virus
type 1 (HSV-1) increases the excitability of rat
neocortical neurons and triggers amyloid pre-

cursor protein (APP) processing”, Firenze,
Luglio 20m

Fini M, Workshop IMPACT 20m: “Oppioidi e
anziano complesso: un documento del GWG”,
Firenze, Luglio 201

Palma E, Conti L, Roseti C, Cipriani R, Lauro C,
C. WONOEP:
“Anomalous levels of Cl- transporters cause a
decrease of GABAergic inhibition in human
peritumoral epileptic cortex”, Grottaferrata
(Rm), Agosto 2011

Aronica E and Limatola

F. Pasado, presente y futuro en el tratamiento
de las enfermedades neurodegenerativas - 1er
Stand Alone TEVA - Accademia Mexicana de
Neurologia, A. C. “Rasagilina y efecto modifi-
cador del surso de la enfermedad de
Parkinson: lecciones del ADAGIO”, Puerto
Vallarta, Agosto 20m

Russo P. Third International Symposium on non-
neuronal acethylcholine: “Nicotinic receptors
and tobacco-related cancers”, Groningen,
Agosto, 201

Palma E, Conti L, Roseti C, Cipriani R, Lauro C,
De Groot M, Aronica E, Limatola C. Epilepsy
Congress (ILAE) 29° International: “Altered
expression of Cl- transporters in tumour-relat-
ed epilepsies”, Rome, Settembre 201

Stocchi Fasth Congress of the European
Federation of Neurological Societies:
“Optimising current therapy in the manage-
ment of PD”, Budapest, Settembre 20m

Stocchi F. International Meeting - Non Motor
Symptoms in PD: a new look. Meeting of the
Parkinson’s Disease Non Motor Group:
“Gastrointestinal dysfunction in PD”, Roma -
Palazzo Marini, Settembre 2011

Barbanti P. TACs ed altre cefalee primarie: il
trattamento farmacologico: “Le cefalee: dal-
I'impatto sulla popolazione generale al tratta-
mento individualizzato del singolo paziente”,
Roma, Settembre 201

Ferroni P, La Farina F, Mariotti S, Retrosi C,
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Riondino S, Martini F, Massimiani G, Portarena |,
Guadagni F, Roselli M. The 2011 European
Multidisciplinary Cancer Congress: “High-sen-
sitive D-dimer determination for the predic-
tion of chemotherapy-associated venous
thromboembolism in lung cancer patients”,
Stockholm, Svezia, Settembre, Eur J Cancer
2011;47(51):S125.

di Bari M, Spila A, Arlen PM, Bristol JA, Roselli
M, Guadagni F. Poster: “Use of two novel anti-
bodies that detect tumor-specific antigens for
the detection of colorectal cancer”. J Clin
Oncol 201; 29 (suppl; abstr e21082).

Formica V, Grenga |, Tesauro M, Cereda V, Di
Bari MG, Guadagni F, Roselli M. “Metabolic
Syndrome (MetS) in Metastatic (m)Colorectal
Cancer (CRC) Patients Might Delay the Onset
of Cachexia”, Eur J Cancer 2011; 47(S1): S241.

Fini M, | Congresso Progressi in Medicina Fisica
e Riabilitativa: “ll futuro della ricerca in
Riabilitazione”, Abano Terme, Settembre 201

Guadagni F. Corso teorico-pratico di Chirurgia
Oncoplastica della Mammella “Carcinoma in
situ”: “Classificazione Biomolecolare”, Roma,
Settembre 20m

Morabito G, Peluso |, Moscato M, loannone F,
Ardizzone M, Guadagni F, Serafini M. 1st
International Conference on
ImmunoMetabolism: Molecular and Cellular
Immunology of Metabolism. Poster: “Effect of
olive oils at different antioxidant content on
high fat meal-induced postprandial oxidative
stress”,Creta, Grecia, Settembre, 201

Pellegrini L, Villanova L, Pucci B, Marfe G, Fini
M, Russo MA, Tafani M. Mitochondrial
Dynamics: from mechanism to disease:
“Mitochondrial sirtuin 3 (SIRT3) regulates
resistance to apoptosis and necrosis in differ-
ent tumor cell lines”, Chia, Sardegna,
Settembre 20m

Morabito G, Peluso |, Mscato M, loannone F,
Ardizzone M, Guadagni F, Serafini M. st
International Conference on
ImmunoMetabolism: Molecular and Cellular

Immunology of Metabolism. Poster: “Effect of
olive oils at different antioxidant content on
High Fat Meal- induced postprandial oxidative
stress”, Creta, Settembre 2011

Petroianni A, Conti V, Lemontzi E, Mininni |,
Oriolo F, DAIU V, Locorriere L, Terzano C. ERS
Annual Congress, Poster: “Functional effects
of long term ICS treatment in controlled asth-
ma”, Amsterdam, Settembre 20711

Paone G, Rulli M, Leone A, Graziano P, Conti V,
Cammarella |, Galluccio G, Sebastiani A,
Lucantoni G, Puglisi G. ERS Annual Congress,
Poster: “Human neutrophil peptides as bio-
markers for monitoring respiratory functional
impairment in sarcoidosis”, Amsterdam,
Settembre 20m

Petroianni A, Conti V, Lemontzi E, Continanza
G, Serao M, Halili I, Romani S, Terzano C. ERS
Annual Congress, Poster: “The burden of air-
way hyperresponsiveness on the control of
asthma”, Amsterdam, Settembre 201

Paone G, Conti V, Leone A, Rulli M, Vestri A,
Puglisi G, Benassi F, Cammarella |, Sebastiani A,
Terzano C. ERS Annual Congress, Poster:
“Usefulness of a panel of sputum markers in
the evaluation of lung inflammation and func-
tional impairment in symptomatic smokers
and COPD patients”, Amsterdam, Settembre
201

Petroianni A, Conti V, Giunta V, Lagalla M, Lilli
M, Castagnacci A, Bevilacqua A, Kalil SK,
Terzano C. ERS Annual Congress , Poster:
“Controlled asthma in atopic and non atopic
patients: Is needed a different approach?”,
Amsterdam, Settembre 2011

Smargiassi A. ERS Annual Congress , Poster:
“Ex vivo lung sonography: morphological-
ultrasound relationships”,  Amsterdam,
Settembre 201

Smargiassi A. ERS Annual Congress , Poster:
“Endobronchial ultrasound in the diagnosis of
peripheral pulmonary lesions”, Amsterdam,
Settembre 201
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Sale P, Lizio R, Del Percio C, Pucello A,
Infarinato F, Rossini L, Palma E, Franceschini M.
1st European NeuroRehabilitation Congress:
“Robot-aided therapy for upper limbs in
patients with sub-acute stroke-related lesions
ENRC”, Merano, Ottobre 201

Volterrani M. Corso SICOA (Societa ltaliana
Cardiologia Ospedalita Accreditata)di formazio-
ne a distanza FAD: “Novita in ambito farmaco-
logico, in pazienti con cardiopatia ischemica e
disfunzione ventricolare sx, alla luce delle
recenti evidenze scientifiche”, Roma, Ottobre
2011.

Fini M, Nuove linee di indirizzo in tema di riabili-
tazione: Lobeso grave come paziente ad alta
complessita: “La riabilitazione per il Paziente
ad Alta Complessita”, Milano, Ottobre 20m

Fini M, Convegno The Management of
Chronicity: “CCM e il sistema sanitario: innova-
zione e integrazione delle risorse sul territo-
rio”, Roma, Ottobre 201

Guadagni F. ISOBM 201 Annual Meeting: “The
relevance of biobanking and standardized pre-
analytical procedures for proteomic-based bio-
marker discovery studies”, Firenze, Ottobre 201

Chirullo B, Sgarbanti R, Boe A, Norelli S, Biffoni
M, Pelosi E, Garaci E, Palamara AT, Savarino A.
39° Congresso SIM (Societd ltaliana di
Microbiologia): “L'induzione di stress ossidati-
vo induce apoptosi nei linfociti T CD4+ della
memoria a lunga emivita”, Riccione, Ottobre
201

Volterrani M. Convegno GICR-IACPR “La soste-
nibile leggerezza della cardiologia riabilitativa e
preventiva. Dalla prevenzione primaria alla riabi-
litazione intensiva”: “Documento di indirizzo e
Quaderno di riabilitazione del Ministero”,
Venezia, Ottobre 20m

Marazzi G. Partecipazione al Corso SICOA
(Societa Italiana Cardiologia Ospedalita
Accreditata) di formazione a distanza FAD:
“Novita in ambito farmacologico, in pazienti
con cardiopatia ischemica e disfunzione ven-

tricolare sx, alla luce delle recenti evidenze
scientifiche”, Roma, Ottobre 201

Rosano G. Partecipazione al Corso SICOA
(Societd Italiana Cardiologia Ospedalita
Accreditata) di formazione a distanza FAD:
“Novita in ambito farmacologico, in pazienti
con cardiopatia ischemica e disfunzione ven-
tricolare sx, alla luce delle recenti evidenze
scientifiche”, Roma, Ottobre 201

De Chiara G, Marcocci ME, Civitelli L, Piacentini
R, Ripoli C, Grassi C, Garaci E, Palamara AT. 39°
Congresso  SIM  (Societad Italiana di
Microbiologia): “Ruolo delle infezioni da HSV-1
nella patogenesi della neurodegenerazione”,
Riccione, Ottobre 2011

Franceschini M, Sale P. 39 Congresso Nazionale
Societa ltaliana di Medicina Fisica e Riabilitativa
(SIMFER): “Treadmill ed allevio di carico nella
riabilitazione della persona con Ictus
Cerebrale” Reggio Calabria, Ottobre 20m

Bovolenta F, Sale P, Agosti M, Clerici P, Cavazza
M. ENRC 1st European
NeuroRehabilitation Congress: “Upper limb
rehabilitation with a robotic system in stroke
chronic patients: ripetitive use and long term
follow-up”, Merano, Ottobre 201

S, Franceschini

Sale P, Lizio R, Del Percio C, Pucello A,
Infarinato F, Luca R, Enzo P, Franceschini M.
ENRC 1st European NeuroRehabilitation
Congress: “Robot-aided therapy for upper
limbs in patients with sub-acute stroke-related
lesions”, Merano, Ottobre 201

Franceschini M. ENRC 1st European
NeuroRehabilitation Congress: “Robot-assisted
therapy for upper limb in sub-acute stroke
patients: a randomized control trial” , Merano,
Ottobre 201

Stocchi F. XXXVIII Congresso LIMPE 20m: “Il
Parkinson come paradigma di malattia neuro-
psichiatria”, Venezia Lido,Palazzo del Casing,
Ottobre 20m

Stocchi F. Terapia della Malattia di Parkinson in
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fase avanzata con sistemi infusionali: Il ruolo del-
'infermiere: “Malattia di Parkinson in fase
avanzata: le opzioni terapeutiche”, Roma,
Ottobre 201

Stocchi F. XLII Congresso Nazionale Societa
Italiana di Neurologia: “L'approccio terapeutico
nella Malattia di Parkinson in stadio avanzato”,
Centro Congressi Lingotto, Torino, Ottobre

Stocchi F. Top Ten 2011 - Approccio clinico-tera-
peutico alle problematiche geriatriche per una
longevitda di  successo: “Parkinson e
Parkinsonismi”, Federazione Italiana di
Medicina Geriatria, Roma, Ottobre 201

Barbanti P. X Corso ASC di perfezionamento sul
dolore cefalico: “Il dolore emicranico: la tera-
pia. Il dolore cefalico primario”, Frascati (Rm),
Novembre 2011

Fini M, MOR-NRI Linnovazione del trattamento
cronico severo: “Terapia del dolore: a che
punto siamo oggi?”, Firenze, Novembre 201

Guadagni F. ESBB Inaugural Conference: “Use
of ICT tools to monitor and trace life cycle of
a biosample”, Marseille, Francia, Novembre 201

Poloni F, Ashton G, Coppola D, De Souza Y, De
Wilde AM, Douglas J, Eliason J, Guadagni F,
Gunter E, Kofanova O, Lehmann S, Mathay C,
Shea K, Sobel M, Tybring G, Zink M, Betsou F.
ESBB  Inaugural  Conference:  “ISBER
Proficiency Testing Program for
Biorepositories : Pilot Results for DNA and
RNA Schemes”, Marseille, Francia, Novembre,
20M. Biopreservation & Biobanking 2011;9(3):309.

Muscoli C, Pucci B, Dagostino C, Lauro F, llari S,
Tafani M, Palma E, Ventrice D, Fini M, Mollace V,
Russo M, Salvemini D. Society for Neuroscience:
“Protective effects of antioxidants during
acute inflammatory pain: the role NAD+-
dependent SIRT1 deacetylase”, Washington,
Novembre 201

Morabito G, Peluso |, Miglio C, loannone F,
Serafini M. 10th Indo-ltalian Workshop on
Chemistry and Biology of Antioxidants:

“Flavonoids and immune function in humans: a
sistematic review”, Roma, Novembre 201

Morabito G, Peluso |, Moscato M,loannone F,
Ardizzone M, Guadagni F,Luneia R, Serafini M.
XIV Corso Nazionale ADI - Dieta mediterranea
dalla prevenzione alla gestione nutrizionale in
patologia. Poster: “Effetto dell'olio d’oliva a dif-
ferente concentrazione in antiossidanti sullo
stress postprandiale indotto da un pasto ricco
in grassi”, Roma, Novembre 2011

Serafini M, Miglio C, Peluso |, Petrosino T,
Moscato M, Morabito G. XIV Corso Nazionale
ADI - Dieta mediterranea dalla prevenzione alla
gestione nutrizionale in patologia. Poster:
“Modulazione nutrizionale dello stato redox
nell'uomo: ruolo dei polifenoli”, Roma,
Novembre 201

De Chiara G, Marcocci ME, Civitelli L, Piacentini
R, Ripoli C, Garaci E, Grassi C, Palamara AT.
Society for Neuroscience: “HSV-1-induced APP
processing triggers apoptotic cell death in rat
cortical neurons”, Washington, DC, USA,
Novembre 201

Rosano G. 2011 International Conference on
Diabetes and Metabolism, Korean Diabetes
Association (KDA): “The treatment of athero-
genic dyslipidemia in patients with diabetes
mellitus”, Seoul, Korea, Novembre 201

Muscoli C, Pucci B, Dagostino C, Lauro F, llari S,
Tafani M, Palma E, Ventrice D, Fini M, Mollace V,
Russo M, Salvemini D. “Protective effects of
antioxidants during acute inflammatory pain:
the role NAD+-dependent SIRT1 deacetylase”,
Bologna, Novembre 20m

Tolli VS, Mattei F, Leone G, Mereu ML, Bonassi
S, Grenga |, Cesario A, Formica V, Roselli M. XIlI
Congresso AIOM.
Rehabilitation program for colorectal cancer
(CRC) patients with oxaliplatin-induced
polineuropathy, Bologna, Novembre 201

Nazionale Poster:

Paone G, Conti V, Palermo P, Vestri A,
Sebastiani A, Leone A, Puglisi G, Cammarella |,
Terzano C. XLI Congresso Nazionale AIPO - XII
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Congresso Nazionale UIP. Poster: “Markers nell’e-
spettorato e valutazione della funzionalita polmo-
nare in soggetti fumatori sintomatici e con
BPCO”, Bologna Novembre 2011.

Cardaci V. XLI Congresso Nazionale AIPO - XII
Congresso Nazionale UIP: “Prevenzione e preco-
ce individuazione della limitazione all'esercizio
fisico nel soggetto affetto da malattie respiratorie
croniche”, Bologna, Novembre 20T

Conti V. Scuola Medica Ospedaliera: “ Corso di
Area Critica Respiratoria: Insufficienza
Respiratoria acuta e cronica - aspetti teorico-pra-
tici”, Roma, Novembre 2011

Sale P, Franceschini M. The Society for
Neuroscience 2011. Annual Meeting: “Robot-aided
therapy for upper limbs in patients with sub-acute
stroke-related lesions”, Washington DC,
Novembre 20T

Fini M, XIV Convegno Nazionale Geriatrico Dottore
Angelico: “La gestione del paziente complesso”,
Frosinone, Dicembre 201

Guadagni F. Corso di Aggiornamento “Progressi in
odontoiatria: si chiude un passato, si apre un futuro”:
“Le Biobanche: il futuro della ricerca biomedica”,
Roma, Dicembre 2011

Palamara AT, Amatore D, Sgarbanti R, Aquilano K,
Ciriolo MR, Garaci E, Nencioni L. 4th ESWI
Influenza conference: “Influenza virus and intracel-
lular redox state: characterization of redox-sensi-
tive molecular targets for innovative antiviral stra-
tegies”, Malta, Dicembre 20T

Chirullo B, Sgarbanti R, Lewis MG, Boe A, Norelli S,
Shytai IL, Biffoni M, Pelosi E, Garaci E, Palamara AT,
Savarino A. sth International Workshop on HIV
Persistence & Eradication Strategies: “Modulation
of Oxidative Stress Induces Apoptosis in Long-
Lived Phenotypes Ex Vivo”, St Martin, West Indies,
Dicembre 20m

Volterrani M. 72° Congresso Nazionale Societa
ltaliana di Cardiologia: “La prescrizione dell'esercizio
fisico sul territorio: un obiettivo primario nella pre-
venzione cardiovascolare’. Roma, Dicembre 20m

Volterrani M. 72° Congresso Nazionale Societa
ltaliana di Cardiologia:“Farmaci cardiovascolari:
efficacia e tollerabilita”, Roma, Dicembre 20m

Rosano G. 72° Congresso Nazionale Societa
ltaliana di Cardiologia: “l pazienti dei trial sono
quelli del mondo reale?”, Roma, Dicembre 201

Rosano G. Global cardiovascular clinical trialists
forum, CVTC: “Atherosclerosis and lipid lowering
trialists workshop”, Parigi, Francia, Dicembre 201

Teodori L, Coletti D, Perniconi B, Fini M, Barteri M,
Albertini C, Rocchi M, Adamo S, Costa A, Halicka D,
Darzynkiewicz Z. XXVI Congress of the
International Society for Advancement of
Cytometry: “How to guide cell direction and orien-

taton in skeletal muscle progenitor cells?”,
Baltimora, USA

Conti V. Dipartimento di Scienze Cardiovascolari,
Respiratorie, Nefrologiche e Geriatriche, Universita
di Roma La Sapienza, Seminario TOP TEN 20m:
“Approccio clinico-pratico alle problematiche
geriatriche per una longevitd di successo:
Trattamento dell'Insufficienza Respiratoria
Normo e Ipercapnica”, Roma, Dicembre 20T

Franceschini M. Robotics for rehabilitation: current
impact on clinical practice and challenges for impro-
ving quality of life: “A shared evaluation protocol
for upper limb robotic rehabilitation”, Volterra,
Dicembre 20m

Sale P. Robotics for rehabilitation: current impact on
clinical practice and challenges for improving quali-
ty of life:“Ongoing research activities and future
projects” , Volterra, Dicembre 201

Russo P. Workshop Multidisciplinare in Medicina
Toracica: “Nuove conoscenze nel mondo della
biologia molecolare”, Sesto Fiorentino, Dicembre
20T

Stocchi F. XIX Congress on Parkinson's Disease and
related Disorders, “How much can we influence clin-
ical progression of Parkinson's Disease?”; Forum
“What are the pitfalls in clinical trials”: “Premotor
(Disease modifying) treatment”, Shangai,
Dicembre 20m.
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Nell'ottica della ottimizzazione delle attivitd e delle risorse umane e tecnologiche ed in attua-
zione della normativa regionale per il riassetto organizzativo, nel corso del 2011 & stata imple-
mentata una nuova organizzazione dipartimentale. | Dipartimenti hanno la loro sede princi-
pale presso [''RCCS San Raffaele Pisana e vedono una organizzazione trasmurale per garan-
tire l'effettivo trasferimento di approcci e procedure presso le Unita operative nelle altre
strutture sanitarie.

Inoltre, la presa in carico precoce del paziente critico ad alta complessitd, ha richiesto ['atti-
vazione di un Dipartimento di Cardiologia Riabilitativa e di Pneumologia Riabilitativa.
L'organizzazione dipartimentale cura la gestione dei pazienti nel suo insieme, garantendo
lintegrazione multi e interprofessionale, l'innovazione assistenziale, la ricerca, la formazione
e la traslazione della ricerca al letto/al domicilio del paziente.

ORGANIZZAZIONE DIPARTIMENTALE IRCCS SAN RAFFAELE PISANA

DIPARTIMENTO RESPONSABILE
Dipartimento di Scienze Neurologiche, Motorie e Sensoriali M. Franceschini
IRCCS San Raffaele Pisana

San Raffaele Portuense

San Raffaele Montecompatri

San Raffaele Cassino

San Raffaele Sulmona

Fondazione San Raffaele Ceglie Messapica

Dipartimento di Cardiologia Riabilitativa M. Volterrani
IRCCS San Raffaele Pisana

San Raffaele Montecompatri

Dipartimento di Pneumologia Riabilitativa F. Pasqua
IRCCS San Raffaele Pisana
San Raffaele Montecompatri

San Raffaele Cassino

Dipartimento di Scienze delle Disabilita dello Sviluppo, Motorie

e Sensoriali G. Albertini
IRCCS San Raffaele Pisana

San Raffaele Cassino

Villa Buon Respiro

San Raffaele Sulmona

Fondazione San Raffaele Ceglie Messapica
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Dipartimento di Medicina Interna e Specialita Mediche
IRCCS San Raffaele Pisana

San Raffaele Montecompatri

San Raffaele Cassino

San Raffaele Rocca di Papa

Dipartimento di Biotecnologie Avanzate e Bioimmagini
« LABORATORI
IRCCS SAN RAFFAELE PISANA

a) Laboratorio di Emostasi e Trombosi:

b) Laboratorio di Diagnostica e Genetica Molecolare;

c) Laboratorio di Fisiopatologia dell'invecchiamento

SAN RAFFAELE PORTUENSE

SAN RAFFAELE MONTECOMPATRI
SAN RAFFAELE CASSINO

SAN RAFFAELE SULMONA

SAN RAFFAELE ROCCA DI PAPA
SAN RAFFAELE TERMINI
METAMEDICA

FONDAZIONE SAN RAFFAELE CEGLIE MESSAPICA

« SERVIZI DI DIAGNOSTICA PER IMMAGINI
IRCCS San Raffaele Pisana

San Raffaele Montecompatri

San Raffaele Cassino

San Raffaele Sulmona

Fondazione SR Ceglie Messapica

A. Lancia

F. Guadagni
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Per rispondere alle esigenze esistenti sul territorio e per garantire la presa in carico
completa di alcuni pazienti, & stato istituito il Dipartimento Coordinamento Area socio-
sanitaria che integra i percorsi assistenziali con il territorio per i pazienti ospitati nelle

RSA e negli Hospice in regime residenziale e domiciliare.
ORGANIZZAZIONE DIPARTIMENTALE IRCCS SAN RAFFAELE PISANA
DIPARTIMENTO RESPONSABILE

Dipartimento Area socio - sanitaria D. Onorati
San Raffaele Rocca di Papa

San Raffaele Montecompatri

San Raffaele Cassino

RSA Trevignano

RSA Villa Monica

RSA Sabaudia

RSA Consorzio San Raffaele

RSA Rosa del Marganai
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AREE DI RICERCA IRCCS SAN RAFFAELE PISANA

Le attivita di ricerca prevedono una organizzazione in Aree di Ricerca supportata
dall'Unita di Epidemiologia Clinica e Molecolare che mette anche a disposizione dei
ricercatori un servizio di Biostatistica. Responsabile: Stefano Bonassi

AREA DI RICERCA RESPONSABILE
Riabilitazione Neuromotoria Marco Franceschini
Parkinson e Disturbi del Movimento Fabrizio Stocchi
Cefalee e dolore neuropatico Piero Barbanti
Riabilitazione Cardiovascolare - Scienze Internistiche Giuseppe Rosano
Approcci di sistema e malattie non trasmissibili Alfredo Cesario
Disabilita dello Sviluppo Giorgio Albertini
Biotecnologie Avanzate Fiorella Guadagni
Organizzazione e gestione dei servizi Natale Santucci
Diagnostica per Immagini Alberto Pierallini
Robotica riabilitativa Luca Rossini
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CENTRO RICERCHE IRCCS SAN RAFFAELE PISANA
RICERCA DI BASE - TRASLAZIONALE

Laboratori

Immunologia Molecolare e Cellulare

Endocrinologia Cardiovascolare

Farmacogenetica

Laboratori da Convenzioni con altri Istituti

Neurobiologia molecolare e cellulare

Patologia molecolare e cellulare

Elettrofisiologia

Biochimica dell'lnvecchiamento

Nutrizione Umana

Cellule staminali e medicina rigenerativa

Patologie cronico-degenerative

Responsabile

Andrea la Sala

Massimiliano Caprio

Raffaele Palmirotta

Responsabile

Daniela Merlo

Matteo Antonio Russo

Eleonora Palma

Maria Rosa Ciriolo

Giuseppina Morabito

Sergio Rutella

Anna Teresa Palamara

Staff

Lucia Gatta, Stefania Gorini,
Francesca Molinari, Laura Pontecorvo

Antonella Antelmi, Andrea Armani,
Matilde Palanchini, Claudia Consoli,
Alessandra Feraco, Caterina Mammi,
Vincenzo Marzolla

A. Savonarola,

G. Ludovici, B.Leone
Staff

Alessio Cardinale, Mauro Racaniello,
Marco Papale, Serena Saladini

Michele Aventaggiato, Bruna Pucci,
Valentina Reali,Marco Tafani

Francesco Infarinato, Roberta Lizio,
Cristina Roseti

Katia Aquilano, Sara
Baldelli, Enrico

Desideri

Mauro Serafini, Daniele
Lettieri Barbato,
Serena Terrazzi, Chiara
Lo Schiavo

Perla Filippini, Candida
Nastrucci, Daniela

Natale, Patrizia Russo

Rossella Sgarbanti
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AREA DI RICERCA: Neuromotoria
RESPONSABILE: M. Franceschini
STAFF: D. Le Pera, E. Palma, P Sale, M. Spera, V. Lombardi, L. Rossini

| progetti elaborati dall'Area di ricerca analizzano i fenomeni alla base del recupero
funzionale delle disabilitd neurologiche ed ortopediche correlati con le comorbilita
individuali e come entrambi possono influenzare il percorso riabilitativo.

Gli obiettivi degli studi consistono: 1) nel migliorare la presa in carico, 2) nel migliorare
la qualita della vita dei pazienti, 3) nell'evidenziare eventuali modifiche a livello cere-
brale nell'organizzazione delle attivita motorie dopo somministrazione di esercizi riabi-
litativi innovativi ed originali nelle persone con disabilita di origine neurologica.

Gli interessi dell'Area sono pertanto focalizzati sulle seguenti tematiche, legate preva-
lentemente a misure di outcome, qualita di vita, analisi del controllo motorio, neurofi-
siologia, neuropsicologia:

- Riabilitazione Robotica Arto Superiore per il monitoraggio e lo studio del recupero
funzionale dell'arto superiore nelle persone con esiti di Stroke;

- Riabilitazione Robotica del cammino: per il monitoraggio e lo studio del recupero
della sicurezza e capacita di cammino nella persona con malattia di Parkinson;

- Studi elettrofisiologici sul recupero funzionale della mano nei pazienti con gravi cere-
brolesioni;

« Studi sulla qualita di vita dei pazienti colpiti da stroke dopo un ciclo di riabilitazione;
- Studio dell'attivazione dei neuroni mirror nei pazienti con emiparesi da esiti di stroke
e nelle persone con malattia di Parkinson;

« Il ritorno al lavoro dei pazienti con esiti di cerebrolesione dopo riabilitazione in fase

acuta.
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AREA DI RICERCA: Parkinson e Disturbi del Movimento
RESPONSABILE: F. Stocchi

STAFF: M. Casali, D. Castiglione, P. Grassini, B. Parenzan, M. Peraino, S. Pinnola, F.G.
Radicati, M. Torti,, L. Vacca

L'impatto sociale della malattia di Parkinson, che si stima colpire 1% della popola-
zione sopra i 65 anni, e con una sempre maggiore rilevanza nelle fasce di eta piu
basse (30-60), porta ad una continua ricerca nell'accrescere sia le conoscenze fisio-
patologiche della malattia, sia nel perfezionare I'approccio terapeutico, farmacolo-
gico 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 pro-
getti finalizzati nell'area clinico-farmacologica, psicologica e riabilitativa sia nella
malattia di Parkinson che nei parkinsonismi atipici.

1. E' stata analizzata clinicamente una casistica di pazienti affetti da Paralisi
Sopranucleare Progressiva (PSP), dedicando particolare attenzione all'analisi dei
sintomi “non motori” grazie alla Non Motor Symptoms Scale, al Non Motor
Symptons Questionnaire e alla PSP Scale. Sono stati inclusi nella valutazione tutti
i pazienti con diagnosi di probabile di PSP, senza limitazione dell'eta di esordio, con
fascia etd 40-80 anni, ricoverati presso il reparto di riabilitazione neuromotoria
dell'lRCCS San Raffaele Pisana. La PSP & una rara patologia neuro-degenerativa a
carattere cronico-progressivo. Si colloca nella famiglia delle malattie
“Parkinsoniane”, in quanto la maggiore caratterizzazione clinica & quella dei sinto-
mi extrapiramidali comuni alla malattia di Parkinson. | sintomi sono perd prevalen-
temente assiali, e si associano ad instabilitd posturale, sintomi bulbari, paralisi dei
movimenti di sguardo, disturbo delle funzioni esecutive. L'andamento della malat-
tia & generalmente piuttosto rapido e con progressivo coinvolgimento di pili organi
e sistemi. Scopi del progetto: analizzare la frequenza e la tipologia dei sintomi non-
motori (con particolare riguardo all'aspetto cognitivo e della depressione) presenti
nella popolazione di paziente affetti da PSP, mediante l'utilizzo di scale di valuta-
zione e questionari; condurre una valutazione clinica dei pazienti, verificando la
frequenza dei vari sottotipi nella popolazione osservata. Da un punto di vista clini-
co, la valutazione é stata effettuata tramite la somministrazione della “Progressive
Supreanuclear Palsy Rating Scale and Staging System”. Da un punto di vista neuro-

psicologico la valutazione & stata effettuata attraverso la somministrazione del test
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cognitivo Montreal Cognitive Assessment (MoCA) e della scala di Hamilton per la
depressione. Nel corso dello studio, sono stati complessivamente sottoposti a valu-
tazione 28 pazienti ricoverati nel reparto di riabilitazione neuromotoria negli anni
2010-2011: di questi, in 20 pazienti & stata confermata la diagnosi di possibile PSP
e completata la valutazione testistica; per 4 soggetti a causa dell'importante deficit
cognitivo presente & stato possibile effettuare solo la PSP-scale; per gli altri 4 &
stata invece modificata la diagnosi di accettazione da PSP in degenerazione corti-
co-basale. Dai risultati emersi attraverso I'esecuzione del MOCA, le aeree maggior-
mente compromesse risultano essere quelle della memoria differita (19/20 pazien-
ti), quella del linguaggio con particolare riguardo alla fluenza verbale (17/20 pazien-
ti) e quella visuo-spaziale/esecutiva (16/20 pazienti). L'estrema lentezza nell'elabo-
razione delle informazioni e il marcato deficit delle funzioni esecutive e visuospa-
ziali trova conferma in letteratura e si conferma dato distintivo del tipo di deterio-
ramento cognitivo caratteristico della PSP. Dai risultati analizzati nella scala
Hamilton per la depressione non si nota differenza nelle sottopopolazioni studiate
(PSP P media 13,22; PSP Classica media 12,09). In conclusione si pud affermare che
tutti i pazienti sono risultati affetti da una depressione di lieve entita. Si puo affer-
mare che i pazienti affetti da PSP risultano maggiormente apatici e tristi rispetto ai
pazienti parkinsoniani che appaiono piu ansiosi e affetti da depressione piu grave.
La frequenza dei sintomi non motori effettuata mediante il questionario dei NMS
non ha mostrato differenze sostanziali tra i due gruppi per la maggior parte dei sin-
tomi presi in considerazione. | pazienti con PSP classica hanno mostrato una pre-
valenza dei sintomi scialorrea, disfagia, stipsi e tristezza. Tutti i pazienti (11/11) hanno
riportato cadute al contrario del gruppo con PSP-P in cui le cadute sono state
riportate solo da 5 pazienti. La frequenza dei sintomi non motori osservati differi-
sce invece sostanzialmente da quelli riportati da pazienti con Malattia di Parkinson
idiopatica (riportati in letteratura) che lamentano pil frequentemente iposmia,
sogni vividi e sonnolenza diurna, ansia e depressione, stipsi e disfunzione erettile.
La gravita dei sintomi non motori effettuata mediante la scala dei NMS ha mostra-
to le seguenti differenze: nei domini attenzione/memoria, gastrointestinale e
sonno/affaticamento la gravitd dei sintomi osservati & risultata di gran lunga mag-
giore nel gruppo con PSP Classica. Nel dominio cardiovascolare/cadute la gravita
dei sintomi osservati & risultata invece piu evidente nella PSP-P.

2. Si & concluso uno studio su una nuova molecola per il trattamento della malattia
di Parkinson. La safinamide appartiene ad una classe di farmaci noti come inibitori

degli enzimi MAO-B. E' stata sviluppata come terapia aggiuntiva e agisce aumentan-
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do la disponibilita di dopamina nelle aree cerebrali interessate dalla malattia
(nuclei della base). Precedenti studi avevano mostrato una buona efficacia e tolle-
rabilitad di questo nuovo farmaco. Scopo di questo studio & stato quello di indagare
I'effetto della safinamide controllata verso placebo sulla farmacocinetica della
levodopa, misurando le concentrazioni plasmatiche della levodopa stessa, della
carbidopa e dei metaboliti. Il disegno di questo studio ha previsto una randomizza-
zione in doppio cieco, controllato verso placebo, in un rapporto 1:1 con il seguente
trattamento sequenziale: A-B or B-A con 100 mg di safinamide aggiunto a dosaggi
standard di levodopa, somministrata in due periodi, in due sequenze crossover.
Complessivamente, sono stati screenati 27 pazienti: solo 3 pazienti, dopo aver
effettuato le procedure di screening previste, non hanno potuto proseguire lo stu-
dio per la presenza di degenerazione retinica di vario grado (criterio di esclusione).
Sono stati quindi randomizzati 24 pazienti (14 maschi e 10 femmine) affetti da malat-
tia di Parkinson conclamata e gia in trattamento con levodopa, di eta media di 65
anni. Tutti i partecipanti sono stati randomizzati in accordo alle procedure di studio
e divisi in due gruppi: somministrazione di safinamide 100 mg nel periodo 1, segui-
ta da placebo nel periodo 2 e somministrazione di placebo nel periodo 1, seguito da
safinamide 100 mg nel periodo 2. In tutto sono state effettuate le 7 visite previste,
per una durata complessiva di osservazione di circa tre mesi, comprendenti una
visita di screening, due periodi di trattamento di 6 giorni separati da un periodo di
wash-out di almeno 14 giorni, ed una visita di fine studio 14-21 giorni dopo l'ultima
somministrazione del farmaco del periodo 2. Durante ognuno dei periodi, i pazien-
ti sono stati sottoposti per due giorni consecutivi a prelievi ematici per valutare la
farmacocinetica della levodopa: il primo giorno eseguendo campioni prima di ogni
dose abituale di levodopa, e il secondo giorno prima e dopo somministrazione sin-
gola di safinamide/placebo e levodopa, per una durata di 6 ore (ogni 30 minuti).
Risultati di Farmacocinetica: complessivamente, il profilo della concentrazione
media plasmatica della levodopa & risultata simile dopo la co-somministrazione di
safinamide (Trattamento A) e dopo la co-somministrazione di placebo (Trattamento
B), sia dopo singola dose (giorno 1) che dopo terapia stabile (giorno 6). Riguardo i
parametri farmacocinetici, la Cmax e l'area sotto la curva AUC0-6 della levodopa a
giorno 1 e giorno 6 é risultata comparabile nei due trattamenti. L'analisi della varian-
za (ANOVA) per ratio Trattamento A / Trattamento B al giorno 1 e al giorno 6 & vici-
na al 100% per entrambe i parametri di Cmax e AUC0-6 della levodopa. La safina-
mide é risultata ben tollerata quando co-somministrata con levodopa. Non si sono

verificati eventi avversi seri ed il profilo di tollerabilitd del farmaco & risultato otti-
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mo. | quattro eventi avversi non seri segnalati (vomito, malessere, anemia e discine-
sie), non sono stati considerati farmaco-correlati. | parametri di laboratorio, i segni
vitali e gli ECG dei pazienti non hanno mostrato modifiche di rilevanza clinica (ad
eccezione di un caso di anemia segnalato come evento avverso). La safinamide non
modifica in maniera rilevante la farmacocinetica della levodopa, e la somministra-
zione di 100 mg una volta al giorno & ben tollerata.

3. Si & concluso uno studio volto a valutare I'Intervento psicologico di gruppo nei
pazienti Parkinsoniani e i loro Caregiver. L'ambiente che circonda il malato parkin-
soniano svolge un ruolo essenziale ma spesso difficile da gestire per le persone che
ci si trovano. Domande come: “occorre sistematicamente aiutare e stimolare il
paziente o al contrario lasciarlo vivere al ritmo della malattia?” si ripresentano
costantemente. E necessaria una presa in carico multidimensionale, che rispecchi
quindi il livello di complessita di fronte al quale ci si trova. In quest'ottica il lavoro
dello psicologico nei confronti dei malati di Parkinson e dei loro caregiver era mira-
to a supportare i partecipanti nell'affrontare in modo adeguato e proattivo lo
stress, le disabilita e le limitazioni psicologiche e sociali ed ottenere benefici che
vanno oltre quelli provenienti dai farmaci. In sociologia e psicologia sociale si defi-
nisce gruppo un insieme di persone che interagiscono le une con le altre in modo
ordinato sulla base di aspettative condivise riguardanti il rispettivo comportamen-
to. Dato che gli esseri umani sono fondamentalmente animali portati a cooperare, i
gruppi sono una parte vitale della struttura sociale. La coesione di gruppo defini-
sce il livello di solidarieta fra i membri, ma anche la condivisione di norme e il rela-
tivo senso di appartenenza. Questa coesione & determinata anche da fattori emo-
tivi. Ne consegue che i gruppi possiedono capacita curative che vanno ben oltre il
superamento del senso di alienazione, dell'isolamento sociale e della possibilita di
condividere il proprio disagio con altre persone. In base all'osservazione dei risul-
tati dei test si & riscontrato un peggioramento, in particolare nelle abilita di perfor-
mance (funzioni esecutive), condizione tipica della malattia di Parkinson. Nei care-
giver non si & notata nessuna sensibile modificazione. | partecipanti, dal punto di
vista dello stato depressivo e della qualita della vita, secondo i test effettuati,
hanno mostrato un leggero peggioramento, mentre nel resoconto verbale i pazien-
ti riportano un miglioramento sottolineato da una forte coesione di gruppo, e una
maggior consapevolezza della malattia. Durante gli incontri i partecipanti si sono
mostrati particolarmente interessati e coinvolti, atteggiamento confermato dalla
puntualita e continua presenza al gruppo da ognuno di loro. Si pud pero affermare
che il benessere derivi dal trattamento in atto (la condivisione e la possibilitad di

esprimersi in un contesto adeguato) che non modifica in modo definitivo il proprio
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vissuto che deve essere continuamente sostenuto. |l deterioramento cognitivo non
aiuta il sostegno, la complessitd della malattia, per i suoi aspetti fisici, cognitivi e
psicologici prevede la continuita del trattamento per poter realmente contribuire a
mantenere delle condizioni di vita dignitose. In conclusione un sostegno di gruppo
acquista valore e senso solo se continuato nel tempo in quanto fonte di supporto,
confronto e stimolo vista l'inarrestabilita della malattia. Non interviene sulla croni-
cita della stessa ma incide sulla qualita della convivenza con essa, sia per i pazien-
ti che per i caregiver. E' stato iniziato un nuovo progetto di Statistica comparativa
dei test Mini Mental State Examination (MMSE) e Montreal Cognitive Assessment
(MOCA) nello screening cognitivo dei pazienti con Malattia di Parkinson. Nella pra-
tica clinica e sperimentale il test maggiormente utilizzato per la valutazione dei
disturbi dell'efficienza intellettiva e della presenza di deterioramento cognitivo uti-
lizzato & il 'MMSE. Il test & costituito da trenta item, che fanno riferimento a sette
aree cognitive differenti: orientamento nel tempo, orientamento nello spazio, regi-
strazione di parole, attenzione e calcolo, rievocazione, linguaggio, prassia costrutti-
va. Il punteggio totale & compreso tra un minimo di 0 ed un massimo di 30 punti.
Un punteggio uguale o inferiore a 18 & indice di una grave compromissione delle
abilitd cognitive; un punteggio compreso tra 18 e 24 & indice di una compromissio-
ne da moderata a lieve, un punteggio pari a 25 & considerato borderline, da 26 a 30
¢ indice di normalitad cognitiva. Il Montreal Cognitive Assessment (MoCA) & stato
progettato come strumento per un rapido screening del deterioramento cognitivo
lieve. Valuta diversi domini cognitivi: attenzione e concentrazione, funzioni esecuti-
ve, memoria, linguaggio, abilita visuocostruttive, astrazione, calcolo e orientamen-
to. Il tempo di somministrazione del MoCa & di 10 minuti. Il massimo punteggio pos-
sibile & 30 punti; un punteggio uguale o superiore a 26 & considerato normale. Le
aree valutate sono: il trail making, le abilita visuocostruttive, la memoria di lavoro,
I'attenzione sostenuta, il calcolo, la fluenza verbale, I'astrazione, il richiamo differi-
to e l'orientamento. Questo studio aveva come obiettivo |'analisi comparativa dei
due test sopra elencati per valutarne la validita, attendibilitd nella popolazione
parkinsoniana. E' prevista la somministrazione un questionario sulla qualita della
vita (PDQ39) per vedere se esistono delle correlazioni tra sintomi cognitivi e livel-
lo della qualita della vita. Il Campione ha finora compreso 106 pazienti affetti dalla
malattia di Parkinson, 55 di sesso maschile e 51 di sesso femminile. Etd compresa
tra i 46 e 89 anni, eta alla diagnosi compresa tra 21 e 86 anni. A tutti i pazienti &
stato somministrato il Moca, MMSE e PDQ 309.

4. L'importanza di programmi di prevenzione e di contenimento della disabilita
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costituiscono una parte di grande rilievo dell'assistenza delle persone affette da
malattia di Parkinson. Un aspetto fondamentale nella relazione sociale di questi
pazienti & la fonazione; si & portato avanti il programma riabilitativo foniatrico Lee
Silverman Voice Treatment (LSVT), appositamente studiato e testato per adattarsi
ai problemi delle persone con Parkinson ed altre malattie neurologiche (PSP, MSA).
Sono stati seguiti sia pazienti affetti da Parkinson che affetti da PSP, tutti sottopo-
sti a 16 sedute, per impostare un miglioramento dell'efficacia respiratoria, con
aumento della capacita inspiratoria ed espiratoria, dell'adduzione delle corde voca-
li, dell'attivita e della sinergia dei muscoli laringei, dei movimenti articolatori larin-
gei e sovralaringei. | risultati hanno mostrato in tutti i soggetti parkinsoniani un
aumento del volume della voce con miglioramento della raucedine, del tremore
della voce, dell'ipernasalita, chiarezza dell'eloquio attraverso un aumento dell'am-
piezza della voce e dell'intensita vocale. Quindi i disturbi della voce, scarsamente
controllati dalla terapia farmacologica, possono realmente beneficiare di metodi-
che riabilitative intensive specifiche. L'efficacia sulla PSP si & confermata essere
decisamente meno significativa, ma comunque di ausilio psicologico per il sostegno
di pazienti cosi gravemente compromessi.

5. Inoltre, si & proseguito il lavoro di conduzione di numerosi trial clinici (internazio-
nali, multicentrici) inerenti la sperimentazioni di nuovi farmaci per la cura della
malattia di Parkinson - safinamide, IMPAX 066B09-06, Rasagilina (studio Adagio
per la Malattia di Parkinson e studio MSA-RAS per l'atrofia multisistemica),
AFQO56 per i pazienti in fase avanzata con movimenti involontari, SLV187-
Duodopa, Preladenant in pazienti sia iniziali che avanzati.

| progetti in corso hanno gia prodotto interessanti risultati che sono stati in parte
pubblicati su riviste scientifiche ed in parte presentati a congressi nazionali ed

internazionali.
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AREA DI RICERCA: Cefalee e Dolore Neuropatico
RESPONSABILE: P. Barbanti
STAFF: C. Aurilia,L. Fofi, P. Guglielmi, D. Le Pera, A. Pesenti, C. Rossi, S. Randi, G. Egeo

Le patologie lesionali e disfunzionali del sistema nervoso centrale necessitano di
una accurata caratterizzazione clinica e strumentale perché solo la definizione
della correlazione fenotipo-biotipo consente di personalizzare il programma riabi-
litativo e di predire la possibilitd di recupero. Le moderne procedure di accerta-
mento neurofisiologico, quali i potenziali evocati sensoriali laser e motori, consen-
tono di aumentare la conoscenza sui circuiti coinvolti nel recupero neurologico e
indirettamente, tramite l'inferenza sui sistemi neurotrasmettitoriali e neuromodula-
tori coinvolti, di orientare la terapia farmacologica per il recupero, consentendo di
monitorare i meccanismi di plasticita del sistema nervoso alla base della riabilita-
zione motoria, sensoriale e cognitiva.

Cardine dell'area di ricerca & la rieducazione funzionale del dolore. Tale tema assu-
me particolare rilievo nella cefalea cronica quotidiana che affligge il 4% della popo-
lazione mondiale, patologia “orfana” gravemente disabilitante e invalidante, carat-
terizzata da un dolore che perde il suo ruolo finalistico debordando stabilmente
oltre la propria funzione di utile risposta agli stimoli ambientali. La ricerca traslazio-
nale mira a integrare le conoscenze genetiche, biologico-molecolari e neuroradio-
logiche con i paradigmi clinici e strumentali, allo scopo di recuperare alla validita
sociale e lavorativa questa non trascurabile porzione di popolazione e si articola su
4 fronti:

1. area clinica: definizione di fenotipi clinici predittivi di risposta ottimale alla tera-
pia preventiva e sintomatica;

2. area neurofisiologica: valutazione funzionale delle afferenze nocicettive e del
network endogeno di controllo del dolore (DNIC: diffuse noxious inhibitory con-
trol);

3. area genetica: identificazione di marcatori molecolari e genetici correlati alla
evoluzione verso la cronicita del dolore neuropatico e neurovascolare;

4. area neuradiologica: determinazione della prevalenza della asimmetria dei seni
venosi cerebrali (seno traverso in particolare) nei soggetti con cefalea cronica e

correlazioni con il quadro clinico e con l'outcome.

[l Prof. Piero Barbanti & Presidente della Associazione Italiana per la Lotta contro

le Cefalee (AIC); Revisore dei Conti della Associazione Neurologica Italiana per la
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Ricerca sulle Cefalee (ANIRCEF); Tesoriere della Societd Italiana di Neurogeriatria
(SINeG); Responsabile Scientifico per l'area medica e membro del Comitato
Scientifico della trasmissione televisiva di RAI3 “Geo & Geo”; membro del
Comitato d'Onore del Premio “Marcello Sgarlata”; membro del gruppo di lavoro
delle Linee Guida nazionali di riferimento per la prevenzione e terapia delle

Cefalee nell' adulto dell’Agenzia Nazionale per i Servizi Sanitari Regionali (AGE-

NAS).
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AREA DI RICERCA: Cardiovascolare - Scienze Internistiche
RESPONSABILE: G. Rosano

STAFF: A. Antelmi, A. Arisi, A. Armani, S. Basciani, G. Caminiti, M. Caprio, A. Carluccio,
L. Gatta, S. Gorini, F. lellamo, A. La Sala, M. E. Lippi, C. Mammi, G. Marazzi, R. Massaro,
M. Mastrantoni, M. Mendelsohn, D. Onorati, N. Punzo, |. Spoletini, B. Sposato, C. Vitale,
M. Volterrani

L’Area di ricerca ha focalizzato la ricerca sui meccanismi di recupero funzionale delle
malattie cardiovascolari, cerebrovascolari.
Il Centro di Ricerca Clinica e Sperimentale coordina l'attivitd di ricerca del
Dipartimento. In particolare, il Centro & interessato a valutare gli effetti dell'esercizio
fisico da solo o in associazione a terapie patogenetiche sul recupero funzionale e meta-
bolico. Negli ultimi anni sono state intraprese attivita di ricerca in ambito clinico e spe-
rimentale che rivestono un ruolo fondamentale nell'identificare il determinismo del
danno d'organo e nell'investigare meccanismi di recupero funzionale dopo riabilitazione,
quali le nuove strategie nella ottimizzazione del metabolismo cardiaco, l'interazione tra
tessuto adiposo e danno vascolare, la neo-angiogenesi, l'apoptosi miocardica e vascola-
re e l'inflammazione cardiovascolare e sui meccanismi molecolari alla base della ripara-
zione del danno funzionale.

Attualmente le linee di ricerca si basano sulla valutazione dell'effetto 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 deter-
minanti di outcome. Meccanismi fisiopatologici del training fisico nel recupero di organi ed
apparati sede di malattia cronica, con particolare attenzione all'aspetto molecolare e cellu-
lare nellevoluzione della patologia potenzialmente disabilitante attraverso lutilizzo 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 disa-
bilita. Effetti delle comorbidita cardio-respiratorie ed endocrinometaboliche nel raggiungi-
mento dell'outcome riabilitativo. Ruolo del training fisico e della sua associazione con presi-
di farmacologici sulle alterazioni metaboliche e funzionali nelle patologie croniche ed invali-
danti. Studio delle differenze di genere nel rischio cardiovascolare e impatto del fattore eta
nel ricevere trattamento adeguato per le malattie cardiovascolari.

- Utilizzazione di sistemi telemedicali in ambito riabilitativo territoriale. Implementazione e
validazione di sistemi di tele-assistenza in gruppi di pazienti affetti da patologie croniche ed
altamente 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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AREA DI RICERCA: Approcci di Sistema e Malattie non
Trasmissibili

RESPONSABILE: A. Cesario

STAFF: F. Pasqua, L. Ferri, V. Cardaci, A. Zarzana, M. Orlando, S. Di Toro, |. Nardi, D.
Chiurchio, K. Geraneo, F. Baldari, M.G. Mastrullo, S. Bonassi, P. Russo, M. Neri, S.
Boccia, M. Cazzola, L. Calzetta, P. Filippini, S. Rutella, V. Dall'Armi, F. Mattei, A. Frustaci

L'attivita di ricerca di questa area si & tradizionalmente basata su una componente cli-
nica. Negli anni precedenti i principali argomenti sono stati: la valutazione del ruolo
della Riabilitazione Respiratoria su parametri di outcome funzionale e Qualita di Vita
(Qol) in pazienti sottoposti a chirurgia di resezione polmonare per neoplasia; la valu-
tazione del ruolo della Riabilitazione Respiratoria in pazienti con neoplasia polmonare
e funzione respiratoria compromessa che devono essere sottoposti a chirurgia resetti-
va; la valutazione delle correlazioni tra Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva
(BPCOQ), funzione respiratoria e Disfunzione Erettile (DE); e la valutazione e misurazio-
ne della consistenza di indici di outcome clinico (BODE index, nello specifico) nella
valutazione dell'efficacia clinica della Riabilitazione Respiratoria. In quest'ultimo, nel-
I'ambito di un progetto biennale finanziato dal Ministero della Salute, la componente
traslazionale ha consentito di integrare valutazioni di ambito prettamente molecolare
con l'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 programma-
zione di progetti di ricerca prospettici e condivisi rendera possibile, nel prossimo trien-
nio, l'estensione della metodologia finora ottimizzata prettamente nel campo pneumo-
oncologico ad attivitad di Ricerca Traslazionale sostanzialmente focalizzata su popola-
zioni di pazienti con BPCO sottoposti a Riabilitazione Respiratoria. Ne & un esempio
I'attivita di ricerca di marcatori molecolari (pattern di inflammazione e stress ossidati-
vi) di outcome e correlazione trala BPCO e lo sviluppo di malattia neoplastica (cancro
polmonare) e cardiovascolare.

Durante il 2011 ['Area di Ricerca ha ricevuto un sostanziale impulso verso la Medicina
della Complessita dotandosi di una Piattaforma di dati clinico-epidemiologici associa-
ta ad una repository di materiale biologico improntata ai principi della Systems Biology
e Systems Medicine. Tale impronta ha, in primis, determinato anche il cambio di deno-

minazione dell'Area stessa, ora diventata “Approcci di Sistema e Malattie non
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Trasmissibili (Systems Approaches and Non-Communicable Diseases).

Le attivitd sono supportate dalla standardizzazione clinica e dall'attivita di laboratorio
volta ad ottimizzare la gestione delle risorse a disposizione con una pianificazione che
consente lo sviluppo di piani adeguati di trasferimento tecnologico di conoscenze di
valore in ambito commerciale (secondo criteri standard di protezione e sfruttamento
della Proprieta Intellettuale). In quest'ottica sono in corso di definizione accordi con
primarie industrie per l'attivazione di collaborazioni in ambito di proteomica, genomica
avanzata ("Next Generation Sequencing”) e Bioinformatica.

Prosegue l'attivita di Ricerca Clinica Sponsorizzata centrata essenzialmente sulla valu-
tazione della fattibilita, sicurezza ed efficacia di trattamenti farmacologici investigazio-
nali.

La Ricerca Clinica propriamente detta, la Ricerca Traslazionale e quella sponsorizzata
sono effettuate secondo i criteri della Good Clinical Practice (GCP) in accordo alla
Direttiva 2001/20/EC. Nello specifico della Ricerca c.d. "non commerciale" ci si attiene
alla Direttiva 2005/288/EC.

| trials clinici sono registrati e gestiti secondo la normativa vigente, previa approvazio-
ne del comitato etico locale. In particolare ci si serve di trials prospettici, di fase |, Il ed
eventualmente Ill e di trials osservazionali.

Continueranno ad essere privilegiati gli aspetti di potenziale trasferibilita (tecnologica
e gestionale) verso il Sistema Sanitario Nazionale. In questo ambito si & iniziata I'attua-
zione di un piano di Ricerca che ha consentito I'analisi del potenziale allargamento
delle indicazioni relative alla Riabilitazione Respiratoria in pazienti oncologici "acuti"
come, ad esempio quelli con neoplasia polmonare che sono sottoposti a trattamenti
radio-chemioterapici esclusivi. In termini di allargamento degli interessi di ricerca spe-
cifici sono state attivate collaborazioni in ambito Immunologico, Genetico-Genomico
ed Epidemiologico (epidemiologia molecolare e clinica). Queste, unitamente a quella
gia consolidata per la Biologia Molecolare e Cellulare consentono un completamento
delle potenzialita traslazionali dell'Area di Ricerca con l'allargamento a campi di gran-
de valore innovativo come la diagnostica nanotecnologica, gli studi di associazione
estesi allintero genoma (Genome Wide Association Studies -GWAs), gli studi epide-
miologici per l'analisi dell'interazione gene/ambiente (Gene to Envirnoment
Interaction) e la terapia individualizzata ("targeted") di modulazione dellimmunita per

le malattie polmonari infiammatorie e neoplastiche.
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AREA DI RICERCA: Disabilita dello Sviluppo

RESPONSABILE: G. Albertini

STAFF: G. Brunner, C. Condoluci, A. Corbellini, E. Chiodi, G. Di Girolamo, M. Galli, E.
Giulitti, M. Janicki, G. La Malfa, L. Majolini, S. Miano, C. Paniccia, P. Onorati, G. Orsini,
C. Thellung, N. Tenore, E.M. Valente

Il Dipartimento di Scienze delle Disabilitd Congenite ed Evolutive Motorie e Sensoriali
dell'lRCCS San Raffaele Pisana ha svolto nel 2011 la propria attivita di ricerca in conti-
nuita 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 cognitiva. Nello specifico, si pone attenzione alle fun-
zioni neuropsicologiche di base, come le funzioni esecutive e le prassie. Di particolare
rilevanza sono stati gli studi sui correlati neurofisiologici e neurobiologici delle

Disabilita Intellettive e dei Disturbi Specifici dell'Apprendimento.
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AREA DI RICERCA: Organizzazione e Gestione dei Servizi
RESPONSABILE: N. Santucci
STAFF: F. Mazzarella, D. Chini, P. Nitride

La gestione della persona con malattia cronica e con disabilitd necessita a tutt'oggi di

protocolli e linee guida definite e condivise.

La Clinical Governance, intesa come razionalizzazione e organizzazione della diagnosi

e della terapia per il miglioramento continuo della qualita dei servizi e il raggiungimen-

to e mantenimento di standard assistenziali elevati, deve integrarsi in modo sinergico

con la Clinical Governance, intesa come 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 vincoli 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'individuazione e alla valutazione degli aspetti essenziali al

miglioramento della qualita dei trattamenti, dall'accezione piu prettamente organizza-

tivo-gestionale a quella pil specificamente clinico-riabilitativa.

Gli obiettivi che |'Area di ricerca si prefigge sono:

1. La creazione di una cultura aziendale condivisa sulle tematiche della Clinical
Governance e del Risk Management (incident reporting e gestione delle cadute
accidentali, infezioni ospedaliere);

2. L'innalzamento della qualita delle prestazioni clinico-assistenziali e di gestione orga-
nizzativa (antibiotico-terapia);

3. La proposta di una metodologia valutativa della performance assistenziale (valuta-
zione del dirigente medico);

4. L'implementazione della cartella clinica informatizzata.
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AREA DI RICERCA: Biotecnologia Avanzata

RESPONSABILE: F. Guadagni

STAFF: J. Alessandroni, P. Bizzarri, R. D'Alessandro, F. De Angelis, D. Della Morte,
M.L.De Marchis, P. Ferroni, L. Guarente, F. lacovone, F. La Farina, B. Leone, G. Ludovici,
P. Mariglia, F. Martini, R. Palmirotta, V. Perrone, L. Polce, S. Riondino, A. Spila, G.
Tamburrelli, M.G. Valente

La scoperta di nuovi biomarcatori (biomarker discovery) & essenziale per una
migliore comprensione dei meccanismi molecolari coinvolti nella patogenesi di
numerose malattie croniche disabilitanti e per lo sviluppo di nuovi approcci tera-
peutici. La disponibilita di nuovi biomarcatori potrebbe, infatti, portare alla defi-
nizione di nuovi test diagnostici o contribuire ad aumentare l'efficacia e/o a
ridurre la tossicita di un determinato farmaco, grazie ad un'elevata sensibilita e/o
specificitd. Un valido approccio alla scoperta di un biomarcatore & generalmen-
te rappresentato da tre fasi: (i) identificazione dei possibili marcatori, (ii) defini-
zione della loro rilevanza clinica e (iii) validazione preliminare di quelli seleziona-
ti. Questa ultima fase implica lo sviluppo di dosaggi preliminari per confermare
la possibilitd della misurazione analitica, nonché la validazione del marcatore/i
identificato in protocolli di ricerca traslazionale. In tale ottica, la disponibilita di
una Banca Biologica (Progetto BioBIM) specificatamente dedicata rappresenta
uno strumento prezioso e fondamentale, grazie alla disponibilitd di un numero
significativo di campioni in tempi estremamente ridotti.

Obiettivo principale del programma di Ricerca Corrente del Dipartimento di Medicina
di Laboratorio e Biotecnologie Avanzate (DMLBA) & I'analisi di determinanti di outco-
me in numerose patologie croniche e disabilitanti, tra i quali alcuni marcatori genetico-
molecolari predittivi di invecchiamento vascolare e rischio cardiovascolare. Tale obiet-
tivo pud essere perseguito attraverso l'identificazione, mediante tecniche di genomica
e proteomica, di nuovi polimorfismi metabolici, pattern di espressione e profili protei-
ci da utilizzare come marcatori di diagnosi, progressione, prognosi e risposta alla tera-
pia in pazienti in trattamento riabilitativo. Inoltre, poiché al momento attuale non vi
sono indicazioni cliniche specifiche, il programma del DMLBA si propone l'individuazio-
ne di marcatori biomolecolari che permettano di predire per ogni paziente la mancata
risposta ad un determinato trattamento farmacologico, o di individuare l'insorgenza di
effetti indesiderati. La possibilitad fornita dalle moderne tecniche di farmacogenomica
(attraverso l'integrazione tra le conoscenze genetiche acquisite e le conoscenze sugli

effetti dei farmaci) di predire individualmente tali determinanti, potrebbe permettere
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l'applicazione in tempi rapidi di protocolli terapeutici ottimizzati per ogni singolo

paziente ed un uso razionalizzato dei farmaci.

Progetto BioBIM: Gestione ed implementazione della BioBanca Interistituzionale
Multidisciplinare (BioBIM) dell'lRCCS San Raffaele Pisana

Al fine di garantire un supporto alla ricerca traslazionale, di cui gli obiettivi del DMLBA
sono solo un esempio, la disponibilita di una Banca Biologica (Progetto BioBIM) speci-
ficatamente dedicata rappresenta un prezioso e fondamentale strumento atto anche
alla valutazione di future metodiche diagnostiche al momento non disponibili, di cui
potrebbe essere validata |'applicabilita clinica in tempi estremamente ridotti.

Nel corso del 201, & proseguita I'implementazione della BioBanca Interistituzionale
Multidisciplinare (BioBIM) aperta a Enti terzi quali Universita, centri di ricerca pubbli-
ci e/o privati ed altre Istituzioni sanitarie territoriali pubbliche e/o private. Obiettivo
primario della BioBIM & quello di fornire un servizio per lo sviluppo di linee di ricerca
interdisciplinari e scambi tra diversi gruppi di lavoro, attraverso la raccolta centralizza-
ta di campioni (ematologici, campioni tissutali, urine, espettorato, feci, linee cellulari e
campioni di acidi nucleici) appartenenti ad individui con caratteristiche peculiari o spe-
cifiche patologie. Tale BioBanca & organizzata in modo da assicurare la conservazione
del campione per il maggior tempo possibile, garantendone la qualita ed il corretto uti-
lizzo e la tutela della privacy del soggetto donatore. Ad ogni campione biologico sono
associati i dati del donatore che comprendono |'anamnesi clinica e familiare, eventuali
patologie ed altri dati ritenuti di rilievo per studi specifici. Tutti i dati ottenuti sono trat-
tati in modo conforme alle normative in vigore, sia per quanto riguarda la sicurezza che
la tutela dei dati personali, sia per quanto riguarda requisiti tecnici relativi alle moda-
litd di conservazione. Nel caso in cuii campioni afferiscano ad una sezione della banca
biologica per studi di genetica & indispensabile che gli stessi siano anche collegabili a:
dati anagrafici, genealogici e clinici relativi ai soggetti da cui deriva il materiale deposi-
tato. Tali dati in quanto sensibili e/o genetici devono essere trattati conformemente al
D.lgs 196/2003 e successive raccomandazioni del Garante.

La BioBIM dell'lRCCS San Raffaele Pisana & certificata secondo la Norma UNI EN ISO
9001:2008 con esplicitazione nello scopo e campo di certificazione delle attivita rela-
tive come unita individuale ed autonoma.

Afferiscono attualmente alla BioBIM alcune Strutture Sanitarie Nazionali di ricovero
ed ambulatoriali afferenti al Sovrano Ordine Militare dei cavalieri di Malta (ACI-

SMOM), I'Azienda Ospedaliera San Camillo Forlanini di Roma, la ASL 2 di Salerno,
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I'Azienda Ospedaliera “Complesso Ospedaliero San Giovanni Addolorata” di Roma, le
aziende ASL afferenti all'Area Vasta Romagna e |.R.ST. (Istituto Scientifico Romagnolo
per lo Studio e la Cura dei Tumori) ed il San Raffaele Cassino. La casistica inserita nella
BioBIM & costituita al momento attuale da oltre 8500 unita, suddivise in 5 Biobanche
includenti pazienti con patologie a) cardiovascolari e respiratorie, b) neurodegenerati-
ve, ¢) oncologiche, e) dello sviluppo motorio e cognitivo e d) patologie rare. Inoltre, &
stata reclutata una popolazione di soggetti apparentemente sani che costituira la
popolazione di controllo, costituita da oltre 1000 casi, reclutati anche in follow-up
annuale.

Per quanto riguarda le infrastrutture, la BioBIM & completamente integrata con: 1) il
settore diagnostico tramite una piattaforma informatica che integra il sistema di gestio-
ne del laboratorio ed il sistema preanalitico robotizzato; 2) una piattaforma informati-
ca in grado di gestire non solo la storia clinica ma soprattutto la terapia e I'outcome del
paziente. La BioBIM si avvale inoltre delle pil moderne tecniche RFID allo scopo di
monitorare l'intero ciclo vitale dei campioni biologici conservati e garantirne la qualita.
Per quanto riguarda la metodologia scientifica, sono state messe a punto delle meto-
diche di proteomica completamente automatizzate in grado di garantire I'armonizzazio-
ne e la standardizzazione del processo nelle fasi pre-analitica ed analitica da utilizzare
nell'identificazione e caratterizzazione di alcune proteine a basso peso molecolare e/o
di proteine a bassa prevalenza al fine di ottimizzare l'identificazione e la caratterizza-
zione di profili proteici. Analogamente a quanto realizzato nel settore della proteomi-
ca, sono state standardizzate le condizioni pre-analitiche da attuare per studi di dia-

gnostica molecolare.
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AREA DI RICERCA: Diagnostica per Immagini
RESPONSABILE: A. Pierallini
STAFF: V. Bocina, M. Casini, M. De Santis, E. Ferone, F. Garaci, C. Primicerio, G.

Romano, G. Simonelli, C. Settecasi, D. Vricella

Al servizio di Radiodiagnostica afferiscono pazienti affetti da molteplici e differenti
patologie sia in ambito internistico che, prevalentemente, neurologico e cardiologico.
A fronte di un lavoro clinico cosi vario ed impegnativo lo sforzo nel campo della ricer-
ca si & focalizzato soprattutto nella diagnosi e nell'individuazione di eventuali fattori
prognostici dell'outcome riabilitativo neurologico, cardiovascolare e nelle patologie
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 neurodegenerative dell'adulto quali la malattia di Alzheimer, la paralisi
sopranucleare progressiva, il morbo di Parkinson e le malattie demielinizzanti quali la
sclerosi multipla. Tali ricerche vengono effettuate in collaborazione sia con strutture
interne del nostro istituto, quali il Dipartimento di Pediatria ed il Dipartimento di
Riabilitazione Neuromotoria, che esterne quali I'Universita degli Studi di Roma la
Sapienza, la | e Il Facoltd di Medicina e Chirurgia, I'Ospedale Oftalmico di Roma,
I'Istituto Nazionale Tumori Regina Elena, IRCCS IFO di Roma.

Dal punto di vista cardiologico, la presenza di una TC 64 slices con tecnica “dual sour-
ce” consente 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. L'insieme dei
dati ottenibili viene utilizzata nell'attivita di ricerca in ambito cardiologico, principal-
mente indirizzata all'outcome riabilitativo.

Siintende estendere |'attivita di ricerca ad altri settori, quali la terapia neurologica sub-
intensiva, con i quali esistono stretti rapporti di collaborazione, impiegando la RM e |a
TC come strumento di valutazione dei fattori prognostici e di disabilita in pazienti con
stroke in fase subacuta in trattamento riabilitativo ed affetti da patologia steno-occlu-

siva carotidea.
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L'attivita della ricerca corrente dellIRCCS San Raffaele Pisana & organizzata, allinterno di

ciascun Dipartimento, secondo le seguenti linee di ricerca:

Linea 1- Riabilitazione motoria e sensoriale.

- Ruolo dell'esercizio fisico da solo od in associazione a presidi terapeutici nel recupero funzio-
nale.

Rieducazione funzionale del dolore cronico.

- Aspetti genetici, cellulari e molecolari nel Parkinson, nell'Alzheimer, nello Stroke, nelle
malattie cardiovascolari, cerebrovascolari, respiratorie, nel dolore e nei fenomeni collega-
ti alla fragilita dell'anziano.

- Aspetti clinici e percorsi riabilitativi nelle patologie cardiovascolari, respiratorie e neurolo-
giche geneticamente determinate o acquisite, e nei disturbi di coscienza. Recupero delle
patologie neuromuscolari mitocondriali.

- Esercizio fisico, i meccanismi elettroneurofisiologici ed i processi di apprendimento nell'a-

tleta come modello di base per le patologie congenite e acquisite.

Linea 2 - Meccanismi di recupero funzionale della patologia cronica e disabilitante: anali-

si dei determinanti di outcome.

- Ruolo del training fisico e della sua associazione con presidi farmacologici e con interventi
nutrizionali sulle alterazioni metaboliche e funzionali e nel recupero funzionale nelle pato-
logie croniche, invalidanti, e a prognosi severa.

- Meccanismi fisiopatologici del training fisico nel recupero di organi e apparati sede di
malattia cronica, con particolare attenzione all'aspetto molecolare e cellulare nell'evoluzio-
ne della patologia potenzialmente disabilitante, attraverso l'utilizzo di modelli cellulari e
animali, normali e transgenici, di modelli controllati di danno subletale e, infine, di modelli
di patologia umana cronica che necessitano di recupero funzionale.

- Impatto delle disabilita e delle comorbilita cardio-respiratorie e endocrinometaboliche sul-

l'outcome riabilitativo ed in coorti di popolazioni speciali.

Linea 3 - Sistemi innovativi di prevenzione/controllo e promozione di salute.
- Definizione di un framework della complessita per un approccio di systems medicine per

la realizzazione di integrated care per le persone in riabilitazione.
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- Sviluppo di nuove tecnologie per il miglioramento dei servizi di monitoraggio e dellambien-
te dei pazienti per limplementazione di ausili ad alti contenuti tecnologici per il ripristino
di funzionalita sensoriale o motoria.

- Applicazione di tecniche avanzate di neuroimaging in un approccio multidisciplinare nella
diagnosi e nella valutazione delloutcome delle patologie neurologiche e cardiovascolari,

nelle disabilita dello sviluppo e nell'adulto.

Linea 4 - Le disabilita dello sviluppo e neuroriabilitazione pediatrica.

- Difetti neuronali, cellulari e molecolari, per un potenziale approccio terapeutico e volume-
tria cerebrale.

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

- Aspetti clinici, gestionali e riabilitativi nello sviluppo del linguaggio e dell'apprendimento, e
nel recupero funzionale per miglioramento della qualita della vita dei pazienti con disabi-

lita dello sviluppo e della loro famiglia.

Linea 5 - Modelli organizzativi e gestionali delle disabilita in riabilitazione.

- Attuazione del Governo Clinico nella riabilitazione attraverso lo sviluppo di una metodolo-
gia di verifica delloutcome, della qualita della vita e di un sistema di monitoraggio.

- Studi epidemiologici su specifiche popolazioni di pazienti e sugli effetti della riabilitazione
sulle patologie a prognosi severa.

- Utilizzazione di sistemi telemedicali per pazienti con patologie croniche ed altamente inva-
lidanti in ambito riabilitativo per garantire la continuita' assistenziale anche nel territorio e
applicazione delle nuove tecnologie in ICT.

- Formazione del paziente, caregiver, personale medico, del medico di medicina generale
nella gestione della presa in carico dalla struttura al territorio al domicilio.

- Indagini radiologiche, morfologiche e funzionali quali strumenti predittivi nell'outcome ria-

bilitativo.
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Area di ricerca Neuromotoria

Interfacce cervello macchina non invasive per la neuroriabilitazione dell'arto supe-

riore

La ricerca in neurofisiologia ha dimostrato il ruolo cruciale giocato dal feedback al
paziente nell'incrementare gli effetti di plasticitd neuronale legati all'apprendimento di
nuovi compiti motori. Tali effetti sono ancora pil importanti quando diventano il target
di specifiche tecniche di riabilitazione motoria in pazienti con deficit sensori motori
acquisiti dopo eventi traumatici o legati a patologie. Su questo paradigma si basa gran
parte del razionale a sostegno della riabilitazione robotica, per la capacita intrinseca di
questa di includere il paziente in un circuito quanto pil attivo possibile di esercizi ria-
bilitativi, rispetto alla passivitad che spesso caratterizza il ruolo del paziente nella riabi-
litazione standard. La piattaforma robotica per la riabilitazione dell'arto superiore
InMotion2 si integra perfettamente in questo paradigma: durante l'interazione con il
paziente, il robot definisce i bersagli da raggiungere e lascia che il paziente utilizzi pie-
namente le sue capacita sensorimotorie residue, aiutandolo solo a colmare il gap che
lo separa dalla completa esecuzione del task. Quest'ultimo step & fondamentale e
necessario a stimolare quei fenomeni di plasticita cerebrale che, con 'esercizio ripetu-
to con l'ausilio del robot, possono portare a recuperare parte delle funzioni perdute
andando ad attivare vie neurali prima inutilizzate. Nel caso di pazienti con gravi limita-
zioni nel movimento, l'attuale protocollo di trattamento InMotion2 prevede che in
assenza prolungata di moto (qualche secondo) il robot intervenga in ausilio e completi
il task. In queste condizioni il robot non ha alcun feedback circa il reale comportamen-
to del paziente, ossia non pud discriminare se esso stia effettivamente cercando di
muovere |'arto (attivando quindi le aree motorie corticali corrispondenti all'arto supe-
riore) o se fenomeni di stanchezza o frustrazione non siano intervenuti e, quindi, il
paziente sta ricevendo in modo del tutto passivo la terapia.

Una possibile soluzione al problema & quella di includere nel protocollo di riabilitazio-
ne robotica con InMotion2 un'interfaccia cervello macchina, tramite periferica EEG,
dedicata alla valutazione in tempo reale dell'attivitd motoria corticale del paziente.
L'interfaccia cervello macchina (o brain computer interface - BCI) si occupa di riporta-
re al soggetto e alla macchina informazioni in tempo reale circa attivita corticali corre-
late con I'esecuzione di compiti mentali e/o motori. Le informazioni concernenti I'atti-

vitd motoria corticale sono particolarmente preziose in neuroriabilitazione, in quanto
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offrono una misura diretta e non invasiva dell'appropriatezza dell'esecuzione del task
motorio gia a livello centrale.

Il progetto si propone di sviluppare e validare un'interfaccia cervello-macchina non
invasiva senza effetti collaterali, e a costi contenuti, per la riabilitazione neuromotoria
dell'arto superiore. L'interfaccia permette di monitorare in tempo reale l'attivitd moto-
ria corticale del paziente durante I'utilizzo della piattaforma robotica per la riabilitazio-
ne dell'arto superiore InMotion2. Il paziente e la macchina sono quindi in grado di valu-
tare in tempo reale l'appropriatezza dell'esecuzione del task di moto dell'arto superio-
re anche in quelle condizioni in cui, per la gravitd dei deficit motori, il paziente non
fosse ancora in grado di produrre alcun movimento.

Questa informazione sara utilizzata nell'implementazione di due innovativi protocolli di
riabilitazione. Il primo protocollo permette il training dell'arto superiore tramite movi-
mento solo immaginato, dando al paziente e al terapista il feedback necessario a valu-
tare la bonta dell'esecuzione del task. Questo protocollo pud essere somministrato ai
pazienti in aggiunta agli altri protocolli, poiché non produce stanchezza muscolare. |l
secondo & di supporto dell'attuale protocollo riabilitativo dell'arto superiore con
InMotion2 e serve a limitare l'intervento attivo del robot in ausilio al movimento del
paziente solo nelle condizioni di appropriata attivitd motoria corticale, in modo da mas-
simizzare gli effetti di plasticita cerebrale, fondamentali nella riabilitazione neuromoto-
ria.

Vengono utilizzati: due amplificatori EEG BrainAmp per amplificare il segnale di 19 elet-
trodi posizionati sullo scalpo secondo il sistema 10-20; software BrainAmp per 'acqui-
sizione del segnale; piattaforma software open source BCI2000 per I'analisi in tempo
reale del segnale EEG e la discriminazione degli stati cognitivi.

Protocollo di calibrazione: durante la sessione di calibrazione sono valutate le variazio-
ni tra compiti motori reali, immaginati e stato di riposo su ciascun canale EEG in termi-
ni di r2. Solo tali canali e i canali limitrofi (per filtraggio spaziale laplaciano) sono inclu-
si nei montaggi successivi.

Protocollo di valutazione dell'interfaccia: impiegato per confrontare le performance di
classificazione dell'attivita corticale con gli esempi presenti nella letteratura. Ai sogget-
ti & richiesto di controllare la posizione di un cursore mostrato su schermo tramite la
modulazione della propria attivitd motoria corticale.

Protocollo riabilitativo robotico arricchito: ai pazienti sono somministrati esercizi di
modulazione e mantenimento dell'attivita corticale motoria, e nei pazienti con deficit
sensorimotorio tale da precludere alcuni movimenti dell'arto superiore necessari all'e-

secuzione dei task propri del protocollo InMotion 2, I'attivitd motoria corticale & utiliz-
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zata per modulare l'intervento attivo esercitato dal robot in ausilio all'esecuzione delle
traiettorie.

E'stata implementata la piattaforma BCI. In particolare gli amplificatori EEG BrainAmp
sono stati utilizzati per amplificare i segnali EEG provenienti da 19 elettrodi posiziona-
ti sullo scalpo secondo il sistema 10-20. Su di un laptop dedicato, il segnale in ingresso
& stato filtrato dal rumore tramite software BrainAmp e in seguito indirizzato verso la
piattaforma software open source BCl2000. Questa & stata riprogrammata per prov-
vedere all'analisi in tempo reale dell'attivita motoria corticale. Tale attivita & stata misu-
rata in termini di desincronizzazione evento correlata (ERD), in particolare valutando la
riduzione dell'attivita EEG sincronizzata nelle frequenze 8-12Hz (frequenza propria
delle onde Mu). E' stato eseguito sperimentalmente un protocollo di calibrazione su di
un singolo soggetto. Durante la sessione di calibrazione sono state valutate le variazio-
ni tra compiti motori reali e stato di riposo su ciascun canale EEG in termini di r2 E'
stato attuato anche il protocollo di valutazione dell'interfaccia, che ha evidenziato
come le attuali performance di classificazione dell'attivita corticale non siano ancora
all'altezza di quanto presente in letteratura. Per questo motivo, le attivita di ricerca di
questo progetto si stanno focalizzando sugli algoritmi d'identificazione real-time degli
stati cognitivi utilizzati dalla piattaforma open source BCl2000.

Ci si attendono due risultati fondamentali dall'utilizzo dell'interfaccia cervello macchi-
na una volta risolti i problemi che ne affliggono le performance di discriminazione real-
time degli stati cognitivi.

L'attuazione del protocollo riabilitativo d'immaginazione del moto permette diinclude-
re un nuovo protocollo di riabilitazione in aggiunta al trattamento riabilitativo classico
data la caratteristica delle interfacce cervello macchina di non produrre stanchezza
muscolare. Ci si attende quindi un miglioramento delle performance sensorimotorie
del paziente al termine del trattamento dovute alla sua maggiore durata.

L'inclusione della piattaforma di neuro feedback in ausilio al protocollo di riabilitazio-
ne dell'arto superiore con InMotion2, invece, permette di limitare l'intervento attivo del
robot in ausilio al movimento del paziente solo nelle condizioni di appropriata attivita
motoria corticale. In pratica, il sistema evita che il paziente assuma passivamente la ria-
bilitazione per quei task nei quali non riesce effettivamente a produrre alcun movimen-
to. Dato che tale approccio & mirato a massimizzare gli effetti di plasticita cerebrale
fondamentali nella neuro riabilitazione, il risultato atteso & di un miglioramento delle
capacita sensorimotorie del paziente in un minor tempo rispetto al normale termine
del trattamento classico basato su specifici task.

| risultati preliminari dello studio sono stati presentati al XI Congresso Nazionale SIRN,
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tenutosi a Verona nel mese di Maggio 201, allinterno della lettura dal titolo

“Tecnologie robotiche per il re-learning neuromotorio”.

Utilizzo e validazione del Robot In Motion 2 in pazienti affetti da ictus sub acuto.

Aspetti riabilitativi e di plasticita cerebrale

Lo scopo della ricerca & comprendere gli effetti della riabilitazione motoria robot-assi-
stita rispetto alla classica riabilitazione motoria con fisioterapista in soggetti con stroke
in fase sub-acuta mediante l'utilizzo di metodiche elettrofisiologiche. | marker elet-
troencefalografici (EEG) ed elettromiografici (EMG) permettono di evidenziare i
miglioramenti della plasticita neurale e dell'accoppiamento cortico-muscolare ottenuti
tramite riabilitazione motoria robot-assistita.

Sono stati reclutati 12 soggetti con stroke in fase acuta e randomizzati in 2 gruppi: un
gruppo formato da pazienti sottoposti a riabilitazione motoria robot-assistita con MIT-
Manus InMotion2. Il MIT-manus & un dispositivo robotico a effettore finale per spalla e
gomito e un gruppo sottoposto a terapia classica riabilitativa composta da esercizi di mobiliz-
zazione attiva e passiva con feedback verbale da parte del terapista di spalla e gomito.
Trattamento robot e fisioterapico: trattamento riabilitativo robot-assistito comprende
un totale di 30 sessioni, della durata di 45 minuti ciascuna, per 5 giorni alla settimana
e per un periodo di 6 settimane. Il protocollo riabilitativo consiste nell'esecuzione di
esercizi task-oriented volti a migliorare sia il tipo di movimento (cinematica), sia la fun-
zionalita articolare con una progressione prossimale-distale con esercizi che prevedo-
no sia mobilizzazioni passive che la possibilita di esecuzione di movimenti attivi.

Il trattamento fisioterapico consiste in un trattamento di 45 minuti di mobilizzazione
attiva e passiva dell'arto superiore mediante metodiche di Bobath o Kabat.
Registrazione EEG-EOG-EMG: i dati elettroencefalografici (EEG) sono registrati sui
pazienti durante l'esercizio motorio e nelle condizioni di riposo ad occhi chiusi e ad
occhi aperti. Il segnale EEG é registrato su 19 elettrodi collocati sullo scalpo secondo
il Sistema Internazionale di riferimento 10-20, quattro canali elettromiografici (EMG)
hanno permesso la registrazione dell'attivita dei muscoli bicipite, tricipite, dorsale ante-
riore e dorsale posteriore. | pazienti sono stati sottoposti ad una prima valutazione all'i-
nizio del trattamento (TO) e una alla fine (T7).

L'attivita corticale & stata valutata calcolando la desincronizzazione/sincronizzazione
EEG evento correlata (ERD/ERS) nella banda alfa (8-12 Hz). Inoltre, 'accoppiamento

cortico-muscolare & stato valutato calcolando la coerenza spettrale EEG-EMG nella
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banda alfa.

Risultati preliminari in fase di conferma e di ulteriori analisi dimostrano come dopo la
riabilitazione robot-assistita, i soggetti hanno mostrato una riduzione della desincroniz-
zazione evento correlata (ERD) nella banda alfa come indice di una riduzione dell'atti-
vita corticale. Tali risultati sono in linea con l'ipotesi di efficienza neurale. Al contrario i
soggetti hanno mostrato un incremento della coerenza spettrale EEG EMG nella

banda alfa, come indice di una riorganizzazione cortico muscolare.

Sono stati effettuati alcuni studi sui markers elettroencefalografici (EEG) per la

diagnosi precoce e la previsione del declino cognitivo nella malattia di Alzheimer:

a) La potenza corticale dei ritmi EEG a riposo in pazienti con decadimento cognitivo
lieve (MCI) e malattia di Alzheimer (AD) correla con il grado di atrofia corticale glo-
bale della materia grigia.

In questo studio & stata valutata l'ipotesi secondo la quale i meccanismi di sincronizza-
zione neuronale globale alla base dei ritmi corticali EEG a riposo siano progressiva-
mente anomali durante l'invecchiamento cerebrale che porta all'atrofia corticale (ridu-
zione del volume di materia grigia cerebrale) in pazienti MCl ed AD, i cui dati sono per-
venuti da differenti unitd di ricerca (Dipartimento di Scienze Biomediche
dell'Universitd di Foggia; AFaR, Dipartimento di Neuroscienze Ospedale
Fatebenefratelli di Roma; IRCCS "S. Giovanni di Dio-Fatebenefratelli” di Brescia;
IRCCS Centro Neurolesi "Bonino-Pulejo”, Messina; Dipartimento di Neuroscienze,
Universita di Roma "La Sapienza"; Dipartimento di Neuroscienze, Universita di Napoli
“Federico II"; Dipartimento di Scienze Neurologiche, Seconda Universita di Napol;;
"Campus Biomedico" di Roma; Fondazione SDN per la Ricerca e I'Alta Formazione in
Diagnostica Nucleare, IRCCS Napoli; IRCCS Qasi, Troina -Enna). Lo studio ha previsto
inoltre la collaborazione tra diversi istituti (Dipartimento di Diagnostica per Immagini,
San Raffaele Cassino, Laboratorio di Neuroimaging, Dipartimento di Fisiologia e
Farmacologia, Universita di Roma La Sapienza; IRCCS “Ospedale Pediatrico Bambino
Gesu”, Roma; Istituto di Diagnosi e Cura “Hermitage Capodimonte”, Napoli; Section
head, Bioinformatics, H. Lundbeck A/S, Valby, Denmark; AstraZeneca R&D, Clinical
Neuroscience, Sédertalje; Universita Cattolica del Sacro Cuore, Roma.

Lo studio & stato condotto in 57 soggetti sani (Nold), 102 soggetti MCI e 108 AD. | dati
EEG (19 canali) sono stati registrati nella condizione di veglia rilassata ad occhi chiusi.
Per il calcolo del volume totale normalizzato di materia grigia & stato utilizzato il tool

“Statistical Parametric Mapping” versione 2 (SPM2). La computazione del volume di
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materia grigia & stata effettuata sulle MRI pesate T1. L'analisi delle sorgenti corticali dei
generatori dei ritmi cerebrali & stata effettuata mediante il software LORETA (“low-
resolution brain electromagnetic tomography”). Sono state prese in considerazione le
bande: delta (2-4 Hz), teta (4-8 Hz), alfa 1(8-10.5 Hz), alfa 2 (10.5-13 Hz), beta 1 (13-20 Hz),
beta 2 (20-30 Hz) e gamma (30-40 Hz). | risultati statistici hanno mostrato che, rispet-
to ai soggetti Nold, gli MCl sono caratterizzati da una riduzione dell'ampiezza delle sor-
genti corticali EEG alfa. Tale riduzione risulta essere ancora pil marcata negli AD dove
si & osservato anche un aumento dell'ampiezza delle sorgenti delta. Considerando gli
MCl e gli AD come un unico gruppo, si & anche osservato che maggiore risultava l'atro-
fia della materia grigia, peggiori erano i ritmi EEG corticali (ampiezze pil alte per il
delta patologico e pili basse per I'alfa). Inoltre si & visto che migliore era il punteggio ai
test cognitivi, minore era il livello di atrofia della materia grigia. Questi risultati sugge-
riscono che nei soggetti MCl amnesici e AD, le anormalita dei ritmi EEG a riposo non
sono epifenomeni ma sono strettamente collegate alla neuro-degenerazione (atrofia
della grigia) e allo stato cognitivo. Si pud, quindi, ragionevolmente ritenere che le
ampiezze dei ritmi alfa e delta a riposo possono rappresentare markers EEG dei pro-
cessi di neuro-degenerazione in una fase preliminare di screening della popolazione “a

rischio” declino cognitivo da Alzheimer.

b) Le sorgenti corticali dei ritmi EEG a riposo in pazienti con decadimento cognitivo
lieve (MCI) e malattia di Alzheimer (AD) non subiscono variazioni legate a un diver-
so grado di lesione della materia bianca.

In uno studio precedente su soggetti MCl si & osservato come i ritmi EEG a riposo non
si deteriorino all'aumentare delle lesioni di materia bianca sebbene questa sia un ber-
saglio durante la malattia di Alzheimer (AD). In questo studio si & valutata l'ipotesi che
il risultato ottenuto sugli MCI trova conferma anche sui pazienti AD. Sono stati acqui-
siti dati EEG (19 elettrodi) su 40 soggetti anziani sani Nold, 96 MCl e 83 AD in veglia
rilassata ad occhi chiusi. Il calcolo del volume normalizzato delle lesioni vascolari &
stato eseguito utilizzando il tool di analisi “Expectation-Maximization Segmentation”
(EMS). La computazione del volume delle lesioni vascolari & stata effettuata sulle
immagini di risonanza magnetica (MRI) volumetriche di densita protonica (PD) e pesa-
te T1e T2. Il gruppo degli MCI & stato suddiviso in due seguenti sottogruppi in base al
grado di lesione della materia bianca: MCl+ (maggiore carico lesionale; N=48) ed MCI-
(minore carico lesionale; N=48). Lo stesso si & fatto per gli AD (AD+, N=42; AD-, N=41).
Sono state prese in considerazione le seguenti bande di interesse: delta (2-4 Hz), teta
(4-8 Hz), alfa 1 (8-10.5 Hz), alfa 2 (10.5-13 Hz), beta 1 (13-20 Hz), beta 2 (20-30 Hz), e
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gamma (30-40 Hz). L'analisi delle sorgenti corticali dei generatori dei ritmi cerebrali &
stata effettuata mediante il software LORETA. | risultati statistici hanno mostrato negli
MCI e AD rispetto ai soggetti Nold una riduzione dell'ampiezza delle sorgenti cortica-
li EEG alfa ed un aumento dell'ampiezza delle sorgenti delta. Inoltre, si & visto che I'am-
piezza delle sorgenti alfa nelle regioni occipitale, temporale e limbica era maggiore
negli MCl+ rispetto agli MCI-. Risultati gia noti dalla letteratura a cui si aggiunge il risul-
tato sugli AD, per i quali si ha una minore ampiezza del delta nell'area occipitale ed una
maggiore ampiezza dell'alfa nell'area centrale, parietale, occipitale, temporale, e limbi-
ca negli AD+ rispetto agli AD-. Questi risultati suggeriscono come, sia nei soggetti MCI
che negli AD, i ritmi corticali a riposo, specificatamente quelli posteriori, non si dete-
riorano con l'aumento della lesione vascolare della materia bianca. Si pud, quindi, ragio-
nevolmente ritenere che questi ritmi possano essere pili sensibili ai processi neuro-
degenerativi dell'AD ed allo stato cognitivo piuttosto che al grado di lesione vascolare

della materia bianca.

¢) Una stabilita cognitiva a lungo termine in soggetti con decadimento cognitivo
lieve (MCI) é correlata alle ampiezze delle sorgenti EEG a riposo del ritmo alfa.

E' stato condotto uno studio, su soggetti amnesici MClI, allo scopo di valutare se valo-
ri alti dell'ampiezza dei ritmi alfa (8-2 Hz) corticali alla baseline siano correlati ad una
stabilitd a lungo termine dello stato cognitivo (basata sul follow-up clinico del Mini
Mental State Evaluation, MMSE). Sono stati registrati dati EEG (19 elettrodi) su 100
soggetti MCl in veglia rilassata ad occhi chiusi. Sono state prese in considerazione le
seguenti bande di frequenza: delta (2-4 Hz), teta (4-8 Hz), alfa 1 (8-10.5Hz), alfa 2 (10.5-
13 Hz), beta 1(13-20 Hz), beta 2 (20-30 Hz), e gamma (30-40 Hz). L'analisi delle sorgen-
ti corticali dei generatori dei ritmi cerebrali & stata effettuata mediante il software
LORETA. Lo stato cognitivo globale & stato indicizzato tramite il punteggio ottenuto
per 'MMSE alla baseline e al follow-up dopo un anno. Sulla base della differenza per-
centuale tra I'MMSE alla baseline e quello al follow-up (MMSEvar), gli MCI sono stati
suddivisi nei seguenti sottogruppi: (i) MCI che riducevano il punteggio dellMMSE
(MMSEvar--4%; n=43), (ii) MCI che lo mantenevano stabile (MMSEvar-0; n=27), e (iii)
MCI che lo incrementavano (MMSEvar: +4%; n=30). | risultati statistici hanno mostrato
che le sorgenti corticali alfa mostravano ampiezze pil basse negli MClI che presentava-
no una variazione delMMSE nel tempo (un anno) rispetto a quelli che lo manteneva-
no invariato. Cio suggerisce che, negli MCI, una preservata sincronizzazione neurona-

le corticale a riposo & legata ad una stabilita a lungo termine delle funzioni cognitive.
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d) Accuratezza dei ritmi EEG come marcatori per la diagnosi della malattia di
Alzheimer (AD).

E' stato condotto uno studio allo scopo di valutare l'accuratezza, la sensibilita e la spe-
cificitad di alcuni parametri EEG. Sono state individuate 4 variabili di interesse sulla
base di studi di letteratura: le sorgenti corticali dei generatori dei ritmi cerebrali (den-
sitd di potenza delle sorgenti delta ed alfa 1 occipitale) e I'accoppiamento funzionale
fronto-parietale (valori di coerenza degli elettrodi Fz-Pz del delta e dell' alfa 1). Sono
stati acquisiti dati EEG (19 elettrodi) su 82 soggetti Nold e 96 AD in veglia rilassata ad
occhi chiusi. L'analisi delle sorgenti corticali dei generatori dei ritmi cerebrali & stata
effettuata mediante il software LORETA. L'analisi dell'accoppiamento dei ritmi & stata
effettuata mediante I'analisi della coerenza spettrale. | risultati statistici hanno mostra-
to il trend noto da letteratura: valori di ampiezze EEG e coerenza fronto-parietale mag-
giori nella banda alfa 1 (8-10 Hz) negli Nold rispetto agli AD; il contrario si & osservato
nella banda delta (2-4 Hz). Le soluzioni di LORETA logaritmo-trasformate e i valori di
coerenza tangente-iperbolica trasformati sono state considerate come coordinate di
uno spazio a 4 dimensioni caratterizzante ogni soggetto (Nold o AD). Di seguito & stata
eseguita una classificazione binaria basata sulla “distanza di Mahalanobis” (Dm) tra la
posizione di ogni singolo soggetto nello spazio 4-dimensionale e quella rappresentan-
te la media delle popolazioni di riferimento Nold e AD con cui & stato “allenato” il clas-
sificatore. Sono stati ottenuti dei valori incoraggianti, in particolare per l'accuratezza
(71.8%) e la sensibilita (80.2%). Se questi valori verranno confermati anche su una popo-
lazione di soggetti MCI che mostrano i primi segni di neuro-degenerazione tipica della
malattia di Alzheimer, tali parametri EEG potrebbero essere utilizzati su larga scala in
una fase preliminare di screening della popolazione “a rischio” declino cognitivo da

Alzheimer.

e) Ritmi EEG a riposo nella malattia di Alzheimer (AD) .

L'invecchiamento fisiologico del cervello & caratterizzato da perdita di sinapsi e pro-
cessi neurodegenerativi che lentamente portano ad un declino cognitivo legato all'eta.
Una sovrabbondanza di neuroni/sinapsi e la plasticitad cerebrale, dovuti anche ad un
allenamento fisico e cognitivo, promuovono il mantenimento della attivita cerebrale in
soggetti anziani sani per la vita quotidiana, un buon comportamento sociale, e delle
preservate capacita intellettuali. Tuttavia, I'eta & il fattore di rischio maggiore per pato-
logie neurodegenerative pill comuni che hanno un impatto sulla cognizione, come la
malattia di Alzheimer (AD). Moderne tecniche neurofisiologiche, come I'elettroencefa-
lografia (EEG) e i potenziali evento-correlati (ERP), sono strumenti utili per l'indagine

delle funzioni cerebrali cognitive durante l'invecchiamento fisiologico e patologico con
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una ottima risoluzione temporale. La discriminazione tra invecchiamento cerebrale
fisiologico e patologico emerge con chiarezza a livello di gruppo, con qualche risultato
promettente per il valore informativo dei marcatori EEG a livello individuale. La possi-
bilita di combinare l'uso di EEG insieme a marcatori biologici/neuropsicologici e strut-
turali/funzionali per immagini (come la fMRI) & promettente per una valutazione a

basso costo, non invasiva, e largamente disponibile in gruppi di individui a rischio.

f) Ritmi EEG a riposo in soggetti con decadimento cognitivo lieve (MCI) e malattia di
Alzheimer (AD).

In questo progetto si & studiato come l'invecchiamento cerebrale fisiologico sia carat-
terizzato da una combinazione di decadimento sinaptico, perdita di connessioni corti-
co-corticali e apoptosi neuronale che provocano un declino delle funzioni cognitive
legate all'eta. Purtroppo, in situazioni patologiche, I'invecchiamento innesca processi
neurodegenerativi che hanno un impatto sulla cognizione, come la malattia di
Alzheimer (AD). L'attivita elettromagnetica del cervello & una caratteristica della fun-
zione della rete neuronale in diverse aree cerebrali. Moderne tecniche neurofisiologi-
che tra cui 'elettroencefalografia digitale (EEG) permettono una analisi non invasiva
della connettivita cortico-corticale e la sincronizzazione neuronale. Lo studio specifico
nel campo dellEEG, suggerisce che la discriminazione tra invecchiamento cerebrale
fisiologico e patologico emerge con chiarezza a livello di gruppo, con qualche risultato
promettente per il valore informativo dei marcatori EEG a livello individuale. Approcci
integrati che utilizzano tecniche neurofisiologiche con marcatori biologici e di imaging
strutturale e funzionale sono promettenti poiché a basso costo e largamente disponi-

bile sul territorio per uno screening non invasivo delle popolazioni a rischio.

g) Ritmi EEG a riposo nella malattia di Alzheimer (AD): marker EEG per applicazioni
cliniche.

Il cervello umano contiene un'intricata e complessa rete di circa 100 miliardi di neuro-
ni. L'invecchiamento cerebrale & caratterizzato da una combinazione di decadimento
sinaptico, perdita di connessioni cortico-corticali e apoptosi neuronale che provocano
un declino delle funzioni cognitive legato all'etad. Una sovrabbondanza di neuroni/sina-
psi e la plasticita cerebrale, dovuti anche ad un allenamento fisico e cognitivo, promuo-
vono il mantenimento dell’attivita cerebrale in soggetti anziani sani (Nold) per la vita
quotidiana, un buon comportamento sociale, e delle preservate capacita intellettuali.
Tuttavia, l'eta & il fattore di rischio per patologie neurodegenerative piu comuni che

hanno un impatto sulla cognizione, come il morbo di Alzheimer (AD). Sempre pil evi-
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denze sperimentali supportano l'idea che l'attivitad elettromagnetica del cervello rap-
presenti una caratteristica funzionale della rete neuronale in aree cerebrali specifiche
e funzionalmente connesse. Seguendo questa linea, 'EEG permette un'analisi non inva-
siva dei fenomeni di sincronizzazione neuronale. Questa review fornisce un quadro
degli studi sullEEG a riposo registrato su pazienti con decadimento cognitivo lieve
(MCI) e AD nella condizione di veglia rilassata ad occhi chiusi. Diversi studi supporta-
no l'idea che marcatori spettrali dei ritmi EEG come, per esempio, la densita di poten-
za e la coerenza spettrale, differiscono a livello di gruppo tra soggetti Nold, MCl e AD.
Per quanto riguarda la classificazione di soggetti anziani sani (Nold e AD) a livello di sin-
golo individuo, si & osservato un moderato livello di accuratezza (70-80%). Gli indici
spettrali dell'EEG a riposo sono marker promettenti per una valutazione a basso costo,

non invasiva e facilmente utilizzabile in gruppi di individui a rischio.

Sono stati effettuati alcuni studi sui meccanismi di neuroplasticita negli atleti d'eli-
te-verso una futura applicazione nello studio delle patologie neurodegenerative:

a) Studio dei meccanismi di neuroplasticita negli atleti d'elite: verso una futura
applicazione nello studio delle patologie neurodegenerative.

La reattivita dei ritmi EEG alfa all'apertura degli occhi & piu bassa negli atleti di elite
rispetto ai non atleti.

In questo studio & stata valutata l'ipotesi secondo la quale, rispetto ai non atleti, gli
atleti di elite sono caratterizzati da una riduzione della reattivita dei ritmi elettroence-
falografici (EEG) alfa (8-12 Hz) all'apertura degli occhi, come segno di una attivita corti-
cale selettiva (“efficienza neurale”). Lo studio & stato condotto in 18 karateka di elite e
28 non atleti. | dati EEG (56 canali) sono stati registrati nella condizione di risposo ad
occhi chiusi ed ad occhi aperti. Le bande EEG di interesse sono state: alfa 1(8-10 Hz)
e alfa 2 (1012 Hz). La reattivita all'apertura degli occhi & stata indicizzata mediante la
variazione di ampiezza EEG alfa nella condizione di riposo ad occhi aperti rispetto alla
condizione di riposo ad occhi chiusi. | risultati statistici hanno mostrato che la reattivita
dei ritmi EEG nella banda alfa 1 all'apertura degli occhi & minore negli atleti di elite
rispetto ai non atleti nelle aree frontali, centrali ed occipitali. Lo stesso risultato si &
osservato per la banda alfa 2 nelle aree frontali e centrali. Questi risultati supportano
l'ipotesi secondo la quale il cervello degli atleti di elite & caratterizzato da una riduzio-
ne dell'attivita corticale all'apertura degli occhi nella condizione di riposo, in linea con
l'ipotesi di “efficienza neurale”. Si pud ragionevolmente ipotizzare che la reattivita dei

ritmi EEG alfa all'apertura degli occhi possa rappresentare un valido marker EEG dei

89



IRCCS San Raffaele Pisana ANNUAL REPORT 2011

processi di neuroplasticita nel corso della riabilitazione cognitivo-motoria.

b) L'accoppiamento dei ritmi EEG prima di una prestazione visuomotoria caratteriz-
za gli atleti rispetto ai non atleti .

In uno studio precedente & stato mostrato che I'ampiezza dei ritmi EEG alfa (8-12 Hz)
e beta (14-35 Hz) caratterizza |la fase preparatoria del tiro con la pistola in atleti di elite
rispetto a non atleti (Del Percio et al., 2009). In questo studio si & valutata l'ipotesi
secondo la quale la fase preparatoria del tiro con la pistola & anche caratterizzata da
un maggiore accoppiamento dei ritmi EEG, come segno di una ottimale integrazione
dell'informazione prima del tiro tra regioni corticali parietali e altre regioni corticali. Lo
studio e stato condotto in 18 tiratori di elite e 10 non atleti. | dati EEG (56 canali) sono
stati registrati mentre gli atleti e i non atleti eseguivano circa 100 tiri di pistola. Le
bande EEG di interesse sono state: delta (2-4 Hz), teta (4-6 Hz), alfa 1 (8-10 Hz), alfa 2
(10-12 Hz), beta 1 (14-22 Hz), beta 2 (22-35 Hz) e gamma (36-44 Hz). L'analisi dell'accop-
piamento dei ritmi & stata effettuata mediante I'analisi della coerenza spettrale. | risul-
tati statistici hanno mostrato che l'ampiezza della coerenza spettrale intra-emisferica
parieto-occipitale e parieto-temporale nelle bande alfa 1, alfa 2, beta 2 e gamma & mag-
giore negli atleti d'elite rispetto ai non-atleti. Lo stesso risultato si & osservato per la
coerenza spettrale inter-emisferica parietale nelle bande nelle bande alfa 1, alfa 2, beta
2 e gamma. Questi risultati supportano l'ipotesi che |'efficienza degli atleti sia correla-
ta all'accoppiamento regionale della sincronizzazione neurale corticale alla base dei
ritmi EEG nel corso di intensi processi visuo-attentivi. Si pud ragionevolmente ipotizza-
re che tale marker di “network” possa rappresentare un valido indice dei processi di

neuroplasticita visuo-attentiva nel corso della riabilitazione cognitivo-motoria.

c) L'accoppiamento dei ritmi EEG alfa caratterizza la prestazione degli atleti di
elite.

In uno studio precedente & stato mostrato che I'ampiezza dei ritmi EEG alfa (8-12 Hz)
caratterizza le prestazioni dei golfisti di elite: 'ampiezza alfa risulta essere maggiore nei
colpi (“putt”) vincenti rispetto a quelli sbagliati (Babiloni et al., 2008). In questo studio
& stata valutata l'ipotesi che la prestazione vincente & anche associata ad un maggiore
accoppiamento dei ritmi EEG alfa, come segno di una ottimale integrazione dell'infor-
mazione prima del colpo tra regioni corticali differenti. Lo studio & stato condotto in 12
golfisti di elite. | dati EEG (56 canali) sono stati registrati mentre gli atleti eseguivano
circa 100 colpi (“putt”). Le bande EEG di interesse sono state: alfa 1(8-10 Hz) e alfa 2

(10-12 Hz). L'analisi dell'accoppiamento dei ritmi & stata effettuata mediante l'analisi
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della coerenza spettrale. | risultati statistici hanno mostrato che I'ampiezza della coe-
renza spettrale intra-emisferica parieto-frontale e parieto-centrale alfa 1& maggiore nei
colpi vincenti rispetto a quelli sbagliati. Lo stesso risultato si & osservato per la coeren-
za spettrale intra-emisferica parieto-frontale nelle banda alfa 2. Questi risultati sup-
portano lipotesi che l'efficienza degli atleti sia correlata all'accoppiamento regionale
della sincronizzazione neurale corticale alla base dei ritmi EEG nel corso di intensi pro-
cessi visuo-attentivi. Si pud ragionevolmente ipotizzare che tale marker di “network”
possa rappresentare un valido indice dei processi di neuroplasticita visuo-attentiva nel

corso della riabilitazione cognitivo-motoria.

d) Pattern temporali su indici psicofisiologici durante il tiro a segno in atleti di elite:
un approccio probabilistico.

Studi precedenti sui pattern temporali di indici emozionali, psicofisici e psicofisiologici
durante il tiro a segno si sono limitati all'analisi di gruppo dei dati seguendo metodolo-
gie tradizionali. L'approccio probabilistico IZOF (Individual Zones of Optimal
Functioning) fornisce una metodologia che rende possibile lo studio “within subject”
degli stati della performance dei tiratori. Lo scopo principale del presente studio &
stato quello di valutare, rispetto al metodo tradizionale, il valore di un approccio pro-
babilistico idiosincratico per stimare il valore della corso temporale degli indici fisiolo-
gici di eccitazione/attivazione e vigilanza (GSR e HR rispettivamente) durante il perio-
do che precede il tiro. | risultati mostrano che l'uso del metodo probabilistico idiosin-
cratico per analizzare parametri fisiologici come la GSR (riflesso psicogalvanico) e HR
(frequenza cardiaca) sembra essere pil efficace rispetto al metodo tradizionale per
spiegare i meccanismi fisiologici associati alle prestazioni dei tiratori perché permette
di apprezzare le sottili variazioni che si verificano per gli indici GSR e HR istantanei
durante il periodo preparatorio che precede il tiro e non solo nellistante esatto del
tiro. Mediante il metodo probabilistico idiosincratico si pud meglio distinguere il con-
tributo di eccitazione/attivazione e prontezza per prestazioni ottimali e non ottimali
negli atleti di tiro a segno, fornendo cosi una rappresentazione piu nitida dello schema
temporale degli stati dei tiratori prima della performance sportiva. L'analisi combinata
di tali variazioni fisiologiche e del tono edonico, ha fornito una chiara discriminazione
dei fenomeni di eccitazione/attivazione e prontezza alla base delle prestazioni di tiro.
Tale strategia potrebbe essere usata anche negli studi sulla riabilitazione motoria per
correlare il miglioramento della performance visuomotoria allo stato globale emoziona-

le, psicofisico e psicofisiologico durante I'atto motorio.
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Sono stati effettuati alcuni studi sulle registrazioni EEG in simultanea in musicisti:
verso un futuro approccio metodologico per lo studio dell'attivita cerebrale in sog-
getti con deficit neurologici durante interazioni sociali di gruppo:

a) Registrazione simultanea di dati EEG in musicisti coinvolti nell'esecuzione di un
brano musicale.

In questo studio & stato descritto un nuovo approccio metodologico per la registrazio-
ne simultanea di dati EEG in musicisti coinvolti nell'esecuzione di un brano musicale.
Una nuova tecnologia sviluppata da un'azienda italiana nel campo delle strumentazio-
ni biomedicali (EBNEURO s.p.a.) ha consentito di registrare simultaneamente ['attivita
EEG del cervello da gruppi di quattro musicisti in concerto. | dati EEG (30 canali) sono
stati registrati durante I'esecuzione di un brano musicale in concerto (ESECUZIONE)
e la condizione di riposo (RIPOSO). La qualita dei dati EEG & stata confermata dalla
elevata percentuale di epoche EEG prive di artefatti (80%) e dalle caratteristiche spet-
trali del segnale EEG. Durante la condizione di riposo, lo spettro di potenza EEG ha
presentato il tipico andamento ottenuto da una registrazione di qualita standard: si &
infatti osservato il picco di potenza spettrale nella banda alfa (8-12 Hz) nelle aree poste-
riori. Durante l'esecuzione del brano musicale, si & osservata una riduzione di potenza
spettrale nella banda alfa e un incremento di potenza spettrale alle frequenze piu alte.
Tali risultati suggeriscono che il presente approccio metodologico risulta essere adat-
to per la registrazione simultanea di dati EEG in musicisti coinvolti nell'esecuzione di
un brano musicale. Si pud ragionevolmente ipotizzare che quest'approccio metodolo-
gico possa essere utilizzato per studiare |'attivita cerebrale in soggetti con deficit neu-
rologici durante interazioni sociali di gruppo, al fine di comprendere meglio le basi neu-
rologiche di questi disturbi e di sviluppare e selezionare gli interventi terapeutici e ria-

bilitativi piu efficaci.

b) Cervelli “in concerto”: relazione tra ampiezza dei ritmi EEG alfa e l'empatia in
musicisti professionisti.

L'esecuzione di un brano musicale in concerto rappresenta una condizione umana
unica in cui i musicisti devono fare affidamento sulle proprie capacitda empatiche.
Recenti teorie attribuiscono alle aree di Brodmann (BA) 44/45 e 10/11 una base neura-
le per 'empatia "emotiva" e 'empatia "cognitiva". In questo studio & stata valutata l'ipo-
tesi secondo la quale l'attivita di queste strutture riflette le capacitda empatiche nei
musicisti professionisti mentre suonano in gruppo. Lo studio & stato condotto in tre

quartetti di musicisti professionisti (sassofonisti). L'empatia soggettiva & stata misurata
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da un test psicologico standardizzato (empathy quotient test, EQT). | dati EEG (30
canali) sono stati registrati in simultanea sui 3 quartetti durante l'esecuzione di un
brano musicale (ESECUZIONE), l'osservazione della videoripresa della performance
musicale (OSSERVAZIONE), l'osservazione di una videoripresa in cui i sassofonisti vol-
tavano la pagina dello spartito (CONTROLLO) e la condizione di riposo (RIPOSO). Le
bande EEG di interesse sono state: alfa 1(8-10 Hz) e alfa 2 (10-12 Hz). L'analisi delle sor-
genti corticali EEG alfa & stata effettuata mediante la tecnica di LORETA. L'attivita cor-
ticale & stata indicizzata mediante la variazione dell'ampiezza EEG alfa nelle condizio-
ni ESECUZIONE, OSSERVAZIONE e CONTROLLO rispetto alla condizione di riposo.
| risultati statistici hanno mostrato, per la condizione ESECUZIONE, una correlazione
tra il livello di empatia e 'ampiezza corticale alfa nella BA 44/45: maggiore & il livello di
empatia, maggiore & l'ampiezza corticale alfa nella BA 44/45. Nessuna correlazione sta-
tisticamente significativa si & vista nelle condizioni OSSERVAZIONE e CONTROLLO
o in altre BA di controllo. Le aree BA 44 e BA 45 sono regioni frontali che fanno parte
dei cosiddetti sistemi “specchio” (“mirror systems”), e sono ben note per il loro ruolo
nella comprensione dei comportamenti, delle emozioni e delle intenzioni delle altre
persone. | presenti risultati suggeriscono che i ritmi alfa nella BA 44/45 riflettono
empatia emotiva nei musicisti professionisti. Si pud ragionevolmente ipotizzare che
quest'approccio metodologico possa essere utilizzato per studiare l'attivita cerebrale
in soggetti con deficit neurologici durante interazioni sociali di gruppo, al fine di com-
prendere meglio le basi neurologiche di questi disturbi e di sviluppare e selezionare gli

interventi terapeutici e riabilitativi piu efficaci.
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Area di Ricerca Parkinson e Disturbi del Movimento

Studio di interazione tra safinamide e levodopa in pazienti affetti da malattia di

Parkinson

La ricerca di nuove molecole che possano affiancare |'attuale terapia farmacologia per
la cura dei pazienti affetti da malattia di Parkinson & sempre in costante sviluppo. La safi-
namide appartiene ad una classe di farmaci noti come inibitori degli enzimi MAO-B. E'
stata sviluppata come terapia aggiuntiva e agisce aumentando la disponibilita di dopa-
mina nelle aree cerebrali interessate dalla malattia (nuclei della base). Precedenti studi
hanno mostrato una buona efficacia e tollerabilita di questo nuovo farmaco. Scopo di
questo studio & stato quello di indagare l'effetto della safinamide controllata verso pla-
cebo sulla farmacocinetica della levodopa, misurando le concentrazioni plasmatiche
della levodopa stessa, della carbidopa e dei metaboliti.

Il disegno di questo studio ha previsto una randomizzazione in doppio cieco, controlla-
to verso placebo, in a 1:1 ratio con il seguente trattamento sequenziale: A—>Bo B — A
con 100 mg di safinamide aggiunto a dosaggi standard di levodopa, somministrata in due
periodi, in due sequenze crossover.

Sono stati screenati 27 pazienti; solo 3 pazienti, dopo aver effettuato le procedure di
screening previste, non hanno potuto proseguire lo studio per la presenza di degenera-
zione retinica di vario grado (criterio di esclusione). Sono stati quindi randomizzati 24
pazienti (14 maschi e 10 femmine) affetti da malattia di Parkinson conclamata e gia in trat-
tamento con levodopa, di etd media di 65 anni. Tutti i partecipanti sono stati randomiz-
zati in accordo alle procedure di studio e divisi in due gruppi:

1. safinamide 100 mg nel periodo 1, seguita da placebo nel periodo 2;

2. placebo nel periodo 1, seguito da safinamide 100 mg nel periodo 2.

In tutto sono state effettuate le 7 visite previste, per una durata complessiva di osserva-
zione di circa tre mesi, comprendenti la visita di screening, due periodi di trattamento
di 6 giorni separati da un periodo di wash-out di almeno 14 giorni, ed una visita di fine
studio 14-21 giorni dopo l'ultima somministrazione del farmaco del periodo 2.

Durante ognuno dei periodi, i pazienti sono stati sottoposti per due giorni consecutivi a
prelievi ematici per valutare la farmacocinetica della levodopa: il primo giorno eseguen-
do campioni prima di ogni dose abituale di levodopa, e il secondo giorno prima e dopo
somministrazione singola di safinamide/placebo e levodopa, per una durata di 6 ore
(ogni 30 minuti).

Risultati di Farmacocinetica: complessivamente, il profilo della concentrazione media
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plasmatica della levodopa ¢ risultata simile dopo la co-somministrazione di safinamide
(Trattamento A) e dopo la co-somministrazione di placebo (Trattamento B), sia dopo sin-
gola dose (giorno 1) che dopo terapia stabile (giorno 6). Riguardo i parametri farmacoci-
netici, la Cmax e l'area sotto la curva AUC0-6 della levodopa a giorno 1 e giorno 6 & risul-
tata comparabile nei due trattamenti.

L'analisi della varianza (ANOVA) per ratio Trattamento A/Trattamento B al giorno 1 e al
giorno 6 (vedasi tabella) & vicina al 100% per entrambe i parametri di Cmax e AUCo0-6

della levodopa.

Ratio Estimate (%)
90% Cl
Trattamento A Trattamento B Trattamento A / Trattamento
(levodopa + safinamide) (levodopa + placebo) B

Day 1
Cmax (ng/mL) 974.895 950.327 102.6 (88.6-118.8)
AUCo0-6 (ng.h/mlL) 1999.9 1734.8 15.3 (95.3-139.5)
Day 6
Cmax (ng/mL) 944.322 950.325 99.4 (77.9-126.8)
AUCo0-6 (ng.h/mL) 1792.2 1931.6 92.8 (82.1104.8)

Risultati di sicurezza: la safinamide & risultata ben tollerata quando co-somministrata
con levodopa. Non si sono verificati eventi avversi seri ed il profilo di tollerabilita del far-
maco é risultato ottimo. | quattro eventi avversi non seri segnalati (vomito, malessere,
anemia e discinesie), non sono stati considerati farmaco-correlati. | parametri di labora-
torio, i segni vitali e gli ECG dei pazienti non hanno mostrato modifiche di rilevanza cli-
nica (ad eccezione di un caso di anemia segnalato come evento avverso).

La safinamide non modifica in maniera rilevante la farmacocinetica della levodopa, e la

somministrazione di 100 mg una volta al giorno & ben tollerata.

Statistica comparativa dei test Mini Mental State Examination (MMSE) e Montreal
Cognitive Assement (MoCA) nello screening cognitivo della malattia di Parkinson

La malattia di Parkinson & una malattia neurodegenerativa cronica e progressiva che
riguarda le strutture nervose che costituiscono il sistema extrapiramidale.

Si manifesta attraverso tre sintomi motori importanti: acinesia, rigidita e tremore.
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La malattia di Parkinson colpisce inoltre una costellazione di sintomi non motori, che
riguardano anche la sfera cognitiva. Le aree maggiormente colpite sono: l'attenzione, la
memoria di lavoro, la fluenza verbale, le funzioni esecutive e visuospaziali.

Nella pratica clinica e sperimentale, il test maggiormente utilizzato per la valutazione dei
disturbi dell'efficienza intellettiva e della presenza di deterioramento cognitivo & il Mini
Mental State Examination. Il test & costituito da trenta item, che fanno riferimento a
sette aree cognitive differenti: orientamento nel tempo, orientamento nello spazio, regi-
strazione di parole, attenzione e calcolo, rievocazione, linguaggio, prassia costruttiva.

Il punteggio totale & compreso tra un minimo di 0 ed un massimo di 30 punti. Un pun-
teggio uguale o inferiore a 18 & indice di una grave compromissione delle abilita cogniti-
ve; un punteggio compreso tra 18 e 24 & indice di una compromissione da moderata a
lieve, un punteggio pari a 25 & considerato borderline, da 26 a 30 & indice di normalita
cognitiva.

Negli ultimi anni & stato introdotto un nuovo strumento cognitivo, il Montreal Cognitive
Assement (MoCA).

Il MoCA é& stato progettato come strumento per un rapido screening del deterioramen-
to cognitivo lieve. Valuta diversi domini cognitivi: attenzione e concentrazione, funzioni
esecutive, memoria, linguaggio, abilita visuocostruttive, astrazione, calcolo e orienta-
mento. Il tempo di somministrazione del MoCa & di 10 minuti. Il massimo punteggio pos-
sibile & 30 punti; un punteggio uguale o superiore a 26 & considerato normale.

Le aree valutate sono: il trail making, le abilita visuocostruttive, la memoria di lavoro, l'at-
tenzione sostenuta, il calcolo, la fluenza verbale, I'astrazione, il richiamo differito e I'o-
rientamento.

Lo studio ha come obiettivo I'analisi comparativa di MMSE e MoCa per valutarne la vali-
dita, I' attendibilita nella popolazione parkinsoniana. Viene inoltre somministrato un que-
stionario sulla qualita della vita Parkinson's Disease Questionnaire (PDQ-39) per vede-
re se esistono delle correlazioni tra sintomi cognitivi e livello della qualita della vita.

Il campione comprende 106 pazienti affetti dalla malattia di Parkinson, 55 di sesso
maschile e 51 di sesso femminile. L'etd compresa dei partecipanti era tra i 46 e 89 anni
e l'eta alla diagnosi compresa tra 21 e 86 anni.

A tutti i pazienti sono stati somministrati Moca, MMSE e PDQ-39.

Nella Tabella 1 sono riassunte complessivamente le caratteristiche cliniche e demografi-
che del campione finora analizzato, e i punteggi totali e sub-totali dei questionari MoCA,
MMSE e PDQ-39.

Nella Tabella 2 sono riportati i risultati parziali dell'analisi di correlazione effettuata

applicando l'algoritmo di Spearman. | risultati al momento suggeriscono un'elevata, e sta-
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tisticamente significativa, correlazione fra i due questionari relativamente a tutte le aree
di valutazione corrispondenti, inclusi i punteggi totali grezzi e corretti.

In Tabella 3 sono riassunte, separatamente per il gruppo di soggetti con e senza deficit
cognitivo secondo i valori soglia del MoCA e del MMSE, le caratteristiche cliniche e
demografiche del campione in studio, e i punteggi totali e sub-totali dei questionari
MoCA, MMSE e PDQ-39.

Per il confronto fra gruppi sulle variabili categoriche & stato applicato il test del Chi-
Quadro di Pearson (o il test Esatto di Fisher nel caso di frequenze attese < 5), per il con-
fronto sulle variabili continue & stato usato il test della Somma de’ Ranghi di Wilcoxon
(test di Mann- Whitney).

| soggetti con e senza deficit cognitivo, def niti secondo i valori soglia del McCA e del
MMSE, non differiscono significativamente per le caratteristiche demografiche e clini-
che tranne che per la scolaritd (MoCA: p<0.001; MMSE: p=0.0m).

Una differenza statisticamente significativa & stata anche identificata per I'zta e per I'eta
alla diagnosi, ma solamente tra i soggetti con e senza deficit cognitivo secondo la classi-
ficazione del MMSE (age: p=0.002; age at diagnosis: p=0.010).

In riferimento alla classificazione del deficit secondo il questionario MoCA, i soggetti dif-
feriscono significativamente per il punteggio totale e tutti i sub-totali del MMSE (esclu-
so il sub-totale della memoria), e per il punteggio totale e tutti i sub-totali del MoCA.
In riferimento alla classificazione del deficit secondo il questionario MMSE, i soggetti
differiscono significativamente per il punteggio totale e tutti i sub-totali sia del questio-
nario MMSE sia del MoCA. Non é stata trovata alcuna differenza statisticamente signi-
ficativa sui punteggi delle sottoscale del questionario PDQ-39 tra il gruppo dei soggetti
con e senza deficit, secondo la classificazione sia del MMSE sia del MoCA.

La Figura 1 mostra le curve ROC (receiver operating characteristic) dei questionari
MoCA e MMSE. Il MoCA ¢ stato scelto come gold-standard per la presenza o assenza
del deficit cognitivo. Dunque, la sua area ROC & 100%. L'area ROC del MMSE é stata
stimata del 79%. La differenza fra le due aree ROC & risultata statisticamente significa-

tiva (p<0.001).
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Tabella 1

Caratteristiche cliniche e demografiche, punteggi ai questionari MoCA, MMSE e PDQ-39. Valori totali
MMSE: Mini-Mental State Examination; MoCA: Montreal Cognitive Assessment; PDQ-39: Parkinson’s Disease Questionnaire

Variabili n % Variabili n media s::r:i. min max | mediana
Sesso
Maschio 55 | 51.89 |Eta 106 71.24 9.40 46 89 72
Femmina 51 | 481
Eta alla Diagnosi 106 | 6173 1214 21 86 62.50
Stato Civile
'(\:I:Zgi/ 2 | 189 |Scolarita 106 8.77 4.95 o 18 8
Sposato/a 87 | 82.08 | Questionario MMSE
Vedovo/a 755 | Orientamento 106 8.58 1.93 1 10 9
Divorziato/a 9 8.49 | Memorizzazione 106 2.92 0.33 1 3 3
Attenzione e Calcolo 106 318 173 o 5 3
Lavoro Richiamo Differito 106 2.01 0.89 o 3 2
Impiegato 17 | 16.04 | Linguaggio 106 7.85 1.24 4 9 8
Pensionato 69 | 65.09 | Visuospaziale-Esecutivo 106 2.31 0.83 o 4 3
Casalinga 17 | 16.04 | Totale Grezzo 106 | 24.55 4.49 12 30 25
Studente 1 | 094 |Totale Corretto 106 | 2416 4.37 12.70 30 25
Altro 2 1.89 | Questionario MoCA
Visuospaziale-Esecutivo 106 2.49 157 o 5 2
Levodopa Denominazione 106 2.65 0.66 o 3 3
No 19 | 1792 | Memoria1 106 3.84 1.31 o 5 4
Si 87 | 82.08 | Memoria 2 106 4.39 0.97 o) 5 5
Memoria1+2 106 8.23 2.08 1 10 9
g:frsel::::ario MMSE_ Attenzione 106 4.09 1.61 o 6 4
In Deficit 64 | 60.38 | Linguaggio 106 1.78 092 o 4 2
Normale 42 | 39.62 | Astrazione 106 1.03 0.80 o 2 1
Richiamo Differito 106 1.36 1.40 o 5 1
g:re:::::ario MoCA Orientamento 106 511 1.33 o 6 6
In Deficit 94 | 88.68 | Totale Grezzo 106 | 18.52 5.58 4 30 19
Normale 12 | 1M.32 | Totale Corretto 106 19.29 5.44 30 20
Questionario PDQ-39
Mobilita 106 | 55.33 30.86 o 100 55
Attivita di Vita Quotidiana | 106 | 39.43 28.53 o 100 37.50
Benessere Emotivo 106 | 44.46 24.24 o 100 45.83
Stigma 106 | 28.01 30.56 o 100 18.75
Supporto Sociale 101 50.99 24.25 o) 83.33 66.67
Facolta Cognitive 106 | 30.01 20.71 e} 87.50 25
Comunicazione 106 2618 25.81 o 100 20.83
Disagi Fisici 106 | 33.65 25.95 o 100 33.33
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Tabella 2

Analisi di correlazione fra punteggi totali e sub-totali dei questionari MoCA e MMSE
MMSE: Mini-Mental State Examination; MoCA: Montreal Cognitive Assessmen); significativita statistica: p<0.05

Questionario MoCA Questionario MMSE Cg:::::lz?:::i p-value

Orientamento Orientamento 0.8250 < 0.0001
Memoria 1+2 Memorizzazione 0.2140 0.0276

Attenzione Attenzione e Calcolo 0.6937 < 0.0001
Richiamo Differito Richiamo Differito 0.5746 <0.0001
Linguaggio Linguaggio 0.4791 <0.0001
Denominazione Linguaggio 0.2446 0.0115

Astrazione Linguaggio 0.3933 < 0.0001
Visuospaziale-Esecutivo Visuospaziale-Esecutivo 0.5555 < 0.0001
Totale Grezzo Totale Grezzo 0.8241 <0.0001
Totale Corretto Totale Corretto 0.7791 <0.0001

Tabella 3

Caratteristiche cliniche e demografiche, punteggi ai questionari MoCA, MMSE e PDQ-39. Confronto fra
soggetti con e senza deficit cognitivo
Valori soglia per deficit cognitivo: MoCA<26, MMSE<26; F: Test Esatto di Fisher; M: Test di Man-Whitney (Wilcoxon Rank-Sum);
significativita statistica: p<0.05 (evidenziati in grassetto). MMSE: Mini-Mental State Examination; MoCA: Montreal Cognitive
Assessment; PDQ-39: Parkinson’s Disease Questionnaire

Questionario MoCA Questionario MMSE
Variabili In Deficit Normale Cont::::; i In Deficit Normale Cog:::i; i
n % n % p-value n % n % p-value
Sesso
Maschio 50 5319 5 41.67 0.452 33 51.56 22 52.38 0934
Femmina 44 46.81 7 58.33 31 48.44 20 47.62
Stato Civile
Nubile/Celibe 2 213 o 0.00 0.505" 2 313 o 0.00 0.507"
Sposato/a 77 8191 10 83.33 54 84.38 33 78.57
Vedovo/a 8 8.51 o 0.00 4 6.25 4 9.52
Divorziato/a 7 7.45 2 16.67 6.25 1.90
Lavoro
Impiegato 16 17.02 1 8.33 0.675" 10 15.63 7 16.67 1.000"
Pensionato 61 64.89 8 66.67 42 65.63 27 64.29
Casalinga 14 14.89 3 25.00 10 15.63 16.67
Studente 1 1.06 o 0.00 1 156 o 0.00
Altro 2 213 o 0.00 1 1.56 1 2.38
Levodopa
No 16 17.02 3 25.00 0.447% 12 1875 7 16.67 0784
Si 78 8298 9 75.00 52 81.25 35 83.33
Questionario MMSE Corretto
In Deficit 63 67.02 1 8.33 <0.001
Normale 31 3298 n 91.67
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Questionario MoCA In Deficit Normale :-:nt:z:::
N | mean sd min | max | median | N mean sd min | max |median| p-value™
Eta 94 | 7179 | 9.01 46 89 73 12 | 6692 | 160 | 52 89 67 0103
Eta alla Diagnosi 94 |62.09| M.43 | 35 85 63 12 | 5892 | 1710 21 86 | 60.50 0.504
Scolarita 94 | 818 | 4.81 o 18 5 12 | 13.42 | 3.48 8 18 13 <0.001
Questionario MMSE
Orientamento 94 | 8.40 | 198 1 10 9 12 10 o 10 10 10 0.001
Memorizzazione 94 291 0.35 1 3 3 12 3 o) 3 3 3 0.370
Attenzione e Calcolo 94 | 297 | 17 o 5 3 12 | 483 | 058 | 3 5 5 <0.001
Richiamo Differito 94 | 191 | 0.88 o 3 2 12 275 | 0.62 1 3 3 0.001
Linguaggio 94 | 772 | 125 4 9 8 12 883 | 058 | 7 9 9 0.001
Visuospaziale-Esecutivo | 94 | 2.22 | 0.84 o 4 2 12 3 o 3 3 3 0.001
Totale Grezzo 94 | 2393 | 4.37 12 30 25 12 | 29.42 | 1.38 | 26 30 30 <0.001
Totale Corretto 94 |23.62| 4.30 | 1270 | 30 2470 | 12 | 2838 | 197 [23.20| 30 | 28.35 <0.001
Questionario MoCA
Visuospaziale-Esecutivo | 94 | 2.20 | 1.42 o 5 2 12 475 | 045 | 4 5 5 <0.001
Denominazione 94 2.61 | 0.69 [e} 3 3 12 3.00 | 0.00 3 3 3 0.030
Memoria 1 94 | 376 | 133 o 5 4 12 | 450 | 1.00 2 5 5 0.037
Memoria 2 94 | 432 | 101 o 5 5 12 492 | 029 | 4 5 5 0.019
Memoria1+2 94 | 8.07 | 213 1 10 9 12 9.42 | 1.00 7 10 10 0.016
Attenzione 94 | 3.85 | 155 [e} 6 4 12 6.00 | 0.00 6 6 6 <0.001
Linguaggio 94 | 1.67 | 0.88 o 4 2 12 2.67 0.65 1 3 3 <0.001
Astrazione 94 | 094 | 079 o 2 1 12 175 0.45 1 2 2 0.001
Richiamo Differito 94 | 17 | 133 o 5 1 12 2.83 m 1 5 3 <0.001
Orientamento 94 | 5.00 | 137 [e} 6 5 12 6.00 | 0.00 6 6 6 0.002
Totale Grezzo 94 | 17.44 | 495 4 25 17.50 12 | 2700 | 141 25 30 27 <0.001
Totale Corretto 94 |18.27 | 4.88 5 25 18 12 | 2733 | 130 | 26 30 27 <0.001
Questionario PDQ-39
Mobilita 94 | 5673|3053 | O 100 | 5625 | 12 | 44.38 | 3267 | O 95 50 0.222
Attivitd di Vita
Quotidiana 94 | 4100|2899 | © 100 | 3750 | 12 | 2708 | 21.87 | ©O 75 | 2292 0124
Benessere Emotivo 94 | 45.48 | 24.01 o 100 | 45.83 12 | 3646 | 2557 | O 100 | 2917 0152
Stigma 94 | 2859 | 3140 | O 100 15.63 12 | 23.44 | 2356 | O |6875| 25 0.695
Supporto Sociale 90 | 5213 | 22.92 O |83.33| 66.67 n 4167 | 3312 | O | 66.67 | 66.67 0.410
Facoltd Cognitive 94 | 31.05 | 21.33 o 87.5 25 12 | 21.88 | 1292 | 6.25 | 43.75 | 1875 0177
Comunicazione 94 | 2775 | 26.25 o 100 25 12 | 1389 | 1858 | O 50 437 0.072
Disagi Fisici 94 |34.66| 2590 | O 100 33.33 12 | 2569 | 2598 | O 75 | 20.83 0.254
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Questionario MMSE In Deficit Normale :_:'g::::::
n | media s;‘:r::l. min | max | mediana | n | media S:I::;‘ min | max |mediana| p-value™
Eta 64 | 7325 | 871 46 89 74 42 | 6817 | 9.68 | 48 89 | 66.50 0.002
Eta alla Diagnosi 64 | 64.05| 1058 | 38 85 66 42 | 5819 | 13.58 | 21 86 58 0.010
Scolarita 64 773 4.76 fe) 17 5 42 | 10.36 | 4.88 o 18 12 o.om
Questionario MMSE
Orientamento 64 | 7.81 2m 1 10 8 42 | 976 | 0.62 7 10 10 <0.001
Memorizzazione 64 2.88 0.42 1 3 3 42 3 e} 3 3 3 0.042
Attenzione e Calcolo 64 | 2.28 | 1.60 o 5 2 42 | 455 | 074 3 5 5 <0.001
Richiamo Differito 64 | 164 | 0.84 o 3 2 42 | 257 | 0.3 1 3 3 <0.001
Linguaggio 64 | 725 | 120 4 9 7 42 | 876 | 0.58 7 9 9 <0.001
Visuospaziale-Esecutivo 64 | 195 | 081 ¢} 3 2 42 | 2.86 | 052 1 4 3 <0.001
Totale Grezzo 64 | 21.86 | 371 12 28 23 42 | 2864 | 141 25 30 29 <0.001
Totale Corretto 64 | 21.52 | 3.58 [12.70 | 2590 | 22.30 | 42 | 2818 | 136 | 26 30 28 <0.001
Questionario MoCA
Visuospaziale-Esecutivo 64 | 183 1.23 o 4 2 42 | 350 | 150 o 5 4 <0.001
Denominazione 64 | 2.48 0.78 o) 3 3 42 | 290 | 0.30 2 3 3 0.001
Memoria 1 64 | 3.47 | 137 o 5 4 42 | 4.40 | 099 2 5 5 <0.001
Memoria 2 64 4n m o 5 4 42 | 4.81 | 0.45 3 5 5 <0.001
Memoria 1+2 64 7.58 2.29 1 10 8 42 9.21 114 7 10 10 <0.001
Attenzione 64 | 3.45 | 155 o 6 3 42 | 507 | 116 2 6 5 <0.001
Linguaggio 64 | 155 | 091 o 4 1 42 | 214 | 081 o 3 2 0.001
Astrazione 64 | 081 | 079 o 2 1 42 | 136 | 069 | © 2 1 0.001
Richiamo Differito 64 | 097 | 1.28 o 5 o 42 | 195 1.38 o 2 <0.001
Orientamento 64 4.61 1.48 ) 6 42 | 5.88 | 0.40 4 6 <0.001
Totale Grezzo 64 | 1570 | 4.83 4 26 16 42 | 2281 | 356 | 14 30 23 <0.001
Totale Corretto 64 | 1653 | 474 5 26 1650 | 42 | 2350 | 3.35 | 15 30 24 <0.001
Questionario PDQ-39
Mobilita 64 | 59.49 | 29.59 | 2.50 | 100 6375 | 42 | 4899 | 32.03 | O | 100 | 46.25 0.099
Attivita di Vita Quotidiana | 64 | 40.30 | 2871 o 100 3750 | 42 | 3810 | 2857 | © 100 | 31.25 0.637
Benessere Emotivo 64 | 46.35 | 2435 o 100 | 4583 | 42 | 4157 | 24.37 | O | 100 | 4375 0.355
Stigma 64 | 2891 | 31.82 o 100 1875 | 42 | 26.64 | 2886 | O | 100 | 15.63 0.802
Supporto Sociale 62 | 5148 | 23.21 O [8333| 6667 | 39 | 50.21 | 26M o [83.33| 66.67 0.884
Facolta Cognitive 64 | 331 | 21.67 O | 8750 | 3125 | 42 [ 2530 | 1841 | O |6875| 1875 0.052
Comunicazione 64 | 2682 | 2359 | O 100 25 42 | 2520 | 2913 | O | 100 | 8.33 0.359
Disagi Fisici 64 | 3516 | 25.61 o 100 | 3333 | 42 | 3135 | 2660 | O |83.33| 25 0.454
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Figura 1

Analisi delle curve ROC.

MoCA > 26: valore soglia di riferimento per la classificazione del deficit cognitivo; MMSE > 26: valore soglia in esame per
la classificazione del deficit cognitivo; significativita statistica: p<0.05; ROC: Receiver Operating Characteristic; MMSE:

Mini-Mental State Examination; MoCA: Montreal Cognitive Assessment; PDQ-39: Parkinson’s Disease Questionnaire

Studio caso-controllo sui fattori di rischio familiare e diagnosi precoce della malat-

tia di Parkinson.

Nella maggior parte dei casi le cause della malattia di Parkinson restano sconosciute e
modelli di tipo monogenico non sembrano molto verosimili. Probabilmente ci si trova di
fronte a complesse interazioni di molti fattori di tipo genetico e non-genetico.

La malattia di Parkinson tende a ricorrere nella stessa famiglia pit 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 riferi-
sce infatti la presenza di familiarita positiva. La ricorrenza familiare di una malattia non
& sinonimo di ereditarieta; esistono infatti molti altri fattori, come esposizioni ambienta-
li, occupazionali, ecc. che tendono a ricorrere nelle famiglie, e potrebbero avere un
ruolo nel determinare l'aggregazione familiare di malattia.

La potenziale multifattorialitad dell'eziologia della malattia di Parkinson, combinata alla
presenza di un quadro di debole suscettibilitad genetica sostiene un modello di interazio-

ne gene-ambiente come modello eziologico preferenziale.
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In associazione con l'identificazione dei fattori di suscettibilita genetica, la letteratura ha
riportato alterazioni nella distribuzione in casi e controlli di alcuni fattori fenotipici, fra
cui l'instabilita genetica ed il danno al DNA.

A completamento delle variabili considerate nella definizione del modello ezio-patolo-
gico del Parkinson, una serie di variabili ambientali sono state investigate in studi di tipo
clinico ed epidemiologico. Fra queste, vaii aspetti dello stile di vita, la dieta, I'occupazio-
ne, la residenza. Anche parametri di funzionalita fisiologica sono stati in varie occasioni
considerati come predittori dello sviluppo di malattia.

Obiettivo di questo studio osservazionale di tipo caso controllo ¢ 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'in-
terazione gene-ambiente fra le SNPs valutate nei gruppi in studio con i fattori di rischio
della malattia; i) validazione dei principali meccanismi connessi con le fasi precoci della
malattia; iii) creazione di un biorepository per lo studio dei fattori di rischio della malat-
tia di Parkinson.

La popolazione dei casi & rappresentata dai soggetti con diagnosi confermata di
Malattia di Parkinson afferenti agli ambulatori del servizio di neuroriabilitazione
dell'lRCCS San Raffaele Pisana. | controlli, appaiati per sesso ed eta (5 anni) sono sele-
zionati fra gli afferenti al centro riabilitativo dellIRCCS San Raffaele Pisana per presta-
zioni non legate a patologie di tipo neurodegenerative.

A tutti i soggetti che finora hanno dato il consenso a partecipare allo studio & stato som-
ministrato un questionario da personale addestrato. L'intervista, proposta dopo gli
accertamenti clinici di routine, ha una durata di circa 15 minuti.

Finora non si & ancora proceduto ad effettuare prelievi di materiale biologico, in ogni
caso a tutti i soggetti che firmano il modulo di consenso informato vengono prelevate
cellule esfoliate della mucosa buccale con procedura non invasiva tramite l'uso di uno
spazzolino del tutto simile a quello per i denti. Nessun effetto avverso & atteso in rela-
zione a tale procedura. | campioni vengono depositati nel Biorepository dell'IRCCS San
Raffaele Pisana.

La dimensione dello studio & stata valutata con un software dedicato. | parametri inse-
riti sono stati scelti sulla base della prevalenza della familiarita con pazienti affetti dalla
malattia di Parkinson nella popolazione generale (p1). Pertanto, dato p1=.20; Ratio Case
to Controls 1:1; a = 0.05; 1-b=.80, per trovare significativo un OR di 1.30 corrispondente
ad un rischio di malattia aumentato del 30% per il fatto di avere un parente di primo
grado affetto da Parkinson & necessario reclutare 1000 pazienti affetti dalla malattia di
Parkinson ed altrettanti controlli.

Nel corso del 2011, primo anno dello studio, si & dato inizio alla somministrazione dei
questionari. In una fase piu avanzata, i dati cosi raccolti saranno sottoposti ad analisi sta-

tistica al fine di individuare eventuali associazioni.
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Area di Ricerca Dolore Neuropatico

Il gioco d'azzardo patologico in soggetti con cefalea a grappolo. Studio caso-controllo.

Il gioco d'azzardo patologico (gambling) & definito come un comportamento persistente,
ricorrente e maladattivo che compromette le attivitd personali, familiari, o lavorative.
Attualmente si tratta di un fenomeno in gran parte sommerso e sottostimato che rientra
nell'ambito dei disturbi del controllo degli impulsi. Studi epidemiologici recenti sottolinea-
no che circa I'80% della popolazione italiana &, in qualche modo, interessata al gioco d'az-
zardo, mentre [1-3% della popolazione adulta ne risulta affetta. Il gambling presenta alti
livelli di comorbilitd con varie problematiche psico-patologiche: la psicosi maniacale
depressiva, l'iperattivitd con deficit di attenzione (ADHD), l'agorafobia, il disturbo osses-
sivo compulsivo, la depressione clinica, condotte suicidarie, l'alcolismo e l'uso di sostanze
in generale, i disturbi di personalita. | disturbi dell'umore e dell'ansia possono spingere i
giocatori patologici a giocare poicheé la loro tendenza al gioco & collegata all'intensita del
loro stato d'animo per il bisogno di fuggire da una visione della realtad deprimente e mor-
tificante e ricercare nel gioco un effetto di tipo euforizzante.

| pazienti affetti da cefalea a grappolo vengono generalmente considerati come forti
fumatori e forti bevitori di alcolici e probabilmente anche di caffé. Si tratta spesso di sog-
getti di statura elevata e corporatura robusta, pili frequentemente dagli occhi scuri e dal
volto massiccio (aspetto leonino). E' stato, infatti, definito un profilo della vittima preferi-
ta da questo tipo di cefalea: maschi professionalmente molto impegnati, appartenenti a
ceto socioeconomico medio-alto, uomini d'affari, dirigenti che conducono una vita stres-
sante, efficienti, ambiziosi, perfezionisti con una forte tendenza ad un comportamento di
tipo ossessivo. Sembra che la tendenza ad eccedere nelle abitudini voluttuarie rientri nel-
I'ambito delle caratteristiche di personalita proprie di questi pazienti. Obiettivo dello stu-
dio & verificare la frequenza della sindrome da gioco d'azzardo patologico, dello shopping
compulsivo, alterazioni della condotta sessuale, internet addiction, di abuso voluttuario di
fumo, caffé, alcol ed altri tipi di comportamenti con scarso controllo degli impulsi in
pazienti affetti da cefalea a grappolo rispetto alla popolazione di controllo. Obiettivi
secondari sono: valutare la correlazione tra la cefalea a grappolo, qualita di vita dei
pazienti affetti, disturbo ciclico dell'umore e variazioni nel controllo delle risposte emo-
zionali ed affettive.

Sono stati screenati in modo consecutivo 50 soggetti affetti da cefalea a grappolo affe-
renti alllRCCS San Raffaele Pisana dal 1 Gennaio al 31 Dicembre 201 e soggetti di con-
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trollo appaiati per sesso ed eta (+2 anni). Ai pazienti & stato richiesto di firmare un con-
senso informato allo studio. Ai pazienti affetti da cefalea a grappolo & stata somministra-
ta una intervista semistrutturata per la raccolta dei dati clinici delle caratteristiche diagno-
stiche di cefalea a grappolo, quali: esordio del dolore, durata di malattia, localizzazione,
tipo, frequenza, intensita del dolore, durata del dolore, fenomeni d'accompagnamento,
orario d'insorgenza. La cefalea a grappolo & stata diagnostica in accordo ai criteri dell'at-
tuale International Headache Classification. Sono stati inoltre raccolti dati relativi alle abi-
tudini di vita e voluttuarie (fumo, caffé, alcol, BMI) di tutti i partecipanti. Tutti i soggetti
sono stati valutati ambulatorialmente attraverso esame neurologico completo, in fase di
stabilizzazione clinica.

Tutti i soggetti vengono inoltre indagati attraverso una intervista semistrutturata neuro-
psichiatrica e questionari per valutare i rischi di impulsivita intesa come mancanza di con-
trollo sui pensieri e sui comportamenti: Temperament and Character Inventory (TCI) che
comprende 7 dimensioni di valutazione di personalita (4 del temperamento, 3 del carat-
tere), South-Oaks Gambling Screen (SOGS) (in grado di fornire informazioni sul tipo di
gioco privilegiato, la frequenza dell'attivita di gioco, la difficolta di giocare in modo con-
trollato, la consapevolezza circa il proprio problema di gioco, i mezzi usati per procurarsi
il denaro per giocare, il tornare a giocare per tentare di recuperare le perdite, le menzo-
gne circa le attivita di gioco in modo da poter distinguere i soggetti definiti come gioca-
tori a rischio dai giocatori problematici e dai probabili giocatori); Beck Depression
Inventory (BDI), che individua i casi di depressione dei giocatori compulsivi ad investire
eccessivamente sul piano dell'autostima nel gioco poiché la loro tendenza al gioco & col-
legata all'intensita del loro stato d'animo. Le valutazioni neuropsichiatriche sono in corso.
| risultati attesi da tale studio prevedono una correlazione diretta tra cefalea a grappolo,
gioco d'azzardo patologico e tratti di personalita di tipo impulsivo con aumento della pre-
valenza lifetime del gioco d'azzardo patologico rispetto alla popolazione generale. Il pre-
sente lavoro intende illustrare la disabilita dei pazienti affetti da cefalea a grappolo e delle

possibili comorbidita con disturbi dellumore e d'ansia.

Studio prospettico sulla prevalenza e caratteristiche dell'emicrania in una popolazio-

ne di atleti

L'associazione tra sport e cefalea & nota fin dai tempi di Ippocrate che descrisse in un
gruppo di studenti, la comparsa di emicrania in seguito a “ginnastica, corsa, camminata

veloce, etc”. Gli studi sulla prevalenza della cefalea negli atleti sono risultati finora spora-
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dici e condotti per lo pili in sport specifici (es. pallacanestro, corsa, etc). Meglio caratte-
rizzate sono la cefalea da altitudine o da decompressione ma poco si sa comunque sulla
loro reale prevalenza negli atleti. Le basi scientifiche di riferimento in tema di esercizio
fisico e cefalea si riferiscono comunque a studi aneddotici o osservazionali in aperto
senza popolazione di controllo.

Lambert e Barnet hanno condotto uno studio per verificare la teoria in base alle quale I'e-
sercizio fisico potrebbe rappresentare un trigger per la cefalea concludendo che l'eserci-
zio intenso potrebbe indurre un attacco di cefalea cosi come l'altitudine o la cattiva con-
dizione fisica o l'ipoglicemia. In contrasto, Lockett e Campbell, hanno dimostrato che l'e-
sercizio diminuisce sia l'intensita che lo stress nel percepire il dolore correlato a cefalea.
Darling, da parte sua, ha dichiarato che l'esercizio fisico potrebbe rappresentare uno stru-
mento per ridurre la frequenza della cefalea. Per quanto riguarda la prevalenza dell'emi-
crania negli atleti, uno studio condotto da Williams nel 1994 presso I'Universita di Otago
tra insegnanti e studenti ha evidenziato che pili di un terzo degli atleti lamentava cefalea
“sport-related”. In un altro studio australiano, effettuato su una popolazione di giocatori
di football, & stato dimostrato che il 50% di questi soffriva di cefalea ed approssimativa-
mente il 25% di questi lamentava cefalea sport-related.

Dunque l'esercizio e lo sforzo fisico potrebbero precipitare un attacco nelle forme prima-
rie di cefalea sport-related cosi come pud succedere per altri triggers negli emicranici
quali mestruazioni o consumo di alcol. Le forme secondarie, invece, sono dovute a trau-
mi cranici o cervicali. Inoltre farmaci che migliorano le performance negli atleti (es. caffei-
na o altri psicostimolanti, steroidi anabolici o creatina) potrebbero scatenare un attacco
di cefalea.

Lo scopo dello studio & valutare: in atleti la prevalenza e le caratteristiche della cefalea;
il rapporto intercorrente tra tipo di cefalea e tipo di pratica agonistica, con riferimento
anche al timing di insorgenza del dolore in rapporto al carico dell'allenamento o della gara;
il comportamento, terapeutico e non, dell'atleta di fronte allinsorgenza della cefalea.

Il pre-screening su 150 soggetti & iniziato nel mese di Novembre e si prevede la continua-

zione delle attivita nel 2012.
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RICERCA TRASLAZIONALE

Laboratorio di Neurobiologia Molecolare e Cellulare

Sviluppo di strategie immunoterapeutiche innovative specifiche per la malattia di
Alzheimer utilizzando gli anticorpi intracellulari.

In accordo con l'ipotesi della “cascata amiloidogenica”, le strategie terapeutiche
mirate a diminuire, prevenire o neutralizzare la formazione del peptide B-amiloi-
de (AB) ed in particolar modo delle specie oligomeriche di questo peptide,
dovrebbero bloccare o perlomeno rallentare il processo di neurodegenerazione
e la progressione dei deficit cognitivi che caratterizzano la malattia di Alzheimer
(AD). Diverse evidenze sperimentali suggeriscono come I'AB, a livello intracellu-
lare, si accumuli in diversi compartimenti tra cui l'apparato secretorio (in partico-
lare il reticolo endoplasmatico ed il Trans-Golgi) ed i compartimenti sinaptici.
Tra le strategie potenzialmente efficaci dirette contro I'AB, quelle basate sugli
anticorpi ricombinanti si sono dimostrate molto promettenti e diversi protocolli
sono ormai in fase clinica avanzata.

L'efficacia della tecnologia degli anticorpi intracellulari nel contrastare la tossi-
cita associata a diverse proteine quali I' a-synuclein nel Parkinson e I'huntingtin
nella malattia di Huntington, ha indotto a sviluppare nuove strategie immunote-
rapeutiche dirette contro le forme oligomeriche del peptide AP 1-42 utilizzando
questo approccio.

A tal fine & stato inizialmente subclonato un anticorpo a singola catena (scFv),
specifico per le forme oligomeriche dell’AB1-42, nel vettore pscFvexpress-sec
che dirige l'espressione dell'anticorpo nell'apparato secretorio di cellule di mam-
mifero (Sec-ScFvAbetal-42). E' stato inoltre generato un vettore che indirizza l'e-
spressione dell'scFv anti-AB 1-42 oligomerica verso il compartimento pre-sinapti-
co (PreSyn-ScFvAbetal-42) sfruttando il loop M3-M4 della subunita alpha 7 del
recettore nicotinico. Questo dominio contiene una sequenza autonoma e domi-
nante che permette di dirigere proteine di membrana generiche preferenzial-
mente verso il compartimento pre-sinaptico. Per questo scopo abbiamo ingegne-
rizzato il vettore per I'espressione in membrana degli scFv, pscFvexpress-mem,
con questa sequenza pre-sinaptica specifica.

Per ottenere una prima caratterizzazione degli anticorpi intracellulari generati,

sono state transfettate linee cellulari neuronali che overesprimono mutazioni
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specifiche del gene codificante I'APP, il precursore dell' AB e che producono
quantita elevate di AP 1-42 oligomerica, con entrambi i vettori. L'analisi per immu-
nofluorescenza delle cellule trasfettate ha dimostrato come entrambi gli anticor-
pi, Sec-ScFvAbetal-42 e PreSyn-ScFvAbetal-42 sono espressi in modo efficiente
e mostrano la localizzazione subcellulare corretta.

Risultati attesi:

1. Generazione e caratterizzazione di anticorpi intracellulari contro le forme oli-
gomeriche dell'AB 1-42 diretti verso il compartimento post-sinaptico.

2. Caratterizzazione delle attivita funzionali degli anticorpi intracellulari anti-Af}
1-42 oligomerica in linee cellulari neuronali.

3. Determinazione degli effetti sinapto e neuroprotettivi dei suddetti anticorpi
utilizzando vettori rAAV ed infettando colture neuronali primarie trattate con
preparazioni di AP 1-42 oligomerica.

4. Valutazione in vivo degli effetti sinapto e neuroprotettivi degli anticorpi intra-
cellulari anti-AP 1-42 oligomerica, subclonati nei vettori rAAV, infettando per via
intracerebrale il modello murino AD 5XFAD ed analizzandone le caratteristiche

biochimiche e comportamentali.

Ruolo dell'alterazione della funzionalita nucleolare nella patogenesi della

malattia di Alzheimer

Una ridotta attivita di sintesi proteica, associata all'accumulo di RNA ribosomale
(rRNA) ossidato specificatamente nelle regioni del cervello maggiormente colpi-
te nei pazienti Alzheimer (come l'ippocampo e la corteccia), suggerisce come la
funzionalita del nucleolo nella malattia di Alzheimer (AD) sia alterata. Inoltre, &
stato recentemente osservato come il peptide B-amiloide (AB), nella sua forma
oligomerica, interagisce in vitro con diverse proteine ribosomali cosi come con
proteine coinvolte nel processo di sintesi proteica ed & in grado di inibire in
maniera dose dipendente questo processo. La capacita dell’AB oligomerica di
legarsi a preparazioni ribosomali purificate da cellule ippocampali di ratto & un
ulteriore prova a favore della potenzialita dell’AB di agire come un fattore inibi-
torio della funzionalita del nucleolo nell’AD.

Studi stereologici eseguiti su neuroni corticali ed ippocampali di pazienti affetti
da AD in diversi stadi della patologia, hanno evidenziato una alterazione del volu-
me nucleolare, un indice di malfunzionamento del nucleolo. Al fine di determina-
re la correlazione tra generazione di AP ed alterazione della funzionalita nucleo-

lare, sono stati inizialmente analizzati, mediante microscopia ottica ed immuno-
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fuorescenza, la morfologia ed il volume dei nucleoli di cellule PC12 trattate con
il peptide AP. Si & osservato come, dopo 24 ore di trattamento con 50 -M di A,
si ha un aumento sostanziale del volume nucleolare cosi come un alterazione
della sua morfologia. L'analisi della proteina nucleolina ha inoltre mostrato come
il trattamento con AP altera la sua distribuzione, inducendo un suo spostamento
dal nucleolo verso il compartimento nucleoplasmatico. Un effetto simile & stato
osservato trattando le cellule con camptotecina, un inibitore della topoisomera-
si | che induce danno al DNA associato a stress nucleolare.

Per esaminare l'effetto dell'AB sulla trascrizione dell'rRNA & stata analizzata,
mediante immunofluorescenza su cellule PC12, l'incorporazione di un precursore
alogenato dell'RNA (5-FU) a livello nucleolare sia in cellule trattate che non. Dati
preliminari mostrano come la percentuale di cellule che incorporano la 5-FU, in
seguito a trattamento con AP, sia minore rispetto a cellule non trattate.
Risultati attesi:

1. Determinare la correlazione tra generazione di AP ed alterazione della funzio-
nalita ribosomale.

2. Determinare la correlazione tra disfunzione del sistema dei proteasomi indot-

ta da AP ed alterazione della biogenesi e funzionalita dei ribosomi.

Laboratorio di Biochimica dell' Invecchiamento
Studio dei meccanismi fisiopatologici della malattia di Parkinson.

Alterazioni della funzionalitd mitocondriale e/o della difesa antiossidante danno
luogo a stress ossidativo che se moderato & parte integrante dei processi di segna-
lazione redox; al contrario la persistenza e l'inasprirsi di tale condizione & coinvolta
nell'eziopatogenesi di diverse malattie neurodegenerative. A tutt'oggi, non & ancora
chiaro se lo stress ossidativo rappresenti la causa o la conseguenza dello stato pato-
logico. Inoltre, & da tener presente che un calo degli antiossidanti tiolici sembra
essere un fenomeno caratterizzante anche l'invecchiamento “in salute”. Esistono
numerose evidenze sperimentali a favore di un'azione protettiva di diverse classi di
antiossidanti in modelli di neurodegenerazione. Recentemente & stato evidenziato
un ruolo chiave dell'autofagia non solo nei processi di mantenimento dell'omeostasi
della cellula nervosa ma anche nei processi di mantenimento della massa muscolare
e di adipogenesi; tuttavia, ad oggi, sono poche le informazioni riguardo al ruolo dello

stato redox nella modulazione del flusso autofagico.
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Lo stress ossidativo derivato da alterazioni della funzionalitd mitocondriale e della
difesa antiossidante tiolica & implicato nell'eziopatogenesi del morbo di Parkinson
(PD). Il conseguente deficit energetico e la produzione di specie reattive dell'ossige-
no (ROS), nonché alterazioni dello status tiolico intracellulare sembrano essere
associate alla perdita selettiva di funzionalita dei neuroni dopaminergici del pathway
nigro-striatale. Recenti evidenze indicano che anche l'uptake di glucosio & significa-
tivamente diminuito nei cervelli di pazienti PD, confermando l'esistenza di una dere-
golazione generalizzata dei “pathways” redox ed energetici. Tuttavia, il calo di gluta-
tione caratterizza anche il normale processo di invecchiamento, pertanto la com-
prensione dei fenomeni che sono causa o effetto di tale deplezione pud essere di
grande utilitd nell'identificazione dei meccanismi fisiopatologici della malattia di
Parkinson.

Recentemente & stato evidenziato un ruolo chiave dell'autofagia nei processi di man-
tenimento dell'omeostasi cellulare specialmente in seguito ad alterazioni mitocon-
driali; tuttavia, ad oggi, poche sono le evidenze delle possibili correlazioni tra alte-
razione del flusso autofagico e modulazioni dello stato redox. Almeno tre fattori
metabolici, perd, possono legare funzionalmente questi fenomeni e, soprattutto,
possono aiutare a comprendere i processi molecolari unificanti di una malattia mul-
tifattoriale come il PD: 1) Il PD & comunemente associato all'eta, condizione in cui
diminuisce la concentrazione degli antiossidanti tiolici, quali il glutatione (GSH) e la
cisteina, amplificando in tal modo gli effetti deleteri dei ROS; 2) lo stress ossidativo
& implicato nei meccanismi patogenetici del PD; 3) i ROS e lo stress ossidativo sono
stati recentemente proposti quali possibili modulatori dell'autofagia.

Gli obiettivi principali della ricerca sono stati:

1. Delucidare i pathways molecolari che sottendono allo status redox ed energetico
della cellula nervosa ed i cambiamenti correlati alla diminuzione degli antiossidanti
tiolici.

2. Caratterizzare il ruolo dei sistemi antiossidanti tiolici (GSH, Cisteina) nella modu-
lazione redox dell'autofagia.

Colture cellulari e trattamenti:

Sono stati utilizzati sia modelli cellulari umani (HeLa e SH-SY5Y) sia modelli murini
(C2C12) ottenuti dallETCC e mantenuti in coltura mediante protocolli standard.
Queste cellule sono state trattate con BSO alla concentrazione di 1 mM. Le cellule
sono state anche trattate con l'inibitore della produzione di NO (L-NAME, 1 mM), del
cGMP (LY-83583, 0.002 mM) e di p53 (pifitrina, 0.02 mM). | modulatori dei tioli intra-

cellulari impiegati sono glutatione-etil estere 10 mM, il ditiotreitolo 1mM, la diamide
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o1 mM, il dietilmaleato 0.2 mM. Sono stati inoltre impiegati inibitori del trasfocatore
MRP1 (MK571, 0.5 uM) e della gamma-glutamil transferasi (DON, 1mM).

Trasfezioni:

Le cellule sono state trasfettate mediante elettroporazione allo scopo di sovra espri-
mere (mediante cDNA) o down-regolare (mediante RNAI) le proteine di interesse
(p53, PGCnalfa, LC3, p38, AMPK) sia wild type che mutate.

Analisi dell'espressione genica:

| livelli di mRNA sono stati quantizzati mediante RT-qPCR, utilizzando come sonda
fluorescente il Sybr Green. L'analisi dell'attivita di legame di p53 o Nrf2 sulle
sequenze del promotore di PGC-1alfa o di GCL é stata effettuata mediante oligo-
pull-down utilizzando oligonucleotidi biotinilati. Alternativamente, sono stati utilizza-
ti saggi di ChIP seguiti da qPCR.

Western blot:

Le cellule sono state lisate e gli estratti proteici bolliti in tampone di Laemmli e sot-
toposti a SDS-PAGE e successivo trasferimento su membrana di nitrocellulosa. La
membrana & stata poi sottoposta a marcatura con un anticorpo primario specifico.
Le bande immunoreattive sono state visualizzate per chemiluminescenza, utilizzan-
do un sistema digitale di acquisizione di immagini.

Produzione di ROS:

E' stata misurata mediante I'uso di sonde fluorescenti specifiche per il superossido
(DHE) e 'H202 (DHDCEF-DA), nonché i livelli di proteine carbonilate e le rotture alla
doppia elica di DNA mediante Western blotting e immunofluorescenza dell'istone
H2A.X.

Analisi del GSH:

Il contenuto di GSH & stato misurato mediante HPLC previa derivatizzazione del
campione con acido iodoacetico e reattivo di Sanger.

Analisi del processo autofagico ed apoptotico:

L'autofagia & stata indotta tramite incubazione delle cellule in Hank's Balanced Salt
Solution (HBSS) ed & stata valutata mediante l'analisi morfologica delle cellule e
citofluorimetrica del pH intracellulare, mediante marcatura con 500 nM arancio di
Acridina. Sono stati inoltre valutati i livelli di LC3-Il associati agli autofagolisosomi sia
in Western blotting che in microscopia a fluorescenza, dopo trasfezione con un pla-
smide esprimente la chimera EGFP-LC3, seguendo la co-localizzazione con il probe
fluorescente specifico per i lisosomi, LysoTracker Red. La vitalita e la morte cellula-
re & stata valutata mediante conta diretta previa colorazione con Trypan blue; o dal-

I'analisi in fluorescenza della morfologia nucleare dopo colorazione con Hoechst
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33342, o in citofluorimetria, previa marcatura con ioduro di propidio. L'attivazione
del pathway apoptotico & stata confermata dall'uso dell'inibitore delle caspasi
zVAD-fmk e monitorata mediante l'analisi in Western blotting e immunofluorescen-
za delle caspasi 9/3 e PARP.

Il calo di glutatione (GSH) & comunemente considerato come uno dei fattori carat-
terizzanti i processi di invecchiamento e una condizione predisponente all'accumulo
di danni ossidativi propri delle neurodegenerazioni. Allo scopo di caratterizzare gli
effetti della deplezione di GSH & stato utilizzato un inibitore chimico (Butionina
sulfossimina, BSO) dell'enzima che controlla la sua sintesi (gamma-glutamil cisteina
ligasi, GCL) sia in modelli cellulari murini sia umani. Il calo dei livelli intracellulari di
GSH ha determinato l'induzione dell'apoptosi caspasi-indipendente mediata dall'ac-
cumulo della proteina AIF all'interno del compartimento nucleare. Tale processo era
efficientemente inibito dalla contemporanea somministrazione dell'inibitore dell'en-
zima ossido nitrico sintasi (NOS) o dell'enzima guanilato ciclasi indicando che lo
stress nitrosativo e la conseguente segnalazione mediata dal GMP ciclico (cGMP)
era l'unico meccanismo responsabile dell'induzione della morte cellulare dovuta
all'alterazione dei livelli di GSH. E' stato dimostrato che a valle della produzione di
NO e cGMP vi era una significativa attivazione della chinasi ERK1/2 che a sua volta
determinava l'incremento dei livelli della proteina p53. Partendo da quest'ultima evi-
denza, e dall'osservazione che la deplezione di GSH determinava un'attivazione tar-
diva del processo apoptotico, l'attenzione & stata focalizzata a stabilire se I'asse di
segnalazione individuato fosse responsabile dell'induzione di una risposta adattati-
va cellulare volta a compensare lo sbilancio redox. p53 e Nrf2 sono annoverati tra i
principali fattori di trascrizione sensibili alle alterazioni redox in grado di regolare la
risposta antiossidante. Un altro importante modulatore della trascrizione di geni
antiossidanti sensibile allo stress ossidativo & il co-attivatore trascrizionale PGC-
1alfa. Pertanto, era possibile ipotizzare un cross-talk tra questi fattori nell'eventuale
modulazione della risposta antiossidante. E' stato innanzi tutto dimostrato che p53
era direttamente coinvolto nell'aumento dell'espressione di PGC-1alfa, essendo in
grado di legare una sequenza consenso sul suo promotore. La risultante espressio-
ne di PGC-alfa era poi implicata nell'aumento dei livelli proteici di Nrf2, il quale a
sua volta mediava I'aumento dell'espressione della superossido dismutasi a manga-
nese (SOD2) e dell'enzima chiave della sintesi di GSH (GCL). L'interruzione dell'as-
se di segnalazione p53/PGC-alfa/Nrf2 risultava nell'esacerbazione dello stress ossi-
dativo e in un aumento della morte cellulare. | dati ottenuti durante questa ricerca

suggeriscono quindi che la carenza di GSH non & da considerarsi un fattore di
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rischio, ma piuttosto rappresenta un evento in grado di stimolare una sorta di rispo-
sta adattativa a condizioni di stress che potrebbero determinare l'instaurarsi di stati
patologici (es. neurodogenerazioni, miopatie).

E' stato inoltre dimostrato che in risposta all'alterazione contestuale dell'omeostasi
redox e metabolica indotta da un complesso a Cu, [Cu(isaepy)2], che agisce alteran-
do la funzionalitd mitocondriale, in quanto analogo dei composti a carica delocaliz-
zata, l'asse di segnalazione AMPK/p38MAPK/p53 & la via principale attraverso cui
viene trasdotto il segnale di morte (anche nei neuroni primari). In particolare, AMPK
gioca il ruolo di sensore iniziale, p38™APK quello di mediatore e p53 quello di esecu-
tore. L'incubazione con antiossidanti o con substrati metabolici conferma che la via
AMPK /p38MAPK /553 & sensibile sia alle alterazioni redox che a quelle energetiche, e
che AMPK pud giocare un ruolo fondamentale nella risposta ad entrambi i tipi di
stress. Pertanto, questa via di segnalazione pud essere coinvolta nei processi di
morte attivati in seguito all'alterazione dei “pathways” redox ed energetici tipici del
Parkinson.

L'autofagia rappresenta uno dei sistemi di elezione cellulare per rimuovere le protei-
ne danneggiate e/o mal funzionanti impedendo cosi il loro accumulo in forma di
aggregati potenzialmente tossici. La letteratura in campo di neurodegenerazione
solo recentemente ha valutato 'apporto di alterazioni autofagiche nella lesione neu-
ronale, poiché tramite questo processo sono eliminati anche i mitocondri danneggia-
ti o alterati. In questo senso diviene fondamentale il concetto che nel Parkinson i
neuroni dopaminergici degeneranti sono caratterizzati da una costante alterazione
mitocondriale. Pertanto, sono stati studiati i cambiamenti dello stato redox in segui-
to all'induzione dell'autofagia da carenza di nutrienti. | risultati ottenuti depongono
a favore di un processo attivo di estrusione del glutatione, attraverso il trasportato-
re MRP1. A questo fenomeno si associa un aumento delle proteine glutatiolate, a
conferma di uno stato intracellulare ossidante, necessario per l'innesco del proces-
so autofagico. Infatti, la variazione del contenuto di glutatione attraverso il tratta-
mento con BSO o con agenti capaci di aumentarne la sua concentrazione, quali il
glutatione-etil estere, si rifletteva in una consequenziale modulazione dell'autofagia.
Inoltre agenti in grado di ossidare o alchilare i tioli attivano di per sé l'autofagia, con-
fermando che cambiamenti dello stato redox intracellulare possono risultare in alte-
razioni di tale processo.

Da tutti questi dati emerge che il GSH svolge un ruolo chiave nel modulare la rispo-
sta cellulare a stress metabolici ed attivare la risposta antiossidante, l'autofagia e/o

I'apoptosi. Diverse sono le vie di segnalazione redox regolate responsabili dell'indu-
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zione di tali processi, e |'attivazione di una o l'altra di queste vie pud essere cellulo-
specifica. In particolare, & stato dimostrato che cellule di origine neuronale, SH-
SY5Y, sono resistenti all'apoptosi e all'autofagia causate dalla carenza di nutrienti
e/o di glutatione. Poiché & stato dimostrato che queste cellule presentano un'effi-
ciente risposta adattativa dovuta all'attivazione di PGC-alfa, ci si prefigge di studia-
re se tale attivazione & in grado di intervenire in maniera diretta nella regolazione
dell'espressione dei geni che inibiscono il processo autofagico (es. S6K, Beclin) e/o
I'apoptosi (es. p53, Bcl2). Si studiera anche se AMPK possa essere coinvolta diretta-
mente nell'attivazione di PGC-1alfa. Alcuni dati dimostrano una mancata attivazione
di PGCnalfa in cellule altamente prone all'induzione dell'autofagia. In tale contesto
ci si prefigge di stabilire se la carenza di PGC-alfa possa favorire |'espressione di
geni autofagici (Atg). Sard anche interessante stabilire se PGC-ialfa possa control-
lare negativamente |'espressione di MRP-1 ed ostacolare l'estrusione di GSH neces-

saria per |'attivazione del processo autofagico stimolato dalla carenza di nutrienti.

Laboratorio di Microbiologia delle patologie cronico-degenerative
Definizione dei pathway molecolari implicati nelle infezioni respiratorie nell'anziano.

L'espressione clinica dell'infezione da virus influenzale & molto variabile ed &
influenzata non solo dal ceppo di virus infettante ma anche dall'eta, dallo stato di
salute e dalle risposte immunitarie dell'ospite. La possibilitad che la malattia sia fata-
le o che sia seguita da complicanze a breve o lunga distanza & piu alta negli anzia-
ni e in persone che presentano malattie concomitanti.

| fattori coinvolti nell'invecchiamento sono ancora in gran parte sconosciuti, ma
negli ultimi anni & stato ipotizzato che |'effetto deleterio dovuto all'accumulo delle
specie reattive dell'ossigeno (ROS), prodotte durante il metabolismo cellulare,
potrebbe contribuire in modo determinante ai processi che caratterizzano l'invec-
chiamento. In questo contesto & stato osservato che i livelli plasmatici di GSH, prin-
cipale antiossidante intracellulare, diminuiscono fortemente in individui di eta > 50
anni rispetto a quelli di eta piu giovane. Come conseguenza, |'organismo non riesce
a contrastare la formazione dei ROS, andando incontro a fenomeni di stress ossi-
dativo in diversi distretti (Rebrin, 2008). Tale condizione pro-ossidante potrebbe
contribuire in modo significativo alla alterazione della capacitad della cellula di
rispondere allo stress e dando l'avvio all'innesco di processi degenerativi e/o apop-

totici.
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Lo stato redox cellulare pud influenzare fortemente anche la suscettibilita della
cellula alle infezioni virali e la sua capacita di mettere in atto strategie difensive. Il
gruppo di ricerca afferente al laboratorio di microbiologia delle patologie cronico-
degenerative, infatti, ha dimostrato che la replicazione del virus influenzale & inver-
samente proporzionale ai livelli intracellulari di GSH (Nencioni, 2003; Ciriolo, 1997,
Palamara, 1996). Inoltre, & stato recentemente dimostrato che la deplezione di GSH
indotta dal virus influenzale & in grado di favorire il processo di maturazione dell'e-
moagglutinina, glicoproteina virale ricca in legami disulfidici (Sgarbanti R., 201), tra-
mite la modulazione dell'espressione di un'ossidoreduttasi (PDI) presente nel reti-
colo endoplasmatico (RE).

E' noto, inoltre, che lo stress ossidativo cronico, una principale caratteristica dell'in-
vecchiamento, risulta in un accumulo di proteine non correttamente foldate accom-
pagnato da un sovraccarico del RE dovuto sia dalla diretta ossidazione di ossidore-
duttasi, che si accumulano con l'eta, da parte dei ROS che dalla indiretta diminu-
zione dell'attivita di alcune chaperonine (es. ERp55, ERp57, ERp72). A tutt'oggi, tut-
tavia, resta da chiarire il ruolo dello stress del RE nei meccanismi che regolano la
permissivitd e la risposta cellulare all'infezione virale soprattutto durante la sene-
scenza.

Considerando i fattori finora esposti & possibile ipotizzare che meccanismi moleco-
lari redox regolati possano rivestire un ruolo centrale nella suscettibilita alle infe-
zioni e nella patogenesi delle malattie respiratorie nell'uomo e contribuendo alla
cronicizzazione spesso riscontrata nell'anziano.

L'obiettivo principale dello studio & quello di fornire le basi molecolari di una pos-
sibile correlazione funzionale tra lo stato redox intracellulare, la suscettibilita e
I'andamento dell'infezione da virus influenzale durante l'invecchiamento.

La ricerca svolta nel primo anno ha perseguito i seguenti obiettivi: i) stabilire la cor-
relazione tra 'andamento dell'infezione e lo stato redox tiolico; ii) definire pathway
molecolari coinvolti nella replicazione del virus influenzale in modelli sperimentali
di invecchiamento messi a punto dal Laboratorio di Biochimica
dell'Invecchiamento.

Colture cellulari e infezioni virali:

Per gli esperimenti sono stati utilizzate cellule neuronali SH-SY5Y. La senescenza &
stata indotta mediante trattamento con acido retinoico per le SH-SY5Y. Lo stato di
senescenza & stato valutato mediante analisi istochimica della beta-galattosidasi
oppure mediante colorazione con trypan blue. L'infezione & stata eseguita come

descritto in Sgarbanti R. et al, 2011 e valutata misurando le particelle virali nei

115



IRCCS San Raffaele Pisana ANNUAL REPORT 2011

sovranatanti cellulari mediante saggio dell'emoagglutinazione.

Dosaggio del glutatione:

Il glutatione intracellulare & misurato mediante HPLC come descritto da Reed et al.
(1980).

Immunoblotting:

| lisati cellulari sono processati come descritto in Sgarbanti R. et al, 201
Immunofluorescenza:

Le cellule sono state processate per l'immunofluorescenza, secondo i protocolli
standard. Le immagini sono state ottenute con microscopio immunofluorescenza,
Leica Microsystem.

Nel corso del primo anno di ricerca sono state utilizzate diverse linee cellulari epi-
teliali e neuronali. La senescenza delle cellule & stata sperimentalmente indotta
mediante trattamento con acido retinoico cosi come descritto nel paragrafo relati-
vo a “materiali e metodi”.

Sorprendentemente, |'analisi dello stato redox delle cellule cosi “invecchiate” ha
evidenziato livelli di base di GSH piu elevati rispetto alle non senescenti. Questo
risultato & in apparente contraddizione con le precedenti osservazioni che hanno
descritto uno stato ossidato come caratteristica fondamentale della senescenza.
Nonostante questa discrepanza, visto che precedenti pubblicazioni hanno dimo-
strato la capacita dell'acido retinoico di indurre un aumento significativo dei livelli
intracellulari di GSH, si & deciso di continuare gli esperimenti su questo sistema
sperimentale al fine di verificare I'esistenza di una correlazione tra modificazioni
dello stato redox intracellulare e capacita della cellula di supportare la replicazio-
ne virale o contrastarla.

A tal fine cellule neuronali SH-SY5Y rese senescenti mediante trattamento con
acido retinoico sono state infettate con virus influenzale A/PR8/HIN1 a diverse
molteplicita di infezione. L'analisi del virus prodotto nel sovranatante cellulare ha
messo in evidenza una minor produzione virale rispetto alle stesse cellule non trat-
tate. Infatti, 24 e 48 ore dopo l'infezione, si osservava una riduzione del titolo vira-
le dell'80%. Tale effetto era associato alla diminuita espressione dell'emoagglutini-
na, glicoproteina virale che utilizza le ossidoreduttasi presenti nel RE per i suoi pro-
cessi di folding e maturazione.

Questi risultati hanno dimostrato che i livelli di GSH regolano la capacita del RE di
operare la maturazione delle proteine virali e confermano che lo stato redox intra-
cellulare & in grado di favorire o ridurre la replicazione virale a seconda che sia sbi-

lanciato rispettivamente verso uno stato riducente o ossidante.
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Inoltre, nello stesso sistema sperimentale & stata osservata una maggiore espres-
sione della proteina antiapoptotica Bcl-2 e una minore espressione di Hsp9o, pro-
teina che riveste il ruolo di “chaperone” molecolare ed & implicata nella risposta
allo stress.
Questi risultati suggeriscono che l'incremento dei livelli di GSH che si realizza nelle
cellule neuronali in risposta al trattamento con acido retinoico induce l'espressio-
ne di fattori di sopravvivenza cellulare, ma allo stesso tempo riduce un componen-
te fondamentale della risposta allo stress. L'interpretazione di questi dati pud apri-
re la strada a molteplici prospettive. Se da un lato infatti & possibile ipotizzare che
le modificazioni riscontrate siano coinvolte con meccanismi diversi nel determina-
re la diminuita replicazione virale, d'altro canto l'aumentata espressione di fattori
di sopravvivenza della cellula infettata potrebbe contribuire all'aumento della
sopravvivenza della cellula infettata fenomeno importante per la persistenza virale
e coinvolto cronicizzazione dell'infezione.
Sulla base di questi risultati, appare importante proseguire gli studi utilizzando
modelli di invecchiamento che rispecchino piu da vicino i processi riscontrati in
vivo. In particolare, verranno studiati:
- fibroblasti murini (MEF) isolati da E13.5 embrioni di BALB/c, come dimostrato
dalla letteratura recente, raggiungono la senescenza attraverso 5-6 passaggi di

mantenimento;

cellule polmonari primarie isolate mediante metodiche opportunamente messe a

punto da topi Balb/c a diversi mesi di invecchiamento (8, 12, 18 mesi di eta);

- cellule isolate da polmoni di topi SAMP8 considerati un modello di senescenza
accelerata;

- verranno inoltre utilizzate colture primarie di neuroni prelevati da embrioni di
ratto nei quali verranno indotte sperimentalmente modificazioni del redox tipiche
dell'eta avanzata.

Nei modelli sopra descritti saranno perseguiti i seguenti obiettivi:

1. definizione dell'effettiva entita e tipologia dello stress ossidativo indotto dal

virus influenzale in vari stadi di invecchiamento;

2. definizione di eventuali alterazioni del ciclo replicativo virale in cellule variamen-

te “invecchiate”;

3. definizione dei pathway molecolari redox regolati modulati dal virus influenzale

nei sistemi sperimentali suddetti con particolare attenzione alle vie di segnala-

zione coinvolte nel processo di morte/ sopravvivenza cellulare;

4. definizione delle alterazioni nei meccanismi di folding di specifiche proteine
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virali e/o cellulari correlate all'infezione in cellule “anziane”;
5. definizione degli effetti di molecole dotate di specifica attivitd antiossidante in
questi sistemi sperimentali.
| risultati della ricerca consentiranno di acquisire conoscenze in merito alla rispo-
sta alle infezioni virali nei soggetti anziani e di individuare meccanismi alla base di
complicanze a distanza a tutt'oggi misconosciute, quali quelle correlate all'accumu-
lo di proteine non correttamente foldate. | risultati ottenuti potranno anche aprire
nuove prospettive per l'identificazione di approcci preventivi e/o terapeutici inno-

vativi per queste importanti patologie.

Ruolo dello stress ossidativo indotto dall'infezione da HSV-1 nella neurodegene-

razione.

Recenti evidenze sperimentali del gruppo di ricerca del laboratorio di microbiolo-
gia delle patologie cronico-degenerative indicano un coinvolgimento delle infezio-
ni da virus Herpes simplex di tipo 1 (HSV-1) nel processo metabolico che porta al cli-
vaggio della proteina precursore dell'amiloide (APP) e alla produzione del peptide
beta amiloide (Abeta), che, come noto, gioca un ruolo chiave nella patogenesi della
malattia di Alzheimer (AD) (Piacentini R et al. 2011; De Chiara G et al, 2010). | risul-
tati hanno infatti evidenziato come in cellule di neuroblastoma umano SH-SY5Y e
in colture primarie di neuroni corticali di ratto il virus erpetico induca un processa-
mento multiplo di APP cui segue la formazione e accumulo intra- ed extra-neurona-
le di diverse specie con un alto potenziale neurotossico tra cui Abeta in forma
monomerica ed oligomerica. Tra i meccanismi potenzialmente coinvolti nel proces-
samento di APP indotto dal virus, l'attivita di ricerca & stata focalizzata a chiarire il
possibile ruolo giocato dalle alterazioni dello stato redox intracellulare verso una
condizione pro-ossidante che conseguono l'infezione da HSV-1. Condizioni di stress
ossidativo sono state ampiamente descritte come uno dei fattori implicati nella
patogenesi di AD: ad esempio, elevati livelli di specie reattive dell'ossigeno (ROS)
sono stati associati ad un aumento della espressione ed attivitad degli enzimi cellu-
lari coinvolti nella produzione di Abeta, quali beta- e gamma-secretasi (Tamagno E
et al, 2005; 2008). Tali enzimi sono stati descritti come responsabili della formazio-
ne degli oligomeri di Abeta in corso di infezione erpetica. Pertanto, & stata verifica-
ta la possibilita che l'induzione di stress ossidativo nella cellula neuronale provoca-
ta dall'infezione virale possa giocare un ruolo importante nella produzione di

Abeta. La produzione di Abeta & nota avvenire principalmente nel reticolo endo-
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plasmatico (RE), dove, in condizioni fisiologiche, quasi tutte le molecole di APP
restano legate, in attesa di raggiungere la membrana plasmatica mediante la via
secretoria. Tuttavia, in colture cellulari o in cervelli di topi transgenici che over-
esprimono APP (Anandatheerthavarada H et al, 2003), e in reperti autoptici prove-
nienti da pazienti affetti da AD (Devi L et al, 2006), numerose molecole del precur-
sore di Abeta sono state trovate nei mitocondri. Mentre la beta-secretasi & con
certezza citoplasmatica, Hansson CA et al (2004) e Pavlov PF et al (2011) sostengo-
no che una quota di gamma-secretasi sia mitocondriale, avendo verificata la sua
presenza all'interno dell'organello sia in tessuti cerebrali di ratto che in colture cel-
lulari di origine nervosa. Tuttavia, la produzione di Abeta nel mitocondrio & piutto-
sto controversa, in quanto alcuni ricercatori sostengono l'ipotesi che il peptide
venga importato dal citoplasma al mitocondrio piuttosto che prodotto localmente
nell organello (Santos RX et al, 2010). In ogni caso, la presenza di Abeta nel mito-
condrio concorre ad alterare lo stato redox della cellula, in quanto & noto che il
peptide induce la produzione mitocondriale di specie reattive dell ossigeno e del-
I'azoto (RNS) mediante la sua diretta interazione con alcuni componenti della cate-
na respiratoria, tra cui il complesso IV (citocromo c ossidasi, COX) (Tillement L et
al, 201). E' noto che alcuni virus alterano le funzioni mitocondriali della cellula ospi-
te a causa del traffico delle proteine virali nell'organello (Rahmani Z et al 2000;
Henkler F et al, 2001), ma sono tuttora sconosciute le modalita con cui tale feno-
meno avvenga. Derakhshan e collaboratori (2006) dimostrano che HSV-1 nelle cel-
lule epiteliali causa l'inibizione della catena respiratoria mitocondriale a livello dei
complessi Il (succinato deidrogenasi) e lll (citocromo c reduttasi). Tali alterazioni
potrebbero concorrere alla produzione di ROS e RNS a livello del mitocondrio con-
tribuendo all'impairment dell'attivitd mitocondriale che & tipico di AD.

L'obiettivo generale di questo progetto & studiare il ruolo dell'infezione da HSV-1
nell'ossidazione/alterazione delle vie metaboliche mitocondriali che portano alla
neurodegenerazione, al fine di poter supportare l'eventuale futura messa a punto
di nuove strategie terapeutiche o preventive per AD. Tale obiettivo & stato perse-
guito usando un modello sperimentale di infezione erpetica in vitro, ovvero cellule
di neuroblastoma umano, e ha visto il suo raggiungimento attraverso lo studio dei
seguenti obiettivi specifici:

1. caratterizzazione delle proteine di HSV-1 che vanno a localizzarsi nel mitocondrio

in corso di infezione;
2. valutazione della presenza di APP e peptidi Abeta nel mitocondrio della cellula
ospite infettata da HSV-y;
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3. produzione di specie reattive dell'ossigeno mitocondriali indotta da HSV-1.

Materiali e Metodi:

Colture cellulari:

Cellule SH-SY5Y sono state coltivate in terreno DMEM-F12 (con 15% FBS inattiva-

to al calore, 1% di L-glutammina, penicillina e streptomicina) a 37°C in 5% CO2.

Infezioni virali:

HSV-1 ceppo F, amplificato in cellule VERO, ¢& stato utilizzato per infettare le cellu-

le neuronali. In breve, l'infezione & stata eseguita su monostrati confluenti a 37°C

per 1h in terreno privo di siero. Successivamente, il virus non assorbito & stato

rimosso mediante lavaggi con PBS e le cellule incubate con terreno contenente il

2% di siero per i diversi tempi di infezione. L'infezione delle cellule & stata valuta-

ta misurando le particelle virali nei sovranatanti cellulari secondo la metodica di

Mahy (1991).

Microscopia confocale:

Le cellule sono state processate per l'immunofluorescenza confocale, secondo i

protocolli standard. Le immagini sono state ottenute con microscopio confocale

TCS-SP2, Leica Microsystem. Sono stati utilizzati i seguenti anticorpi primari: anti-

Abeta, anti-APP, anti-HSV-1, anti-US3. Sono state impiegate le seguenti sonde:

DAPI, MitoSOX (per osservare anione superossido mitocondriale), MitoTracker e

CMX-Ros (per evidenziare i mitocondri).

Isolamento dei mitocondri:

| mitocondri sono stati ottenuti per frazionamento cellulare come riportato in un

precedente lavoro del gruppo di ricerca (De Chiara G et al, 2006). | mitocondri

ottenuti sono stati utilizzati per studi di western blot.

| risultati ottenuti durante questo anno di ricerca hanno permesso di confermare le

recenti scoperte del mondo scientifico che vedono attribuire un ruolo chiave al

mitocondrio nella produzione di Abeta e nella induzione dello stress ossidativo e

hanno consentito di rafforzare i dati che supportano il ruolo dell'infezione erpetica

nella patogenesi di AD.

In particolare sono stati conseguiti i seguenti risultati:

1. & stata verificata la presenza di APP e dei prodotti della sua proteolisi amiloido-
genica (peptidi Abeta) all'interno dei mitocondri nelle cellule neuronali infettate
da HSV-, sia a molteplicita di infezione (m.o.i.) diverse che a diversi tempi di
esposizione della cellula ospite al virus. Tali risultati sono stati acquisiti median-
te immunofluorescenza confocale utilizzando anticorpi diretti contro APP,
Abeta e HSV-1 e sonde atte ad evidenziare i mitocondri (CMX-Ros o
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Mitotracker);

2. sono state rilevate alcune proteine virali all'interno dei mitocondri infettati dal
virus erpetico a m.o.i. e tempi diversi. In particolare, sono state messe in eviden-
za la proteina US3, UL12.5 e UL7, il cui eventuale ruolo nell'ambito dell'ossidazio-
ne/alterazione delle vie metaboliche mitocondriali che potrebbero portare alla
neurodegenerazione & ancora in fase di studio in quanto richiedono ulteriori
accurate indagini mediante la messa a punto, gia in corso d'opera, di virus por-
tatori di delezioni totali o parziali dei geni codificanti le suddette proteine. Tali
risultati sono stati conseguiti mediante frazionamento cellulare e conseguente
isolamento di mitocondri da cellule neuronali infettate da HSV-1. | mitocondri
ottenuti sono stati sottoposti a studi di western blot, nell'ambito dei quali sono
stati impiegati i seguenti anticorpi primari: anti-HSV-1, anti-US3 e anti-cyt c.

3. & stata osservata la presenza dell'anione superossido mitocondriale nelle cellule
neuronali infettate da HSV-1 a m.o.i. e tempi diversi, mediante microscopia confoca-
le utilizzando la sonda MitoSOX che & specifica per la suddetta specie radicalica.

Nella prosecuzione della ricerca si tentera di stabilire modelli sperimentali di infe-

zione recidivante da virus Herpes simplex 1 nei quali possano trovare conferma in

risultati ottenuti nei modelli sperimentali in vitro, con particolare riguardo alla
deposizione di Abeta e derivati a livello encefalico ed alla caratterizzazione funzio-

nale del danno neuronale indotto dall'infezione.

Laboratorio di Elettrofisiologia
Studio delle alterazioni della trasmissione GABAergica nei tumori cerebrali.

Tumori cerebrali primitivi o metastasi cerebrali sono spesso associati ad epilessia
del lobo temporale farmaco-resistente (TLE). La concomitanza di queste due pato-
logie ha un forte impatto sulla qualitad della vita dei pazienti in quanto l'epilessia
non solo aggrava una situazione gia di per sé impegnativa,ma pud interferire con
cid che concerne la cura della neoplasia di base. Molti fattori sembrano partecipa-
re all'insorgenza di crisi epilettiche nei tumori cerebrali, tra cui l'istologia del tumo-
re, I'ambiente peritumorale e non ultima, una perdita di funzionalita del sistema ini-
bitorio GABAergico. In particolare, cambiamenti dell'omeostasi del cloro e altera-
zioni del metabolismo nella zona peritumorale sembrano avere un ruolo chiave nel-
I'epilettogenesi in pazienti affetti da glioma. E' noto infatti come il cloro rivesta un

ruolo chiave nella trasmissione inibitoria GABAergica. Una sottile regolazione di
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questo ione & mediata da due trasportatori NKCC1 e KCC2 che mantengono la
concentrazione intracellulare del cloro molto bassa. In seguito all'attivazione del
recettore GABA, il cloro entra nella cellula, iperpolarizzandola e permettendo una
fisiologica trasmissione inibitoria GABAergica. E' stato perd recentemente propo-
sto un coinvolgimento di NKCCi1 nel mantenimento di un' anomala e pil alta con-
centrazione di cloro intracellulare in tessuti peritumorali. Cid rende le cellule piu
facilmente eccitabili e sembra influire nella motilita cellulare e nella formazione di
metastasi (Sontheimer, 2008; Ernest et al., 2005). Ulteriori studi, suggeriscono inol-
tre che l'invasione delle cellule tumorali nel parenchima sano &, in parte, mediata
dall'attivita dei canali del cloro e che un'anomala concentrazione intracellulare pud
determinare variazioni di volume con conseguente proliferazione e migrazione cel-
lulare (Habela et al., 2009). Il progetto intendeva studiare gli aspetti molecolari che
sono alla base della relazione tra tumori cerebrali e crisi epilettiche. In particolare,
si vuole comprendere perché, a differenza di altri tumori cerebrali, in pazienti affet-
ti da glioma fossero presenti anche crisi epilettiche. L'attenzione & stata focalizza-
ta su due aspetti. In primo luogo si & indagato se ci fosse un'alterazione delle con-
centrazioni intracellulari di cloro attraverso lo studio del potenziale di equilibrio
del GABA. Lo scopo era quello di paragonare il potenziale di equilibrio del GABA
in cellule iniettate con tessuto peritumorale proveniente da pazienti epilettici
affetti da glioma con quello registrato in cellule iniettate con tessuto peritumorale
non epilettico al fine di trovare un potenziale di equilibrio pil positivo che giustifi-
casse una marcata eccitabilita neuronale e quindi la presenza di crisi. In secondo
luogo si & indagato se la variazione di potenziale trovata nei pazienti affetti da glio-
ma potesse dipendere da una alterata espressione dei due trasportatori del Cloro
NKCC1 e KCC2 e se queste alterazioni fossero tali da poter influenzare I'effetto
iperpolarizzante del GABA contribuendo all'insorgere dell'epilettogenesi nei tumo-
ri cerebrali umani.

Materiali/pazienti e metodi:

| tessuti di pazienti affetti da glioma e altre forme tumorali usate come controllo
sono stati forniti dal Dipartimento di Neuropatologia dell'Accademia Medica di
Amsterdam. L'uso di questi tessuti & stato autorizzato dai Comitati etici di riferi-
mento. In dettaglio i metodi utilizzati sono stati i seguenti:

Animali:

Rane femmine Xenopus Laevis sono state acquistate dal Centre d'Elevage de
Xenopes CNRS-CRBM (Montpellier Cedex Francia). Gli animali vengono mantenu-

ti in speciali stabulari con temperatura e ciclo giorno-notte (12 h) controllate. Gli
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ovari sono stati prelevati dalle rane dopo anestesia con 0.2% di aminobenzoic acid
ethylestere (SIGMA) e sacrificate per decapitazione.

Iniezione negli ovociti:

Le cellule sono state iniettate nel citoplasma come precedentemente descritto
(Miledi et al., 2002) con circa 50-100 nl di glicina 5 mM (10-12 mg proteina/ml) e
mantenute in una soluzione di Barth pil antibiotici a 16 °C fino alle registrazioni
elettrofisiologiche.

Registrazioni voltage-clamp:

Dopo 12 ore dall'iniezione citoplasmatica di membrane sono state registrate negli
ovociti le correnti totali con la tecnica del voltage-clamp intracellulare con due
elettrodi (3 M KCI, Miledi 1982). Il potenziale di riposo & mantenuto a -60 mV e le
cellule sono continuamente per fuse con Ringer OR (Miledi et al., 2002) con una
velocita di 10-11 ml/ min. Le relazioni correnti-voltaggio sono state determinate
mantenendo le cellule a -60 mV e spostando il potenziale a diversi valori, oppure
con l'uso di rampe ci circa 1 sec.

Risultati conseguiti:

Confrontando tessuti peritumorali prelevati da pazienti affetti da glioma con quel-
li di controllo, ossia prelevati da pazienti con tumori cerebrali che non sviluppano
crisi epilettiche, & stato individuato in pazienti epilettici un valore di potenziale di
equilibrio del GABA piu positivo rispetto alle normali condizioni fisiologiche. Cio fa
si che la cellula sia piu depolarizzata e quindi pil facilmente eccitabile facendo
pensare che questa alterazione presente solo nei pazienti affetti da glioma possa
essere uno dei meccanismi che partecipano all'insorgenza delle crisi epilettiche. Si
& inoltre visto che questo diverso potenziale di equilibrio & dovuto ad un'alterata
espressione dei trasportatori del cloro NKCC1 e KCC2 che determinano una varia-
zione dell'omeostasi di questo ione e una conseguente riduzione della fisiologica
inibizione GABAergica. Essendo le crisi epilettiche un aspetto molto invalidante
nella gestione della malattia neoplastica, questi risultati aprono la strada all'ap-
profondimento del ruolo dei trasportatori del cloro permettendo cosi la messa a
punto di nuovi approcci farmacologici e chirurgici per la cura di pazienti epilettici

affetti da tumori cerebrali.

Studio delle caratteristiche della risposta colinergica in muscoli umani da

pazienti affetti da sclerosi laterale amiotrofica.

La sclerosi laterale amiotrofica (SLA) & una rara e fatale malattia causata dalla pro-

gressiva degenerazione dei motoneuroni. Eccetto per una minoranza di pazienti a
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cui si attribuiscono cause genetiche, l'eziologia di questa malattia & ancora scono-
sciuta anche se il pensiero comune & quello che molteplici meccanismi contribui-
scano all'insorgere della patologia. Il paziente affetto da SLA perde progressiva-
mente i motoneuroni centrali e periferici che, morendo, lasciano il muscolo dener-
vato. Conseguenza della perdita dei motoneuroni & la degenerazione e 'assottiglia-
mento dei fasci cortico-spinali, evidente soprattutto nei cordoni laterali del midol-
lo spinale, e l'atrofia muscolare da denervazione. Molti studi hanno concentrato la
loro attenzione sui meccanismi presinaptici alla base della denervazione muscola-
re mentre poco o nulla si sa sugli aspetti postsinaptici. Fibre muscolari provenienti
da pazienti sani mostrano cluster di recettori nicotinici in corrispondenza della
giunzione neuromuscolare. In pazienti affetti da SLA, la denervazione “patologica”
comporta una “declusterizzazione” dei recettori lungo la fibra muscolare che porta
quindi ad una perdita di funzionalita di quest'ultima. Un aspetto quindi che si é rite-
nuto di dover approfondire riguardo alla denervazione indotta da SLA era lo studio
della fisiologia dei recettori nicotinici dell'acetilcolina sul muscolo dei pazienti
affetti da questa malattia. Si ritiene infatti che maggior indicazioni di quando e
come la giunzione neuromuscolare inizi a degenerare e come avvenga la re-inner-
vazione durante |'evoluzione della malattia possa sicuramente aiutare a compren-
dere meglio questa patologia. A tutt'oggi & presente in commercio un solo farma-
co, il Riluzolo che purtroppo ha come unico effetto il solo prolungamento della vita
o del ricorso alla ventilazione assistita dei pazienti SLA. Lo scopo & stato quello di
caratterizzare dal punto di vista elettrofisiologico e farmacologico i recettori nico-
tinici prelevati attraverso biopsie muscolari di pazienti SLA e microtrapiantati in
ovociti della rana Xenopus. In questo modo, i recettori funzionali presenti nei tes-
suti umani vengono espressi sulla superficie delle cellule e si ricostituiscano nell'o-
vocita con le loro proprieta native.

E' stato inoltre indagato se i recettori nicotinici presenti nei tessuti di pazienti SLA
differissero per proprieta funzionali rispetto a recettori nicotinici di controllo, ossia
prelevati da pazienti con denervazione muscolare da trauma.

Infine sono state estratte cellule satelliti indifferenziate da muscoli di pazienti SLA
e da muscoli di pazienti di controllo denervati per cause traumatiche per poter
caratterizzare le correnti colinergiche attraverso esperimenti di path-clamp.

| tessuti muscolari di pazienti affetti da SLA e i tessuti usati come controllo sono
stati forniti dal centro SLA del Policlinico Umberto | di Roma. L'uso di questi tes-
suti & stato autorizzato, dai Comiato Etico di riferimento.

In dettaglio i metodi utilizzati sono stati i seguenti:
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Iniezione negli ovociti: le cellule sono state iniettate nel citoplasma come prece-
dentemente descritto (Miledi et al., 2002) con circa 50-100 nl di glicina 5 mM (10-
12 mg proteina/ml) e mantenute in una soluzione di Barth piu antibiotici a 16 °C fino
alle registrazioni elettrofisiologiche.

Registrazioni voltage-clamp: dopo 12 ore dall'iniezione citoplasmatica di membrane
sono state registrate negli ovociti le correnti totali con la tecnica del voltage-clamp
intracellulare con due elettrodi (3 M KCI, Miledi 1982). Sono stati effettuati esperi-
menti di dose risposta con ACh con applicazioni di neurotrasmettitore ogni 5 min
di intervallo. L'affinitd apparente (EC50) & stata determinata con un fit dei dati
usando I'equazione di Hill. Inoltre sono stati effettuati esperimenti di corrente-vol-
taggio spostando il potenziale ai valori desiderati prima di applicare il neurotra-
smettitore ogni 2-5 min.

Preparazioni di cellule satelliti da muscolo umano: le cellule satelliti sono state pre-
parate da biopsie umane degli stessi pazienti usati come precedentemente descrit-
to (Cossu et al., 1987).

Registrazioni patch-clamp: correnti whole-cell e outside-out current responses
sono state registrate usando un Axopatch 200B amplifier (Axon Instruments,
Foster City, CA, USA) e un sistema di perfusione veloce come descritto preceden-
temente (Grassi et al. 2004). | dati sono stati campionati ed analizzati usando
pCLAMP 10.0 (Axon Instruments). Curve di dose risposte all'ACh sono state effet-
tuate applicando I'agonista a differenti concentrazioni con 30-60 sec di intervallo
tra le applicazioni e mantenendo il valore di potenziale a -70 mV.

Attraverso la tecnica del microtrapianto in ovociti di Xenopus & stata analizzata la
funzionalita dei recettori dell'Acetilcolina in tessuti muscolari prelevati da pazienti
affetti da SLA comparati con tessuti di pazienti traumatizzati. E' stato dimostrato
che il recettore colinergico dei pazienti SLA mantiene le sue native caratteristiche
in quanto attivato da Acetilcolina e Nicotina e bloccato da o-bungarotossina e
Curaro, ma presenta un'affinita per I'agonista minore rispetto ai recettori muscola-
ri derivanti dai pazienti denervati in seguito a trauma. Inoltre, & stato testato I'uni-
co farmaco in commercio relativo a questa patologia, il Riluzolo.

E' stato visto che questa sostanza riduce le correnti dell'Acetilcolina evocate dal
legame dell'agonista con il suo recettore facendo cosi pensare alla necessita di un
approfondimento del ruolo del Riluzolo in questa patologia. A tal proposito, nella
seconda parte del progetto ci si prefigge di indagare maggiormente gli effetti che
questo farmaco ha sul tessuto muscolare dei pazienti, ossia si vuole vedere se il

Riluzolo inflenza la funzionalitd dei recettori nicotinici muscolari e l'efficienza
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muscolare nei pazienti affetti da SLA.

Ci si attende di ottenere:

1. Uno studio approfondito delle proprieta funzionali dei recettori umani gamma-
AChR ed epsilon-AChR e le loro modificazioni sotto riluzolo a concentrazioni
come quelle nel plasma dei pazienti.

2. La verifica se concentrazioni cliniche di riluzolo modifichino il fattore di sicurez-
za della placca neuromuscolare nei pazienti SLA.

3. Uno studio approfondito sul meccanismo di azione del riluzolo sui miotubi umani
da muscoli di pazienti affetti da SLA.

4. La verifica se il riluzolo, bloccando i recettori fetali tipo gamma-AChR possa con-
tribuire positivamente o negativamente alla progressione della malattia secondo

I'idea che la denervazione possa precedere o anche contribuire alla degenera-
zione dei motoneuroni.
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AREA DI RICERCA CARDIOVASCOLARE

Valutazione prospettica di parametri innovativi di rischio cardiovascolare in pazienti

con aumentato rischio cardiovascolare ef/o malattie cardiovascolari.

Le malattie cardiovascolari (CV) rappresentano la principale causa di morbidita e mor-
talita nella popolazione mondiale, in entrambi i sessi, con crescente incidenza. L'attuale
sistema di prevenzione e valutazione del rischio di CV non tiene conto dell'impatto dif-
ferenziale che i fattori di rischio e le risposte ai trattamenti farmacologici hanno nei due
sessi. La ricerca di parametri innovativi ad alto valore prognostico, anche basati sulle
differenze di genere, & percio di primaria importanza. Negli ultimi anni lo studio della
funzione endoteliale e della elasticita vascolare e nuovi biomarkers hanno dimostrato
la possibilita di predire il rischio cardiovascolare futuro indipendentemente dai classi-
ci fattori di rischio, pur non rivelando ancora differenze di genere nel determinismo
della importanza prognostica anche di questi nuovi fattori di rischio.

Il presente studio & volto a valutare parametri innovativi di rischio CV in pazienti con

aumentato rischio CV e/o malattie CV.

Lo studio si prefigge di:

- valutare prospetticamente la rilevanza di parametri innovativi di rischio CV;

- valutare l'effetto dell'esercizio fisico in pazienti con aumentato rischio e/o malattie
CV;

- valutare il rischio di insorgenza di eventi CV futuri in pazienti con aumentato rischio
CV e/o malattie CV;

- identificare il ruolo di fattori di rischio emergenti (fattori psico-ambientali, qualita di
vita, umore) e/o di indici precoci di aterosclerosi (stiffness e funzionalita vascolare,
microalbuminuria e nuovi biomarcatori) in pazienti a basso rischio CV.

Obiettivi secondari dello studio risiedono nel:

- valutare la concordanza di diverse carte del rischio CV (SCORE e carta del Rischio
del Progetto Cuore dell'lstituto Superiore di Sanita) in una popolazione di soggetti a
basso rischio;

- valutare prospetticamente |'effetto dell'aderenza alle diverse strategie di prevenzio-
ne e/o di intervento (educazionali e/o terapeutiche) riabilitativo.

E stata eseguita una valutazione basale del rischio individuale di eventi CV (morte,

infarto del miocardio o ictus) per mezzo di carte del rischio CV validate (carta SCORE

e carta del rischio del Progetto Cuore dell Istituto Superiore di Sanita). Quindi i sog-
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getti sono stati sottoposti ad una valutazione dei fattori di rischio emergenti (fattori
psico-ambientali, valutazione della qualita di vita (mediante WHOQOL test), valutazio-
ne dello stato cognitivo (mediante MMSE test), valutazione dello stato dell'umore
(mediante GDS test) e valutazione dei disturbi del desiderio sessuale (Hypoactive
Sexual Desire Disorder - IIEF) e degli indici precoci di aterosclerosi (stiffness vascola-
re, valutazione della velocitad dell'onda di polso e della pressione aortica centrale,
mediante devices dedicati, quali il Complior e lo Sphygmocor), della funzione endote-
liale (mediante EndoPAT, pletismografia e/o metodica ecografica), alla valutazione di
alcuni parametri basali (peso, altezza, circonferenza vita e fianchi e misurazione della
pressione arteriosa), ad un prelievo di sangue e alla raccolta delle urine.
| soggetti con aumentato rischio cardiovascolare ed i pazienti con malattie cardiova-
scolari e/o metaboliche sono stati sottoposti, a discrezione del medico, a prova da sfor-
zo con o senza consumo di ossigeno, ecocardiogramma, ecoDoppler vascolare, moni-
toraggio ambulatoriale del'lECG o della Pressione Arteriosa, TC cardiaca, RMN cardia-
ca. | pazienti sono stati quindi inclusi in un programma di riabilitazione cardiometabo-
lica che comprendeva dieta individualizzata ed esercizio fisico commisurato alle capa-
citd funzionali. Le suddette valutazioni sono state ripetute annualmente per valutare
eventi e stato di salute e il calcolo del rischio cardiovascolare.

Ci si prefigge di:

- Valutare prospetticamente la modificazione dei fattori di rischio CV, da soli o in asso-
ciazione a nuovi fattori di rischio emergenti.

- |dentificare la concordanza di diverse carte del rischio cardiovascolare (SCORE e
carta del Rischio del Progetto Cuore dell Istituto Superiore di Sanita).

- Identificare il ruolo di fattori di rischio emergenti (fattori psico-ambientali, qualita di
vita, umore, tempo di inizio della menopausa) e/o indici precoci di aterosclerosi (stiff-
ness e funzionalita vascolare, biomarcatori).

- Definire prospetticamente il ruolo e l'importanza della associazione dei fattori di
rischio tradizionali ed emergenti nella comparsa delle malattie CV.

- Implementare il dialogo fra diversi specialisti (medici di medicina generale, internisti,
cardiologi, ginecologi, etc) al fine di ottimizzare le strategie di prevenzione e/o inter-
vento nei pazienti ad aumentato rischio cardiovascolare.

Sono stati finora arruolati 200 pazienti che saranno seguiti longitudinalmente nei pros-

simi 10 anni.

Si & osservato che, in donne in postmenopausa trattate con terapia ormonale sostitu-

tiva o steroidi, il trattamento con 17B-estradiolo (1 mg/die) piu drospirenone (2 mg/die)

migliora i sintomi vasomotori e la qualita della vita e influenza positivamente i fattori di
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rischio cardiovascolare.

Si & osservato che l'esercizio fisico, tramite un programma ospedaliero strutturato di
allenamento cardiovascolare a breve termine, riduce la capacita dei fattori serici di
indurre la morte delle cellule endoteliali in pazienti con scompenso cardiaco cronico.
E' stato dimostrato un effetto diretto del testosterone transdermico nell'accorciare gli
intervalli QT in uomini e donne anziani, in assenza di variazioni della frequenza cardia-
ca o dell'ipogonadismo.

E stato osservato che il trattamento con sostanze, quali la berberina, il lievito di riso
rosso, i policosanoli, si associa ad una riduzione della colesterolemia totale, del cole-
sterolo LDL e della resistenza all'insulina nei pazienti ipercolesterolemici anziani intol-
leranti alle statine. Il trattamento con tali sostanze nutritive, inoltre, & sicuro e ben tol-
lerato in questi pazienti.

Uno studio in aperto ha confrontato gli effetti del trattamento a lungo termine con
nebivololo vs carvedilolo sulla frazione d'eiezione ventricolare sinistra, nei pazienti
ipertesi con scompenso cardiaco cronico (SCC). Si & osservato che, a lungo termine,
carvedilolo e nebivololo hanno analoga efficacia nel trattamento dei pazienti ipertesi
con CHF.

Si & osservato che, in pazienti con malattia arteriosa periferica (PAD) e claudicazione,
la trimetazidina (TMZ) & efficace nel migliorare le prestazioni funzionali, misurata tra-
mite “massima distanza a piedi” (MWD) al treadmill test. La MWD risultava migliorata
in entrambi i gruppi in seguito all'esercizio fisico, ma con un miglioramento maggiore
nel gruppo allocato a TMZ rispetto al placebo. Tali dati, suggeriscono che linibizione
dell'ossidazione degli acidi grassi liberi migliori la capacita funzionale nei pazienti con

PAD e claudicazione.

Effetti a breve termine della somministrazione di aminoacidi essenziali sulla capa-
cita funzionale, forza muscolare, metabolismo glucidico e qualita di vita in pazienti
con cardiopatia ischemica e ridotta funzione ventricolare sinistra sottoposti ad

intervento cardiochirurgico.

E stato osservato che i pazienti sottoposti ad intervento cardiochirurgico gia dai primi
giorni del periodo post-operatorio sviluppano uno stato catabolico. Le alterazioni
degenerative a carico del muscolo scheletrico correlano con la progressiva riduzione
della capacitd funzionale. In considerazione della stretta associazione fra la perdita

della massa muscolare e 'allungamento della degenza postoperatoria con un aumento

130



ANNUAL REPORT 2011 IRCCS San Raffaele Pisana

del rischio di comparsa di complicanze, gli interventi terapeutici atti a rallentare il
depauperamento muscolare, contrastando i processi catabolici possono essere effica-
ci nel migliorare la prognosi dei pazienti post-operati. In tal senso, l'esercizio fisico
aerobico ha un ruolo ampiamente riconosciuto e l'impiego di farmaci anabolizzanti,
quali GH, testosterone potrebbe avere un ruolo in particolari gruppi di pazienti.

Un ulteriore approccio ancora poco esplorato nell'ambito della terapia metabolica del
paziente cardioperato & quello nutrizionale, ed in particolare la supplementazione
della dieta con aminoacidi essenziali. L'efficacia di tali aminoacidi & stata dimostrata in
vari modelli di depauperamento muscolare. E noto che la somministrazione di aminoa-
cidi in anziani sani determina un miglioramento della capacita di compiere esercizio ed
un incremento della forza muscolare. L'azione degli aminoacidi essenziali a livello del
muscolo scheletrico & quella di promuovere la sintesi delle proteine miofibrillari; favo-
rire la sintesi di proteine mitocondriali necessarie per la metabolizzazione dei substra-
ti; fornire substrato al ciclo d Krebs.

La somministrazione di aminoacidi in soggetti affetti da cachessia di varia origine ha
portato ad alcuni considerevoli risultati. Il trattamento con alcuni aminoacidi a catena
ramificata, leucina e valina in modelli murini di cachessia neoplastica & stato in grado
di bloccare la progressiva perdita di peso inducendo un significativo aumento della
massa magra. Tali effetti sarebbero il risultato di un'azione degli aminoacidi a livello dei
processi di fosforilazione intracellulari.

La somministrazione di aminoacidi in soggetti con diabete mellito ha dimostrato un
miglior controllo glicemico con riduzione dei livelli di emoglobina glicosilata.

Scopo dello studio & valutare gli effetti di un mese di somministrazione di aminoacidi
essenziali in aggiunta a terapia metabolica integrata sulla capacita di compiere eserci-
zio, la forza ed il volume muscolare, il metabolismo glucidico e la qualita della vita in
pazienti con cardiopatia ischemica e disfunzione ventricolare sinistra sottoposti ad
intervento cardiochirurgico.

Sono stati arruolati 12 pazienti di entrambi i sessi con diagnosi cardiologica da sotto-
porre ad intervento cardiochirurgico; randomizzati con un rapporto di 11 a ricevere
aminoacidi essenziali o placebo in aggiunta a terapia metabolica integrata. Ai pazienti
& stata iniziata terapia 10 giorni prima del ricovero in ambiente ospedaliero, prosegui-
ta fino ad un mese dopo l'intervento cardochirurgico. Nel post-operatorio tuttii pazien-
ti sono stati sottoposti a programma riabilitativo cardiologico.

| criteri di arruolamento:

- cardiopatia ischemica con indicazione ad intervento di rivascolarizzazione miocardica

- frazione di eiezione <40%

131



IRCCS San Raffaele Pisana ANNUAL REPORT 2011

- condizioni cliniche stabili da almeno 1 mese: non eventi coronarici acuti e/o episodi di
scompenso cardiaco da almeno 1 mese, non aritmie maggiori, terapia medica ottimizza-
ta, stabile da almeno 1 mese.

| criteri di esclusione:

- insufficienza epatica grave

- insufficienza renale grave

scompenso cardiaco congestizio (NYHA IV);

- limitazioni muscolo-scheletriche alla esecuzione di esercizio fisico.

- limitazioni ad alimentarsi.

Il periodo di follow-up & 1 mese.

| pazienti sono sottoposti, previa firma del consenso informato precedentemente

approvato dal Comitato Etico, a valutazione clinica e sottoposti ai seguenti esami al

momento dell'arruolamento ed alla fine dello studio:

- prelievi ematici (funzionalita renale ed epatica; glicemia e insulinemia basali e a 2 ore,
profilo lipidico, emocromo, PCR)

- ecocardiogramma mono-bidimensionale color Doppler (valutazione frazione di eiezio-
ne mediante la regola di Simpson; determinazione del volume telediastolica e telesi-
stolico ventricolare sinistro)

- questionario sulla qualitd della vita (The Minnesota Living With Heart Failure
Questionnaire);

- Test del cammino dei 6 minuti: Il paziente viene posizionato lungo un corridoio lungo
100 m ed & invitato a camminare il piti velocemente possibile per la durata di 6 minu-
ti. All'inizio ed alla fine del test viene misurata la pressione arteriosa e la saturazione
di ossigeno. Non vengono proferite frasi di incoraggiamento durante 'esecuzione del
test. Il test & supervisionato da personale sanitario.

- Valutazione forza muscolare: viene effettuata mediante dinamometro (REV 9000
Technogym) al muscolo quadricipite dell'arto inferiore dominante. Essa comprende:
a) determinazione della massima capacita di contrazione isometrica (Newton): il
paziente seduto con la gamba flessa a 90° deve provare ad eseguire il movimento di
estensione della gamba sulla coscia contro resistenza applicando la massima forza
possibile; b) determinazione della massima forza isocinetica (Newton m): il paziente
seduto con la gamba flessa a 90° deve eseguire il movimento di estensione e flessio-
ne della gamba per tre volte alla velocita fissa di 9o°/sec. Il piu alto valore registrato
& assunto come massima forza isocinetica.

Studi su preparati animali in vivo ed ex-vivo hanno dimostrato che la associazione di

amminoacidi essenziali a farmaci che bloccano la B-ossidazione aumenta del 50% l'ef-
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ficienza funzionale. Pertanto una associazione di amminoacidi essenziali con farmaci
che bloccano la B-ossidazione e farmaci che migliorano la tolleranza glucidica & stata
testata in aperto in 6 pazienti in confronto con 6 pazienti che hanno ricevuto solo
amminoacidi. Si & dimostrata una efficacia sulle capacita funzionali del 35% superiore
rispetto al solo utilizzo di amminoacidi. Pertanto lo scopo del presente studio & la valu-
tazione degli effetti di un mese di somministrazione di aminoacidi essenziali in aggiun-
ta a terapia metabolica integrata.

Sono stati arruolati 12 pazienti secondo i criteri di inclusione sopra menzionati; si pro-
pone di completare il reclutamento nel corso del 2012. Al completamento del follow up
dei primi 12 pazienti & effettuata una analisi statistica per valutazione di efficacia ad

interim sulla base della quale verra deciso se continuare lo studio o interromperlo.

Valutazione delle differenze di genere degli effetti dell'lvabradina nel modulare I'e-
lasticita vascolare, la funzione endoteliale ed il metabolismo glucidico in pazienti
con insufficienza cardiaca cronica classe NYHA I-lll in trattamento o meno con beta

bloccanti.

L'aumento della vita media e della sopravvivenza dopo eventi coronarici acuti, legata
al miglior controllo farmacologico, hanno portato ad un parallelo incremento della pre-
valenza dell'Insufficienca Cardiaca Congestizia (ICC), che rimane una delle principali
cause di ospedalizzazione, morbidita e mortalita, soprattutto nella popolazione anzia-
na. | risultati dello studio BEAUTIFUL hanno evidenziato che I'aggiunta di Ivabradina &
in grado di migliorare gli outcome in pazienti con disfunzione ventricolare sinistra.
Dati recenti hanno suggerito che i beta bloccanti hanno un effetto sfavorevole sulla
pressione arteriosa centrale e sulla elasticitd vascolare, mentre nessun dato & al
momento disponibile sugli effetti dell'lvabradina su questi parametri vascolari.
Incrementando la pressione sistolica centrale, la pressione differenziale ed il post-cari-
co ventricolare e riducendo la pressione di perfusione coronarica, I'aumento della rigi-
dita arteriosa ha importanti ripercussioni sul rischio di eventi cardiovascolari. La misu-
razione non invasiva dell'onda di polso rappresenta un indice affidabile dell'elasticita
arteriosa, che tuttavia & fortemente influenzata dalla frequenza cardiaca (Fc).

Il presente studio si propone di valutare se a parita di riduzione di Fc, molecole diffe-
renti possano avere effetti differenti sull'onda di polso e quindi sugli outcomes; e se vi
sono differenze di genere.

L'obiettivo primario dello studio risiede nel confronto del ruolo della riduzione selet-
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tiva della frequenza cardiaca con Ivabradina, in aggiunta o meno al beta boccante, sulla

pressione aortica centrale e sulla funzione endoteliale, in relazione al sesso.

L'obiettivo secondario risiede nel confrontare I'effetto della riduzione selettiva della

frequenza cardiaca con Ivabradina, in aggiunta o meno al beta boccante, in relazione

anche al sesso, su:

- metabolismo glucidico

- sintomatologia clinica, frazione di eiezione, autonomia di marcia (6MWT)

- componente sessuale e qualita di vita mediante test dedicati (versione italiana di IIEF
nei maschi e FSFI nelle femmine, SF-36)

- proprieta apoptotiche del siero dei pazienti trattati, anche in relazione agli effetti
sulla funzione endoteliale.

Il presente studio multiparametrico & volto a stabilire gli effetti della riduzione seletti-

va della frequenza cardiaca con lvabradina, in aggiunta o meno al beta bloccante, sulla

elasticita vascolare e sulla funzione endoteliale in pazienti di entrambi i sessi con ICC.

Sono stati inclusi pazienti di entrambi i sessi, afferenti al Reparto di Cardiologia e/o al

Clinical Trial Center dell'lRCCS San Raffaele Pisana, affetti da ICC (classe NYHA [-111),

con funzione sistolica conservata o meno, in terapia o meno con beta bloccanti. La dia-

gnosi di insufficienza cardiaca cronica viene definita secondo i criteri delle linee guida

ESC.

Criteri di inclusione:

- Uomini e donne di eta > 18 anni, affetti da ICC in fase di stabilita clinica (da almeno 4
settimane), classe NYHA I-Ill, in terapia o meno con beta bloccanti. | pazienti in tera-
pia con beta bloccanti sono inclusi solo se in terapia stabile da almeno 4 settimane.

- Qualsiasi frazione di eiezione; in base al valore della frazione di eiezione i pazienti
sono suddivisi in due gruppi: frazione di eiezione <35% o maggiore di 35% all'esame
ecocardiografico alla visita di screening.

- Diagnosi di insufficienza cardiaca cronica da almeno 12 mesi

- Trattamento farmacologico per la ICC stabile nelle ultime 4 settimane.

- Ritmo sinusale con frequenza cardiaca > 70 bpm

Criteri di esclusione: ICC di grado |V, assenza di stabilita clinica nell'ultimo mese, modi-

ficazioni della terapia per ICC nell'ultimo mese, aritmie severe, pregressi eventi cardio

e/o cerebrovascolare nei 3 mesi precedenti lo studio, valvulopatia aortica/mitralica di

grado moderato/severo, cardiopatie congenite, ipertensione arteriosa severa e/o

incontrollata (PA 180/110 mmHpg), ipotensione arteriosa, insufficienza epatica (enzimi di

funzionalitad epatica >3 volte il normale) e/o renale, ipersensibilitad accertata ai beta-

bloccanti e/o controindicazioni allimpiego dei farmaci dello studio, pazienti in tratta-
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mento con farmaci che possono prolungare il QT (es. Amiodarone, antidepressivi imi-
praminici, etc), portatori di PM e/o defibrillatori intracardiaci, pazienti in attesa di inter-
venti chirurgici e/o con neoplasie e/o in terapia antitumorale o immunosoppressiva,
intolleranza al lattosio, donne in gravidanza o che non assumano contraccettivi orali,
pazienti con MMSE < 23, pazienti che non abbiano firmato il consenso informato allo
studio, pazienti inclusi in altri studi clinici e/o che abbiano terminato un altro protocol-
lo clinico da meno di un mese.

Sono studiati 121 pazienti randomizzati a ricevere Ivabradina o Carvedilolo o la loro
associazione, in pazienti con scompenso cardiaco NYHA II-Il.

Sulla base dei dati preliminari si & ritenuto di dover rimodulare il progetto in termini di
aumento di durata del follow up e dei parametri da analizzare. Il reclutamento dei
pazienti continuera nel corso del 2012.

Alla fine dello studio, ci si propone di stabilire gli effetti della riduzione selettiva della
Fc con lvabradina, in aggiunta o meno al beta bloccante, sulla elasticita vascolare e
sulla funzione endoteliale e valutare se a parita di riduzione di Fc, molecole differenti
possano avere effetti differenti sull'onda di polso e quindi sugli outcomes; e se vi sono
differenze di genere.

E' stato condotto uno studio randomizzato per valutare |'effetto della riduzione della
frequenza cardiaca con carvedilolo, ivabradina, e loro combinazione sulla capacita di
esercizio nei pazienti con scompenso cardiaco che ricevevano una dose massima di
ACE-inibitore. Dopo una fase di run-in, i pazienti sono stati randomizzati in 3 gruppi:
carvedilolo fino a 25 mg bid (n = 38), ivabradina fino a 7,5 mg bid (n = 41), e combinazio-
ne di carvedilolo/ivabradina fino a 12.5/7.5mg bid (n = 42). La dose massima del tratta-
mento in studio & stata pit frequentemente tollerata nei pazienti trattati con ivabradi-
na (36/41) rispetto a quelli trattati con carvedilolo (18/38) o terapia combinata (32/42) (p
<0,01 vs ivabradina carvedilolo). La frequenza cardiaca & risultata significativamente
ridotta in tutti i gruppi, ma in misura maggiore nel gruppo in terapia combinata carve-
dilolo/ivabradina. La distanza percorsa al test di cammino di 6 minuti e il tempo di eser-
cizio al test MVO(2) sono risultati migliori nel gruppo ivabradina e nel gruppo in tera-
pia combinata (entrambi p <0,01 rispetto al basale), cosi come il picco di VO(2) e VAT
(rispettivamente: P <0,01 per il gruppo ivabradina e P <0,03 per il gruppo in terapia
combinata, rispetto a carvedilolo). Non si e riscontrato alcun cambiamento di questi
parametri nel gruppo in terapia con carvedilolo. | pazienti trattati con ivabradina o con
la combinazione carvedilolo/ivabradina avevano inoltre migliore qualita di vita (p <0.01
rispetto al basale per ivabradina e P <0,02 per il gruppo in terapia combinata), mentre

non vi era alcun cambiamento nel gruppo in terapia con carvedilolo. | dati osservati,
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suggeriscono che l'ivabradina da sola o in combinazione con carvedilolo & pil efficace
del carvedilolo da solo nel migliorare la tolleranza all'esercizio e la qualita della vita nei
pazienti con scompenso cardiaco.

Inoltre, & stato condotto uno studio osservazionale, trasversale e multicentrico in cui
2226 pazienti con malattia coronarica stabile sono stati seguiti per 6 mesi. Si & osserva-
to che nei pazienti con malattia coronarica circa la metd dei pazienti non assumeva
beta bloccanti, per cui la frequenza cardiaca risultava scarsamente controllata. L'eta &
risultata essere il principale fattore predittivo dello scarso uso di beta bloccanti e di
scarso controllo della frequenza cardiaca. Infatti, il 47% dei pazienti con eta - 65 anni
non ricevevano beta bloccanti, e tale percentuale accresceva progressivamente con
l'aumentare dell'eta. L'uso di beta bloccanti era maggiore nei pazienti con scompenso

cardiaco di grado severo.
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AREA DI RICERCA BIOTECNOLOGIE AVANZATE

Applicazione di nuove tecnologie di Biomarker discovery per l'identificazione di

determinanti di outcome clinico delle malattie croniche disabilitanti.

La Banca Biologica (Progetto BioBIM) specificatamente dedicata rappresenta una
struttura atta alla valutazione di metodiche diagnostiche innovative. In particolare,
alcuni interessanti risultati sono stati ottenuti per quanto riguarda il progetto in esame.
La disponibilitd di un ampio numero di campioni processati e conservati secondo pro-
cedure operative standardizzate ¢, infatti, essenziale in studi di biomarker discovery
disegnati al fine di individuare nuovi marcatori in grado di fornire informazioni utili alla
comprensione dei meccanismi molecolari coinvolti nella patogenesi di numerose
malattie croniche disabilitanti e per lo sviluppo di nuovi approcci terapeutici. Infatti, la
disponibilitd di nuovi biomarcatori potrebbe portare alla definizione di nuovi test dia-
gnostici o contribuire ad aumentare l'efficacia e/o a ridurre la tossicita di un determi-
nato farmaco, grazie ad un'elevata sensibilita e/o specificita.

Obiettivo principale di questo progetto & l'applicazione di tecniche di biomarker disco-
very al fine di identificare determinanti di outcome in alcune patologie croniche e disabili-
tanti. Tale obiettivo pud essere perseguito attraverso lidentificazione, mediante tecniche
di genomica e proteomica, di nuovi polimorfismi metabolici, pattern di espressione e pro-
fili proteici da utilizzare come marcatori di diagnosi, progressione, prognosi e risposta alla
terapia e/o insorgenza di effetti indesiderati in pazienti in trattamento riabilitativo. La pos-
sibilita fornita dalle moderne tecniche di farmacogenomica di predire individualmente tali
determinanti, potrebbe permettere l'applicazione in tempi rapidi di protocolli terapeutici
personalizzati ed un uso razionalizzato dei farmaci.

In tale contesto, nell'anno 2011 sono stati ottenuti risultati particolarmente interessan-
ti sullinfluenza di polimorfismi germinali del gene che codifica per il Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) nel determinare l'efficacia del trattamento con il
bevacizumab (anticorpo monoclonale anti-VEGF). Inoltre, |'analisi mutazionale condot-
ta su un'ampia porzione della regione promoter/5'UTR del gene VEGF ha permesso di
identificare una serie di aplotipi correlati con una minore sopravvivenza libera da pro-
gressione di malattia. | risultati ottenuti in questo studio rappresentano la prima dimo-
strazione sperimentale che mutazioni specifiche del VEGF sono associate ad un
rischio di progressione di malattia probabilmente dovuto ad un'aumentata attivita del

promoter e conseguente iperproduzione di VEGF in pazienti con carcinoma coloretta-
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le metastatico. Infine, uno studio ancillare condotto a verificare se tali polimorfismi fos-
sero in qualche modo coinvolti nella tossicita gastrointestinale indotta da fluorouraci-
le ha messo in evidenza un'associazione significativa tra varianti di sequenza a livello
del promoter ed incidenza di episodi di diarrea precoce, suggerendo che una maggior
enfasi dovrebbe essere posta su quei geni coinvolti nella risposta infiammatoria dell'o-
spite agli agenti chemioterapici ai fini di una corretta valutazione della tossicita indot-
ta da chemioterapia. E tuttora in corso uno studio il cui scopo & quello di valutare gli
effetti migliorativi della personalizzazione del trattamento chemioterapico di | linea nel
carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC) sulla base dei livelli somatici di
espressione dei geni ERCC1 (Excision-Repair Cross-Complementing 1), BRCA1 (Breast
Cancer 1) e RRM1 (Ribonucleotide Reductase 1), coinvolti nella riparazione del DNA. |
risultati fin qui ottenuti sono molto promettenti e sembrerebbero fornire la possibilita
di identificare sottogruppi di pazienti in base ai livelli di espressione dei tre geni, con-
sentendo di impostare un trattamento chemioterapico personalizzato.

Grazie alla possibilita di ampliamento della casistica arruolata, si prevede di estendere
gli studi di biomarker discovery su un pil ampio campionamento che includa anche
altre categorie di pazienti allo scopo di verificare le possibili associazioni
genotipo/fenotipo utili ad un approccio clinico personalizzato e di individuare e valida-
re l'applicabilita clinica di nuovi parametri biologici da utilizzare quali determinanti di

outcome in pazienti affetti da patologie croniche disabilitanti.

Identificazione di marcatori molecolari e profili genetici per lo studio della preditti-
vita e della efficacia terapeutica nelle patologie croniche degenerative ed eta cor-

relate.

| progressi ottenuti nel campo della genetica di popolazione mettono in luce una note-
vole variabilita interindividuale basata su singole variazioni nucleotidiche o di lunghez-
za di zone ripetitive a livello dei geni (polimorfismi), abbastanza frequenti perché non
patogenetiche. Patterns di varianti di sequenza di una singola base, che possono inve-
ce causare la sintesi di proteine funzionalmente diverse nel caso in cui intercorrano su
regioni codificanti, promoters o loci di stabilizzazione trascrizionale, possono determi-
nare la predisposizione genetica ad una determinata patologia. Ne sono esempio le
varianti di sequenza associate a malattie cardiovascolari in diversi geni coinvolti nel
metabolismo lipidico, nell'ipertensione, nel metabolismo dell'omocisteina, nella trom-
bosi, nell'adesione leucocitaria, nella funzionalita piastrinica e nell'infiammazione. Allo

stesso modo, polimorfismi di diversi geni nucleari e mitocondriali sembrano essere
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coinvolti in varia misura nella patogenesi di numerose patologie croniche, neurodege-
nerative, cerebrovascolari ed oncologiche. In tali casi, I'analisi delle variazioni genetiche
pud essere utile a dimostrare che il gene bersaglio & direttamente coinvolto quale con-
causa nella patologia multifattoriale. In maniera analoga, varianti di sequenza possono
essere responsabili della variabilita di risposta individuale al trattamento farmacologico,
per cui la loro identificazione permette di individuare il farmaco e la posologia pili appro-
priati, riducendo o evitando il rischio di effetti collaterali o di mancanza di effetto.
Obiettivo principale del progetto & l'individuazione di marcatori molecolari e profili
genetici, mutazionali o di espressione, in grado di fornire informazioni, in associazione
a biomarcatori classici, relative alla predittivita ed alla efficacia terapeutica nelle pato-
logie croniche degenerative ed eta correlate.

Nell'anno 201 l'attivita del laboratorio si & incentrata sull'esecuzione di diversi studi atti
ad individuare marcatori molecolari e profili genetici utili per la predittivita e I'efficacia
terapeutica in alcune patologie cronico-degenerative, quali, ipertensione essenziale,
patologie cardiovascolari, neurologiche, carcinomi del colon e della mammella. In par-
ticolare, sono stati eseguiti studi sull'instabilita dei microsatelliti nell'iniziazione e pro-
gressione del cancro al fine non solo di migliorare le nostre conoscenze sulle basi mole-
colari dell'instabilitd genetica in tumori gastrointestinali, ma anche di individuare para-
metri predittivi di progressione della malattia. A tale scopo l'attivita si & focalizzata sul-
l'identificazione di geni con sequenze nucleotidiche ripetitive (possibili target mutazio-
nali di instabilitd microsatellitare) in tumori gastrointestinali caratterizzati in preceden-
za per instabilitd genomica mediante l'analisi di microsatelliti mono e dinucleotidici e
quindi suddivisi in gruppi ad alta (MSI-H), bassa (MSI-L) o assente (MSS) instabilita.
L'analisi di sequenza diretta ha permesso di definire i polimorfismi del gene codifican-
te per linibitore dell'attivatore del plasminogeno (PAl) e la proteina Kinase C
Substrate 80K-H (PRKCSH) come zone target di instabilitd genomica. In particolare,
per il gene PAI1 le varianti di sequenza interessanti il polimorfismo ricadevano tutte nel
sottogruppo dei MSI-H con una associazione statisticamente significativa. Nessun cam-
pione di neoplasia gastrica con MSI-L o MSS mostrava mutazioni. Per quanto riguarda
il gene PRKCSH le varianti sono state individuate sia nel sottogruppo MSI-H e in misu-
ra minore nel sottogruppo MSI-L, mentre nessuno dei casi MSS mostrava mutazioni a
livello del sito polimorfico. Inoltre, & stata eseguita una analisi di mutazione del gene
K-ras, con la dimostrazione sperimentale della possibilita di mutazioni concomitanti
negli esoni 1 e 2 dell'oncogene. Al momento attuale sono in corso di completamento
altre ricerche, quali, ad esempio, la dimostrazione sperimentale della presenza in alcu-
ni pazienti di una variante nell'esone 4 del gene APC, che non comporta splicing aber-

rante del gene, ma che potrebbe causare una erronea interpretazione dello screening
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molecolare di APC, nonché la validazione di un nuovo approccio metodologico per
discriminare la configurazione due alleli del gene MTHFR (cis o trans) e la loro influen-
za sui livelli circolanti di omocisteina.

Grazie all'ampliamento della casistica ed alla messa a punto di procedure operative in
grado di garantire I'armonizzazione e la standardizzazione del processo nelle sue varie
fasi, si prevede di estendere |'analisi dei polimorfismi, mutazionale/di lunghezza e dei

livelli anomali di per procedere ad ulteriori valutazioni statistico-genetiche.

Definizione di determinanti di outcome in patologie ad aumentato rischio trombo-

tico.

La trombosi & un fenomeno multifattoriale dalla patogenesi complessa alla quale con-
tribuiscono complesse interazioni fisiopatologiche tra inflammazione, angiogenesi ed
emostasi. Nel corso di tali interazioni, numerose componenti cellulari partecipano atti-
vamente attraverso la liberazione di un'ampia varieta di sostanze biologicamente atti-
ve responsabili, a loro volta, del danno vascolare e della formazione di trombi.
Pertanto, l'individuazione di parametri biologici in grado di individuare soggetti a
rischio di sviluppare eventi di tipo trombotico arterioso o venoso rappresenta un
obiettivo di primario interesse per la comunita medica in quanto una diagnosi precoce
e/o il tempestivo ricorso ad eventuali programmi di tromboprofilassi potrebbero avere
delle ricadute clinico-assistenziali di notevole importanza sulla qualita di vita (QdV) di
pazienti affetti da numerose condizioni patologiche (neoplasie, disordini cardiovasco-
lari, etc.). Appare quindi evidente come l'introduzione di nuovi test di laboratorio per
l'identificazione di nuovi biomarcatori rivesta una notevole importanza in ambito di
prevenzione del rischio trombotico e per la definizione di possibili determinanti di out-
come non solo nella fase di prevenzione primaria, ma anche, e soprattutto durante il
percorso terapeutico/riabilitativo di alcune classi di pazienti, in quanto la disponibilita
di test predittivi potrebbe consentire un'anticipazione diagnostica e/o l'applicazione di
eventuali programmi di tromboprofilassi, al fine di prevenire linsorgenza di eventi
tromboembolici, condizioni potenzialmente letali ed altamente disabilitanti.

Sulla base di quanto sopra esposto, l'obiettivo principale della ricerca proposta & lo
studio delle possibili associazioni tra la presenza di uno stato protrombotico ed una
condizione pro-infiammatoria/pro-angiogenetica in patologie croniche disabilitanti al
fine ultimo di caratterizzare una serie di marcatori biomolecolari da utilizzare quali indi-
ci predittivi utili alla determinazione del rischio cardiovascolare globale o possibili

determinanti di outcome in pazienti con aumentato rischio trombotico.
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Allo stato attuale sono stati valutati gli effetti dell'introduzione diagnostica di due nuovi
test coagulativi (HemosIL ThromboPath e D-dimero ad elevata sensibilita) nel monito-
raggio di pazienti oncologici a rischio di tromboembolismo venoso (TEV). | risultati fin
qui ottenuti dimostrano che l'uso del test di generazione della trombina (HemoslIL
ThromboPath) & in grado di identificare un sottogruppo di pazienti a pil alto rischio di
TEV in corso di trattamento chemioterapico. In particolare, pazienti con valori patolo-
gici di ThromboPath prima dell'inizio della chemioterapia presentano un'incidenza di
eventi trombotici maggiore rispetto a quelli con valori normali, con un rischio relativo
pari a 3.5. Risultati sovrapponibili sono stati ottenuti con un test ad alta sensibilita per
la determinazione del D-Dimero (un marker di attivazione coagulativa), che ha dimo-
strato come la sua applicazione diagnostica nella stessa popolazione & in grado di pre-
dire 'evento tromboembolico con un'accuratezza del 70% ed un hazard ratio di circa
12, indipendentemente dai fattori di rischio classici. La differenza tra i due test risiede
nel fatto che il primo sembra essere maggiormente influenzato dall'assetto pro-infiam-
matorio (tipico del paziente neoplastico). A questo proposito, sono molto promettenti
alcuni risultati preliminari presentati al 21° International Congress on Thrombosis, che
dimostrano come la risposta infiammatoria dell'ospite alle cellule tumorali e/o i loro
prodotti sia in grado di influenzare il sistema emostatico-coagulativo, predisponendo il
paziente all'insorgenza di TEV.

Tali evidenze sperimentali permettono di avanzare l'ipotesi di un uso potenziale di que-
sti nuovi test coagulativi nella messa a punto di un nuovo algoritmo diagnostico per 'i-
dentificazione di sottogruppi di pazienti ad alto rischio di TEV. Grazie alla possibilita di
ampliamento della casistica ed estensione dello studio a categorie di pazienti con pato-
logie diverse. Si prevede, pertanto, di caratterizzare in maniera piu approfondita le
performance diagnostiche di questi test nella predizione del rischio trombotico e nella
programmazione di eventuali interventi di tromboprofilassi specificamente rivolti a
prevenire 'insorgenza di una comorbidita potenzialmente letale e a migliorare la qua-

lita di vita di specifiche categorie di pazienti.

ThromboPath evaluation in the prediction of chemotherapy-associated venous

thrombo-embolism in cancer patients.

Lo studio si pone all'interno del programma di Ricerca Corrente del Dipartimento di
Medicina di Laboratorio e Biotecnologie Avanzate (DMLBA) che prevede l'analisi di
determinanti di outcome in patologie croniche e disabilitanti. E' uno studio spontaneo

no profit in collaborazione con I'Universita degli Studi di Roma Tor Vergata concernen-
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te la valutazione/validazione di un marcatore potenzialmente predittivo di tromboem-
bolismo venoso (TEV), parzialmente sponsorizzato dalla ditta Instrumentation
Laboratory a beneficio esclusivo della copertura delle spese aggiuntive derivanti dalla
sperimentazione e con la fornitura gratuita dei kit diagnostici necessari al completa-
mento delle analisi.

Il TEV &, infatti, una causa importante di morbilitd e mortalitd nei pazienti oncologici,
soprattutto se sottoposti a chemioterapia. Tuttavia, i modelli di valutazione del rischio
di TEV finora sviluppati non sono del tutto corretti e potrebbero portare a sottovalu-
tare una percentuale significativa di pazienti. In tale contesto, l'identificazione di nuovi
biomarcatori potrebbe offrire la possibilita di migliorare tali modelli di rischio. Analisi
preliminari hanno messo in evidenza che 'uso dinamico di un nuovo test di generazio-
ne della trombina (HemosIL ThromboPath) in pazienti sottoposti a chemioterapia sem-
brerebbe permettere una stratificazione di pazienti ad alto rischio TEV che potrebbe-
ro beneficiare di tromboprofilassi. Sulla base di tali presupposti, lo studio in oggetto si
pone quale obiettivo primario la valutazione del valore predittivo di tale test, da solo,
o come parte di un modello di rischio che includa altre variabili, quali, ad esempio, D-
dimero ad alta sensibilita, nella definizione del rischio di TEV in pazienti con tumori
solidi sottoposti a regime chemioterapico. | campioni biologici necessari per la valuta-
zione sono stati selezionati tra quelli presenti nella BioBIM ed analizzati in maniera
retrospettiva. | risultati ottenuti (Thromb Haemost. 2011;105:931-2; Eur J Cancer
2011;47:5125) indicano che l'introduzione diagnostica di questi nuovi test potrebbe rap-
presentare uno strumento utile nella predizione del rischio di TEV e permettono di
ipotizzarne l'uso per la stratificazione di pazienti ad alto rischio in cui un'anticipazione
diagnostica e/o |'applicazione di eventuali programmi di tromboprofilassi potrebbero

intervenire favorevolmente.
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AREA DI RICERCA CEFALEA E DOLORE NEUROPATICO E
AREA DI RICERCA BIOTECNOLOGIE AVANZATE

Polimorfismi e risultati preliminari - banca biologica.

Nella Banca Biologica sono stati raccolti nel corso del 2011 i campioni di 540 soggetti
affetti da cefalea (287 emicrania senza aura, 110 emicrania con aura, 138 emicranica cro-
nica, 5 altri tipi di emicrania) e 150 controlli sani al fine di identificare gli aspetti biolo-
gico-molecolari che possano essere utili in termini scientifici, prognostici e terapeutici
per questa patologia. | dati clinici e biologici saranno trattati per scopi di ricerca scien-
tifica e la diffusione dei risultati avverra solo in forma anonima e/o aggregata per fina-
lita scientifica.

Tale Banca & stata approvata dal Comitato Etico dellIRCSS San Raffaele Pisana che
opera al fine di assicurare la salvaguardia dei diritti, dell'integrita e del benessere dei
soggetti coinvolti.

La suddetta Banca Biologica prevede regolare consenso informato da parte dei sog-
getti aderenti. | campioni biologici relativi a sangue intero, siero, plasma EDTA, plasma
Citrato, Linfociti, urine vengono processati e storati a -80° .

| Polimorfismi che vengono effettuati sono i seguenti: ACE (angiotensin-converting
enzyme); DBH (dopamine beta-hydroxylase, plasma); GNAS1 (guanine nucleotide-bin-
ding protein, alpha-stimulating activity polypeptide1); HFE (hemochromatosis, heredi-
tary); KCNJ10 (potassium channel, inwardly rectifying, subfamily J, member 10); LTA
(lymphotoxin-alpha); MEP1A (meprin, alpha subunit); MMP3 (matrix metalloproteinase
3); NOCH3 (notch, drosophila, homolog of, 3); PGR (progesterone receptor); RHAG
507 (rhesus blood group-associated glycoprotein); SHT1A (5-hydroxytryptamine recep-
tor 1a); COMT (catechol-O-methyltransferase); BDNF (brain-derived neurotrophic fac-
tor); SOD (superoxide dismutase); PRP(prion protein gene).

Lo studio dei polimorfismi & stato gia eseguito sulla maggior parte dei campioni dispo-
nibili. Si sta completando la raccolta dei campioni che prevede come target 150 pazien-

ti con emicrania con aura per poter proseguire con |'analisi statistica.
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RICERCA TRASLAZIONALE

Laboratorio di Patologia Cellulare e Molecolare
Riabilitazione cardiaca: medicina riparativa nello scompenso cardiaco.

Nonostante i recenti sviluppi, le sindromi coronariche acute e linsufficienza cardiaca riman-
gono le principali cause di morte della popolazione adulta nei paesi occidentali. Attualmente,
le terapie finalizzate al recupero della funzionalita cardiaca sono prevalentemente di tipo chi-
rurgico o farmacologico. In particolare, I'angioplastica e il bypass coronarico inducono la riva-
scolarizzazione del tessuto miocardico sopravvissuto al danno mentre la terapia farmacologi-
ca attenua il processo di rimodellamento ventricolare. Nessuno di questi trattamenti ha un
effetto sulla perdita di massa contrattile che caratterizza il cuore dopo insulto ischemico
(Krum, Heart Failure 2009). In questi ultimi anni numerosi tentativi sono stati effettuati al fine
di promuovere la rigenerazione del tessuto cardiaco mediante l'utilizzo di cellule staminali
(Menasche, Molecular Therapy 2009). Cellule staminali isolate da differenti tessuti, una volta
trapiantate nel cuore danneggiato, sono in grado di differenziare in cardiomiociti e dare origi-
ne a nuovi vasi coronarici. L'identificazione di cellule staminali cardiache residenti (CSC) ha
determinato una notevole accelerazione in questo settore in quanto tali cellule risultano esse-
re piu' differenziate verso la linea cardiovascolare rispetto a cellule staminali provenienti da
altri organi. Due sono gli approcci seguiti nella terapia rigenerativa del cuore: trapianto di CSC
autologhe o attivazione di CSC endogene. Specificamente, le CSC possono essere stimola-
te a proliferare e differenziare ex vivo prima di essere trapiantate nel cuore danneggiato
oppure €' possibile sviluppare strategie meno invasive in grado di promuovere la proliferazio-
ne e il differenziamento di tali cellule in vivo tramite la somministrazione diretta di fattori di
crescita nel cuore infartuato o scompensato (Stamm, Therapeutic Advances in cardiovascu-
lar Disease 2009, Hwang, Life Sciences 2010). In particolare, quest'ultimo approccio evita tutti
i problemi legati alla terapia cellulare quali la morte delle cellule trapiantate, la loro integrazio-
ne nel tessuto e l'effettivo differenziamento cardiomiogenico e vascolare.

Recentemente é stato dimostrato che il fluido pericardico (fluido contenuto nella cavita' peri-
cardica e ricco di fattori di crescita) non svolge solo un‘azione meccanica ma contribuisce atti-
vamente, attraverso un meccanismo paracrino, al processo di rigenerazione fisiologica che
avviene nel cuore dopo danno ischemico mediante attivazione delle CSC cardiache.

Lo scompenso cardiaco rappresenta il quadro finale di numerose e differenti vie patogeneti-
che ed é caratterizzato dalla perdita di forza contrattile del miocardio. A questa possono con-
tribuire vari tipi di danno, alcuni irreversibili, come la necrosi (tossica o ischemica), lapoptosi

e la fibrosi, altri reversibili, come la miofibrillolisi parziale, il rigonfiamento torbido o l'ipertrofia
P g P
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patologica. E' noto che un'opportuna condotta riabilitativa permette di recuperare importan-
ti quote di frazione di eiezione o, almeno, di bloccarne la progressiva diminuzione.
Non & noto nei vari tipi di scompenso quale quota della perdita di forza contrattile sia da attri-
buire a danni irreversibili e quale quota sia legata a danni eventualmente recuperabili con
opportune pratiche terapeutiche e/o riabilitative. Oggi & noto che nelle cellule post-mitotiche
come i miocardiociti, l'apoptosi attivata impropriamente genera danni precoci e progressivi,
come la miofibrillolisi, e tardivi come la degradazione del DNA. Per questo & necessario carat-
terizzare il danno sub letale nell'ambito della finestra temporale prima dellirreversibilita in
maniera da poter mettere in atto strategie che blocchino la progressione del danno e ne per-
mettano la riparazione.

Il progetto si prefigge di:

1. Identificare il/i fattori di crescita rilasciati nel fluido pericardico dopo infarto acuto del mio-
cardio in grado di attivare le CSC.

2. Studiare l'effetto della somministrazione dei fattori di crescita individuati al punto 1) in un
modello murino di infarto del miocardio

3. Studiare i meccanismi molecolari coinvolti nella rigenerazione cardiaca indotta dai fattori di
crescita individuati al punto 1) in fase di ischemia acuta.

4. Caratterizzare i meccanismi di morte nei miocardiociti e la riparazione molecolare per il
ripristino, almeno parziale, dell'architettura sarcomerica (riparazione della miofibrillolisi) e
della funzione cardiaca (aumento della frazione di eiezione).

Per poter dimostrare un'eventuale coinvolgimento dei liquidi pericardici nell'attivazione delle

cellule staminali epicardiche, sono stati raccolti i campioni da pazienti. Specificamente, san-

gue, plasma e liquido pericardico sono stati prelevati da pazienti con infarto acuto del miocar-
dio (LPA) e loro relativi controlli (LPV). Qui di seguito, in una tabella, sono riportati i dati rela-

tivi ai due gruppi di pazienti:

Gruppo di controllo Gruppo IM
Genere M/F 12/7 12/4
Eta 6111 61113
Indice di massa corporea 27+4.8 27.7t4.5
Diabete (5) 26% (1) 6%
Ipertensione (13) 68% (14) 87%
Iperlipidemia (9) 47% (7) 43%
Frazione di eiezione 55415 47211
Wall Motion Score Index 11+0.3 1.610.4
Farmaci
Statine (7) 37% (7) 44%
B bloccanti (4) 21% (10) 62%
Ace inibitori (12) 63% (6) 37%
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PFs sono stati prelevati da 16 pazienti con infarto acuto del miocardio (LPA) e 19 pazienti non
ischemici sottoposti a cambio della valvola mitralica (LPV). Tutti i liquidi sono stati ottenuti
durante l'operazione chirurgica subito dopo l'apertura del pericardio e immediatamente
prima la somministrazione dell'eparina. Le biopsie di grasso epicardico sono state pre-
levate solo da pazienti di controllo e il prelievo & stato effettuato vicino ai grandi vasi,
sotto il pericardio viscerale.

Esperimenti pilota per valutare la funzionalita dei liquidi pericardici isolati da pazienti
con infarto acuto del miocardio e loro relativi controlli sono stati effettuati su una linea
primaria di cellule endoteliali umane (HUVEC) e cellule embrionali staminali murine
(ES). La proliferazione & stata determinata mediante la curva di crescita ovvero la
conta delle cellule a differenti intervalli di tempo, mentre il differenziamento & stato
studiato sia in senso cardiomiogenico che vascolare e quindi utilizzando marcatori pre-
coci cardiomiocitari (Tbxs) ed endoteliali (Tie2).

| risultati degli esperimenti pilota hanno dimostrato che in presenza di LPA si ottiene
un'aumentata proliferazione di entrambe le linee cellulari (HUVEC e ES) e un differen-
ziamento in senso endoteliale delle cellule HUVEC e cardiomiogenico delle cellule ES.
Sulla base dei risultati ottenuti, ci si propone di effettuare esperimenti di proliferazio-
ne e differenziamento endoteliale, muscolare liscio e cardiomiocitario su cellule stami-
nali epicardiche coltivate in presenza di LPV e LPA. Ci si aspetta di ottenere una mag-
giore proliferazione e differenziamento in presenza di LPA rispetto a LPV ovvero in
presenza di liquidi pericardici provenienti da pazienti con infarto acuto del miocardio
in quanto riteniamo che tali liquidi contengano uno o piu’ fattori solubili in grado di sti-
molare una rigenerazione spontanea del tessuto miocardico dopo danno ischemico.
Inoltre, la somministrazione di tali liquidi in vivo ovvero nel sacco pericardico di topi
nudi potrebbe confermare i risultati ottenuti in vitro sulle cellule epicardiche stamina-
li sia in termini di proliferazione che differenziamento.

Una volta effettuati gli esperimenti in vitro e in vivo, si valutera la composizione dei
liquidi pericardici LPV e LPA al fine di identificare uno o piu fattori di crescita respon-
sabili dell'attivazione delle cellule staminali epicardiche e quindi della riparazione fisio-

logica che avviene nel cuore dopo infarto acuto.
Ruolo delle proteine SIRT nella riabilitazione neuromotoria.
Le sirtuine (SIRT) sono una famiglia di deacetilasi che regolano molti aspetti del meta-

bolismo energetico. SIRT1 deacetila diversi substrati (p53, FOXO, PGC-1 , p300, ecc)

influenzando la durata della vita e l'invecchiamento attraverso la restrizione calorica.
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Sia la restrizione calorica sia il digiuno aumentano i livelli di SIRT1 nel cervello, nel fega-
to e nel tessuto adiposo dei topi. SIRT2 ha localizzazione nucleare e citoplasmatica e
come substrati l'istone H4 e la tubulina Hox10. E' coinvolta nella regolazione del check-
point mitotico. SIRT3 si localizza nella membrana interna dei mitocondri. Il suo substra-
to & |'acetil-CoA sintetasi. Riduce il potenziale di membrana e la produzione dei ROS.
SIRT4 & localizzata nei mitocondri ed ha come substrato la glutammato deidrogenasi.
SIRT5 si trova nei mitocondri dove deacetila CPSI. SIRT6 & associata alla cromatina,
deacetila la DNA polimerasi ed & coinvolta nella riparazione del DNA, nell'omeostasi
del glucosio e nel mantenimento dei livelli normali di IGF-1. SIRT7 & associata ai geni
trascrizionalmente attivi dell'rRNA nel nucleolo. Il suo substrato & la RNA polimerasi |
e gli istoni H2A/B. Le sirtuine sono coinvolte nel ritardo dell'invecchiamento inibendo
l'apoptosi e attivando la riparazione molecolare e il mantenimento di cellule post-mito-
tiche, il reclutamento e la proliferazione di cellule staminali. L'associazione tra attivita
fisica e 'aumento dei livelli di sirtuine suggerisce che possa esistere un pathway rela-
zionale tra |'attivita fisica, i meccano-sensori generatori di messaggi, come le proteine
mlp, ed i geni attivati da questi messaggi (per esempio le proteine sarcomeriche e mito-
condriali). E' importante osservare che non vi sono dati sulla specifica funzione delle
sirtuine durante la riabilitazione e il recupero della funzionalitd neuromotoria.

Il presente progetto si propone di:

1. Studiare il ruolo delle sirtuine nei processi di recupero cellulare dopo sforzo fisico e
in seguito a terapia post trauma fisico

2. Studiare il ruolo delle sirtuine nei processi di recupero cellulare in seguito a terapia
fisica in pazienti parkinsoniani e paraplegici mediante utilizzo di locomozione assisti-
ta da Lokomat®.

3. Studiare il ruolo delle sirtuine nel recupero del danno in cellule post-mitotiche.

4. Studiare i meccanismi di trasduzione del segnale attivati da IGF-1 nei neuroni, con
particolare attenzione all'attivazione delle chinasi Akt, Erki/2 e p38. Studio del ruolo
delle sirtuine nella regolazione dell'espressione e secrezione di IGF-1 e dei pathways
da esso attivati.

5. Studiare la compartimentazione cellulare dei recettori di danno in seguito a danno
sub letale.

Materiali e Metodi:

Agli atleti & stato effettuato un prelievo di sangue periferico. Dall'anello linfomonocita-

rio sono stati estratti mRNA per analisi di real time-PCR e proteine per analisi in

Western blotting (WB). | ratti sono fatti correre su treadmill ad una velocita costante

(20m/min circa) per un periodo di circa 45 minuti per una settimana. mRNA e protei-

ne sono stati ottenuti da sangue e tessuti.
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Le cellule NG108-15 sono state differenziate in vitro. Il danno cellulare & stato indotto
mediante apotogeni. | meccanismi sono stati studiati mediante WB e immunoprecipi-
tazione. La localizzazione intracellulare delle sirtuine & stata studiata tramite WB. |
coinvolgimento della famiglia delle sirtuine & stato studiato mediante Real Time-PCR,

Northern blotting e WB. Cellule differenziate saranno trattate con NGF, BDNF, SCF

(stem cell factor), inibitori della proteolisi quali MDL-28170, calpastina, MG132 e Z-VAD.

La sopravvivenza cellulare & stata misurata mediante marcatura con ioduro di propidio

e Annessina V. Lo studio dei meccanismi indotti da IGF-1 & stato effettuato su cellule

NG108-15 differenziate e non, in presenza o in assenza di apoptogeno. | livelli di espres-

sione intracellulare di IGF-1 nei neuroni differenziati e nei loro precursori proliferanti

saranno misurati tramite WB. La correlazione tra il pathway di IGF-1 e le sirtuine & stata
studiata analizzando, tramite WB, analizzando la secrezione di IGF-1 in cellule overe-
sprimenti o silenziate per le sirtuine.

Risultati:

1. Il danno muscolare indotto da sforzo fisico prolungato regola l'espressione delle sir-
tuine. Si & osservato che |'espressione delle sirtuine aumenta in atleti e ratti dopo
sforzo muscolare.

2. Descrizione dei meccanismi indotti da IGF-1. Lo studio del pathway indotto da IGF-
e dalle proteine della famiglia di Bcl-2 ha mostrato un'attivazione di Akt e dei mec-
canismi da essa regolati. E stata osservata una maggiore secrezione di IGF-1 nei neu-
roni rispetto alla loro controparte proliferante.

3. Correlazione tra IGF-1 e sirtuine. E' stata dimostrata una connessione tra la soprav-
vivenza indotta da IGF-1 e i meccanismi regolati dalle sirtuine. L'overespressione di
SIRT1 influenza l'espressione di IGF-1.

Risultati attesi:

1. La riabilitazione mediante la terapia locomotoria assistita (Lokomat®) e la terapia
criogenica regola I'espressione delle sirtuine. L'espressione delle sirtuine verra ana-
lizzata nei pazienti con gravi impedimenti motori e negli atleti prima e dopo terapia
criogenica. Ci si aspetta che la terapia sia caratterizzata da aumentati livelli delle sir-
tuine.

2. Correlazione tra degenerazione o usura, invecchiamento e capacita di riparazione.
Sara studiato il ruolo della famiglia delle sirtuine. Ci si aspetta che queste proteine
siano coinvolte nel differenziamento e nella sopravvivenza dei miociti scheletrici e
dei neuroni.

3. Compartimentazione dei recettori di morte nella resistenza dei neuroni. Ci si aspet-

ta che le cellule differenziate in neuroni rispondano allo stimolo apoptotico riducen-

148



ANNUAL REPORT 2011 IRCCS San Raffaele Pisana

do l'espressione e cambiando la distribuzione nei compartimenti intracellulari dei
recettori di morte normalmente localizzati sulla membrana cellulare.

4. Utilizzare le sirtuine come markers di recupero. Ci si aspetta che membri della fami-
glia delle sirtuine possano essere considerate come marcatori per valutare quanti-

tativamente il recupero sia nei modelli cellulari sia nei pazienti in riabilitazione.
Ruolo dell' autofagia nel recupero del danno neuronale.

L'ischemia cerebrale & una delle cause pit comuni di morte o di invalidita nell'eta adul-
ta. Un attacco ischemico transitorio e subletale determina un precondizionamento
ischemico che protegge il neurone da un successivo attacco ischemico. Tra i meccani-
smi molecolari coinvolti un ruolo di primo piano sembrerebbe svolto dall'autofagia,
meccanismo di degradazione e riciclaggio di organelli citoplasmatici. L'autofagia puo
essere attivata come meccanismo di sopravvivenza in condizioni di deprivazione di
nutrienti e in risposta allipossia che si determina in corso di ischemia. L'autofagia
potrebbe rallentare la morte cellulare in queste condizioni preservando |'omeostasi
cellulare tramite la produzione di cataboliti da cui ricavare energia e, al contempo, eli-
minando le proteine danneggiate. Una maggiore attivazione del pathway autofagico
preparerebbe le cellule allo stress metabolico causato dall'attacco ischemico (effetto
di precondizionamento) favorendo la sopravvivenza cellulare e posticipando il pro-
gramma apoptotico. Questo permetterebbe alle cellule di sopravvivere pil a lungo e
riprendersi quando avviene la riperfusione. Inoltre, un elevato livello di autofagia
potrebbe anche causare da un'attivazione massiccia dei lisosomi e portare, in tal modo,
alla morte cellulare. E'interessante notare che i danni cellulari che si osservano in corso
d ischemia sono regolati dai ROS prodotti negli autofagosomi oltre che nei mitocondri.
Le sirtuine (SIRT) sono una famiglia di sette proteine (SIRT 1-7) coinvolte in molteplici
processi cellulari quali il ritardo dell'invecchiamento. In particolare, SIRT1 & in grado di
prevenire la morte neuronale. Loverespressione di SIRT1 & sufficiente a stimolare |'au-
tofagia formando un complesso molecolare con Atgs, Atg7, Atg8 (omologo di LC3) e
deacetilandoli.

Lo studio si prefigge di:

1. Valutare l'importanza dell'autofagia nei neuroni durante la resistenza e/o il recupero

al danno ipossico indotto da ischemia;
2. Valutare se i neuroni sottoposti prima a ischemia sono piu resistenti a un successivo
danno;

3. Valutare il ruolo sirtuine nel regolare il processo autofagico.
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Sono stati ottenuti cloni cellulari NG 108-15 overesprimenti SIRT1 e la forma mutata di
ATG4B, che inibisce l'autofagia. L'attacco ischemico transitorio & stato indotto in appo-
sita camera di ipossia a tempi diversi. E' stata analizzata la morte cellulare mediante
marcatura con ioduro di propizio. L'induzione autofagica & stata valutata analizzando
I'espressione proteica di LC3 GATE16, GABARAP e di p62. La struttura citoscheletrica
& stata analizzata mediante immunofluorescenza. Le cellule sono state sottoposte con
tempistiche diverse a un secondo trattamento di ipossia o ad altri fattori inducenti
danno (shock termico, sorbitolo, stress ossidativo). E' stato studiato il ruolo delle sirtui-
ne nell'attivazione del processo autofagico valutando se nelle cellule overesprimenti le
sirtuine, in particolare SIRT1, le molecole del meccanismo autofagico sono deacetilate.

A tale scopo sono stati utilizzati protocolli di immunoprecipitazione per isolare tali pro-

teine dagli estratti cellulari. Sulle proteine ottenute & stata eseguita analisi di Western

Blot (WB). Inoltre, si & valutato se i cloni che overesprimono le sirtuine presentano un

grado di autofagia maggiore una volta esposti a ipossia. E' stata valutata l'autofagia

indotta mediante WB per LC3.

E' stato dimostrato che in linee cellulari neuronali e non, il processo autofagico &

importante per mantenere la struttura citoscheletrica. Infatti una eccessiva attivazione

(ipossia o carenza di nutrimenti) o una inibizione (silenziamento di LC3 o overespres-

sione di una forma mutata di ATG4B) del processo autofagico destabilizza il citosche-

letro impedendo processi cellulari come migrazione e differenziamento. Infine, dati
preliminari indicano che I'overespressione di SIRT-1 & in grado di indurre autofagia.

Ci si attende:

1. Di comprendere il ruolo dell'autofagia nella resistenza del neurone al danno ipossi-
co/ischemico.

2. Che l'autofagia sia importante per il mantenimento della struttura citoscheletrica del
neurone e quindi dei meccanismi collegati al citoscheletro.

3. Che questo studio evidenzi il ruolo delle sirtuine nell'autofagia.

4. Che i neuroni ipossici che overesprimono SIRT1 sopravvivano di pili rispetto alle cel-
lule wt in caso di un secondo trattamento ipossico effettuato in seguito a un tratta-
mento di ipossia e successiva riossigenazione.

5. Che se l'induzione di autofagia previene la morte dei neuroni sottoposti a ipossia,

una sua inibizione dovrebbe invece favorirne la morte.
Recupero di funzione nelle miocarditi e nelle cardiomiopatie: ruolo delle sirtuine.

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 car-
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diaco non ischemico sono rappresentate principalmente dalla cardiomiopatia dilatati-
va idiopatica e dalle miocarditi. A tutt'oggi il trattamento di tali entita & supportivo e
tranne rari casi non esiste una terapia specifica in grado di interferire con la storia natu-
rale della malattia interrompendo i meccanismi di danno dei cardiomiociti e stimolan-
do la proliferazione e la riparazione cellulare. Il raggiungimento di tali obiettivi & otte-
nibile solo studiando il tessuto cardiaco di pazienti affetti da scompenso cardiaco,
dove & possibile valutare i livelli di morte e proliferazione cellulare, il grado di miofibril-
lolisi, il livello di alterazione del metabolismo energetico cellulare, ed i pathways intra-
cellulari che mediano l'instaurarsi ed il perpetuarsi del danno, come ad esempio l'e-
spressione di geni e di proteine implicate nella necrosi, e nella apoptosi (Bcl2, caspasi
3) e nello stress ossidativo. Sul tessuto miocardico & inoltre possibile valutare i mecca-
nismi di risposta al danno, in termini di attivazione di geni implicati nella riparazione cel-
lulare 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 l'attivazione delle cel-
lule staminali.

Il presente progetto si prefigge di:

1. Studiare i meccanismi di danno irreversibile e reversibile e I'attivazione dei processi
di riparazione e rigenerazione cellulare dei cardiomiociti di pazienti affetti da car-
diomiopatia dilatativa e miocardite;

2. Studiare la struttura e la funzione mitocondriale e il grado di stress ossidativo mio-
cardico in tali pazienti;

3. Studiare il ruolo delle sirtuine nel processo di danno e di recupero cellulare dopo
opportuna terapia.

Il progetto propone di reclutare pazienti con le seguenti caratteristiche:

1. Dilatazione e disfunzione del ventricolo sinistro (EF<40%) di etd compresa trai18 e
gli 80 anni.

2. Assenza di malattia coronaria o valvolare che possa giustificare la severita della
disfunzione cardiaca.

3. Scompenso cardiaco cronico (da pili di 6 mesi) refrattario alla terapia antiscompen-
so standard.

| criteri di esclusione includono: scompenso cardiaco recente (meno di 6 mesi), cause

note di insufficienza cardiaca (come ipertensione arteriosa, malattiacoronaria significa-

tiva, malattia valvolare significativa, malattie endocrine, malattie renali significative,

abuso di alcool o di farmaci).
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| pazienti vengono reclutati in ambulatorio o nei reparti clinici di degenza o di terapia
subintensiva.

| pazienti vengono sottosposti ad esami cardiologici invasivi (ECG, ecocardiogramma
color Doppler con TDI) e, previo consenso informato, ad esami cardiologici invasivi,
incluso il cateterismo cardiaco, la coronarografia, la ventricolografia biventricolare e la
biopsia endomiocardica biventricolare.

Alcuni frammenti bioptici vengono utilizzati per 'esame istologico con colorazioni di
routine per identificare il processo patologico alla base della disfunzione cardiaca.
Alcuni frammenti congelati vengono utilizzati per valutare la presenza di virus cardio-
tropi miocardici, in grado di causare una cardiomiopatia dilatativa virale. In pazienti
affetti da miocardite virus-negativa viene intrapreso un trattamento specifico immuno-
soppressore 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 valutazione morfometrica; b) immunoistochimica per caratterizzare e quantizzare
gli infiltrati inflammatori e per analizzare l'attivazione del sistema immunitario (HLA-
ABC, HLA-DR); c) valutazione della morte e della proliferazione cellulare e delle cellu-
le staminali cardiache, d) microscopia elettronica con morfometria per valutare il con-
tenuto mio fibrillare e il numero e la struttura dei mitocondri; e) profili di espressione
genica di actina; alpha-MHC, beta-MHC, miR-133 per analizzare i meccanismi di ripara-
zione miocardica e livelli di sirtuine; f) Attivitd degli enzimi della catena respiratoria
mitocondriale e dei fosfati ad alta energia (ATP, ADP, fosfocreatina). Dai pazienti viene
anche prelevato del sangue periferico da cui si ottiene un anello linfomonocitario.
Estratti proteici e di mRNA sono ottenuti dalle cellule presenti nell'anello linfomonoci-
tario per analisi di real time-PCR, di western blotting e di saggi enzimatici. In particola-
re l'espressione e l'attivita delle sirtuine viene messa in relazione alla patologia e al
recupero funzionale dopo terapia nel paziente.

L'attivita del 2011 & consistita nel reclutare 25 pazienti rispondenti ai criteri di inclusio-
ne del progetto. | pazienti sono stati sottoposti ad esami cardiologici invasivi, inclusa la
biopsia endomiocardica del ventricolo sinistro. In accordo con la diagnosi istologica
sono stati identificati 8 pazienti affetti da cardiomiopatia dilatativa “idiopatica”, 1
paziente affetto da “cardiopatia dilatativa da deficit di distrofina” (malattia di
Duchenne), 16 pazienti affetti da miocardite cronica. Tra quest'ultimo gruppo 4 pazien-
ti erano affetti da infezione virale miocardia e 12 pazienti erano virus negativi. In 8 di
questi pazienti & stato intrapreso un trattamento immunosoppressivo ottenendo in

tutti i casi un significativo miglioramento della funzione cardiaca. Gli studi morfometri-
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ci eseguiti su biopsie pre e posttrattamento hanno mostrato un notevole ripristino del
contenuto miofibrillare. Sono in atto studi sulle sirtuine per definirne l'espressione e
I'attivitad di base e dopo recupero funzionale. Il paziente affetto da cardiomiopatia di
Duchenne & stato analizzato insieme ad altri casi collezionati in precedenza per la pre-
senza di acetilazione e lateralizzazione della connessina 43, confermando i risultati spe-
rimentali che hanno identificato questo importante pathway intracellulare come ope-
rativo e potenzialmente reversibile (risultati pubblicati su PNAS 20m). Inoltre, tra i
pazienti affetti da cardiomiopatia dilatativa sono stati identificati 2 casi di pazienti con
malassorbimento intestinale. Questi pazienti sono stati inclusi in uno studio dove &
stata analizzata |'eventuale carenza di elementi traccia ed & stato identificato nel defi-
cit di selenio e zinco un importante meccanismo di danno, che determina una carenza
dell'enzima glutatione perossidasi e un aumento della autofagia, che pud essere rever-
tito con una terapia di implementazione degli elementi carenti.

Risultati preliminari ottenuti dal laboratorio hanno mostrato un ruolo delle sirtuine
nella risposta cellulare a uno stress ossidativo e un ruolo nel recupero cellulare e nel-
l'attivazione delle cellule staminali. Si prevede di confermare tale ruolo anche in
pazienti affetti da miocardite con recupero funzionale dopo terapia specifica. Inoltre,
ci si attende di poter caratterizzare con precisione i meccanismi che portano al danno
nei singoli pazienti e quindi a poter ipotizzare terapie mirate a risolvere tale danno (es.
terapie in grado di interferire con l'apoptosi cellulare o di inibire il danno ossidativo

mitocondriale o di stimolare I'apporto energetico cellulare).

Laboratorio di Biochimica dell' Invecchiamento

Identificazione di marcatori biologici di malattia o di risposta alle terapie in pazien-
ti affetti da Parkinson.

Dati presenti in letteratura suggeriscono che, durante l'invecchiamento e in alcune
malattie ad esso associate (es. malattie di Parkinson e di Alzheimer), la concentrazione
plasmatica e tissutale dei tioli proteici e non proteici tende a diminuire. Questa dimi-
nuzione & associata a una carenza a livello dei tessuti di glutatione, il pil importante
antiossidante a basso peso molecolare. Inoltre, la carenza di cisteina sembra essere il
risultato di una alterazione a livello del processo autofagico di degradazione delle pro-
teine, che normalmente assicura un corretto apporto di amino acidi liberi durante il
digiuno. Tali fattori, apparentemente non correlati, sono entrambi regolati dalla via di

segnalazione dell'insulina. Infatti, questa via & allo stesso tempo in grado di produrre
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specie reattive dell'ossigeno e portare a un blocco dell'autofagia. Non solo, la segnala-
zione dell'insulina pud a lungo termine determinare l'inibizione dell'espressione di mar-
catori di longevita (SIRT1, PGC-alfa) che regolano il metabolismo corporeo, I'omeosta-
si mitocondriale, i livelli di difesa antiossidante nonché la funzionalita del sistema ner-
voso ed infine provocare meccanismi di morte redox-regolati. E' stata inoltre dimostra-
ta una diretta correlazione tra la concentrazione plasmatica di cisteina nel periodo
post-assorbimento ed il mantenimento della massa muscolare durante l'invecchiamen-
to. Individui con basse concentrazioni di cisteina non riescono ad aumentare la massa
muscolare neanche in seguito a specifica attivita fisica. Questo aspetto assume parti-
colare importanza nel paziente con malattia di Parkinson dove frequentemente si assi-

ste ad un repentino dimagrimento che ne compromette ulteriormente i problemi di

stabilitd (equilibrio, deambulazione). Pertanto, studi mirati alla comprensione dei

“pathways” metabolici che relazionano il contenuto tiolico e i processi autofagici, non-

ché il controllo dellomeostasi della cisteina, attraverso integrazione con la dieta, pos-

sono avere promettenti risvolti terapeutici non solo nell'invecchiamento fisiologico ma
soprattutto nella prevenzione e/o riabilitazione delle malattie correlate, quali il morbo

di Parkinson.

Gli obiettivi principali della presente ricerca sono stati:

- caratterizzare gli effetti della deplezione della difesa antiossidante tiolica sui
“pathways” molecolari che controllano la biogenesi mitocondriale e /o la difesa
antiossidante;

- studiare gli effetti di “terapie della longevitad” quali il digiuno sui “pathways” moleco-
lari del punto precedente;

- valutare gli effetti della supplementazione di cisteina sui livelli plasmatici e monocita-
ri di glutatione e sulle valutazioni del disordine del movimento (UPDRS Il test) in
pazienti parkinsoniani.

Trattamenti: Topi C57BL/6 sono stati trattati con L-butionina (SR) - Sulfossimina (BSO)

(20 mM nell'acqua da bere) per 5 settimane. Il co-trattamento con L-NAME (inibitore

della sintesi di NO) & stato effettuato alla concentrazione di 4 mM.

Analisi dell'espressione genica: i livelli di mMRNA sono stati quantizzati mediante RT-

gPCR, utilizzando come sonda fluorescente il Sybr Green. L'analisi dell'attivita di lega-

me di p53 sulle sequenze del promotore di PGC-ialfa é stata effettuata mediante oligo-
pull-down utilizzando oligonucleotidi biotinilati. Alternativamente, sono stati utilizzati
saggi di ChIP seguiti da qPCR.

Western blot: gli organi sono stati omogenati e gli estratti proteici bolliti in tampone di

Laemmli e sottoposti a SDS-PAGE e successivo trasferimento su membrana di nitrocel-
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lulosa. La membrana & stata poi sottoposta a marcatura con un anticorpo primario spe-
cifico. Le bande immunoreattive sono state visualizzate per chemiluminescenza, utiliz-
zando un sistema digitale di acquisizione di immagini.

Analisi del Glutatione (GSH): il contenuto di GSH & stato misurato mediante HPLC
previa derivatizzazione del campione con acido iodoacetico e reattivo di Sanger.

Le analisi ex vivo sono state condotte su un numero di dodici pazienti di cui sei con
somministrazione di una miscela proteica contenente un'alta concentrazione di cistei-
na (10 gr die per 3 mesi). Il gruppo di pazienti era eterogeneo per sesso, eta (compre-
sa tra 50-65 anni) e diagnosi della malattia <10 anni. Inoltre, i pazienti non presentava-
no patologie correlate quali diabete, ipertensione, dislipidemie, patologie psichiatriche
e patologie infiammatorie intestinali. Come controllo sono state condotte analisi su
volontari di etd compresa fra 50-65 anni senza patologie correlate e non trattati farma-
cologicamente. Su prelievi di sangue venoso eparinizzato & stata effettuata una sepa-
razione del plasma dalla frazione corpuscolare per centrifugazione. | monociti umani
sono stati separati dai linfociti tramite adesione su fiasca dopo gradiente di Ficoll-
Paque. Particolare attenzione é stata dedicata alla manipolazione dei campioni di pla-
sma utilizzati per la determinazione della cisteina e del glutatione vista l'elevata suscet-
tibilita all'ossidazione dei tioli. La forma ridotta e ossidata di queste molecole & stata
misurata mediante HPLC sia nel plasma sia in monociti e linfociti. | prelievi per il dosag-
gio dei tioli e il test UPDRS Il sono stati effettuati al To valore basale, T1 dopo 30 gior-
ni, T2 dopo 60 giorni, T3 dopo 90O giorni.

In molte malattie neurodegenerative e durante l'invecchiamento si assiste ad un pro-
gressivo accumulo dello stress nitrossidativo nel sistema nervoso centrale essenzial-
mente dovuto allo sbilanciamento del metabolismo dell'ossido nitrico (NO). E' stato
dimostrato che il tripeptide glutatione, che rappresenta il pili importante antiossidan-
te intracellulare non enzimatico, gioca un ruolo chiave nel prevenire il danno nitrativo
sulle proteine. In particolare si & osservato in vivo che la modulazione del pool intra-
cellulare di GSH attraverso inibizione chimica della sua sintesi (mediante trattamento
con BSO) & in grado di indurre un significativo aumento della nitrazione su residui di
tirosina di proteine provenienti da omogenati di cervello di topo. Il trattamento preven-
tivo dei topi con inibitori della sintesi di NO (L-NAME) & in grado di prevenire il danno
nitrativo scatenato dalla carenza di GSH. Durante trattamento con BSO, é& stato ina-
spettatamente osservato un aumento dei livelli dell'enzima antiossidante manganese
superossido dismutasi (SOD2). Questo fenomeno era anche riproducibile in omogena-
ti di muscolo scheletrico. Tali risultati suggerivano che a seguito della deplezione di

GSH si instaura un meccanismo di resistenza allo stress ossidativo dovuto alla carenza
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di GSH. E' stato osservato che I'aumento dell'espressione di SOD2 & in realtad dovuto
ad un meccanismo NO/p53-dipendente. In questo contesto, & stato dimostrato per la
prima volta che p53 controlla direttamente l'espressione del co-attivatore trascriziona-
le PGC-alfa. Infatti, & stata individuata la capacita di p53 di legarsi al promotore di
PGC-alfa su una specifica sequenza consenso che favorisce la sua espressione e I'at-
tivazione a valle dell'espressione di SOD2.

Il digiuno e la restrizione calorica sono annoverati tra gli approcci nutrizionali pit effi-
caci nel favorire la longevitad. Questa azione si esplica attraverso la capacita di indurre
i processi di autofagia, di biogenesi mitocondriale e la risposta antiossidante. E' stato
dimostrato che il digiuno & caratterizzato da un decremento dei livelli di GSH sia nel
cervello sia nel muscolo scheletrico. Inoltre, analogamente ai topi trattati con BSO, i
topi sottoposti a digiuno presentano un aumento dei livelli di p53, PGC-alfa e SOD2.
L'analisi dell'attivita di legame di p53 al promotore di PGC-ialfa ha confermato un effet-
tivo coinvolgimento di questo fattore nell'aumento dell'espressione di PGC-alfa. Sié
quindi concluso che il decremento dei livelli di GSH, se da una parte pud determinare
dei danni nitrosativi, dall'altra pud favorire una risposta di adattamento redox-mediato
allo stress metabolico ed in ultima analisi culminare nella risposta antiossidante e vero-
similmente nell'allungamento dell'aspettativa di vita.

Infine si & osservato che topi trattati con BSO presentano una significativa diminuzione
del peso corporeo che & in gran parte imputabile alla perdita di grasso viscerale (gona-
dale). E' noto che l'accumulo di grasso viscerale riduce l'aspettativa di vita. Sulla base di
questa evidenza, & possibile ipotizzare che la deplezione di GSH possa attivare la lipo-
lisi o inibire il processo di lipogenesi e adipogenesi. Questi ultimi due processi sono la
causa comprovata dell'obesita e del diabete, due patologie che sono state recentemen-
te associate all'aumentato rischio di sviluppare la malattia di Parkinson PD).

| dati prodotti dagli studi condotti su sangue periferico di pazienti PD hanno dimostra-
to che il pool tiolico del plasma & significativamente alterato. Si ha, infatti, un processo
di ossidazione dei tioli plasmatici che interessano sia il glutatione sia la cisteina libera.
Questo andamento perd non é riproducibile né in monociti né in linfociti, suggerendo
che lo shilancio redox interessa I'ambiente plasmatico o al limite altri distretti corporei.
L'utilizzo di integratori proteici ad elevato contenuto di cisteina ha significativamente
revertito l'ossidazione tiolica plasmatica, aumentando sia i livelli di glutatione che di
cisteina ridotta nei monociti. Tuttavia tale effetto era significativo solo nell'arco del
primo mese di trattamento poiché a partire dal secondo mese i livelli di cisteina e glu-
tatione ossidati progressivamente tornavano ai valori iniziali. |l test Unified Parkinson

Disease Rating Scale (test UPDRS IlI) ha mostrato un miglioramento dei parametri al
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primo mese, mantenendolo al secondo mese per poi tornare ai valori iniziali progressi-
vamente dal terzo mese in poi. Sebbene questi risultati limitino, per lo meno temporal-
mente, I'efficienza della supplementazione con cisteina al contempo suggeriscono un
ruolo molto importante all'apporto nutrizionale nel mantenere l'omeostasi tiolica.
Questo dato risulta ancor piu significativo se viene interpretato in funzione del test
UPDRS Il utilizzato per la valutazione motoria.

Nel 2012 ci si pone quindi I'obiettivo di comprendere i meccanismi molecolari alla base
dell'alterazione del metabolismo lipidico redox-mediato e se il trattamento di topi con
BSO possa potenziare la resistenza alle tossine Parkinson e prevenire la neurodegene-
razione (attraverso l'asse da noi evidenziato P53/PGC-1alfa/Nrf2 che culmina nel
potenziamento della risposta antiossidante). Ci si prefigge pertanto di studiare, gli
effetti della BSO sulla miogenesi e sulla lipolisi e lipogenesi utilizzando mioblasti e pre-
adipociti primari. Sui topi saranno effettuati studi che riguarderanno l'analisi dell'accre-
scimento della massa grassa e della massa magra nonché degli effetti sul metabolismo
glucidico e lipidico regolati dall'asse SIRT1/PGC-ialfa.

Laboratorio di Nutrizione Umana

Impatto dell'ingestione di alimenti di origine vegetale sullo stress metabolico post-

prandiale in soggetti sovrappeso e obesi.

Numerose evidenze scientifiche inseriscono lo stress ossidativo tra i fattori di rischio
coinvolti nello sviluppo delle malattie cardiovascolari. Recentemente il periodo post-
prandiale, & stato identificato come un importante elemento perturbante la fisiologia
endoteliale. Esso assume una rilevanza importante nella societd occidentale, dove la
gran parte della popolazione consuma tre o addirittura piu pasti al giorno, trascorren-
do gran parte della giornata in fase postprandiale; infatti ad eccezione della prima cola-
zione ogni pasto viene in genere consumato prima che i livelli plasmatici di trigliceridi
ritornino nei valori basali.

Studi in vitro hanno rilevato che gli acidi grassi provenienti dalla lipolisi delle lipopro-
teine postprandiali, aumentano la permeabilita dell'endotelio oltre ad espletare un
effetto citotossico diretto sulle cellule endoteliali. Inoltre, le lipoproteine postprandia-
li promuovono l'espressione di proteine di membrana e il rilascio di diverse sostanze
bioattive coinvolte nella regolazione della pressione del sangue e dell'emostasi.

Studi di intervento condotti sull'uomo, hanno dimostrato una aumento dei fattori di
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rischio cardiovascolare, dell'infiammazione e dello stress ossidativo nelle ore successi-
ve il consumo di un pasto ricco in grassi.

Evidenze epidemiologiche hanno associato al consumo di alimenti tipici della dieta
mediterranea (frutta, cereali, olio di oliva extra-vergine), una minore concentrazione nei
marcatori di inflammazione e un miglioramento del network antiossidante endogeno:
I'olio extravergine di oliva sembrerebbe giocare un ruolo chiave in questo effetto pro-
tettivo, essendo un alimento ricco in composti antiossidanti di tipo fenolico (oleuropei-
na, tirosolo) e vitamina E. L'olio presenta un profilo lipidico caratterizzato in prevalen-
za da acidi grassi monoinsaturi (70%) cui numerosi studi epidemiologici hanno attribui-
to un effetto neutrale sulla composizione delle lipoproteine plasmatiche. Studi sull'uo-
mo e su modelli cellulari hanno dimostrato come i composti fenolici presenti nell'olio
di oliva, attraverso la neutralizzazione dei radicali liberi, siano in grado di ridurre il
danno ossidativo e la risposta inflammatoria nei leucociti, aumentare le difese antios-
sidanti plasmatiche, la resistenza all'ossidazione delle LDL e migliorare la funzionalita
endoteliale. Inoltre, i composti presenti nell'olio di oliva, possono interferire con il pro-
cesso infiammatorio caratterizzante la lesione aterosclerotica, inibendo la produzione
di citochine chemotattiche di origine macrofagica.

La produzione dell'olio extra-vergine di oliva si basa sull'impiego esclusivo di sole olive
ed utilizzo di mezzi meccanici, senza ulteriori fasi di raffinazione. Affiancare al proces-
so di estrazione classico, processi di co-frangitura delle olive insieme a frutti o materia-
li vegetali ricchi in composti antiossidanti, oltre a migliorare le proprieta organolettiche
potrebbe aumentare notevolmente la stabilita ossidativa dell'olio.

L'obiettivo principale del progetto & quello di valutare se un olio extra-vergine di oliva,
ottenuto con un innovativo processo di co-frangitura, ricco in composti antiossidanti
(ARO) & maggiormente efficace, rispetto ad un olio a ridotto contenuto in antiossidan-
ti (LAO), nel ridurre lo stress ossidativo ed inflammatorio indotto dall'ingestione di un
pasto ricco in grassi, in soggetti sani soprappeso.

Il progetto si prefigge di:

1) Valutare la Capacita Antiossidante Totale (TAC) in vitro dei due tipi di olio, median-
te I'analisi del potere riducente e dell'attivitad neutralizzante i radicali liberi;

2) Valutare i marcatori di stato redox, inflammatorio e il profilo metabolico in soggetti
sani in sovrappeso, dopo somministrazione in acuto di un pasto ricco in grassi condito
con i due tipi di olio di oliva;

3) Valutare la biodisponibilitd degli antiossidanti lipofili (carotenoidi e vitamina E) in
soggetti sani in sovrappeso, dopo somministrazione in acuto di un pasto ricco in grassi

condito con i due tipi di olio di oliva.
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Lo studio in vivo in acuto ha seguito un disegno sperimentale di tipo incrociato e ran-
domizzato, allo scopo di ridurre al minimo la variabilita. Dieci volontari (ambo i sessi)
sani sovrappeso sono stati selezionati, mediante la compilazione di un questionario,
secondo i seguenti criteri di inclusione: eta 30-55 anni, indice di massa corporea (BMI)
compreso tra 25 kg/m2 e 29,9 kg/m2, non fumatori, senza alcuna patologia conclamata
(diabete, neoplasia, aterosclerosi etc.), nessun disordine gastrointestinale, nessuna
insufficienza renale e pancreatica, consumo di alcool < 40 g/giorno per gli uomini e <«
30 g/giorno per le donne, consumo di frutta e verdura < 4 porzioni/giorno. Sono stati
inoltre esclusi tutti coloro che abbiano fatto uso di supplementi vitaminici, farmaci
(antiossidanti e antinfiammatori) per un periodo uguale o superiore ad un mese prima
dell'inizio dello studio.

Al fine di uniformare la dieta dei soggetti, a tutti i partecipanti e stato chiesto di osser-
vare, nei due giorni antecedenti ciascun intervento, cosi come il giorno stesso dello stu-
dio, una dieta condizionata dall'assenza di cibi e bevande ricchi in antiossidanti, nella
misura massima di una porzione media di verdura cruda o cotta al giorno e un frutto
medio al giorno. Ai soggetti & stato chiesto di registrare, in una apposita scheda, i con-
sumi alimentari relativi ai 2 giorni precedenti e al giorno dell'intervento ed inoltre anno-
tare nella stessa scheda anomalie, eventuali malesseri o assunzione di farmaci verifica-
tesi durante il suddetto periodo.

Nei giorni di intervento i soggetti, a digiuno da almeno 12 ore, sono stati assegnati in
modo casuale a 2 gruppi di trattamento: Gruppo A, ha consumato un pasto sperimen-
tale ricco in grasso (HFM) + 20 ml olio ricco in antiossidanti (ARO); Gruppo B, HFM +
20 ml olio di controllo a basso contenuto in antiossidanti (LAO).

Ai volontari sono stati effettuati prelievi di sangue venoso prima (To) e dopo (1, 2, 3 e5
ore) l'ingestione del pasto sperimentale, allo scopo di seguire le variazioni della TAC
plasmatica e dei parametri infiammatori e metabolici in relazione ai diversi tipi di trat-
tamento. | campioni di sangue sono stati raccolti in Vacutainer® con anticoagulante
(EDTA o Eparina a seconda del biomarcatore), curando di evitare I'emolisi e, al riparo
dalla luce, sono stati centrifugati al fine di separare la parte corpuscolata dal plasma.
Sono stati raccolti anche campioni di urina prima (To) ed ad intervalli di tempo com-
presi tra O-5, 5-12 e 12-24 ore dopo lingestione del pasto, allo scopo di valutarne mar-
catori di stato redox. Dopo dieci giorni di wash-out lo studio & stato ripetuto assegnan-
do i soggetti di ciascun gruppo ad un diverso tipo di trattamento.

Lo studio & stato condotto in accordo con le linee guida della Dichiarazione di Helsinki,
e approvato dal comitato etico dell' IRCCS San Raffaele.

Il presente progetto avra continuazione nel primo semestre del 2012. La fase di inter-
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vento dello studio in vivo & stata conclusa nel 2011. L'analisi dei biomarcatori dello stu-
dio in vivo relativi all'obiettivo 3 sara effettuata nel primo semestre del 2012.

STUDIO in vitro (Obiettivo 1): I'olio in esame (ARO) si caratterizza per un elevato con-
tenuto in licopene (666mg/kg) e flavonoidi (circa 8 volte superiore rispetto a LAO) che
gli conferiscono un'elevata potenzialita antiossidante in vitro (FRAP e ORAC).
STUDIO in vivo (Obiettivo 2): un pasto ricco in grassi (High Fat Meal, HFM, 730Kcal
circa), & stato utilizzato come stress nutrizionale con lo scopo di indurre uno stato
inflammatorio in soggetti soprappeso. L'ingestione dello stesso induce l'innalzamento
di fattori di rischio cardiovascolare glicemia, trigliceridi, insulina e ROS cellulari.

La risposta ossido-riduttiva endogena allo stress nutrizionale si esplica invece attraver-
so un aumento dei gruppi tiolici e della capacita antiossidante plasmatica.

La formulazione in esame, olio ARO, non ha mostrato alcun effetto sulla riduzione dei
marcatori di metabolismo lipidico e glucidico, né sullo stato ossidativo ed infiammato-
rio generato in seguito all'ingestione di HFM.

Per quanto riguarda le citochine inflammatorie, I'analisi dell'area sotto la curva (AUC)
delle concentrazioni plasmatiche di IL-10 ha evidenziato una sensibile riduzione eserci-

tata da ARO sullo stato inflammatorio generato in seguito all'ingestione di HFM.
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AREA DI RICERCA CARDIOVASCOLARE

La gestione domiciliare dello scompenso cardiaco cronico.

Il Piano Sanitario Nazionale e quello Regionale 2008-2012 mettono in primo piano la
deospedalizzazione delle patologie croniche e il loro trattamento domiciliare , indican-
do l'ambito teleassistenziale quale mezzo idoneo a supportare tale passaggio. La tele-
medicina infatti, pud offrire notevoli vantaggi nell assistenza al cardiopatico cronico,
specialmente a quello scompensato, perché permette di mantenere un contatto rapi-
do e continuo con un Centro di assistenza dedicato. Sulla base delle esperienze pre-
cedentemente effettuate, & nata l'ipotesi di un progetto per l'implementazione e I'uti-
lizzo di un centro servizi telemedicali, in grado di svolgere attivita sanitaria per via tele-
matica, attivo 24 ore al giorno per 365 giorni all'anno, presidiato da personale infermie-
ristico dedicato, in costante contatto con lo specialista, per la gestione domiciliare dei
pazienti con scompenso cardiaco, permettendo anche un follow-up adeguato di quelli
che per motivi geografici avrebbero difficolta di accesso alla struttura.
Lo studio si prefigge:
1. La periodica valutazione di pazienti per:

- aggiornamento della terapia medica

- aggiornamento dello schema di training domiciliare

- verifica della aderenza al programma di assistenza

- rinforzo della motivazione del paziente
2. La costituzione una rete integrata che vede direttamente coinvolti:

- consorzio Centro Servizi-Cattedra di Cardiologia, Universita di Cagliari - IRCCS

San Raffaele Pisana

- operatori sanitari del territorio

- pazienti con scompenso cardiaco e relativi caregivers.
L'intervento prevede l'utilizzo di:
- strumenti informatici consultabili via web: cartella clinica informatizzata
- strumenti diagnostici in grado di inviare per via transtelefonica, parametri vitali del

paziente

« monitor 7 con possibilitad di erogare educazionali

- elettrocardiografo 12 derivazioni o monotraccia

- sfigmomanometro

- saturimetro

* spirometro

« bilancia impedenzometrica
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- teleconsulto

- telereferto
Le figure professionali operanti nel modello proposto sono rappresentate
dall'Infermiere Professionale Tutor, che ha il compito di prendere in carico il paziente
arruolato e di seguirlo attraverso contatti telefonici programmati o su richiesta del
paziente, di trasferire le informazioni necessarie al Medico di Medicina Generale di
riferimento e al Cardiologo, che condividono la gestione del paziente stesso. Il fisiote-
rapista, che gestisce la parte di riallenamento allo sforzo effettuato in sicurezza, per-
ché costantemente monitorizzato a domicilio. Lo specialista cardiologo che apportera,
oltre a repertare le indagini effettuate, le modifiche necessarie per evitare le in stabi-
lizzazioni e di conseguenza i riricoveri.
La durata del programma di intervento & variabile, in relazione alle necessita cliniche,
con follow up minimo di 12 mesi e ciclo riabilitativo di 6 mesi.
Vengono arruolati complessivamente 50 pazienti ricoverati consecutivamente presso
la Divisione di Cardiologia del Policlinico di Cagliari, con i seguenti criteri di inclusione:
- FE < 40%
- almeno un ricovero nell anno precedente per scompenso cardiaco
- eziologia ischemica, valvolare ipertensiva , idiopatica
- etd compresa tra18 e x ( 70 o0 80)
- terapia stabile ed ottimizzata da almeno due settimane
- firma del consenso informato
Criteri di esclusione:
- Demenza o patologie psichiatriche severe
- Angina instabile
- In attesa di intervento cardiochirurgico
- Lista di attesa per trapianto cardiaco
- Deficit motori arti inferiori
- Aspettativa di vita inferiore ad un anno
Al momento dell'arruolamento e al termine del follow up (12 mesi) tutti pazienti vengo-
no sottoposti ad indagini ematologiche, ecocardiogramma, valutazione della capacita
lavorativa (VO2 e 6 min wt) e della qualita della vita (MLQ, EQ-5D, Euroqual).
25 pazienti vengono dotati di sistema assemblato, per il monitoraggio dei parametri
sopradescritti MORTARA che verra consegnato al domiclio del paziente, attraverso il
quale, pud inviare i parametri fisiologici.
Risultati attesi:

1. TELEMONITORAGGIO (contatto programmato)
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- Acquisizione di dati clinici (ECG, PA , Peso , Sat O2), esami ematochimici, variazio-
ni terapia
2. TELEASSISTENZA (contatto ooccasionale )
- Presenza di sintomi, ECG
3. TELECONSULTO (programmato/occasionale)
- Richiesto dall IP/ Specialista/ MdMG
4. TELESUPPORTO ( occasionale)

- Richiesto dal paziente in assenza di variazioni clinico-terapeutiche significative.
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AREA DI RICERCA APPROCCI DI SISTEMA E MALATTIE
NON TRASMISSIBILI

Impatto delle procedure riabilitative su nuovi indicatori di infiammazione cronica

nella broncopneumopatia cronica ostruttiva.

La broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO) colpisce il 10% della popolazione
generale e si associa ad una significativa morbilitd e mortalita, in parte attribuibile ad
una aumentata incidenza di carcinoma del polmone. La ricerca scientifica di settore
& dedicata all'approfondimento delle attuali conoscenze in merito ai fattori di pro-
gressione della BPCO in carcinoma polmonare. Lo studio dei complessi meccanismi
molecolari del processo flogistico potrebbe condurre all'individuazione di biomarca-
tori di progressione neoplastica e all'ideazione di strategie terapeutiche finalizzate
ad intervenire specificamente all'interfaccia tra BPCO e cancro.

L'evidenza scientifica a favore di un ampio coinvolgimento del sistema immunitario
nella patogenesi della BPCO si pud considerare consolidata. Le modificazioni della
risposta innata ed adattativa ad oggi descritte nei pazienti con BPCO includono l'in-
cremento della funzione e I'accumulo di cellule dendritiche (DC) mature nelle vie
aeree, il difetto dei circuiti di immunoregolazione, I'espansione delle cellule T rego-
latorie (Treg).

L'enzima indoleamine 2,3-diossigenasi 1 (IDO1) & deputato alla conversione dell'ami-
noacido essenziale triptofano in una serie di intermedi denominati kynurenine. Nel
contesto clinico del cancro, |'espressione di IDO1 & stata correlata con la soppres-
sione delle risposte immunitarie anti-tumorali e con lo sviluppo di tolleranza agli
antigeni tumore-associati, attraverso una espansione delle cellule Treg.

L'ipotesi sperimentale che si intende saggiare & che la via catabolica del triptofano
incentrata sull'enzima IDO1 sia coinvolta nel promuovere infiammazione cronica ed
espansione delle cellule Treg nei pazienti con BPCO e lo sviluppo di patologia neo-
plastica come recentemente dimostrato in un modello sperimentale di cancerogene-
si cutanea.

L'ipotesi sperimentale che si intende verificare & che stimoli pro-infiammatori indu-
cano |'espressione dell enzima di immunoregolazione IDO1 nei pazienti con BPCO,
condizionando 'espansione dei linfociti Treg circolanti. Si intende incentrare le spe-
rimentazioni su due fattori di crescita ematopoietici (IFN-gamma ed HGF) associati

ad infiammazione cronica ed autoimmunita.
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Gli obiettivi specifici della sperimentazione sono i seguenti:
1. Valutare se mediatori solubili ad attivitd pro-inflammatoria (IFN-gamma, HGF)
inducono I'espressione dell'enzima IDO1 a livello sistemico;
2. Correlare l'espressione dell'enzima IDO1 all'assetto fenotipico e funzionale dei
linfociti T circolanti;
3. Valutare I'effetto dell attivazione del catabolismo del triptofano sulla frequenza di
cellule dendritiche circolanti mieloidi e plasmacitoidi (CD141+, CD1c+, CD304+).
Si propone di arruolare nello studio 50 pazienti fumatori con BPCO in stadio GOLD
3 o 4, afferenti al Dipartimento di Medicina Respiratoria dell'lRCCS San Raffaele
Pisana. Il gruppo di controllo & costituito da 50 soggetti sani ma fumatori, di pari eta
e sesso. | pazienti vengono sottoposti ad un prelievo di sangue venoso (15 ml) in
occasione di una visita medica di routine (campione basale ) e successivamente ogni
3 mesi, per un totale di 4 campionamenti a paziente (200 determinazioni di labora-
torio). Il disegno dello studio permette di apprezzare se il trattamento riabilitativo al
quale i pazienti sono sottoposti in regime di ricovero ordinario influenza i parametri
immunologici oggetto dell'indagine.
In relazione agli obiettivi specifici della sperimentazione, si eseguono le seguenti
valutazioni di laboratorio:
- Obiettivo 1. Vengono misurati i livelli di IFN-gamma; ed HGF nel siero e la funzio-
nalita enzimatica di IDO.
- Obiettivo 2. Si quantifica la frequenza di cellule Treg e di cellule polarizzate al pro-
filo funzionale Th1, Th2 e Thi7.
- Obiettivo 3. Si determina la frequenza delle popolazioni di cellule dendritiche cir-
colanti mieloidi e plasmacitoidi.
Si prevede di dimostrare che il processo infiammatorio cronico in atto nei pazienti
con BPCO in stadio clinico avanzato si associa ad attivazione del catabolismo del
triptofano, ad incremento delle cellule Treg circolanti e a squilibrio nella percentua-
le relativa di cellule dendritiche mieloidi e plasmacitoidi. L'evidenza di un'attivazio-
ne del catabolismo del triptofano potrebbe spiegare I'aumento di incidenza di carci-
noma polmonare osservato nei pazienti con BPCO, attraverso la promozione di mec-
canismi di fuga dal controllo immunitario che favorirebbero la trasformazione e la
crescita neoplastica. La sperimentazione proposta contribuira a determinare I'im-
patto delle procedure riabilitative su specifici parametri di infiammazione cronica e

di performance immunologica.
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Validazione di biomarcatori molecolari di danno cromosomico e di suscettibilita

genetica come predittori di malattia, di sopravvivenza e di riabilitazione.

La misurazione della frequenza del micronucleo (MN) nei linfociti del sangue periferi-
co e nelle cellule esfoliate & un tecnica ampiamente utilizzata in epidemiologia mole-
colare e citogenetica per valutare la presenza e I'entitd del danno cromosomico in
popolazioni umane esposte ad agenti genotossici o con un profilo genetico di suscetti-
bilita. | MN si formano da frammenti di cromosoma o da cromosomi interi che non
rimangono inclusi nei nuclei figli durante la divisione nucleare. 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, una alterata espressione dei geni o aneuploidia. Tali effetti sono associati al feno-
tipo di instabilita 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 esfo-
liate della mucosa buccale sia predittiva del rischio di cancro. L'ipotesi in studio viene
testata tramite la conduzione di uno studio di coorte storico. Le definizione della coor-
te & ottenuta tramite l'avvio di progetti collaborativi internazionali che permetteranno
il raggiungimento delle dimensioni necessarie.

Circa 50 laboratori coinvolti attivamente nella prima parte del progetto HUMNxI sono
invitati a contribuire con individui da inserire nello studio di coorte, in attesa di verifi-
care la disponibilita di dati che permettano l'identificazione personale e venga verifica-
ta l'esistenza di un collegamento con i registri tumore a livello locale o nazionale. Una
dimensione arbitrariamente scelta minimo di 50 soggetti analizzati nello stesso labora-
torio (anche in diversi studi) e' stata identificata come requisito minimo del contributo
di ogni laboratorio per essere incluso nella coorte. Una descrizione dettagliata del pro-
tocollo utilizzato per la misurazione della frequenza di MN in cellule esfoliate della
mucosa boccale sono stati raccolti per ciascun laboratorio, contribuendo a costituire
un database che viene valutato dal comitato direttivo HUMNXxI per valutare la confor-
mita con la metodologia standard. Solo frequenze MN basata sulla lettura di almeno
1000 cellule sono state prese in considerazione per l'inserimento nella coorte. | sog-
getti candidati per l'inclusione sono selezionati da studi ad hoc o di sorveglianza, oppu-

re sono inseriti negli studi come popolazione di controllo non esposta.
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Tutti i soggetti inclusi nella coorte HUMNXx| vengono classificati in base ad un codice
valido di identificazione personale, devono avere almeno 15 anni, e devono essere libe-
ri da cancro al momento del test citogenetico. Il protocollo dello studio & stato appro-
vato dai comitati etici dell'lRCCS San Raffaele Pisana di Roma e dell'lstituto Nazionale
per la Ricerca sul Cancro di Genova, che si occupa dell'analisi statistica dei dati.

Una volta completata la coorte l'effetto della instabilita genetica sull'incidenza del can-
cro & valutata confrontando i tassi di incidenza del cancro con la frequenza di MN,
dopo aggiustamento per gli effetti confondenti di etd, sesso, abitudine al fumo ed
esposizione professionale ad agenti cancerogeni o mutageni. | software statistici utiliz-
zati per la creazione e gestione della coorte sono Excel, Access, SPSS e STATA.
Attualmente esiste un database di 5500 soggetti eleggibili per lo studio prospettico.
Nel corso del 2012 €' atteso l'arricchimento del database pooled con nuovi laboratori
che entreranno nello studio. Sara effettuata la selezione dei soggetti e laboratori eleg-
gibili per lo studio e verra richiesta |'approvazione di tutti i comitati etici nazionali.

Verranno inoltre avviati i contatti con i registri tumore locali per organizzare il linkage.

Caratterizzazione genotipica e fenotipizzazione molecolare della Bronco-
Pneumopatia-Cronica-Ostruttiva (BPCO). Fase Il: “Monitoraggio e valutazione
degli effetti della riabilitazione respiratoria: applicazione di un approccio di System
Medicine per l'implementazione di una piattaforma di informazioni cliniche, epide-
miologiche e campioni biologici relativi all'eziologia, alla patogenesi e al trattamen-

to di pazienti con insufficienza respiratoria.

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 inci-
denza e prevalenza, rappresentano una delle pili frequenti cause di malattia e invali-
dita, comportando un notevole carico assistenziale per la societa. Infatti, in base a
stime Istat e del Ministero della Salute nel 2002 erano circa 30.000 le persone che
ogni anno, a causa della cronicizzazione delle patologie respiratorie, vivevano in condi-
zione di insufficienza respiratoria. Si contano circa 600.000 ricoveri ospedalieri annui
dovuti a malattie polmonari, per un totale di quasi 6.000.000 giornate di degenza.
Inoltre il fenomeno dell'invecchiamento della popolazione e 'aumentata esposizione ai
principali fattori di rischio, quali il fumo di sigaretta e i componenti dell'inquinamento
atmosferico, rendono l'incidenza delle malattie respiratorie in continua crescita. In

questo contesto si colloca l'importanza di attuare programmi di riabilitazione respira-
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toria, universalmente accettati come parte integrante del trattamento clinico dei
pazienti affetti da patologie respiratorie croniche, che, nonostante il trattamento medi-
co standard, rimangono sintomatici e spesso limitati nelle attivita della vita quotidiana.
La riabilitazione respiratoria consiste, infatti, in un intervento globale e multidisciplina-
re basato sull'evidenza dei benefici sui pazienti in base a parametri di efficacia ogget-
tivi 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. Evidenze scientifiche dimostrano la capacita dei pro-
grammi di riabilitazione respiratoria di apportare effetti benefici sulla dispnea e di
migliorare il controllo di determinate patologie, come la Broncopneumopatia Cronica
Ostruttiva (BPCO).

Obiettivi principali della riabilitazione in questi pazienti sono la prevenzione delle com-
plicanze infettive e la riduzione dei tempi di degenza, favorendo quindi la transizione
verso reparti a pit 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, 'allenamento dei muscoli respiratori, il ricondizionamento
allo sforzo, lo svezzamento dalla ventilazione meccanica.

La complessita delle patologie trattate 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; piuttosto questa si evolve proprio dall'integrazione di piti fattori conco-
mitanti. Di conseguenza, in tali casi, si rivela maggiormente adatta una prospettiva
sistemica che permette di prendere in esame una mole di dati notevole, provenienti da
diverse fonti, al fine di formulare modelli computazionali che tengono conto di infor-
mazioni di diversa natura.

Il progetto consiste nella costruzione di una piattaforma di dati complessi relativi ai
pazienti ricoverati dal 2005 con diagnosi di insufficienza respiratoria presso i reparti di
Pneumologia Riabilitativa della strutture ospedaliere IRCCS San Raffaele Pisana e dei
reparti gemelli dipartimentalizzati, Casa di Cura San Raffaele Velletri, San Raffaele
Monte Compatri e San Raffaele Cassino. Lo scopo della piattaforma riabilitativa consi-
ste nell'implementare un archivio unico di informazioni cliniche volto al monitoraggio
delle attivita dei reparti. La grande disponibilitad di dati consente di indagare e miglio-
rare le prestazioni cliniche incentrando I'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 ospedalie-

re del San Raffaele accolgono in totale circa 700 pazienti/anno con diagnosi di insuffi-
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cienza respiratoria che vengono sottoposti a un programma di terapia riabilitativa
respiratoria standard della durata di circa 30 giorni. Su tutti i pazienti dimessi si raccol-
gono, 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
riabilitazione respiratoria, provengono dalla cartella clinica, da strumentazioni (pleti-
smografo, emogasanalizzatore) e dal Sisweb (Sistema Informativo Sanitario Web su cui
si basa l'acquisizione dei dati del sistema informatico del San Raffaele S.p.A.). E, inol-
tre, previsto il prelievo di campione di sangue aggiuntivo (15ml) eseguito in fase di
ingresso.

E stata ottenuta l'approvazione del progetto di ricerca da parte del Comitato Etico del
Centro Coordinatore (IRCCS San Raffaele Pisana) e della Casa di Cura San Raffaele
Cassino. E stata inviata tutta la documentazione per ottenere 'approvazione anche da
parte del Comitato Etico a cui afferisce la Casa di Cura San Raffaele Velletri.
Successivamente si estendera il progetto anche alla Casa di Cura San Raffaele Monte
Compeatri.

E stato autorizzato personale dell'Unitd di Epidemiologia Clinica e Molecolare
dell'lRCCS San Raffaele Pisana a trattare i dati delle cartelle cliniche dei pazienti rico-
verati presso le strutture e dimessi nel passato. Al momento sono stati inseriti nel data-
base le informazioni anonimizzate di 37 pazienti dimessi dalllRCCS San Raffaele
Pisana.

Si provvedera alla messa a regime della piattaforma informatica in cui convergeranno
dati provenienti dalle diverse fonti cliniche, strumentali e laboratoristiche. Il collega-
mento tra le diverse fonti avra luogo in un unico archivio centrale computerizzato. Sono
previsti dei controlli periodici volti a garantire la completezza, I'accuratezza e la qualita
dei dati raccolti, per poi pianificare studi futuri.

Inoltre, il progetto include la creazione ed il mantenimento di un Biorepository di cam-
pioni umani, allestito presso il Laboratorio di Ricerca Approcci di Sistema e Malattie
Non Trasmissibili dell'lRCCS San Raffaele Pisana che provvedera alla conservazione ed
organizzazione dei materiali di provenienza umana in accordo con il “Good Laboratory
Practices” (GLPs) come definito anche nella Convenzione di Oviedo e regolato dalla
normativa nazionale di riferimento. In concomitanza con l'avvio delle attivitd del
Laboratorio, si prevede linizio della fase prospettica del progetto con la raccolta di
prelievi di sangue.

Sono stati implementati il Biorepository del Laboratorio di Ricerca, con i dati e il mate-
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riale biologico umano proveniente da pazienti affetti da cancro del polmone sottopo-
sti a intervento chirurgico, presso la Divisione di Chirurgia Toracica del Policlinico “A.
Gemelli” Universita Cattolica del Sacro Cuore di Roma, 'Ospedale Mazzini di Pescara

e Centro Oncologico Fiorentino (CFO) di Sesto Fiorentino.

Creazione e validazione di una Piattaforma per sviluppare e studiare modelli alter-
nativi e innovativi di patologia per inflammazione (BPCO), cancro (NSCLC, leuce-
mie) e malattie neurologiche geriatriche (Alzheimer).

Negli ultimi decenni la ricerca in oncologia pre-clinica (di base) e clinica si & orientata
ad utilizzare sempre di pil i tessuti neoplastici umani rispetto alle linee cellulari ed ai
modelli animali. Questi ultimi hanno dimostrato chiari limiti in termini di trasferibilita e
significato dei risultati. Questa tendenza & sostenuta dall'impatto sulle conoscenze
delle nuove tecnologie di caratterizzazione molecolare (omica). Lo sviluppo, in specifi-
co, ditecnologie di analisi sempre piu sensibili e sofisticate (genetica, profili, funziona-
lita, ecc.) richiede la disponibilita di materiale biologico raccolto e trattato secondo
tecniche standardizzate sempre pil definite ed affidabili in accordo alle attuali proce-
dure europee (Tubafrost - un consorzio Europeo che ha redatto le linee guida per il
prelievo e la conservazione di campioni di tessuto tumorale umano http://www.tuba-
frost.org).

Alla luce di queste indicazioni, si realizza una raccolta di tessuti tumorali umani prove-
nienti da pazienti affetti da cancro del polmone suscettibili di intervento chirurgico allo
scopo di facilitare la traslazione delle informazioni di biologia alla pratica clinica, di per-
mettere una rapida risposta a quesiti sperimentali di potenziale valenza (terapia e/o
diagnosi) garantendo la qualita e la quantita di tessuti utilizzabili per queste pratiche. |
campioni sono raccolti da tre centri: Policlinico Gemelli-Universita Cattolica di Roma,
Ospedale Mazzini di Pescara e Centro Oncologico Fiorentino.

La piattaforma utilizza anche modelli in vitro innovativi quali colture cellulariin 3D (algi-
matrix) per mimare le caratteristiche naturali di crescita del tumore (interazione con
I'ambiente circostante, capacita di metastizzare.

| meccanismi eziopatogenetici di queste malattie saranno studiati. La piattaforma per-
mette di ottimizzare e personalizzarre le strategie terapeutiche riabilitative dei pazien-
ti. Saranno studiati metodi per l'individuazione di nuovi farmaci o terapie, marcatori
prognostici e di risposta e test tossicologici e funzionali.

La piattaforma & tuttavia in via di continuo aggiornamento con l'aggiunta di moduli
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necessari a coprire tutte le realta cliniche dell'lstituto nel biennio 2012-2013.

Materiali e Metodi:

Campioni biologici: E' organizzata la criopreservazione di campioni di tessuti umani

provenienti da pazienti affetti da cancro del polmone, presso i laboratorio di “Systems

Approaches and Non Transmissible Diseases” del'/RCCS San Raffaele Pisana. | campio-

ni sono prelevati in accordo alle normative europee. Vengono raccolti dati dei pazien-

ti su: etd, sesso, diagnosi clinica inclusa presenza di BPCO, diagnosi istologica, tipo

intervento chirurgico, follow-up (in accordo ai centri di provenienza), terapia, eventua-

le riabilitazione respiratoria pre o post intervento, risultati del questionario.

La bio-repository & allestita presso I''lRCCS San Raffaele Pisana e provvede alla con-

servazione ed al management del materiale di provenienza umana in accordo a Good

Laboratori Practices (GLPs) come definito nella Convenzione di Oviedo e regolato

dalla normativa nazionale di riferimento. | dati relativi all identita del paziente vengono

anonimizzati. Ad ogni aliquota vengono associati i dati clinici di riferimento in un archi-

vio computerizzato.

E' stata definita la piattaforma; & stata costruita la rete iniziale degli istituti coinvolti, &

stata effettuata una valutazione critica del ruolo delle varianti geniche del recettore

nicotinico nell'aumento di rischio 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 specificamente associate alla dipendenza da

nicotina, al maggiore rischio di insorgenza di tumore e influiscono la risposta ai farma-

ci utilizzati per la terapia per la cessazione dal fumo quali Bupropione e Vareniclina.

E' stata effetuata una valutazione critica della attivita dei farmaci antitumorali di origi-

ne marina e una definizione critica del ruolo della nicotina in angiogenesi, proliferazio-

ne e apoptosi

Si provvedera alla:

- Stesura del consenso informato e approvazione Comitato/i Etici.

- 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 centi di provenienza),
Terapia, eventuale riabilitazione respiratoria pre o post intervento, risultati del que-
stionario.

- Valutazione critica di una letteratura selezionata su meccanismi genetici quali varian-
ti geniche coinvolte nell'insorgenza di BPCO, NSCLC e malattie geriatriche. E ruolo
nella risposta alla terapia.

- Valutazione critica del ruolo svolto dai recettori colinergici neuronali e non neurona-
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li (nicotinici e/o muscarinici) nell'insorgenza di malattie quali BPCO, NSCLC e pato-
logie neuro-degenerative.

- Valutazione critica di una letteratura selezionata su nuovi farmaci antitumorali.

- Valutazione di alcuni farmaci antitumorali sperimentali e terapie diretti al bersaglio su
modelli cellulari in 3D.

- Sviluppo di nuovi farmaci targeted-oriented verso il sistema colinergico per la terapia
antitumorale e/o neurodegerativa.

- 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 studiare i recettori colinergici. Esiste una altissima percentuale
di omologia fra le proteine strutturali di riccio e quelle umane.

Come risultati significativi per un centro di ricerca avanzato centrato sulla riabilitazio-

ne e il recupero funzionale di pazienti si avranno: creazione della piattaforma per

NSCLC; utilizzo di campioni umani per sperimenti di genomica; traslazionalita imme-

diata; strategie terapeutiche; avanzamento delle conoscenze in campo medico e clini-

co relativo a malattie umane.

Caratterizzazione fenotipica dei deficit cognitivi e delle alterazioni metaboliche nei

disturbi 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) pre-
sentano delle sovrapposizioni fenomenologiche, sia a livello fenotipico (deficit cogniti-
vo) che nei possibili modelli 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 sem-
pre piu precoce sia di individuare nuovi bersagli terapeutici.

Il presente studio si prefigge diindagare il contributo della configurazione genetica alla
patogenesi dell'autismo e della schizofrenia con particolare riferimento alle abilita
cognitive.

Vengono effettuate revisioni sistematiche e meta-analisi sul ruolo del danno ossidativo
nell'autismo. Viene effettata 'analisi sul genoma di soggetti autistici e confronto con
controlli sani; analisi di metaboliti periferici in autistici e controlli.

E stato reclutato un campione di 108 pazienti schizofrenici. Per ciascuno di questi
pazienti & stato ottenuto un campione di sangue che & stato aliquotato e conservato a

-80 C¢; da una di queste aliquote per ogni paziente & stato estratto il DNA. Inoltre tutti
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i pazienti sono stati caratterizzati dal punto di vista clinico-demografico. Sono state
condotte revisioni sistematiche di letteratura e meta-analisi sul danno ossidativo nel-
I'autismo infantile.

Nel corso del 2012 continueranno le attivita di reclutamento dei pazienti schizofrenici,
verranno effettuati il sequenziamento del DNA dei pazienti e le analisi volte ad indivi-
duare le relazioni tra la configurazione genetica e le caratteristiche cliniche. Verranno

effettuate le analisi genomiche e metaboliche sui soggetti autistici e sui controlli.
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AREA DI RICERCA NEUROMOTORIA

Studi sulla relazione tra attivita corticale (EEG) e regolazione del peso corporeo.

a) | ritmi EEG alfa nella condizione di riposo differiscono nei soggetti normopeso
rispetto ai soggetti con peso anormale (sottopeso, sovrappeso, obesi).

In questo studio & stata valutata l'ipotesi secondo la quale 'ampiezza corticale dei ritmi
EEG alfa (8-12 Hz) nelle condizioni di riposo differisce tra soggetti sottopeso, normope-
so, sovrappeso/obesi come indice di una relazione tra sincronizzazione corticale neu-
rale e regolazione del peso corporeo. Lo studio e' stato condotto in 16 soggetti sotto-
peso, 25 soggetti normopeso e 18 soggetti sovrappeso/obesi. | dati EEG (19 canali) sono
stati registrati nella condizione di riposo ad occhi chiusi. Le bande EEG di interesse
sono state: delta (2-4 Hz), teta (4-8 Hz), alfa 1 (8-10.5 Hz), alfa 2 (10.5-13 Hz), beta 1 (13-20
Hz), beta 2 (20-30 Hz) e gamma (30-40 Hz). L'analisi delle sorgenti corticali EEG é& stata
effettuata mediante la tecnica di LORETA. | risultati statistici hanno mostrato che I'am-
piezza delle sorgenti corticali EEG alfa 1 nelle aree parietali e temporali & maggiore nei
soggetti sottopeso rispetto ai normopeso, e nei soggetti normopeso rispetto ai sovrap-
peso/obesi. Inoltre, l'ampiezza delle sorgenti corticali EEG alfa 1 nelle aree occipitali &
maggiore nei soggetti normopeso rispetto ai sottopeso, e nei soggetti sottopeso rispet-
to ai sovrappeso/obesi. Infine, I'ampiezza delle sorgenti corticali EEG alfa 2 nelle aree
parietali, temporali ed occipitali & maggiore nei soggetti normopeso rispetto ai sogget-
ti sottopeso e sovrappeso/obesi. Questi risultati supportano lipotesi che un peso
anormale nei soggetti sovrappeso/obesi & correlato ad una anormale sincronizzazione
corticale neurale alla base dei ritmi EEG alfa a riposo. Si pud ragionevolmente ipotiz-
zare che |'ampiezza del ritmo alfa a riposo possa rappresentare un valido marker EEG

dei processi di neuroplasticita nel corso della riabilitazione cognitivo-motoria.

b) Larisposta corticale EEG a stimoli “oddball” rappresentanti volti allargati é ridot-
ta nei soggetti sottopeso rispetto a soggetti normopeso.

In questo studio & stata valutata l'ipotesi secondo la quale, rispetto a soggetti normo-
peso, soggetti sottopeso sono caratterizzati da una riduzione della risposta corticale a
stimoli “oddball” rappresentanti volti allargati. Lo studio e' stato condotto in 16 sogget-
ti sottopeso e 16 soggetti normopeso. | dati EEG (19 canali) sono stati registrati duran-
te un paradigma “oddball” in cui il soggetto & stato sottoposto a stimoli visivi frequen-

ti (70%) e infrequenti (rari; 30%) che ritraevano il cibo (condizione CIBO), il volto
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umano (condizione VOLTO) o scenari paesaggistici (condizione CONTROLLO). Gli sti-
moli rari erano costituiti dagli stessi stimoli frequenti ingranditi del 25% sull'asse oriz-
zontale, a simulare un ingrassamento del volto, un aumento della dimensione del cibo
e degli stimoli di controllo. La risposta corticale & stata valutata calcolando la differen-
za del'ampiezza della P300 (picco evento correlato che si osserva a circa 300-500 ms
dopo uno stimolo) negli stimoli rari rispetto a quelli frequenti. L'analisi delle sorgenti
corticali della P300 & stata effettuata mediante la tecnica di LORETA. | risultati stati-
stici hanno mostrato che I'ampiezza della P300 nella condizione VOLTO nelle regioni
prefrontali (aree di Brodmann: BA10 e BA 1) e temporali e parietali (aree di Brodmann:
BA 19, BA 20, BA 21, BA 22, BA 36, BA 37, BA 39, BA 40) & minore nei soggetti sottope-
so rispetto ai soggetti normopeso. Nessuna differenza tra soggetti sottopeso e sogget-
ti normopeso si & osservata per le condizioni CIBO e VOLTO. Questi risultati suppor-
tano l'ipotesi che i processi attentivi durante la valutazione del corpo (volto) sono
ridotti nei soggetti sottopeso rispetto ai soggetti normopeso. Si pud ragionevolmente
ipotizzare che l'ampiezza della P300 durante stimoli “oddball” possa rappresentare un
valido marker EEG dei processi di neuroplasticita nel corso della riabilitazione cogniti-

vo-motoria.

¢) La risposta corticale EEG a stimoli “oddball” rappresentanti volti allargati & mag-
giore nei soggetti normopeso sottoposti a controllo rigoroso del peso corporeo
rispetto a soggetti normopeso non sottoposti a dieta.

In questo studio & stata valutata l'ipotesi secondo la quale, rispetto a soggetti normo-
peso non sottoposti a dieta, soggetti normopeso sottoposti a controllo rigoroso del
peso corporeo sono caratterizzati da un aumento della risposta corticale a stimoli
“oddball” rappresentanti volti allargati. Lo studio & stato condotto in 18 soggetti normo-
peso sottoposti a controllo rigoroso del peso corporeo e 24 soggetti normopeso non
sottoposti a dieta. | dati EEG (19 canali) sono stati registrati durante un paradigma “odd-
ball” in cui il soggetto & stato sottoposto a stimoli visivi frequenti (70%) e infrequenti
(rari; 30%) che ritraevano il cibo (condizione CIBQO), il volto umano (condizione
VOLTO) o scenari paesaggistici (condizione CONTROLLO). Gli stimoli rari erano costi-
tuiti dagli stessi stimoli frequenti ingranditi del 25% sull'asse orizzontale, a simulare un
ingrassamento del volto, un aumento della dimensione del cibo e degli stimoli di con-
trollo. La risposta corticale & stata valutata calcolando la differenza dell'ampiezza della
P300 negli stimoli rari rispetto a quelli frequenti. L'analisi delle sorgenti corticali della
P300 & stata effettuata mediante la tecnica di LORETA. | risultati statistici hanno

mostrato che I'ampiezza della P300 nella condizione VOLTO nelle regioni frontali (area
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di Brodmann: BA 6) e parietali (area di Brodmann: BA 5) & maggiore nei soggetti nor-
mopeso sottoposti a controllo rigoroso del peso corporeo rispetto a soggetti normo-
peso non sottoposti a dieta. Nessuna differenza tra i due gruppi si & osservata per le
condizioni CIBO e VOLTO. Questi risultati supportano l'ipotesi secondo la quale i pro-
cessi attentivi durante la valutazione del corpo (volto) sono maggiori nei soggetti nor-
mopeso sottoposti a controllo rigoroso del peso corporeo rispetto a soggetti normo-
peso non sottoposti a dieta. Si pud ragionevolmente ipotizzare che I'ampiezza della
P300 durante stimoli “oddball” possa rappresentare un valido marker EEG dei proces-

si di neuroplasticita nel corso della riabilitazione cognitivo-motoria.
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RICERCA TRASLAZIONALE

Laboratorio di Patologia Molecolare e Cellulare

Sirtuine mitocondriali mantenimento e recupero dell'integrita mitocondriale e

sopravvivenza cellulare in presenza di stress.

Le sirtuine sono una classe di proteine coinvolte nel controllo di processi cellulari
come differenziamento, proliferazione, apoptosi, metabolismo e invecchiamento. Nei
mammiferi, questa famiglia di proteine & composta da 7 membri (SIRT1 a SIRT7) con
diversa localizzazione intracellulare che va dal citosol (SIRT1 e SIRT2) ai mitocondri
(SIRT3, 4 e 5), nucleo (SIRT1, SIRT6) e nucleolo (SIRT7). Le sirtuine sono sia deacetilasi
NAD dipendenti che ADP ribosilasi. Attraverso la loro attivita deacetilasica, le sirtuine
sono in grado di controllare numerose funzioni cellulari.
Le sirtuine mitocondriali SIRT3, SIRT4 e SIRT5 deacetilano o ADP ribosilano diverse
proteine mitocondriali controllando numerose funzioni mitocondriali come fosforila-
zione ossidativa, ciclo di Krebs, glicolisi, ciclo dell'urea, apoptosi. A loro volte i mitocon-
dri hanno un ruolo fondamentale nel regolare lo stato energetico cellulare mantenen-
do la vitalita cellulare. Questo & particolarmente importante in cellule post-mitotiche
come neuroni e cardiomiociti in cui l'assenza di replicazione richiede il prolungato man-
tenimento dell'integrita strutturale e funzionale della cellula. Disfunzioni mitocondriali
sono presenti nell'invecchiamento, malattie neurodegenerative e tumori. Per questo
motivo, uno studio delle sirtuine mitocondriali in modelli cellulari e animali potrebbe
fornire importanti informazioni sul ruolo di queste proteine nel mantenimento delle
funzioni mitocondriali e, in ultima analisi, della sopravvivenza cellulare e animale.

Il presente progetto si propone di:

- Studiare il ruolo delle sirtuine mitocondriali nel regolare la funzione e l'integrita mito-
condriale misurata tramite produzione di specie reattive dell'ossigeno (ROS), aumen-
to della permeabilita di membrana con formazione del poro di membrana mitocon-
driale (MPT) in linee cellulari.

- Studiare il ruolo delle sirtuine mitocondriali nel mantenimento dell'integrita, funziona-
lita e vitalita cellulare in cellule post-mitotiche e non.

- Studiare il ruolo le sirtuine mitocondriali nel regolare la risposta all'attivita fisica in ani-
mali transgenici e KO per le sirtuine stesse.

Diverse linee cellulari sono state trasfettate o silenziate per le varie sirtuine mitocon-

driali tramite vettori plasmidici. Le linee parentali o trasfettate sono state sottoposte a
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stress come ipossia, trattamento con apoptogeni, trattamento con pro-ossidanti. La
mortalita cellulare & stata misurata tramite citofluorimetria a flusso. | livelli delle sirtui-
ne mitocondriali sono stati misurati tramite Western Blot (WB) nelle frazioni mitocon-
driali. E' stata misurata |'attivita deacetilasica delle sirtuine tramite substrato fluore-
scente. | livelli dei ROS sono stati misurati al citofluorimetro (DCFH-DA). Il pH intra-
cellulare, indice di un'attivita glicolitica elevata, & stato misurato al citofluorimetro pre-
via incubazione in BCECF-AM. La variazione della permeabilitad di membrana mitocon-
driale & stata valutata mediante rilascio del citocromo c, associazione della esochinasi
[I (HK-1I) alla membrana esterna dei mitocondri. | livelli di proteine apoptotiche come
Bax, Bak e Bcl-2 saranno misurati nella frazione mitocondriale.

La funzionalitd mitocondriale viene mantenuta e controllata dai livelli di sirtuine. Si &
osservato che i cloni cellulari di MDA-MB-231 e C2C12 overesprimenti le sirtuine mito-
condriali hanno una maggiore fosforilazione ossidativa, diminuzione di ROS e resisten-
za allo stress. Al contrario, i cloni cellulari silenziati per tali sirtuine hanno una minore
efficienza mitocondriale in termini di ridotta fosforilazione ossidativa, aumento dei
ROS e minore resistenza allo stress. Le sirtuine mitocondriali sono importanti per la
vitalitad di linee cellulari post-mitotiche. Nella linea cellulare muscolare C2Ci2 l'overe-
spressione delle sirtuine mitocondriali protegge stimoli ipossici e apoptotici.

Le sirtuine mitocondriali sono importanti per mantenere vitali e per favorire il recupe-
ro di funzione di linee cellulari post-mitotiche.

Ci si aspetta che linee cellulari neuronali sopravvivano piu a lungo mostrando maggio-
re resistenza agli stress come ipossia se viene aumentata l'espressione di sirtuine mito-
condriali.

Animali transgenici per le sirtuine mitocondriali hanno una migliore performance all'e-
sercizio.

Ci si aspetta che animali transgenici per le sirtuine mitocondriali siano piu resistenti
allo sforzo fisico e abbiano una migliore performance quando allenati rispetto ai topi
KO e ai topi wild type. Inoltre nei topi transgenici ci si aspetta di individuare livelli piu

bassi di ROS e di produzione di lattati a causa di una diminuita glicolisi.

Attivazione pro-infiammatoria di adipociti nella cachessia neoplastica. Ruolo delle

sirtuine nel controllo della degradazione tissutale nella cachessia.

La cachessia neoplastica & una sindrome caratterizzata da una marcata perdita di peso.
Tale sindrome altera I'omeostasi fisiologica e biochimica del paziente riducendo I'effi-
cacia dei trattamenti anti-neoplastici. A livello metabolico la cachessia & caratterizzata

da una perdita di tessuto adiposo e muscolare dovuta, a livello cellulare, ad un ecces-
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siva attivazione della proteolisi. Anche se i meccanismi responsabili della cachessia
sono per lo pil oscuri, un ruolo importante sembra essere giocato dalle citochine
inflammatorie. Tali citochine con un effetto per lo piu paracrino attivano i processi di
lipolisi e proteolisi. Molti aspetti sono ancora oscuri sulla precisa cascata di eventi che
portano a questo quadro finale e non & chiaro il ruolo della risposta inflammatoria, sia
dell'eventuale infiltrato linfomonicitario presente, che di quella attivata direttamente
negli adipociti o miociti. Una classe di proteine con un ruolo centrale nella regolazione
della risposta cellulare e tissutale a stimoli di stress sono le sirtuine (SIRT). Questa
famiglia comprende 7 proteine (SIRT1-SIRT7) che, tramite la loro attivitd deacetilasica
regolano la funzione di numerosi fattori di trascrizione, la sopravvivenza cellulare a sti-
moli apoptotici, necrotici e autofagici, il differenziamento cellulare, ecc. Essendo le sir-
tuine dipendenti per la loro funzione dai livelli di NAD+, ne consegue che la loro atti-
vita puo essere regolata, come in parte giad dimostrato, da agenti esterni come attivita
fisica, dieta e farmaci. Di conseguenza l'attivazione delle sirtuine nel tessuto adiposo o
in quello muscolare potrebbe suggerire nuove strategie per bloccare o rallentare il
danno cachettico o, soprattutto, recuperare struttura e funzione di miociti scheletrici
e adipociti, obiettivi cruciali in una razionale riabilitazione palliativa.
La funzione delle citochine inflammatorie come il TNFa; nella cachessia neoplastica &
ben nota. Tuttavia nulla si sa sulla risposta pro-inflammatoria da parte delle cellule
direttamente interessate dal processo di degradazione associato alla cachessia come
adipociti e miociti. Un altro aspetto poco noto & quali strategie adottare per rallentare
o recuperare la degradazione attivata dal processo cachettico.
Il presente studio si prefigge di:
1. Esplorare il ruolo, nella patogenesi della cachessia, dell'accensione della risposta
inflammatoria negli adipociti.
2. Esplorare il ruolo delle sirtuine nel rallentare la degradazione cellulare e tissutale in
presenza di stimoli cachettici.
3. Individuare strategie riabilitative per bloccare e rallentare il danno e recuperare fun-
zione muscolare e tessuto adiposo.
| livelli di espressione delle sirtuine sono stati misurati in termini di mRNA tramite RT-
PCR e in termini di proteine tramite Western Blot dopo separazione dell'annello linfo-
monocitario da sangue periferico da soggetti di controllo. L'attivitad deacetilasica delle
sirtuine & stata misurata tramite appositi kit in fluorescenza e tramite western blot per
lisine acetilate.
Risultati ottenuti:
Misurazione dell'attivita e espressione delle sirtuine da sangue periferico dopo isola-

mento dell'anello linfomonocitario in soggetti di controllo.
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In base alla esperienza acquisita sull'espressione e il ruolo delle proteine pro-infiam-
matorie nelle cellule differenziate e sull'importanza delle sirtuine come marcatori
di recupero e di sopravvivenza cellulare, ci si attende di poter individuare una cor-
relazione tra i livelli di tali molecole e la risposta del paziente al trattamento. In par-
ticolare, ci si attende che la riabilitazione fisica si traduca in una diminuzione delle
proteine pro-infiammatorie ed in un corrispettivo aumento delle sirtuine. La possi-
bilita di bloccare il danno e recuperare la funzione dei miociti e adipociti in pazien-
ti cachettici sara il principale risultato immediatamente trasferibile al Sistema
Sanitario Nazionale, con evidenti motivi di miglioramento della qualita della vita e
di un possibile aumento della sopravvivenza, legato non alle terapie antitumorali,

ma a queste strategie riabilitative palliative.

Espressione genica pro-infiammatoria nella progressione di tumori umani, suo ruolo

nel decadimento di organi e tessuti e strategie per il suo controllo.

L'ambiente ipossico, in cui si trova un tumore precoce, pud essere responsabile dell'espres-
sione de novo dei recettori delle allarmine, attivando una risposta genica coordinata detta
risposta riparativa inflammatoria (IRR). L'ipossia induce due fenomeni: a) Necrosi delle cellule
che sono pit distanti dai vasi del tessuto ospite con rilascio di allarmine); b) Attivazione di HIF-
1a con nuova espressione di recettori delle allarmine come RAGE, P2X7, toll-like. Tutti questi
recettori, quando stimolati dalle allarmine, attivano NFkB che a sua volta upregola i geni
dellRR, inducendo cosi cambiamenti nelle proprietd biologiche delle cellule tumorali.
Attualmente la letteratura & ricca di dati che dimostrano: (a) un guadagno di funzione del siste-
ma MMPs/TIMPs per spiegare la digestione della matrice extracellulare necessaria per linva-
sione; (b) 'aumentata abilita di migrare e di rispondere agli stimoli chemiotattici associata all'u-
pregolazione dei recettori delle chemiochine (CXCR4, CXCRs5, ecc) e al remodeling del cito-
scheletro; (c) un nuovo pattern di espressione delle molecole di adesione facilita il rilascio dal
tumore primario, la migrazione lungo un gradiente chemiotattico e homing specifico in un
endotelio attivato di un sito distante; (d) un set di fattori di sopravvivenza e crescita prodotti
dalla cellula tumorale attivata dallipossia, possono essere responsabili della crescita e dell'an-
giogenesi del tumore metastatico secondario.
Il progetto si prefigge di:
1. Studiare il ruolo di HIF1a, NFkB e IRR nel Ca papillare di tiroide, vescica colon.
2. Identificare quali allarmine/DAMPs sono pil efficaci nellindurre la IRR.
3. |dentificare quale sottopopolazione di cellule tumorali si adatta pit facilmente allipossia e
attiva piti facilmente la IRR.

4. Analizzare la possibile relazione causa/effetto tra l'upregolazione di alcuni geni IRR e il com-
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parire di specifiche proprieta tipiche del fenotipo maligno.
5. Esplorare in modelli sperimentali in vitro e in vivo il meccanismo di homing specifico delle
cellule di cancro attivate dallipossia.
6. Studiare la possibilita di bloccare o rallentare la progressione tumorale inibendo NFkB e/o
HIFa, in vitro e in vivo.
Materiali e Metodi:
Campioni di biopsie umane di Ca papillare di tiroide, sono stati sezionati e sottoposti
a laser capture microdissection (LCMD). Le microdissezioni ottenute sono state utiliz-
zate per analizzare: a) espressione di mMRNA mediante Real-time PCR; b) espressione
proteica di P2X7, RAGE, COX2, NOS2, SOCS1, TLR2-3-4, e MMP2 mediante WB; c) l'at-
tivazione di HIF1a e NF-kB mediante WB o ELISA. L'ipossia & stata ottenuta incuban-
do le cellule in 1902 in una camera ipossica. Le CS/P sono state preparate campioni
chirurgici di tumori solidi umani e linee cellulari umane. L'invasione cellulare & stata
misurata mediante uno specifico kit. La migrazione cellulare & stata studiata mediante
il wound healing assay. | silenziamenti sono stati effettuati mediante vettori lentivirali
per P2X7, HIFia; NFkB e RAGE. L'homing delle cellule tumorali & stato studiato
mediante coculture di cellule tumorali attivate da ipossia o di controllo e cellule
HUVEC preattivate da LPS o una mix di citochine Th1e Th2.
E' emerso che lipossia, attraverso laccumulo di HIF-1°, attiva espressione di mRNA e protei-
ne di recettori e molecole intracellulari costituenti una risposta IRR (P2X7 e RAGE). Inoltre, [-
possia attiva NFkB con ulteriore incremento della IRR. Le cellule staminali tumorali sono quel-
le in cui la IRR & attivata pili precocemente e significativamente. Inoltre tali cellule mostrano
un'elevata capacita invasiva e migratoria.
Le allarmine contenute nelle frazioni cellulari utilizzate, legandosi ai recettori espressi
nelle cellule tumorali ipossiche, attivano NFkB, che a sua volta, stimola la trascrizione
di geni coinvolti nella progressione tumorale come MMPs, molecole di adesione, recet-
tori per citochine come CXCR4.
Ci si aspetta che un danno tissutale nel tessuto bersaglio possa creare un gradiente citochi-
nico capace di dirigere la migrazione metastatica di cellule tumorali o staminali tumorali pre-
cedentemente attivate dallipossia del tumore primario. In alternativa, alcune proprieta intrin-
seche del tessuto stesso potrebbero guidare tale invasione. In particolare, in vitro ci si aspet-
ta di osservare diversi gradi di invasione a seconda del trattamento delle cellule tumorali o
delle cellule bersaglio. Inoltre il silenziamento di alcuni recettori permettera di capirne il ruolo
primario o secondario per la progressione tumorale. In vivo ci si aspetta che le cellule tumo-
rali attivate da ipossia o da allarmine siano in grado di invadere meglio delle cellule tumorali
non trattate. Tale capacita invasiva sara massima nelle cellule tumorali staminali. Le metastasi

formate dalle cellule tumorali potranno essere influenzate tramite creazione di un sito di
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necrosi con gradiente citochinico. In questo modo ci si aspetta di poter predire il sito in cui le
metastasi si formeranno.

Da quanto sopra detto risulta chiaro che linibizione di HIF-1a; e NFkB dovrebbe essere mag-
giormente efficace nel bloccare o ridurre la formazione di metastasi con conseguente aumen-

to della sopravvivenza.

Ruolo dell'attivita fisica e delle sirtuine nella prevenzione e nel rallentamento della pro-

gressione tumorale.

E' noto che l'esercizio fisico previene e riduce anche il rischio di sviluppare tumori come quel-
lo della mammella, del colon, nei tumori ematologici e del polmone. | meccanismi molecolari
che regolano questo fenomeno sono del tutto oscuri. Una risposta a tale interrogativo potreb-
be derivare dallo studio di una nuova classe di proteine, le Sirtuine, che hanno un ruolo cen-
trale 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 deaceti-
lasica regolano la sopravvivenza cellulare, il differenziamento cellulare, linvecchiamento e il
metabolismo del glucosio e dei lipidi. Poiché la funzione delle Sirtuine & dipendente dai livel-
li di NAD+, ne consegue che la loro attivita pud essere regolata da agenti esterni come attivita
fisica, restrizione calorica, composizione della dieta e farmaci. Alcuni studi evidenziano un
ruolo tumorigenico per SIRT1. SIRT1 & infatti overespresso in alcuni tumori e il suo ruolo sareb-
be quello di deacetilare e quindi di disattivare proteine, come p53, p300 e Foxo, coinvolte
nella riparazione del DNA e nella soppressione tumorale. L'ipotesi di lavoro & che nelle cellu-
le tumorali I'attivazione delle Sirtuine in seguito ad attivita fisica potrebbe innescare meccani-
smi in grado di bloccare o rallentare la formazione e/o la progressione del tumore. Anche per
SIRT3 & stata dimostrata un'azione pro-e anti-tumorigenica. SIRT3 facilita i processi proapop-
totici deacetilando proteine coinvolte nellapoptosi e aumentando l'espressione di enzimi
antiossidanti. Inoltre topi KO per SIRT3 presentano una maggiore instabilita genomica e svi-
luppano tumori. Allo stesso tempo dati contrastanti derivanti da altri studi indicano che i livel-
li proteici di SIRT3 sono aumentati nel tumore della mammella caratterizzato da linfonodi
positivi. In altri studi & stata osservata una diminuzione dei livelli proteici di SIRT3 nel tumore
della mammella. Anche SIRTs5, SIRTé6 e SIRT7 potrebbero avere un ruolo di prevenzione nel-
linsorgenza del cancro. Fino ad oggi pochi studi hanno studiato ed evidenziato la probabile
connessione tra attivita fisica, variazione dell attivita delle Sirtuine e la prevenzione o il rallen-
tamento dellinsorgenza dei tumori.

Scopo di questo progetto & quello di verificare che l'attivita fisica e/o la riabilitazione in pazien-
ti oncologici sia in grado di migliorare la prognosi grazie all'attivazione delle Sirtuine. In parti-

colare questo progetto si prefigge di:
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1) Studiare se l'esercizio fisico & in grado di incrementare [attivita delle Sirtuine e di ridurre la
produzione di ROS e RNS nei pazienti oncologici. Inoltre tali variazioni sono correlate all'e-
spressione di markers tumorali specifici e alla progressione tumorale.

2) Studiare in vivo e in vitro se l'espressione delle Sirtuine e la loro attivita sono importanti per
facilitare l'apoptosi nelle cellule tumorali in seguito ad attivita fisica e/o trattamento con
chemioterapici.

3) Studiare i livelli di Sirtuine nelle biopsie tumorali dei pazienti e confrontarle con i dati dei
follow-up in presenza e assenza di attivita fisica.

Lo studio dell'attivita delle Sirtuine e della loro espressione & effettuato su campioni di san-
gue 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 fisi-
ca. Ad ogni paziente & prelevato sangue periferico (3-6ml). Dall'anello linfomonocitario sono
estratti mMRNA 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 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 minu-
ti per una settimana). Gli animali sono successivamente sacrificati per ottenere sangue e bio-
psie tumorali da cui estrarre mRNA e proteine per analisi in Real Time-PCR e WB. E' 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 l'attivita sirtui-
nica misurata nel sangue e nelle biopsie tumorali.

Le linee cellulari MDA-MB231, PC3, BCPAP, HeLa e SW48 sono transfettate per overespri-

mere o silenziare le diverse Sirtuine. | cloni ottenuti sono studiati per la loro capacita tumori-

genica. Inoltre la resistenza agli stress dei vari cloni & testata trattando le cellule con specifici
chemioterapici. La valutazione della capacitd metastatica & effettuata misurando [attivita
delle metalloproteasi, la capacita di migrazione e invasione. Lo studio di comparazione del-

I'attivitd delle Sirtuine con i valori di follow-up & effettuato misurando I'espressione e

I'attivitd delle varie Sirtuine su micro dissezioni di biopsie ottenute con laser capture

microdissection.

E' emerso che: a) I'attivita fisica incrementa l'attivita delle Sirtuine, riducendo la produ-

zione di ROS e RNS; b) nelle colture cellulari l'overespressione/silenziamento delle

Sirtuine incrementa/diminuisce la sensibilita ai trattamenti chemioterapici.

Ci si aspetta che anche nei pazienti oncologici I'attivita fisica incrementi I'espressione

proteica e l'attivita delle Sirtuine e che abbassi i valori dei markers tumorali bloccando

o rallentando l'invasione e la metastatizzazione e, in conclusione, aumenti il survival. Ci

si aspetta inoltre che nelle biopsie e nel sangue le variazioni misurate nell'espressione

delle Sirtuine nella loro attivita correlino con outcomes positivi.
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Ci si aspetta che nei topi nudi l'insorgenza del tumore primario e, soprattutto, dell'in-
vasione e delle metastasi sia rallentata dall'attivita fisica e/o dall'overespressione/silen-

ziamento di alcune Sirtuine nelle cellule tumorali iniettate.
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AREA DI RICERCA DISABILITA DELLO SVILUPPO

Studio Elettroencefalografico (EEG) grafico in bambini con dislessia

Recentemente diversi autori hanno evidenziato nei bambini con disturbi specifici
di apprendimento (DSA) anomalie EEG di aspetto epilettico, anche in assenza di
crisi “manifeste” (Caplan et al. 2008). La verifica di questi elementi appare molto
importante per la spiegazione di alcune manifestazioni legate ai DSA e i
particolare alla dislessia, se consideriamo l'influenza disorganizzante su diverse
funzioni superiori di crisi frequenti e/o prolungate, accompagnate ad alterazioni
EEG. Le anomalie funzionali rilevabili con test neuropsicologici vengono descritte
come disturbi cognitivi transitori (TCI) e messe in relazione con anomalie dell’
attivita elettrica. Diversi autori hanno discusso i potenziali vantaggi di una terapia
antiepilettica a livello cognitivo, anche in assenza di crisi cliniche (Sirén A, et al.
2007, Dubois CM et al. 2004).
Scopo di questo lavoro & stato di verificare, in pazienti con diagnosi di dislessia,
I'eventuale presenza di anomalie epilettiche come anche di caratterizzare pattern
eeg-grafici caratteristici della popolazione studiata durante l'attivita di lettura,
scrittura e calcolo, e di verificare I'eventuale coincidenza tra gli errori che i
bambini compiono durante l'attivitad e la presenza di anomalie nel tracciato.
La registrazione EEG dei bambini con DSA e dei bambini del gruppo di controllo
& avvenuta nel corso di condizioni basali (Rest) e durante I'esecuzione di una serie
di prove di valutazione del disturbo dislessico (Task).
- Prove per la valutazione della dislessia;
- Prova per la valutazione della scrittura e della competenza ortografica;
- Prova tratta dal protocollo per la valutazione delle abilita in ambito aritmetico di
A. Biancardi.
Ciascuna delle tre condizioni & stata costituita da un numero sufficiente di
campioni di eeg al fine di consentire I'applicazione degli algoritmi di calcolo e dei
successivi tools statistici.
Questi dati sono stati correlati ad una corrispondente modulazione del ritmo
alpha come variazione in potenza, coerenza spettrale e sinchronization likelihood.
Le registrazioni EEG sono state svolte in modalitd continua durante tutto
I'esperimento.
Sono stati selezionati 40 bambini con dislessia e 15 soggetti di controllo

comparati per eta e sesso.
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Screening assessment:

- Registrazione elettroencefalografica in corso di REST e TASK

- Valutazione neuropsicologica strutturata WAIS, MMSE, MDB, BPRS, HAD,

- Processo di pre-selezione e pre-elaborazione dei dati

- Applicazione di tools statistici

- Rendering dei dati sotto forma di tabelle e di figure.

L'analisi statistica dei dati relativi ai pattern eeg-grafici caratteristici di questo tipo
di patologia, mostra una differente strutturazione dell'elettrogenesi a livello delle
aree visive occipitali.

La conferma di un'alterazione dell'elettrogenesi cerebrale nei bambini con
dislessia e/o la loro caratterizzazione in termini quantitativi ha introdotto la

questione del loro trattamento farmacologico.

Mappaggio dei sistemi sensori-motori nel disturbo autistico: uno studio

Elettroencefalografico quantitativo.

In tutti i tipi di comunicazione (intenzionali o meno), chi trasmette e chi riceve
deve condividere una comune comprensione di cid che conta e la
rappresentazione dei processi di produzione e percezione deve, in qualche punto,
essere la stessa (Lieberman 1993). Il neurofisiologo e neuropsicologo italiano
Rizzolatti ha osservato che la maggior parte dei neuroni dell'area frontale
premotoria F5 e parietale ventrale della scimmia scaricano in correlazione con
un'azione, piuttosto che con i singoli movimenti che la compongono. Una
particolare sottopopolazione di questi neuroni scarica sia quando la scimmia
manipola gli oggetti, ma anche quando la scimmia osserva I'esaminatore che fa lo
stesso gesto (da cio il nome di mirror-neurons, o neuroni specchio; Rizzolatti e
Arbib 1998).

Questi neuroni sono estremamente selettivi e scaricano solo quando la scimmia
osserva una ben specifica azione e non altre azioni. In alcuni casi la specificita
riguarda addirittura il modo in cui viene eseguita l'azione.

Attraverso i mirror-neurons si formerebbe quindi nel cervello una
rappresentazione fisica di quelle azioni.

La ricerca effettuata prevede lo studio dell'attivita e della connettivita corticale
correlata all'attivita basale in bambini autistici. In altre parole, I'ipotesi alla base
della ricerca & che nel disturbo dello spettro autistico la connettivitd funzionale

corticale sia alterata gia in condizioni basali. Un disturbo dell'elettrogenesi si
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tradurrebbe in un malfunzionamento dei sistemi neurali che costituiscono il
substrato biologico della comunicazione e che sarebbe evidente anche in una
condizione di riposo (rest).

16 bambini con disturbo dello spettro autistico di etd compresa tre i 3 ed i 14 anni

sono stati sottoposti a registrazione dell'EEG basale; un gruppo di 10 bambini sani,

omogeneo per etd e per sesso & stato coinvolto nella ricerca come controllo.

Le registrazioni EEG sono state svolte in modalitd continua durante tutto

I'esperimento secondo i seguenti parametri di registrazione:

- lobi auricolari interconnessi come riferimento elettrico;

- elettrodo di round posto tra Pz e Oz (va comunque bene qualsiasi posizione per
il ground);

- almeno i 19 elettrodi del 10-20 come montaggio elettrodico;

- minimo 256 Hz di campionamento;

- filtri analogici passabanda anti-aliasing 0.1-60 Hz (no notch filtro durante la
registrazione dei dati, a meno che non sia svolto solo in visualizzazione delle
tracce EEG);

- EOG verticale per l'occhio destro em se possibile, anche EOG orizzontale;

- inizio della registrazione con 15 minuti di EEG a riposo ad occhi aperti e 15 minuti
di EEG ad occhi chiusi da quando il tracciato si e' stabilizzato.

Lo studio dei risultati forniti dall'analisi statistica dei dati elettrofisiologici e di

quelli forniti dalle valutazioni cliniche (ADOS) ha consentito di individuare un

pattern elettrogenetico caratteristico d questa giovane popolazione di individui
con una differente distribuzione topografica dello spettro delle frequenze
principali rispetto alla popolazione dei soggetti di controllo.

La conferma di un'alterazione dell'elettrogenesi cerebrale nei bambini con

disturbo dello spettro autistico e la caratterizzazione di tale fenomeno in termini

quantitativi ha introdotto la questione di un eventuale trattamento farmacologico
come anche ha fornito un utile strumento che consentira di valutare, da un punto

di vista elettrofisiologico, I'efficacia delle terapie proposte.

Studio EEG grafico in bambini con X fragile.

La sindrome dell'X fragile (o sindrome di Martin-Bell o FRAX) & una malattia
genetica umana causata dalla mutazione del gene FMR1 sul cromosoma X,
mutazione presente in un maschio su 4000 e in una femmina su 6000. Circa 1 su

256 donne sono portatrici di X-Fragile e possono trasmetterlo ai loro figli. Circa 1
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su 800 maschi & portatore di X-Fragile; le loro figlie saranno, a loro volta,
portatrici del gene. Si contende con la sindrome di Down il primato come causa
genetica pit comune di ritardo mentale (si hanno comunque casi, anche in ltalia,
di soggetti affetti da X fragile che hanno frequentato l'universita). | maschi
portatori di un gene FMR1 con una significativa espansione della tripletta CGG
presentano i sintomi della malattia, visto che normalmente possiedono una sola
copia del cromosoma X. Le femmine, invece, possiedono due copie del
cromosoma X e pertanto hanno una probabilitd doppia di possedere almeno un
allele funzionante. Le donne portatrici di un gene FMR1 espanso su di uno solo dei
due cromosomi X possono presentare alcuni sintomi della malattia o essere
normali. A parte il ritardo mentale di grado variabile da severo a moderato, altre
evidenti caratteristiche della sindrome sono il volto allungato, grandi orecchie,
grossi testicoli (macrorchidismo), e basso tono muscolare. Alcuni individui affetti
dalla sindrome dell'X fragile rientrano inoltre nei criteri diagnostici dell'autismo.
La mutazione e metilazione del gene FMR1 porta all'abolizione della produzione
della proteina per cui il gene FMR1 codifica, detta FMRP (fragile X-mental
retardation protein). FMRP & una proteina legante gli RNA (RNA-binding protein)
espressa soprattutto nei testicoli e nel cervello, i tessuti pil colpiti dalla sindrome.
Anche se non esiste ancora una cura per la sindrome, c'é la speranza che una
migliore comprensione delle sue cause possa portare a nuove terapie. Al
momento, la sindrome pud essere trattata attraverso una terapia del
comportamento.
La ricerca valuta l'attivita e la connettivita corticale correlata all'attivita basale in
bambini e adolescenti con sindrome dell' X fragile.
L'ipotesi alla base della ricerca & che in questa cromosomopatia la connettivita
funzionale corticale sia alterata gia in condizioni basali.
15 bambini e adolescenti con sindrome dell'X fragile di etd compresa trei 6 edi18
anni sono stati sottoposti a registrazione dell'EEG basale. Un gruppo di 10 bambini
sani, omogeneo per eta e per sesso & stato coinvolto nella ricerca come controllo.
Le registrazioni EEG sono state svolte in modalita’ continua durante tutto
I'esperimento secondo i seguenti parametri di registrazione:
- lobi auricolari interconnessi come riferimento elettrico;
- elettrodo di round posto tra Pz e Oz (va comunque bene qualsiasi posizione per
il ground);
- almeno i 19 elettrodi del 10-20 come montaggio elettrodico;
- minimo 256 Hz di campionamento;

- filtri analogici passabanda anti-aliasing 0.1-60 Hz (no notch filtro durante la
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registrazione dei dati, a meno che non sia svolto solo in visualizzazione delle
tracce EEG);
- EOG verticale per I'occhio destro em se possibile, anche EOG orizzontale;
- inizio della registrazione con 15 minuti di EEG a riposo ad occhi aperti e 15 minuti
di EEG ad occhi chiusi da quando il tracciato si e' stabilizzato.
Lo studio dei risultati forniti dall'analisi statistica dei dati elettrofisiologici e di
quelli forniti dalle valutazioni cliniche ha consentito di individuare un pattern
elettrogenetico estremamente caratteristico di questa giovane popolazione di
individui con una peculiare distribuzione topografica dello spettro delle
frequenze principali rispetto alla popolazione dei soggetti di controllo. Un
disturbo dell'elettrogenesi si tradurrebbe in un malfunzionamento dei sistemi
neurali che costituiscono il substrato biologico delle funzioni cognitive superiori.
La conferma di un'alterazione dell'elettrogenesi cerebrale nei bambini con
cromosomopatia X fragile e la caratterizzazione di tale fenomeno in termini
quantitativi ha fornito un utile strumento che consentira di valutare, da un punto
di vista elettrofisiologico, l'efficacia delle terapie cognitivo-comportamentali

proposte come anche l'uso di farmaci.

Lo studio sulla percezione multistabile nelle persone con Sindrome di Down ha
cambiato target in corso di acquisizione dei dati divenendo uno studio sul

controllo cognitivo del movimento nella Sindrome di Down.

L'inibizione di risposte inappropriate permette di modellare il comportamento
motorio in accordo con il contesto in cui un soggetto agisce ed & una funzione
esecutiva essenziale. L'inibizione di comportamenti motori & stata scarsamente
studiata in individui con Sindrome di Down (DS). Si & provato, utilizzando una
countermanding task, il controllo inibitorio in un gruppo di pazienti DS e in un
gruppo di pazienti con disturbi dello sviluppo di eziologia non genetica, appaiati
per etd mentale del movimento. La ricerca & stata svolta in collaborazione con il
Dipartimento di Fisiologia e Farmacologia dell' Universita la Sapienza di Roma.

16 bambini con disturbo DS di etd compresa tre i 8 e 16 anni sono stati sottoposti
a registrazione dei tempi di reazione nel corso di una countermanding task; un
gruppo di 10 bambini sani, omogeneo per etd e per sesso & stato coinvolto nella
ricerca come controllo.

Si & riscontrato che la durata del processo di arresto, il tempo di reazione, rispetto

uno stimolo di arresto (SSRT), non era statisticamente differente nei due gruppi

192



ANNUAL REPORT 2011 IRCCS San Raffaele Pisana

studiati. Allo stesso tempo, la funzione inibitoria normalizzata risultava piu bassa
nei pazienti DS indicando un scarso controllo inibitorio. Sono stati interpretati i
risultati ottenuti sulla base delle differenze anatomiche esistenti nel cervello di
individui adulti affetti da DS e pilu specificamente come una possibile alterata
interconnessione funzionale tra reti fronto-striatali e fronto-cerebellari durante il

controllo.
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AREA DI RICERCA NEUROMOTORIA

Valutazione e misura in riabilitazione: quali outcome utilizzare?

La ricerca riabilitativa nel panorama scientifico attuale necessita di un nuovo e spe-
cifico paradigma; infatti la Medicina Riabilitativa deve prevedere un passaggio dal-
l'approccio biofisico a quello bio-psico-sociale. | sistemi di valutazione tradizionali
mostrano alcuni limiti specie per quanto attiene la misura dell'outcome. Di fatto le
scale che sono utilizzate non sono veri strumenti di precisa misura, ma sistemi di
valutazione e categorizzazione di quanto si osserva. Vi & la necessita di costruire
delle nuove variabili di outcome e la necessita di misurare realmente il lavoro riabi-
litativo sia a livello clinico che di ricerca.

La Rasch Analysis ed il Rash Model possono essere possibili soluzioni alle problema-
tiche della misurazione delle variabili. L'obiettivo & stato quello di iniziare questa tra-
sformazione prendendo in considerazione l'analisi dell'equilibrio, i limiti degli attuali
sistemi di valutazione con scale e la costruzione tramite la Rasch di un nuovo stru-
mento che sia veramente in grado di misurare (UBS).

Si & utilizzata la Rasch analisi come strumento di lavoro per analizzare le scale.

Si sono analizzate tre scale molto utilizzate in riabilitazione per valutare I'equilibrio:
la Berg Balance Scale, la Tinetti Scale e la Fullerton Advanced Balance Scale. Si sono
isolati i limiti in termini matematici. Si & poi ricostruita una sola nuova scala con capa-
citd psicometriche buone e con la caratteristica di essere veramente una misura
numerica la Unified Balance Scale (UBS Scale).

La UBS é stata validata ed ha capacita di unidimensionalita valutando un solo ambi-
to delle dimensioni dettate dall'lCF, inoltre ha la caratteristica che ha una progres-
sione precisa degli items dal pit semplice al pit complesso consentendo cosi di indi-
viduare esattamente la situazione clinica di equilibrio della persona che si sta valu-
tando, inoltre consente di dare punteggi cui corrisponde in maniera precisa il livello
di capacita della persona confrontabile in termini matematici precisi con le valuta-

zioni precedenti e delle altre persone valutate con le stesse modalita.
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AREA DI RICERCA PARKINSON E DISTURBI
DEL MOVIMENTO

Intervento psicologico di gruppo con i pazienti Parkinsoniani e i loro Caregiver

Il decorso clinico e psicologico della malattia di Parkinson e di tutti i disturbi neuro-
degenerativi, per le persone colpite ma anche per i caregiver e i diversi professioni-
sti coinvolti & molto complicato e per questo richiede un gruppo specializzato di
professionisti capace di affrontare le diverse situazioni che si presentano.
Appare dunque indispensabile che le persone malate e i loro caregiver acquisisca-
no una buona conoscenza delle caratteristiche del disturbo:
- Migliorare la qualita di vita aiutando le persone a ottenere benefici che vanno oltre
a quelli provenienti dai farmaci.
« Imparare ad affrontare in modo adeguato e proattivo lo stress, le disabilita e le limi-
tazioni psicologiche e sociali.
Secondo uno studio dell'OMS sul “global burden of disease”, il 35% del sovraccarico
di tutte le malattie & causato dai disturbi neurologici ad esse associati.
“L'educazione alla salute & un intervento educativo multidimensionale progettato
utilizzando una combinazione di metodi come l'insegnamento, il counseling, e alcune
tecniche cognitivo comportamentali, e mira a migliorare le conoscenze e i compor-
tamenti di salute del paziente.” (Delphi Group “Terminologia delllEducazione del
Paziente”, 1985).
[l Parkinson & una malattia che coinvolge l'individuo nella sua interezza, dunque non
si tratta solo di un disturbo del sistema motorio, ma invade anche l'area psichica
(spesso compaiono sintomi quali depressione, ansia, apatia, abulia, turbe del pensie-
ro, allucinazioni, deterioramento cognitivo). Quando arriva, colpisce non solo il mala-
to ma anche le persone che gli stanno accanto, che si prendono cura di lui.
L'ambiente che circonda la persona con la malattia di Parkinson svolge un ruolo
essenziale ma spesso difficile da gestire per le persone che ci si trovano, domande
come “occorre sistematicamente aiutare e stimolare il paziente o al contrario lasciar-
lo vivere al ritmo della malattia?” si ripresentano costantemente.
E necessaria una presa in carico multidimensionale, che rispecchi quindi il livello di
complessita di fronte al quale ci si trova.
In quest'ottica il lavoro dello psicologo nei confronti dei malati di Parkinson e dei

loro caregiver & mirato a supportare i partecipanti nell'affrontare in modo adeguato
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e proattivo lo stress, le disabilitad e le limitazioni psicologiche e sociali ed ottenere

benefici che vanno oltre quelli provenienti dai farmaci.

Lo studio si propone di promuovere un miglioramento della qualita di vita nelle per-

sone con malattia di Parkinson e nei loro caregiver attraverso il sostegno psicologi-

co di gruppo.

Lo studio si articola in 2 momenti:

1. momento psico-teorico: introduzione alla malattia di Parkinson. Questa sessione

fornisce le informazioni sui contenuti, sulla struttura degli incontri e sulla malattia di

Parkinson, tenendo in considerazione le conoscenze di base dei partecipanti.

2. momento psico-pratico (abilita psicologiche nel gestire la malattia di Parkinson) :
- autosservazione: permette ai partecipanti di acquisire un 'abilitd fondamentale

per proseguire le varie fasi del programma riabilitativo; si cerca di insegnare ai
pazienti a prestare attenzione a loro stessi e a riconoscere i vari stati emotivi e
fisici presenti in diverse situazioni;

- gestione dello stress: aiuta a capire meglio il fenomeno stress, e a gestirlo nelle

varie situazioni;

- gestione dell'ansia e della depressione : spiegarne le cause e proporre delle solu-

zioni;

- capacita di autoregolazione;

- strategie di fronteggiamento grazie al potenziamento delle risorse possedute

per far fronte alle difficolta dovute alla malattia di Parkinson;

- attivazione e creazione di momenti di condivisione e risoluzione dei problemi.
Sono stati inclusi nello studio 5 Pazienti con diagnosi di Parkinson (1 donna, 4 uomi-
ni) ei5 loro caregiver.

La valutazione cognitiva e psicologica dei partecipanti al gruppo avviene attraverso

la somministrazione di test cognitivi e psicologici:

- WAIS-R Wechsler Adult Intelligence Scale-Revised: Si basa sull'integrazione dei piu
attuali costrutti sull'intelligenza, configurandosi come il Test pit attendibile statisti-
camente nel panorama testistico italiano per la valutazione dell'intelligenza nell'a-
dulto. la WAIS-R consta di 11 subtest, di cui 6 compongono la Scala Verbale
(Informazione, Comprensione, Ragionamento aritmetico, Analogie, Memoria di
cifre e Vocabolario) e 5 la Scala di Performance (Associazione simboli a numeri,
Completamento di figure, Disegno con i cubi, Riordinamento di storie figurate e
Ricostruzione di oggetti); insieme, gli 11 subtest costituiscono la Scala Totale.

- Hamilton: scala di valutazione per la depressione.

- Non motor symptoms scale: scala di valutazione dei sintomi non motori nei pazien-

198



ANNUAL REPORT 2011 IRCCS San Raffaele Pisana

ti Parkinsoniani
- PDQ39: questionario per valutare la qualita di vita nei pazienti Parkinsoniani
- Caregiver Burden Inventory: strumento di valutazione del carico assistenziale, in
grado di analizzarne l'aspetto multidimensionale, elaborato per i caregiver di
pazienti affetti da malattie neurodegenerative.
In base all'osservazione dei risultati dei test si verifica un peggioramento in partico-
lare nelle abilitad di performance (funzioni esecutive), condizione tipica della malat-
tia di Parkinson.
Nei caregiver non & stata rilevata nessuna sensibile modificazione.
| partecipanti, dal punto di vista dello stato depressivo e della qualita della vita,
secondo i test effettuati, mostrano un leggero peggioramento mentre nel resoconto
verbale i pazienti riportano un miglioramento sottolineato da una forte coesione di
gruppo, e una maggior consapevolezza della malattia.
Durante gli incontri i partecipanti si sono mostrati particolarmente interessati e coin-
volti, atteggiamento confermato dalla puntualita e continua presenza al gruppo da
ognuno di loro.
Il benessere deriva dal trattamento in atto (la condivisione e la possibilitad di espri-
mersi in un contesto adeguato) che non modifica in modo definitivo il proprio vissu-
to che deve essere continuamente sostenuto.
Il deterioramento cognitivo non aiuta il sostegno; la complessita della malattia, per
i suoi aspetti fisici, cognitivi e psicologici, prevede la continuita del trattamento per
poter realmente contribuire a mantenere delle condizioni di vita dignitose.
In conclusione, un sostegno di gruppo acquista valore e senso solo se continuato nel
tempo in quanto fonte di supporto, confronto e stimolo vista l'innarestabilitd della
malattia. Non interviene sulla cronicita della stessa ma incide sulla qualita della con-

vivenza con essa, sia per i pazienti che per i caregiver.
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AREA DI RICERCA APPROCCI DI SISTEMA E MALATTIE
NON TRASMISSIBILI

Ricerca e validazione di indicatori in grado di migliorare la prescrizione farmacolo-

gica 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' geriatrica. La valutazione della qualita delle
cure e la misurazione di indicatori di sicurezza ed efficacia & sempre pili riconosciu-
ta fra gli strumenti prioritari di pianificazione sanitaria e ottimizzazione assistenzia-
le. L'attenzione crescente per questo approccio ha portato alla sperimentazione di
vari modelli organizzativi e alla ricerca di strumenti mirati ad ottenere cure adegua-
te per i pazienti in eta geriatrica.

La popolazione anziana & infatti caratterizzata da una specifica eterogeneita dovuta
alla multimorbidita (spesso con carattere di cronicita), alla disabilita, alle problema-
tiche socio-assistenziali. Cié richiede |'utilizzo di strumenti in grado di valutare I'an-
ziano nella sua globalitd e complessita, oltre alla personalizzazione dell' intervento al
fine di dare una risposta adeguata ai bisogni clinico-assistenziali del singolo indivi-
duo.

La valutazione multidimensionale, oltre ad evidenziare i problemi prioritari, clinici e
assistenziali, del paziente in eta geriatrica, & uno strumento fondamentale nella valu-
tazione della terapia farmacologica con l'obiettivo di far emergere, riconoscere e
prevenire potenziali problemi farmaco-correlati, come le reazioni avverse e le inte-
razioni tra farmaci, riducendo i rischi legati all'uso inappropriato dei farmaci e di con-
seguenza gli eventi negativi.

L'IRCCS San Raffaele Pisana e' impegnato in diversi progetti di ricerca che in modo
complementare permettono di validare indici di appropriatezza delle cure e di qua-
litd della vita. La validazione di questi indici ne permette I'applicazione nella pratica
clinica in diversi setting assistenziali, di tipo territoriale, ospedaliero e residenziale.
In particolare, il Gruppo di Epidemiologia Clinica e Molecolare & coinvolto in quat-
tro studi che hanno come obiettivo il miglioramento della qualita di vita e della qua-
litd di cura nei pazienti anziani di eta > ai 65 anni. Tale obiettivo si raggiunge attraver-
so l'implementazione di una strategia basata sull'utilizzo di strumenti di valutazione
multidimensionale e attraverso la ricerca e validazione di indicatori di qualita di cura
in grado di ridurre gli eventi avversi (rischio di ospedalizzazione, la disabilita e la
mortalita).

Si intende:
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- creare un sistema di valutazione multidimensionale e di indicatori di qualita di assi-
stenza in grado di ridurre gli eventi avversi (rischio di ospedalizzazione, disabilita e
mortalita);

- migliorare la prescrizione farmacologica nei pazienti anziani;

- migliorare la qualita di vita dei pazienti in eta geriatrica.
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AREA DI RICERCA ORGANIZZAZIONE E GESTIONE
DEI SERVIZI

La valutazione dei processi della figura professionale del dirigente medico

Obiettivo del progetto & il miglioramento della gestione della qualita assistenziale,
attraverso il monitoraggio delle attivita.

| processi di valutazione, secondo criteri ed indicatori valutati e condivisi, misurano
capacita clinico-organizzative, nonché gestionali-operative e costituiscono l'unita di
misura del Governo Aziendale. Da un lato garantiscono il miglioramento del percor-
so assistenziale, dall'altro forniscono indicazioni importanti per lo sviluppo profes-
sionale dei dirigenti.

La scheda di valutazione sviluppata nel 2010 & stata rivista e attualmente si compo-

ne come segue:

SCHEDA DI VALUTAZIONE 20m

Nome e Cognome
Struttura
Reparto/Direzione di Appartenenza: NEUROMOTORIA

Numeri posti letto

OBIETTIVO PERFORMANCE DELTA

1. Occupazione posti letto 100% Mi/4 Mi
2. Appropriatezza ricoveri 100% 61ffl 13
3. Dimissione in soglia 277ffl4.5

<60 gg 100% (1) 6%
4. Osservanza procedure aziendali (14) 87%

41 Gestione rifiuti sanitari 100% (7) 43%

4.2 Gestione farmaci e Carrello delle emergenze 100% 47.2ffIn

4.3 Registro carico e scarico Stupefacenti 100% 1.6flo.4

4.4 Verifica cartelle cliniche 100%

4.5 Prescrizione farmaci Sisweb* Mese: Mese: Mese:
5.1 Liste d’attesa Sl NO
8. Formazione

81 Proposte pervenute n.

8.2 Corsi attivati n.

8.3 Crediti ECM ottenuti n.

* Indice calcolato in base alla media del numero di variazioni di terapia legate a nuovo ingresso.
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Risultati ottenuti:

- Estensione del sistema di valutazione, come da risultati attesi, a nuovi parametri
per il monitoraggio delle attivita;

- Monitoraggio costante e diffusione delle “buone pratiche”, come strumento virtuo-
so, soprattutto per il miglioramento dell'indicatore Appropriatezza dei ricoveri, in
coerenza con le disposizioni legislative regionali;

- Organizzazione di incontri per la condivisione dei dati riconducibili alle varie atti-

vita.

Il progetto continuerd anche nel 2012.

Risultati attesi:

- Estensione del monitoraggio a tutte le specialita/reparti e ad altre figure dirigen-
ziali;

- Estensione del sistema di valutazione a nuovi parametri per il monitoraggio delle
attivita (ad es. Appropriatezza prescrittiva);

- Stesura di progetti di ricerca su temi piu generali quali Governo Clinico e Qualita;

- Pubblicazioni su riviste nazionali ed internazionali.

Cartella clinica informatizzata

La realizzazione del progetto relativo alla cartella clinica informatizzata si colloca nel
quadro pit ampio dell'informatizzazione quale strumento di supporto aziendale, allo
scopo di migliorare la qualita assistenziale , anche attraverso la ricerca e lo sviluppo
di nuove tecnologie.

Tale approccio consente di ottimizzare l'uso delle risorse attraverso la definizione
chiara dei processi condivisi, 'attribuzione trasparente delle responsabilita e la
gestione automatizzata delle pratiche assistenziali.

L'obiettivo finale & quello di creare una cartella clinica elettronica che consentira la
gestione corrente dell'assistenza e la possibilita di realizzare ricerca collaborativa di
alto livello, avendo un numero elevato di reparti che condividono lo stesso strumento.
Materiali e metodi:

Cartella Riabilitativa, strumento elaborato per realizzare l'informatizzazione del pro-
dotto

Risultati ottenuti:

- Attivazione cartella clinica informatizzata presso il reparto Hospice;
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- Realizzazione della gestione della cartella clinica medica in collaborazione con gli
operatori sanitari;

- Formazione degli operatori sanitari all'uso dello strumento;

- Sperimentazione della cartella clinica informatizzata presso i reparti di
Neuromotoria e Cardiologia Riabilitativa.

Il progetto continuera nel 2012.

Risultati attesi:

- Realizzazione del progetto presso tutti i reparti;

- Verifica dell'efficacia del Piano Riabilitativo;

- Analisi sui dati epidemiologici raccolti;

- Azioni correttive, laddove necessarie, per il miglioramento dello strumento.

L'antibioticoterapia: appropriatezza della prescrizione e della gestione in riabili-

tazione

La terapia antibiotica rappresenta un importante argomento di discussione in ambi-

to assistenziale sia perché costituisce una voce di spesa significativa all'interno delle

strutture sanitarie, sia perché |'utilizzo improprio degli antibiotici rappresenta la

causa della selezione dei geni di resistenza nei batteri. Cid implica che una prescri-

zione ed una gestione inappropriata si ripercuotano negativamente in primis sulla

salute del paziente e secondariamente sul budget aziendale.

In questo ambito il seguente progetto di ricerca ha l'obiettivo di monitorare la pre-

scrizione e gestione dell'antibiotico attraverso la creazione di una scheda di valuta-

zione ad hoc.

Gli obiettivi specifici del presente progetto sono:

1. valutare l'attuale uso dell'antibioticoterapia;

2. migliorare la prescrizione e la gestione dell'antibiotico li dove emerge essere inap-
propriata;

3. creare un protocollo comune e condivisibile per tutte le strutture.

La ricerca si articola nelle seguenti fasi:

1. creazione di una scheda di valutazione per le infezioni e l'antibioticoterapia;

2. identificazione, per ogni reparto, di un medico che si occupa di compilare la scheda;

3. compilazione della scheda e raccolta dopo 6 mesi;

4. analisi dei dati raccolti e produzione di raccomandazioni sul corretto uso degli

antibiotici.
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Nel corso del 201 le attivita svolte sono state:

1. lavorazione delle schede raccolte nel periodo gennaio-marzo 2010 e la creazione
di un database informatizzato;

inserimento dati;

analisi statistiche di primo livello;

NN

riunione con il gruppo di lavoro degli infettivologi;

5. analisi statistiche di secondo livello.

L'indagine multicentrica sulle terapie antibiotiche, coordinata dall'lRCCS San
Raffaele Pisana & stata svolta in 6 strutture. | pazienti a cui sono stati somministrati
antibiotici sono risultati 502. Le diagnosi di accettazione presenti con una frequen-
za >1.5% sono risultate essere: BPCO (3.2%), BPCO riacutizzata (5.6%), broncopol-
monite (2.8%), emorragia cerebrale (2.4%), frattura del femore (5%), ictus cerebrale
(3%), ictus ischemico (2.6%), insufficienza respiratoria (2.6%), morbo di Parkinson
(1.8%), polmonite (3.6%), scompenso cardiaco (5.6%). | piu frequenti microrganismi
responsabili di infezioni sono risultati: e.coli (38.8%), klebsiella (14.7%) ed enterococ-
cus (11.6%).

Nel 52.5% dei pazienti & stata effettuata una terapia antibiotica empirica (cio& prima
di avere i risultati dell'antibiogramma), in alcuni casi con piu di un antibiotico (26.1%
due antibiotici, 3.4% tre antibiotici, 0.3% quattro antibiotici). Nel 55.6% dei soggetti
& stata effettuata una terapia antibiotica dopo antibiogramma, in alcuni casi con pil
di un antibiotico (26.6% due antibiotici, 7.8% tre antibiotici, 2.1% quattro antibiotici,
0.3% cinque antibiotici).

Sono state prese in considerazione tre variabili di esito:

- risposta alla terapia antibiotica dopo antibiogramma,

- trasferimento in altra struttura,

- decesso.

In relazione ad esse sono stati individuati dei predittori di esito.
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AREA DI RICERCA DI DIAGNOSTICA PER IMMAGINI

Correlazione quantitativa mediante TC multidetettore tra aterosclerosi carotidea e

coronarica in pazienti con ictus recente in fase di stabilizzazione

E' noto che la patologia aterosclerotica e' una malattia sistemica e pertanto esiste
una stretta correlazione tra i vari distretti arteriosi per quanto concerne la sua inci-
denza. Per quanto riguarda in particolare i pazienti con aterosclerosi carotidea affet-
ti da ictus, il 25% presenta in anamnesi segni e/o sintomi riconducibili alla presenza
di coronaropatia aterosclerotica (White 2005). In generale, gli studi retrospettivi di
morbilitd/mortalita in pazienti affetti da ictus dimostrano un discreto rischio di infar-
to miocardico acuto in fase precoce ed una significativa incidenza di morte cardiaca
su base ischemica in fase tardiva. Studi autoptici in pazienti deceduti per ictus evi-
denziano un'incidenza di coronaropatia aterosclerotica pari al 70-75% e di stenosi
coronariche/infarto miocardico del 35-40% (Gongora-Rivera 2007).

Sulla base di queste premesse scopo della presente ricerca, & quello di valutare non
solo in termini qualitativi, ma anche quantitativi la correlazione aterosclerosi caroti-
dea-coronarica applicando ad entrambi i distretti il cosiddetto "calcium coverage
score" (CCS) (Brown 2008). Quest'ultimo, recentemente proposto in ambito corona-
rico, rappresenta la percentuale di parete vasale sede di aterosclerosi calcifica e si
& gid dimostrato un fattore predittivo piu' accurato dello score di Agatston e dalla
massa di calcio ateromasico per quanto concerne gli end-points pili importanti della
coronaropatia ischemica (infarto miocardico e morte improvvisa). L'impiego della TC
multidetettore in quest'ambito, peraltro senza necessita di mdc endovenoso, rap-
presenta la metodica di scelta per la visualizzazione delle placche ateromasiche cal-
cifiche e per la valutazione quantitativa della parete vasale interessata dalla malat-
tia aterosclerotica, rilievi non adeguatamente valutabili in RM sia a livello carotideo
che coronarico.

Sono stati reclutati presso I''RCCS San Raffaele Pisana 10 pazienti affetti da ictus
recente in fase di stabilizzazione e 5 soggetti gruppo di controllo.

Tutti i soggetti sono sottoposti ad anamnesi, visita internistica, cardiologica e neu-
rologica.

Gli esami sono effettuati utilizzando l'apparecchiatura TC Somatom Definition
(Siemens, Erlangen Germany) installata presso I'Unita di Diagnostica per Immagini

con un duplice stack di immagini ad elevata risoluzione (voxel 0.3 mm cubici) senza
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somministrazione di mdc ewv. a livello carotideo (comune-interna) e coronarico
mediante cardiosincronizzazione. A queste due serie di immagini vengono applicati
i software di retroricostruzione 3D con particolare attenzione alla misura della per-
centuale di parete vasale coinvolta dal processo ateromasico calcifico.

Lo studio & ancora in corso e continuera anche nel 2012 per consentire di raggiun-
gere un numero piu significativo di pazienti. Dai dati relativi ai primi pazienti si evin-
ce l'applicabilita del "calcium coverage score” in ambito carotideo e coronarico, I'e-
sistenza di correlazioni tra CCS e severita soggettiva-oggettiva dell'ictus e tra CCS
carotideo e CCS coronarico nei singoli pazienti.

Ciod pud consentire di individuare l'esistenza di una sottopopolazione di pazienti
affetti da ictus con elevato rischio di coronaropatia sintomatica sulla base dei valori
combinati di CCS carotideo-coronarico che potranno essere sottoposti ad esame

cardio-TC.
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AREA DI RICERCA CARDIOVASCOLARE

Terapia fisica da sola o combinata a terapie specifiche nel trattamento delle car-

diovasculopatie

Negli ultimi anni, studi sperimentali hanno suggerito che la terapia con cellule con
potenzialita angiogenetica o mioblastica rappresenti una innovativa opzione terapeuti-
ca per patologie croniche quali la cardiopatia ischemica cronica, le arteropatie perife-
riche e la disfunzione ventricolare su base ischemica. Tuttavia, ad oggi, non vi & una
chiara evidenza della efficacia della terapia cellulare sulla prognosi e sulla qualita di
vita dei pazienti con scompenso cardiaco e vi sono ancora molti interrogativi da risol-
vere prima di poter proporre la terapia cellulare per il trattamento delle malattie car-
diovascolari. Inoltre, mentre vi & evidenza che i pazienti con patologie cardiovascolari
hanno bassi livelli di cellule progenitrici circolanti con potenzialitd angiogenetica,
numerosi studi che hanno utilizzato livelli elevati di fattori di stimolazione midollare,
con l'obiettivo di mobilizzare le cellule progenitrici con potenzialitd angiogenetica,
hanno evidenziato un aumento di eventi cardiovascolari.
Scopo del presente progetto & quello di valutare se |a terapia fisica da sola od in asso-
ciazione a terapie volte ad aumentare il numero di cellule progenitrici endoteliali circo-
lanti sia in grado di massimizzare il recupero funzionale dei pazienti con disfunzione
ventricolare sinistra e/o arteropatia periferica, sottoposti a programmi di riabilitazione
fisica.
Sono stati condotti studi ancillari del presente progetto con l'obiettivo di investigare:
- se esistano cellule postnatali totipotenti con capacita di differenziazione mioblastica
o angiogenetica;
- se la riduzione dello stress ossidativo permetta un miglior homing cellulare e quindi
una migliore ripresa funzionale cardiaca;
- se la immunita acquisita abbia un ruolo di modulazione nel recupero funzionale nella
disfunzione ventricolare post-ischemica e nella arteropatia periferica;
- l'effetto della terapia cellulare durante rivascolarizzazione miocardica sul recupero
funzionale di pazienti sottoposti a cicli di riabilitazione fisica.
Sono stati arruolati 40 pazienti con disfunzione ventricolare sinistra (FE<35%) su base
ischemica e 20 pazienti con arteropatia periferica, con etd compresa fra 35 ed 80 anni.
Tutti i pazienti hanno ricevuto terapia medica ottimizzata per 4 settimane precedenti

l'inclusione nello studio.
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| criteri di esclusione:

- patologie con prognosi < 3 anni o neoplasie con necessita di terapia antitumorale

- trapianto e terapia immunosoppressiva in atto;

- diagnosi di demenza secondo i criteri del DSM |V e/o disabilita funzionale che non
permettono un'adeguata partecipazione al protocollo;

- patologie internistiche croniche associate ad aumento della diatesi trombogena

- pazienti sottoposti ad interventi di rivascolarizzazione miocardica o ad interventi di
chirurgia maggiore negli ultimi 3 mesi

- pazienti psichiatrici

- qualsiasi altra condizione patologica che, a giudizio dello sperimentatore, ne giustifi-
chi l'esclusione dallo studio

- pazienti portatori di Pace maker e altre controindicazioni alla risonanza magnetica

- pazienti con scompenso cardiaco severo (classe NYHA [lI-1V)

- pazienti con valvulopatia mitralica e aortica di grado severo.

Dopo una visita volta a valutare I'esistenza dei criteri di inclusione, ogni paziente &

stato inserito nello studio previa firma del consenso informato allo studio precedente-

mente approvato dal comitato etico di riferimento. Ogni paziente & stato valutato al

suo inserimento nello studio durante il trattamento riabilitativo e alla fine dello stesso.

| pazienti con disfunzione ventricolare sinistra su base ischemica e quelli con arteropa-

tia periferica sono stati suddivisi rispettivamente in tre gruppi principali per la valuta-

zione della efficacia della terapia fisica da sola od in associazione a terapia per la mobi-

lizzazione delle cellule progenitrici endoteliali: pazienti sottoposti a terapia riabilitativa

e senza trattamento con G-CSF; pazienti sottoposti a terapia riabilitativa e trattamen-

to con G-CSF; pazienti con normale follow-up clinico.

La randomizzazione dei pazienti & stata effettuata con uno schema 1:2:1 per i pazienti

con disfunzione ventricolare sinistra, mentre i pazienti con arteropatia periferica sono

stati randomizzati a terapia riabilitativa o a terapia riabilitativa e trattamento con G-

CSF.

Metodi di valutazione della capacita funzionale: la capacita funzionale & stata valutata

all'inizio e alla fine dello studio tramite un test cardiopolmonare (calcolo del consumo

massimo di ossigeno, MVO2) e test del cammino (6 minute walking test 6SMWT) per i

pazienti con disfunzione ventricolare sinistra e treadmil test per la autonomia di mar-

cia per i pazienti con arteropatia periferica:

- mobilizzazione delle cellule progenitrici mediante G-CSF: i pazienti con disfunzione
ventricolare sinistra sono stati selezionati per essere sottoposti a due diversi proto-

colli di mobilizzazione delle cellule:
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a)1 microg/Kg una volta a settimana per 12 settimane

b) 2 microg/Kg una volta a settimana per le prime 6 settimane dello studio.

Tuttavia, lo studio relativo alla somministrazione delle G-CSF & stato interrotto in
seguito alla pubblicazione di studi scientifici che hanno riscontrato una maggiore inci-
denza di eventi cardiovascolari in pazienti sottoposti a mobilizzazione delle cellule pro-
genitrici endoteliali.

Trattamento riabilitativo: tutti i pazienti con disfunzione ventricolare sinistra sono stati
sottoposti a trattamento riabilitativo in regime di ricovero consistente in due sedute
giornaliere caratterizzate da esercizi calistenici per circa 30 minuti e riallenamento al
ciclo ergometro a carico incrementale per un periodo di 12 settimane. | pazienti con
arteropatia periferica sono stati sottoposti a trattamento riabilitativo che comprende-
va esercizi al treadmill modulati in funzione della soglia ischemica.

Imaging del cuore del paziente mediante risonanza magnetica: il protocollo, suddiviso
in quattro parti (morfologia, funzione, perfusione precoce e perfusione tardiva), & stato
eseguito prima del trattamento (al tempo zero) e ripetuto con identici parametri di
acquisizione al termine dello studio.

Valutazione del numero di EPC circolanti: dal sangue periferico dei pazienti che
rispettavano i criteri di inclusione, sono state identificate le cellule progenitrici endo-
teliali. | prelievi sono stati effettuati al tempo O, 2, 6 e 12 settimane per valutare trami-
te analisi citofluorimetrica eventuali variazioni nel numero di queste cellule nel corso
dello studio.

Indicatori per la valutazione:

a) 6 Minute Walking test: il 6-MWT & stato condotto secondo un protocollo standard
tra le 10 del mattino e le 16:00. Si richiede ai pazienti di camminare in un corridoio
lungo almeno 15 metri privo di ostacoli, incoraggiandoli a camminare piu a lungo possi-
bile ruotando di 180° alla fine del corridoio. Al termine del test, viene calcolata la
distanza percorsa. Prima dell'inizio del test, al termine e dopo 3 minuti vengono misu-
rate la frequenza cardiaca e la saturazione O2 tramite pulsiossimetria. La fatica e la
dispnea sono misurate tramite la scala di Borg.

b) Test cardiopolmonare: questo test viene effettuato tramite un cicloergometro. Dopo
una fase di riscaldamento di circa 1 minuto, il carico di lavoro viene incrementato di
20W ogni 2 minuti. Un monitoraggio elettrocardiografico continuo viene effettuato con
ECG a 12 derivazioni ed ogni 2 minuti viene misurata la pressione arteriosa. Il consu-
mo di ossigeno calcolato tramite il valore medio degli ultimi 20 secondi di esercizio
viene espresso in mL - kg-1- min.

c) Terapia riabilitativa: tutti i pazienti sono sottoposti a trattamento riabilitativo in regi-
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me di ricovero che consiste in due sedute giornaliere caratterizzate da esercizi caliste-
nici per circa 30 minuti e riallenamento al ciclo-ergometro a carico incrementale per
un periodo di 4 settimane per un totale di 11 sedute settimanali ognuna di 50 minuti
circa. Durante la prima settimana di allenamento il carico di lavoro & modulato sulla
base del raggiungimento del 70% della Fc massima teorica aumentando progressiva-
mente il tempo di allenamento. La seconda settimana & dedicata all'incremento pro-
gressivo dell'intensita del lavoro fino all'80% della Fc massima basato sull'aumento del
wattaggio dal momento che la durata dell'esercizio viene mantenuta costante.

d) Risonanza magnetica cardiaca: Questo protocollo, suddiviso in quattro parti, & ese-
guito in fase iniziale pre-trattamento e ripetuto con identici parametri di acquisizione
in fase post-trattamento.

Morfologia: acquisizioni TSE-HASTE di tipo “black blood” secondo piani di scansione
asse lungo ed asse corto non contigui T1-T2 pesate per lo studio dell'intensita’ di segna-
le del miocardio ventricolare sinistro, eventualmente integrate da acquisizioni TSE
STIR pesate per lo studio dell'edema tissutale.

Funzione: acquisizioni balanced FFE (fast field echo) di tipo “bright blood” secondo
piani di scansione asse lungo ed asse corto contigui per lo studio quantitativo della
cinesi parietale globale e segmentaria del ventricolo sinistro e per la valutazione dei
classici parametri di funzione ventricolare (volumi, FE, spessori, massa ecc), eventual-
mente integrate da acquisizioni GRE-tagged.

Perfusione precoce: acquisizioni Turbo-FLASH secondo piani di scansione asse corto
non contigui (minimo 4 piani) di tipo first pass previa iniezione di mezzo di contrasto
paramagnetico in bolo ev. (01 mmol/kg) per lo studio qualitativo dell'ostruzione micro-
vascolare.

Perfusione tardiva: acquisizioni GRE multishot inversion-recovery-prepared T1 pesate
secondo piani di scansione asse corto contigui dopo circa 10-15 minuti dalla sommini-
strazione ew. del mdc paramagnetico per lo studio qualitativo-quantitativo della vitali-
ta' miocardica.

e) Cellule progenitrici endoteliali: Ai pazienti sono prelevati 9 ml di sangue periferico.
Dopo lisi dei globuli rossi (mediante tampone contenente NH4CI), le cellule sono incu-
bate con il substrato Aldefluor. Questo reagente & un substrato non tossico per I'enzi-
ma aldeide deidrogenasi che & ottimizzato per l'identificazione di cellule progenitrici
che esprimono alti livelli di attivita aldeide deidrogenasica. Dopo incubazione, le cellu-
le sono successivamente marcate con anticorpi anti-CD34 e anti-CD133, marker rispet-
tivamente delle cellule staminali in generale e di cellule progenitrici endoteliali. Al ter-

mine, il numero di EPC & valutato mediante analisi citofluorimetrica al FACScalibur.
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Studio sull'effetto della terapia fisica sulla produzione di cellule progenitrici endoteliali:

E stato raggiunto l'obiettivo primario di studiare l'effetto della terapia fisica sulla capa-
cita funzionale e sulla produzione di cellule progenitrici endoteliali circolanti.

Studio sulla valutazione delle proprieta di cellule postnatali totipotenti:

E stato raggiunto |'obiettivo secondario di studiare se alcuni sistemi di segnale intracel-
lulare testicolare possano essere utilizzati nel testicolo come marker specifico per
identificare e separare le cellule staminali germinali pluripotenti dalle cellule staminali
germinali commissionate. Lo studio ha dimostrato che la PDGRF-beta & in grado di
indirizzare la sopravvivenza e migrazione dei gonociti. Attualmente si sta verificando la
capacitd delle cellule pluripotenti di mantenere tale pluripotenzialita e saranno
approntati esperimenti con lo scopo di indurre le cellule pluripotenti alla differenzia-

zione in linee cellulari somatiche e in particolare di tipo cardiovascolare.

Studio su immunita acquisita e modulazione del recupero funzionale

La cardiopatia dilatativa post-ischemica e l'arteriopatia ostruttiva periferica sono stret-

tamente correlate con l'invecchiamento e l'ipercolesterolemia, due fattori associati ad

alterazioni della funzionalitad del sistema immunitario. E' stato recentemente utilizzato

un modello murino di ischemia periferica (hindlimb ischemia) per descrivere il ruolo

essenziale di cellule dellimmunita acquisita nello sviluppo del circolo collaterale, un

importante meccanismo di compenso implicato nel recupero funzionale post-ischemi-

co. In topi CD4 deficienti cosi come in quelli CD8 deficienti, |a risposta infiammatoria

e lo sviluppo del circolo collaterale sono compromessi.

La capacita di recupero del flusso sanguigno e della funzione dell'arto sono normaliz-

zate, in topi CD4”/" 0 CD8/", dopo ricostituzione con i rispettivi subset cellulari defi-

cienti. Tuttavia, non & noto quale sia il contributo di sottopopolazioni funzionali di cel-

lule T CD4+ quali ad esempio cellule T effettrici helper 1, helper 2 o linfociti T regola-

tori CD4+CD25+foxp3+ (Treg).

L'obiettivo principale del progetto & quello di acquisire informazioni sull'azione eserci-

tata dai linfociti T reg sullo sviluppo di vascolatura collaterale utilizzando il modello ani-

male di legatura chirurgica dell'arteria femorale nel topo.

Pertanto lo studio & incentrato sul perseguimento dei seguenti obiettivi specifici:

- determinare il contributo positivo o negativo sulla risposta collaterale delle cellule T
reg

- valutare l'effetto del trasferimento adottivo di cellule T reg o la loro deplezione come

sullo sviluppo del circolo collaterale ed il conseguente recupero funzionale d'organo.
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La medicina di genere come obiettivo strategico per la sanita pubblica: I'appropria-
tezza della cura per la tutela della salute della donna: San Raffele Pisana Unita
Operativa nel progetto dal titolo: Malattie metaboliche e salute della donna: studi

patogenetici terapeutici innovativi

La disfunzione endoteliale & un primo passaggio nello sviluppo dell'aterosclerosi ed &
associata con la progressione dell'aterosclerosi e con eventi cardiovascolari in uomini
e donne. Anche se l'invecchiamento si associa in modo indipendente con un progres-
sivo declino della vasodilatazione endotelio-dipendente in entrambi i sessi, la disfun-
zione endoteliale legata all'eta & attenuata nelle donne in pre-menopausa, rispetto agli
uomini di pari eta. Tuttavia, non si osserva alcuna differenza nella funzione endoteliale
tra i sessi dopo la quinta decade, il che suggerisce un effetto protettivo degli ormoni
ovarici endogeni sulla funzione endoteliale nelle donne.

Diversi studi hanno dimostrato che la terapia sostitutiva estrogenica (ERT) o estropro-
gestinica (HRT) ripristina, almeno in parte, la compromissione della funzione endotelia-
le relativa alla cessazione delle mestruazioni. A dispetto di un vasta mole di evidenze
che suggeriscono un effetto favorevole degli estrogeni da soli o in combinazione con
progestinici sui marker surrogati di malattie cardiovascolari e sugli eventi cardiovasco-
lari, recenti studi clinici randomizzati controllati (RCT) non hanno dimostrato una ridu-
zione significativa degli eventi cardiovascolari con ERT e HRT in donne prevalentemen-
te in tarda postmenopausa (PMW). E stato suggerito che tale discrepanza tra studi
osservazionali e RCT possa dipendere dal tempo in cui si inizia la ERT o HRT e dai
diversi effetti cardiovascolari degli ormoni ovarici nelle donne giovani ed anziane. Studi
recenti hanno suggerito che I'effetto vascolare di ERT e HRT sia eta-dipendente, tutta-
via, non si sa se l'effetto vascolare degli estrogeni (E) sia legato puramente all'eta o
piuttosto alla durata della carenza degli E, e se la precedente esposizione alla ERT
possa influenzare I'effetto vasodilatatore degli E nelle donne.

Lo scopo del presente studio & valutare I'effetto del tempo dalla menopausa e del pre-
cedente uso di ormoni sugli effetti acuti e cronici di E sulla funzione endoteliale in
PMW.

La popolazione dello studio comprende 162 PMW, consecutivamente incluse, di eta
compresa tra i 46 e i 72 anni, afferenti alla clinica locale per la menopausa per una valu-
tazione cardiovascolare di routine prima dell'inizio della ERT o HRT, in un periodo di
diciotto mesi. E' stata raccolta un'anamnesi medica completa e sono stati eseguiti
esami fisici al fine di valutare il grado di rischio cardiovascolare. Ad ogni donna & chie-
sto di fornire informazioni dettagliate sul precedente utilizzo della terapia ormonale

sostitutiva ovarica. Tutte le donne sono sottoposte a una completa valutazione cardia-
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ca, comprendente un ecocardiogramma e un test da sforzo, se necessario.

Le pazienti sono incluse se in amenorrea da almeno 6 mesi e con livelli di ormone fol-
licolo-stimolante (FSH) >40 mlIU/mL e livelli di estradiolo-17- <30 pg/ml. Solo le donne
senza controindicazioni per la ERT o HRT, nessuna evidenza o sospetto di cancro e
senza una storia di tromboembolismo venoso sono incluse nello studio. Prima della
partecipazione, tutte le donne hanno dato consenso informato scritto per lo studio,
precedentemente approvato dal Comitato Etico dell'IRCCS San Raffaele di Roma. Le
donne con cardiopatia ischemica, malattia valvolare primaria, o malattie del miocardio
sono escluse. Le donne vengono inoltre escluse se precedentemente in terapia con
ERT o HRT o con modulatori selettivi del recettore degli estrogeni (SERM) che inter-
rotto negli ultimi 6 mesi, o se hanno avuto una ovariectomia negli ultimi 3 mesi.

Dopo una valutazione basale di tutti i criteri di inclusione ed esclusione, le donne sono
sottoposte allo studio della funzione endoteliale mediante dilatazione mediata dal flus-
so (“flow mediated dilation”, FMD) dell'arteria brachiale e prelievo di sangue. La valu-
tazione della funzione endoteliale & ripetuta entro 1 ora (> 40 <60 minuti) dopo la som-
ministrazione acuta di estradiolo (1 mg s.l.) e dopo 3 mesi di ERT per via orale (estradio-
lo valerato 1 mg/die). Il prelievo di sangue & effettuato attraverso una linea venosa posi-
zionata nel braccio controlaterale a quello in cui viene studiata la funzione endotelia-
le. La linea venosa & posizionata 15 minuti prima dello studio della funzione endotelia-
le ed & tenuta aperta da infusione continua di soluzione fisiologica fino alla fine dello
studio. Il prelievo di sangue & eseguito al basale e alla fine di ogni studio della funzio-
ne endoteliale. | livelli plasmatici di E2 sono valutati con un Microparticle Enzyme
Immunoassay (MEIA) (MEIA) sul sistema AxSYM (Abbott Laboratories).

La funzione endoteliale & valutata con ultrasuoni ad alta risoluzione misurando i cam-
biamenti rispetto al basale del calibro dell'arteria brachiale durante iperemia reattiva.
Gli studi sulla funzione endoteliale sono condotti secondo il protocollo descritto pre-
cedentemente. In breve, tutte le pazienti sono state studiate a digiuno in un ambiente
tranquillo a temperatura controllata (22° -23° C). Gli studi della funzione endoteliale al
basale e di follow-up sono condotti alla stessa ora del giorno + 1 ora per ogni paziente.
Alle partecipanti & chiesto di evitare di bere bevande contenenti caffeina e di astener-
si dal fumo per 12 ore precedenti lo studio. A seguito di un iniziale periodo di 15 minu-
ti di riposo in cui le pazienti vengono collocate in posizione supina, le immagini dell'ar-
teria brachiale del braccio dominante sono acquisite con una macchina ad ultrasuoni
ad alta risoluzione Sonos 2500 (Hewlett Packard Sonos 2005) dotata di un trasdutto-
re linear-array a 7,5-12,5 MHz. L'arteria viene scansionata su una sezione longitudinale
di 3-5 cm sopra il gomito. Il diametro dell'arteria brachiale destra viene misurato a ripo-

so, durante iperemia reattiva, dopo un periodo di 10 minuti di riposo, e 5 minuti dopo
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la somministrazione di nitroglicerina sublinguale. Un laccio emostatico pneumatico
viene posizionato intorno all'avambraccio prossimale dell'arteria bersaglio e viene gon-
fiato fino ad una pressione di 50 mmHg sopra la pressione sistolica dei pazienti, per 5
minuti. L'iperemia reattiva viene indotta dalla deflazione improvvisa del laccio. Per
valutare la vasodilatazione endotelio-indipendente, viene somministrata nitroglicerina
sublinguale (0,4 mg) e viene registrata una quarta scansione per 5 minuti.

Analisi dell'immagine: gli studi della funzione endoteliale sono eseguiti in ogni pazien-
te dallo stesso ricercatore, che non & a conoscenza dei dati dello studio. L'analisi delle
immagini & effettuata utilizzando un programma validato. Il diametro dell'arteria bra-
chiale & misurato dall'interfaccia anteriore alla posteriore. Il diametro medio dell'arte-
ria & calcolato dai 4 cicli cardiaci sincronizzati con il picco dellonda R dell'elettrocar-
diogramma. Tutte le misurazioni sono effettuate a fine diastole. Il cambiamento di dia-
metro & espresso come la variazione percentuale rispetto al diametro basale. La varia-
bilita intra-osservatore nelle misure di diametro & di 0,38% 0,26% (range: 0,1% -1,2%),
che porta a un coefficiente di variazione del 1,26% e un coefficiente di ripetibilita dello
0,5% (21).

Dal gruppo di 162 donne consecutivamente afferenti al centro, 134 donne, di etd com-
presa dai 46 ai 72 anni (etd media 62 * 6 anni), che soddisfano i criteri dello studio, sono
state selezionate e inserite nella fase di screening dello studio. Ventotto donne non
sono state incluse nello studio in quanto non disposte ad assumere ERT (15 pazienti) o
per via di controindicazioni alla ERT (8 pazienti) o perché non soddisfano i criteri di
inclusione (5 pazienti). Un totale di 6 donne non hanno completato lo studio. Delle 6
donne che non hanno completato lo studio, 1 & stata persa al follow-up a causa di un
trasferimento in un'altra citta, 4 perché erano state cosi consigliate dal medico di base
e 1a causa di tensione mammaria. | livelli basali di ormone follicolo stimolante erano di
68,2 = 11,2 lU/L e i livelli plasmatici di 17 Bestradiol erano <30 pg/ml in tutte le donne.
Diciotto pazienti soffrivano di ipertensione arteriosa e 26 pazienti erano ipercolestero-
lemiche; tutte le donne ipertese e ipercolesterolemiche sono state trattate al fine di
raggiungere gli obiettivi terapeutici (pressione sistolica < 140 mmHg, pressione diasto-
lica < 90 mmHg, colesterolo totale <200 mg/dl, colesterolo LDL <130 mg/dI, trigliceridi
<150 mg/dl). Nove pazienti avevano diabete mellito di tipo 2, trattato con sola dieta o
in associazione con antidiabetici orali, e tutte avevano livelli di HbAic <7%. Tutte le
pazienti assumevano farmaci in grado di influenzare la funzione endoteliale, da sei mesi
o piu prima dell'inizio dello studio, e non & stato effettuato alcun cambiamento signifi-
cativo rispetto alla dose o al tipo di farmaco cardioattivo durante il periodo di studio.
Nessuna paziente assumeva integratori a base di soia o erbe. Tra le 134 PMW incluse

nello studio, 35 non avevano mai assunto ERT o HRT (“naive alla terapia con estrogeni
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esogeni”), mentre 18 avevano assunto ERT o HRT per meno di 3 mesi in passato e ave-
vano interrotto la terapia da pil di 24 mesi, e sono state classificate come “non users”,
81 pazienti avevano assunto ERT o HRT per almeno 6 mesi prima della loro inclusione
nello studio (“past hormone users”). Coloro che avevano utilizzato gli ormoni in passa-
to erano piu anziane e avevano un tempo pil lungo dalla menopausa (tabella 1).

La FMD basale totale era del 5,6 + 1,5%, con riduzione della FMD nelle donne di eta >
60 anni rispetto a coloro di etd compresa tra 50 e 59 anni (4,9 % 1,3% vs 6,6 £ 0,9%, p
<0,05). La FMD é risultata inversamente associata al tempo dalla menopausa (r = -0.67,
p <0,001) e all'eta (r = -0.43, p <0,05) nelle “non-hormone users”, mentre non & stata tro-
vata alcuna correlazione nelle “past hormone users”. Non & stata trovata alcuna corre-
lazione significativa tra la FMD e il tempo dalla menopausa o l'eta quando le “non-hor-
mone users” venivano combinate alle “past hormone users”.

Sia la somministrazione sublinguale ed orale cronica di E hanno aumentato i livelli pla-
smatici di estradiolo in tutte le donne. | livelli plasmatici di estradiolo sono aumentati
da 23,42 + 9,41 pg/ml a 624,82 + 148,65 pg/ml dopo la somministrazione acuta di estra-
diolo, e a107,4 + 44,86 pg/ml dopo la somministrazione cronica di estradiolo. L'analisi
del diametro dell'arteria brachiale al basale prima dell'iperemia reattiva non ha eviden-
ziato effetti significativi del trattamento sul diametro del vaso a riposo (Tabella 2). La
FMD aumentava in seguito alla somministrazione di E sia acuta che cronica in tutte le
donne (Tabella 2). Rispetto al basale, la somministrazione acuta con E migliorava la
FMD del 64% mentre la terapia cronica con E migliorava la FMD del 72%. Non ¢& stata
rilevata alcuna differenza significativa nel grado di miglioramento della FMD dopo tera-
pia acuta e cronica con E tra non-users e past-users. Tra le donne naive agli estrogeni
esogeni, la somministrazione di E migliorava la FMD in misura maggiore in coloro entro
5 anni dalla menopausa rispetto a coloro con piu di 5 anni dalla menopausa (Figura 1).
Tra le donne con piu di 5 anni dalla menopausa, la terapia acuta e cronica con E aumen-
tava la FMD maggiormente in coloro che avevano ricevuto ormoni in passato rispetto
alle donne naive agli estrogeni esogeni (Figura 2).

La vasodilatazione endotelio-indipendente dopo nitroglicerina sublinguale non risulta-
va influenzata dalla somministrazione acuta o cronica di E.

E' stata trovata una correlazione inversa tra il miglioramento nella FMD dopo sommini-
strazione sia acuta che cronica di E ed il tempo dalla menopausa nelle donne naive agli
estrogeni esogeni (r = 0,56 e 0,61 rispettivamente, p <0,05) ma non nelle past hormone
users. Quando le past hormone users venivano raggruppate con le naive agli estroge-
ni esogeni la correlazione scompariva (r = 0.23, p = 0,52).

Nelle donne naive agli estrogeni esogeni, I'analisi univariata ha mostrato che sia il

tempo dalla menopausa che I'eta erano predittori di disfunzione endoteliale e del suo
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miglioramento dopo la terapia con estrogeni. Nell'analisi multivariata solo il tempo dalla
menopausa risultava una variabile indipendentemente associata sia alla compromissio-
ne della funzione endoteliale che al suo miglioramento con gli estrogeni.

In tutte le donne, l'analisi univariata ha mostrato che il tempo dalla menopausa (p
<0,0002), I'eta (p <0,001), i livelli basali di estradiolo (p <0,001), il fumo di sigaretta (p
<0,002), l'uso passato di contraccettivi orali (p <0,002) e l'indice di massa corporea (p
<0,002) erano variabili associate con ridotto miglioramento indotto dagli estrogeni
della funzione endoteliale. Nelle donne naive agli estrogeni esogeni, I'analisi univariata
ha mostrato che sia il tempo dalla menopausa (p<0,0005) che I'etd (p <0,002) erano
predittori di miglioramento della funzione endoteliale dopo la terapia con estrogeni.
Nell'analisi multivariata, il tempo dalla menopausa era l'unica variabile associata in
modo indipendente con la compromissione della funzione endoteliale e il suo miglio-
ramento con gli estrogeni in tutte le donne [2,8 (3,6-1,4), p = 0,003] e nelle donne naive
agli estrogeni [3,5 (5,111,7) p <0,0001].

Dall'analisi multivariata, il tempo dalla menopausa é risultato essere un importante pre-
dittore significativo di miglioramento della funzione endoteliale dopo la terapia estro-
genica, sia in tutte le donne che nelle donne naive agli estrogeni esogeni [2,8 (3,6-1,4),
p = 0,003 e 3,5 (5,1-1,7) p <0,0001, rispettivamente]. [l tempo dalla menopausa e il miglio-
ramento della funzione endoteliale erano inversamente correlati. | dati ottenuti con il
presente progetto suggeriscono, dunque, che con l'aumento del tempo dalla menopau-

sa la funzione endoteliale si riduce.

TABELLA 1
Caratteristiche cliniche al basale dei soggetti in studio (n=134)

Donne naive agli Donne che avevano ricevuto gli
Tutte le donne . . aq
(n=134) estrogeni esogeni estrogeni in passato
(n=53) (“Past users”) (n=81)
Eta (anni) 6216 565+ 4.5 66+ 3*
Tempo dalla menopausa (anni) 13.8+ 25 5+2 16 + 4*
Indice di massa corporea (kg/m?) 262+17 25.6t1.4 2711 22
Fumo di sigaretta 12 7 5
Ipertensione 18 10 8
Ipercolesterolemia 26 1 15
Diabete 9 4 5
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Le donne naive agli estrogeni esogeni erano pili anziane e avevano un tempo pil lungo

dalla menopausa. *= P <0,05.

TABELLA 2

Effetto della somministrazione acuta e cronica di 17B estradiolo sulla funzione endoteliale nelle PMW

Diametro dell’arteria Basale Dopo somministrazione Dopo somministrazione
brachiale acuta cronica

Basal-1, mm 41+ 0.33 4N 1 0.29 412+ 0.29
I[peremia, mm 4.34%0.63 4.49 £0.62" 451t078"
FMD, % 56115 9.3106" 9.6%13"
Basal-2, mm 41 +0.38 411 0.69 4121072
Nitroglicerina, mm 4.83 1+ 0.62 4.82+ 0.59 4.83+0.56
Estradiolo 17 b (pg/ml) 23.4219.41 624.82 £148.65 107.4 £ 44.86

FMD = “flow mediated dilation”, dilatazione mediata dal flusso. | dati sono espressi come media ffl 1 DS. * = p<0,01
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Miglioramento nella FMD dopo la somministrazione acuta e cronica di estradiolo nelle donne naive agli estrogeni

esogeni

La FMD migliorava di pit nelle donne con <5 anni dalla menopausa rispetto alle donne

con > 5 anni dalla menopausa.
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FIGURA 2

Miglioramento nella FMD dopo la somministrazione acuta e cronica di estradiolo nelle donne con > 5 anni dalla
menopausa

La FMD migliorava di pili in coloro che avevano ricevuto gli estrogeni in passato rispet-

to alle donne naive agli estrogeni esogeni.

Bando Giovani Ricercatori - Ricerca Finalizzata - Ministero della Salute

The Role of Vascular Smooth Muscle Cell Mineralocorticoid Receptors in Vascular

Function and Disease - Anno 2008

E' stato studiato il ruolo del recettore mineralcorticoide (MR) nelle cellule muscolari
nella regolazione della pressione arteriosa e nel danno vascolare. Sono utilizzati, a tal
fine, approcci molecolari per lo studio dei meccanismi di regolazione genica da parte
dei recettori mineralcorticoidi nelle cellule vascolari ed impiegati modelli animali per
studiare il ruolo dei recettori mineralcorticoidi nella disfunzione vascolare e nelle
prime fasi dell'aterosclerosi. Nel modello di danno vascolare, il trattamento con aldo-
sterone (ligando principale di MR) determina un aumento dell'ispessimento vascolare
e della proliferazione delle cellule muscolari lisce, mentre gli antagonisti di MR riduco-
no tali effetti. Cid dimostra il ruolo di MR nel promuovere il danno vascolare. Peraltro

& stato recentemente sviluppato un modello murino knock out per MR limitatamente
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alle cellule vascolari lisce. Tale modello & risultato protetto dagli effetti negativi dell'al-
dosterone sull'ispessimento vascolare, rispetto ai topi di controllo, dopo danno indot-
to da catetere metallico a livello dell'arteria carotide. Peraltro, all'eta di tre mesi, tali
topi mostrano livelli pressori significativamente pili bassi rispetto ai topi di controllo,
aprendo nuove interessanti prospettive terapeutiche per il trattamento dell'ipertensio-

ne arteriosa.

The role of endothelial mineralocorticoid receptors in vascular inflammation and

atherosclerosis - Anno 2009

Il progetto & stato avviato nel mese di Dicembre 2011

A new cardiopulmonary by-pass system that minimizes haemodilution, haemolysis
and systemic inflammation. effects on organ damage and surgical outcome - Anno
2009

Lo scopo del presente progetto di ricerca é triplice:

1. confermare i risultati del precedente studio in uno studio multicentrico condotto su
un numero maggiore di pazienti sottoposti a un ampio spettro di operazioni cardia-
che a cuore aperto,

2. valutare gli effetti dell'uso di EVADO sulla morbilita e la mortalita chirurgica, cosi
come su una serie di indicatori di efficienza costi-efficacia,

3. condurre indagini di laboratorio volte a discernere i principali meccanismi biologici
potenzialmente responsabili degli effetti benefici del sistema:

- valutazione degli effetti sul processo di coagulazione
- valutazione degli effetti sull'attivazione infiammatoria

Il Progetto & stato avviato nel mese di Dicembre 2011
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AREA DI RICERCA NEUROMOTORIA

Ricerca Finalizzata 2008

Valutazione e trattamento finalizzato al reinserimento lavorativo del disabile neuro-

logico in eta lavorativa in fase post-acuta

Il presente studio osservazionale ha lo scopo di individuare quali sono i fattori
ricorrenti in fase post-acuta che impediscono il ritorno al lavoro, attraverso la
valutazione di pazienti che non riprendono a lavorare nei sei mesi successivi la
dimissione.

Obiettivo finale & quello di individuare un programma riabilitativo mirato al rein-

serimento lavorativo e sociale con particolare attenzione all'attivitd in Terapia

Occupazionale, tale da consentire la realizzazione di un percorso di riqualifica-

zione professionale che faciliti la ripresa del lavoro anche in presenza di impor-

tanti limitazioni funzionali.

Sono stati raggiunti due obiettivi primari:

- Definizione di appropriati sistemi di valutazione delle limitazioni delle attivita e
di verifica dell'outcome, con particolare riferimento alle problematiche del
ritorno al lavoro.

« Definizione delle modalita per raggiungere |'ottimizzazione delle capacita resi-
due delle persone afferenti alla Riabilitazione Neuromotoria dell'lRCCS San
Raffaele Pisana mirata anche al possibile reinserimento lavorativo.

E in fase di completamento il terzo obiettivo primario:

- La verifica nel follow-up delle persone reclutate all'ingresso con attivita anco-
ra lavorativa presente al fine di ottenere il dato di quante persone riprendono
il lavoro e individuarne le cause che ne impediscono la ripresa.

Nel corso del 2011 sono stati inclusi nel progetto 51 pazienti con i seguenti crite-

ri di inclusione:

- Menomazione e disabilitd causata da cerebrolesione dipendente da ictus cere-
brale, malformazione vascolare operata e non o forme espansive cerebrali di
natura benigna;

- eta compresa tra 18 e 65 anni;

- svolgimento di un'attivita lavorativa nel periodo dell'evento lesivo.
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Bando Giovani Ricercatori - Ricerca Finalizzata - Ministero della Salute

La riabilitazione con una stimolazione audio-video a 10 Hz modula i ritmi cerebrali e
migliora le prestazioni cognitive e motorie in pazienti neurologici? Verso una appli-

cazione clinica basata sull'utilizzo di Internet a casa da parte dei pazienti

Il progetto ha durata triennale e coinvolge tre unita operative:

- IRCSS San Raffaele Pisana

- Universita di Foggia

- Associazione Fatebenefratelli per la Ricerca di Roma.

L'obiettivo del progetto & quello di verificare se una riabilitazione a “10 Hz" (stimolazio-
ne audio-video a 10 Hz) sia in grado di modulare i ritmi elettroencefalografici (EEG) alfa
(812 Hz) e migliorare le prestazioni cognitive e motorie in soggetti con malattia di
Alzheimer (AD), con decadimento cognitivo lieve (MCI) e con deficit motori. Vengono
reclutati 30 soggetti MCI, 30 pazienti AD, 30 pazienti con stroke e 30 soggetti anziani
sani come gruppo di controllo. Ciascun gruppo & suddiviso in due omogenei sottogrup-
pi (“10 Hz", placebo). | dati EEG vengono registrati durante I'esecuzione di un compito
cognitivo-motorio (paradigma di Posner) prima e dopo la riabilitazione a “10 Hz" o il pla-
cebo. Il segnale EEG (0.3-70 Hz, frequenza campionamento 256 Hz) & raccolto da 19
elettrodi posizionati sullo scalpo secondo il Sistema Internazionale 10-20. Il movimen-
to degli occhi viene registrato con l'elettroculogramma (EOG). Per un mese i soggetti
verranno sottoposti giornalmente (20 minuti) alla riabilitazione a “10 Hz” (stimolazione
audio-video a 10 Hz) o al placebo (stimolazione audio-video a 15 Hz). La stimolazione
audio-video a 10 Hz consiste nel cambiamento di luminanza del monitor del computer
(da nero a bianco) sincronizzato con un impulso sonoro a 2000 Hz della durata di 67
ms. Un software, realizzato presso I'lRCCS San Raffaele Pisana permette l'individuazio-
ne delle epoche EEG con artefatti oculari, muscolari, e di altro tipo. L'analisi spettrale
con FFT (tecnica di Welch, finestra di Hanning) permette il calcolo dello spettro di den-
sitd di potenza dei ritmi EEG con risoluzione di 0.5 Hz. Vengono prese in esame due
sottobande alfa: alfa basso (circa 8-10 Hz) e alfa alto (circa 10- 12 Hz) La tecnica chia-
mata LORETA viene utilizzata per l'analisi delle sorgenti corticali EEG alfa. LANOVA
(analisi della varianza) permette di valutare se la stimolazione audio-video a 10 Hz & in
grado di modulare i ritmi cerebrali alfa e migliora le prestazioni cognitive e motorie in
pazienti neurologici. Nel caso in cui le ipotesi sperimentali verranno confermate, si
potra applicare la stimolazione audio-video a 10 Hz per migliorare le prestazioni cogni-
tive e motorie di pazienti neurologici in tutti i siti del Sistema Sanitario Nazionale.

Grazie alla tecnologia a basso costo e di semplice utilizzo, i parenti dei pazienti potran-
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no somministrare il protocollo riabilitativo direttamente a casa e aggiornare via inter-
net l'unita clinica di riferimento con i risultati della sessione di riabilitazione. Poiché la
malattia di Alzheimer rappresenta il disagio neurologico pili comune nella popolazione
anziana (il 60% delle demenze) e gli anziani rappresentano la parte di popolazione che
cresce piu rapidamente, questo tipo di procedura risulterebbe economicamente van-
taggioso per il Sistema Sanitario Nazionale poiché ritarderebbe i tempi di ospedalizza-
zione dei pazienti con disordini neurologici oltre a non prevedere I'impiego di persona-
le ospedaliero per la sua somministrazione.

Nell'anno 201 si & ottenuta I'approvazione del Comitato Etico dell'IRCCS San Raffaele
Pisana; si & sviluppato il software per il paradigma di Posner e per la riabilitazione a “10
Hz" (stimolazione audio-video a 10 Hz) e il placebo (stimolazione audio-video a 15 Hz).
Sono state effettuate registrazioni di prova su un gruppo di soggetti giovani durante il
paradigma di Posner e durante la stimolazione audio-video a 10 Hz e 15 Hz. | risultati
ottenuti suggeriscono la possibilita di eseguire registrazioni EEG di buona qualita.
Infine sono state effettuate riunioni con i primari dell'lRCCS San Raffaele Pisana per il

reclutamento dei soggetti con stroke.
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AREA DI RICERCA PARKINSON E DISTURBI
DEL MOVIMENTO

Fattori predittivi nello sviluppo della malattia di Parkinson: analisi della variabilita

dell'intervallo cardiaco R-R in familiari di pazienti affetti

La Malattia di Parkinson (PD) & un disordine neurodegenerativo caratterizzato dalla
degenerazione dei neuroni dopaminergici nella sostanza nera compatta (SNc) associa-
ta a inclusioni proteiche intracellulari o corpi di Lewy. 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 encefalico, il midollo spinale, il sistema nervo-
so autonomico periferico. Inoltre studi neuropatologici suggeriscono che la degenera-
zione del sistema nervoso autonomico periferico che coinvolge il cuore sia anteceden-
te 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 allECG & un fattore di rischio o addirit-
tura una precoce manifestazione della Malattia di Parkinson e potrebbe rappresenta-
re un semplice economico strumento di screening che potrebbe essere applicato alla
popolazione generale per determinare un eventuale rischio di sviluppare la Malattia di
Parkinson.

Lo studio si propone di verificare:

1) Se i familiari di primo grado dei pazienti con PD (che hanno un piu alto rischio di svi-
luppare la malattia) hanno una ridotta variabilita dell'intervallo R-R rispetto al grup-
po di controllo.

2) Se la variabilita della frequenza cardiaca & ridotta nei familiari di un sottogruppo 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 ridot-

ta variabilita della frequenza cardiaca; b) familiari di primo grado aventi una normale

variabilita della frequenza cardiaca e c) gruppi di controllo correlati per sesso ed eta.

Queste tre coorti saranno utilizzate per successivi studi a lungo termine per determi-

nare se vi & un maggiore rischio di sviluppare le classiche manifestazioni motorie del

PD in coloro che presentino una variabilita nulla o ridotta nell'intervallo R-R.

In questo studio, viene effettuato un elettrocardiogramma di routine con misurazione
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della variabilita dell'intervallo R-R su un gruppo di 2000 familiari di primo grado di
pazienti con PD e su un gruppo di controllo correlato per eta e sesso.

Questo tipo di ricerca pud rivoluzionare il modo di diagnosticare e trattare i pazienti
con PD, nonché portare ad una prevenzione secondaria qualora diventino disponibili
farmaci in grado di modificare il decorso di malattia.

Nel corso del primo anno si sono finalizzate le modalita di esecuzione dello studio e si

sono raccolti dati ed ECG relativi a 22 partecipanti fra casi e controlli.
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AREA DI RICERCA NEUROMOTORIA

Unita Operativa del progetto: Nuove conoscenze e problematiche assistenziali nel-
lictus cerebrale: un programma strategico di ricerca e sviluppo.

La presa in carico delle persone con ictus cerebrale: implementazione dei percorsi di
cura integrati e degli strumenti di gestione. Obiettivo 2 dal titolo: Il percorso riabili-

tativo dopo ictus cerebri: sperimentazione ragionata della continuita terapeutica

Sono stati presi in esame i dati di cinque centri che hanno contribuito alla raccolta dei
dati nella Regione Emilia e Romagna per i percorsi assistenziali in fase acuta. Sono state
incluse le strutture che hanno raccolto un numero di persone significativo identificato
in piu di 50. Sono stati raccolti i dati di 2001 persone. Emerge una disomogeneita
importante nella sede di ricovero: un Ospedale ricovera i pazienti quasi esclusivamen-
te in un reparto di Geriatria, due Ospedali ricoverano in stroke unit, altri 2 ospedali uti-
lizzano prevalentemente la Neurologia come Unita Operativa di ricovero in acuto (uno
per il 59% e l'altro per il 80%). Vi & poi una significativa disomogeneita nelle etd medie
(range 68,1-83,6 anni) ed anche la gravitd clinica valutata con la classificazione di
Bamford (TACI, PACI, LACI, POCI) evidenzia incidenze delle varie sindromi significati-
vamente diverse nei vari ospedali e con le scale per le capacita di controllo del tronco
(Trunk Control Test) e delle Attivita di vita quotidiana (ADL - Barthel Index) mostrano
differenze significative nelle loro mediane tra i vari ospedali. Questi 4 elementi (et3,
sindromi cliniche, controllo del tronco e ADL) con le loro differenze significative stati-
sticamente tra i pazienti che accedono ai 4 ospedali testimoniano una forte selezione
di ingresso nei reparti di afflusso in emergenza.
Anche gli indicatori di percorso utilizzati mostrano forti disomogeneita di comporta-
mento e quindi di organizzazione nei 5 ospedali. La distanza tra ingresso in ospedale e
presa in carico da parte del team riabilitativo ugualmente ¢& significativamente disomo-
genea (range 2,3-5,0 giorni) ed anche la lunghezza della degenza in acuto (LOS) & signi-
ficativamente disomogenea (range 1,6-16,9 giorni).
In conclusione dai dati emerge |'utilita del protocollo di valutazione adottato che pud
dare suggerimenti di approccio clinico ed organizzativo importanti:
« Omogeneizzare i criteri clinici di ricovero nei reparti per acuti per le persone con ictus;
« Implementare la precocita della presa in carico riabilitativa in fase acuta da parte del team
Riabilitativo;
« Individuare anche come obiettivo aziendale la riduzione dei tempi medi di degenza

nelle strutture per acuti che accolgono le persone con ictus.
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AREA DI RICERCA PARKINSON E DISTURBI
DEL MOVIMENTO

Istituto Nazionale per I'Assicurazione contro gli Infortuni sul Lavoro (INAIL)- Bando
2010

Studio del ruolo dell’'ambiente lavorativo nella patogenesi del Morbo di Parkinson

Il Progetto & stato approvato e le attivita avranno inizio nel mese di Gennaio 2012.

Malattie Rare
Casi di Paralisi Sopranucleare Progressiva (PSP)

Lo studio si propone di analizzare clinicamente una casistica di 40 pazienti affetti da
PSP, dedicando particolare attenzione all'analisi dei sintomi “non motori” grazie alla
Non Motor Symptoms Scale, al Non Motor Symptons Questionnaire e alla PSP Scale.
Sono stati inclusi nella valutazione tutti i pazienti con diagnosi di probabile di 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.

La PSP & una rara patologia neuro-degenerativa a carattere cronico-progressivo. Si col-
loca nella famiglia delle malattie “Parkinsoniane”, in quanto la maggiore caratterizzazio-
ne clinica & quella dei sintomi extrapiramidali comuni alla malattia di Parkinson. | sinto-
mi sono perd prevalentemente assiali, e si associano ad instabilitd posturale, sintomi
bulbari, paralisi dei movimenti di sguardo, disturbo delle funzioni esecutive.
L'andamento della malattia & generalmente piuttosto rapido e con progressivo coinvol-
gimento di piu organi e sistemi. La prevalenza della PSP & di 5-6 casi su 100.000 sulla
popolazione generale, 'eta tipica di esordio & tra i 50 ed i 65 anni, con un range tra i 40
e gli 80. | sintomi iniziali spesso sono molto simili a quelli della malattia di Parkinson, ed
& molto comune una erronea diagnosi con sottostima della patologia. Il reperto clinico
piu caratteristico & quello della paralisi sopranucleare dei movimenti di sguardo,
soprattutto verticali, e delle precoci cadute a terra “sine causa”. Non sempre all'esor-
dio, ma sicuramente nel corso della malattia, i pazienti affetti da PSP sviluppano un
grave disturbo dell'eloquio e della deglutizione. Questi problemi sono legati al danno
neuronale a carico del tronco dell'encefalo e alla successiva degenerazione delle con-

nessioni con i gangli della base e la corteccia.

231



IRCCS San Raffaele Pisana ANNUAL REPORT 2011

Vengono riconosciute tre varianti di PSP:

1. PSP-P o PSP-parkinsonismo: pazienti con una sindrome bradicinetica asimmetrica,
talora con associata distonia che all'inizio della malattia presentano una relativa
risposta alla levodopa.

2. Richardson's Sindrome: forma classica in cui oltre al parkinsonismo si associano
disturbi della motilita oculare, disartria e disfagia.

3. Pure Akinesia with gait freezing (PAGF) : rara forma di PSP caratterizzata solo da
difficolta nell'iniziare il movimento o nel girarsi, talora con associate micrografia e
apofonia. Tali sintomi possono essere presenti per 4 o 5 anni prima che gli altri segni
di malattia compaiano.

Scopo di questo progetto é:

- analizzare la frequenza e la tipologia dei sintomi non-motori (con particolare riguardo
all'aspetto cognitivo e della depressione) presenti nella popolazione di paziente
affetti da PSP, mediante I'utilizzo di scale di valutazione e questionari;

- condurre una valutazione clinica dei pazienti, verificando la frequenza dei vari sotto-
tipi nella popolazione osservata;

Da un punto di vista clinico, la valutazione & effettuata tramite la somministrazione

della “Progressive Supreanuclear Palsy Rating Scale and Staging System”. Questa scala

prevede la valutazione di tutti gli aspetti della malattia (anamnesi, esame mentale, bul-
bare, movimenti oculari, motricita segmentale, deambulazione. Range 0-100) e una sta-

diazione riassuntiva (range 1-5). | dati sono riassunti nella tabella 1.

Da un punto di vista neuropsicologico la valutazione & effettuata attraverso la sommi-

nistrazione del test cognitivo Montreal Cognitive Assessment (MoCA) e della scala di

Hamilton per la depressione.

Il Moca & un test che valuta le seguenti funzioni cognitive: esecutivo-spaziale (5 punti);

linguaggio (6 punti); memoria (5 punti); attenzione (6 punti); astrazione (2 punti); orien-

tamento (6 punti). Prevede la correzione per scolarita (1 punto se <12 anni). Il massimo
punteggio possibile & 30. Un punteggio uguale o superiore a 26 & considerato norma-
le.

La Scala di Hamilton della Depressione (HAM-D) & stata ideata da Max Hamilton nel

1960 e destinata a valutazioni di tipo quantitativo in pazienti con un disturbo depressi-

vo. La scala contiene 17 variabili, ciascuna da valutare in scale a 3 o 5 punti. Viene com-

pilata alla fine di un'intervista non strutturata e il valore della Scala & determinato dalla
somma dei punti delle singole variabili. Una persona non sofferente di depressione
totalizza un punteggio pari a 5-6. Un punteggio di 16-18 indica la presenza di un distur-

bo depressivo che necessita gia di una terapia antidepressiva. | pazienti raramente
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totalizzano un punteggio superiore a 35 e un punteggio di 30 & indicativo di un grave
stato patologico.

Nel corso dello studio, sono stati complessivamente sottoposti a valutazione 28
pazienti ricoverati nel reparto di riabilitazione neuromotoria negli anni 2010-201: di
questi, in 20 pazienti & stata confermata la diagnosi di possibile PSP e completata la
valutazione testistica; per 4 soggetti a causa dell'importante deficit cognitivo presente
& stato possibile effettuare solo la PSP-scale; per gli altri 4 & stata invece modificata la
diagnosi di accettazione da PSP in Degenerazione cortico-basale.

Gli studi effettuati hanno evidenziato delle caratteristiche omogenee, con un'eta di
malattia compresa tra 2,77 e 3,36, uguale distribuzione tra i sessi e conferma dell'eta di
esordio della PSP tra 50-65 anni. Dalla osservazione clinica mediante la PSP Scale &
stata confermata la suddivisione della popolazione osservata in sottotipi: PSP classica
(11 pazienti) e PSP-P (9 pazienti) con una frequenza approssimativa del 50%. Non sono
stati osservati pazienti con PAGF, probabilmente per il ritardo con cui i pazienti sono
inviati a visita specialistica e diagnosticati.

Dai risultati emersi attraverso I'esecuzione del MOCA, le aree maggiormente compro-
messe risultano essere quelle della memoria differita (19/20 pazienti), quella del lin-
guaggio con particolare riguardo alla fluenza verbale (17/20 pazienti) e quella visuo-spa-
ziale/esecutiva (16/20 pazienti). L'estrema lentezza nell'elaborazione delle informazio-
ni e il marcato deficit delle funzioni esecutive e visuospaziali trovano conferma in let-
teratura e si conferma dato distintivo del tipo di deterioramento cognitivo caratteristi-
co della PSP.

Dai risultati analizzati nella scala Hamilton per la depressione non emerge differenza
nelle due sottopopolazioni studiate (PSP P media 13,22; PSP Classica media 12,09). In
conclusione si pud affermare che tutti i pazienti sono risultati affetti da una depressio-
ne di lieve entita. Inoltre i pazienti affetti da PSP risultano maggiormente apatici e tri-
sti rispetto ai pazienti parkinsoniani che appaiono pil ansiosi e affetti da depressione
pil grave.

La frequenza dei sintomi non motori (Grafico 1 e 2) effettuata mediante il questiona-
rio dei NMS non ha mostrato differenze sostanziali tra i due gruppi per la maggior
parte dei sintomi presi in considerazione. | pazienti con PSP classica hanno mostrato
una prevalenza di sintomi quali scialorrea, disfagia, stipsi e tristezza. Tutti i pazienti
(11/1) hanno riportato cadute al contrario del gruppo con PSP-P in cui le cadute sono
state riportate solo da 5 pazienti. La frequenza dei sintomi non motori osservati diffe-
risce invece sostanzialmente da quelli riportati da pazienti con Malattia di Parkinson

idiopatica (riportati in letteratura) che lamentano pil frequentemente iposmia, sogni
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vividi e sonnolenza diurna, ansia e depressione, stipsi e disfunzione erettile.

La gravita dei sintomi non motori (Tabella 2 e 3), ha mostrato le seguenti differenze: nei
domini attenzione/memoria, gastrointestinale e sonno/affaticamento la gravita dei sin-
tomi osservati & risultata di gran lunga maggiore nel gruppo con PSP Classica. Nel

dominio cardiovascolare/cadute la gravita dei sintomi osservati & risultata invece piu

evidente nella PSP P.

TABELLA 1
Caratteristiche Cliniche dei Pazienti

DOB SEX DD ::re s':::e DEP MOCA NMSS RMN
Pazienti PSP CLASSICA

1 1939 M 2007 58 5 17 10 82 Sl

2 1938 F 2005 4 3 20 5 84 NO
3 1935 M 2006 34 2 19 25 142 Sl
4 1935 M 2005 35 3 8 16 140 Sl

5 1944 M 2002 34 3 8 23 26 NO
6 1934 F 2003 55 5 12 21 36 Sl
7 1926 F 2008 40 3 8 12 9 Sl
8 1945 M 201 34 2 8 26 59 Sl
9 1930 F 201 49 5 10 17 96 Sl
10 1938 M 2003 44 4 12 16 18 Sl
n 1940 M 2006 35 2 il 24 106 Sl

Pazienti PSP-P

12 1951 M 2007 38 2 21 15 né Sl
13 1943 F 201 37 3 14 21 104 Sl
14 1946 F 2010 12 2 14 26 76 Sl
15 1937 M 2005 23 2 23 67 N
16 1939 F 201 21 3 8 14 28 Sl
17 1926 F 2008 24 3 14 15 22 Sl
18 1935 F 2008 53 5 24 n 131 Sl
19 1941 F 2009 25 4 12 26 27 Sl
20 1940 M 2010 12 1 4 25 40 Sl
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TABELLA 2
Risultati della Scala dei NMS nella PSP CLASSICA

Sl S i l:.erc.ezi"."el il Lo o o T e I e &
cadute |affaticamento|cognizione| allucinazion e ia sessuali
111939 | M o 15 27 o 12 9 2 9 8
211938 | F 8 10 26 o 14 6 14 o 6
311935 | M o 20 46 12 36 18 9 o 1
4 11935 | M 12 26 17 8 15 22 24 14 12
511944 | M o 1 12 o o 10 1 ¢} 6
611934 | F o 12 4 12 o 5 1 o 2
7 11926 | F 8 12 10 8 15 18 12 o 8
8 | 1945 | M o o 6 ¢} o 9 24 20 o
9 |1930 | F o 5 3 4 22 16 36 o o
10 [ 1938 | M o 36 21 o 13 12 27 o 9
11940 | M o 9 44 o 12 14 3 24 o
Media 2.54 13,27 19,63 4 12,63 12,63 13,90 6,09 | 4,72
TABELLA 3
Risultati della scala dei NMS nella PSP-P
cardiovasc/ | Sonno/ Umore/ I:Ierc'ezio.ne/ Attenzione/| .\ .\ stinale | Vie urinarie| T | varie
cadute |affaticamento | cognizione ione ia sessuali
12| 1951 | M o o 52 o 16 o 36 12 o
13| 1943 | F 8 24 12 12 24 10 o o 14
14| 1946 | F o 17 20 8 1 4 12 13 1
15| 1937 | M 12 4 1 8 1 6 13 12 10
16| 1939 | F o o o o 2 2 20 o 4
17 | 1926 F 1 4 4 o 4 8 1 o o
18| 1935 | F 24 o 49 1 15 24 o o 18
19 | 1941 F 8 9 8 o 1 ¢} 9 o (¢}
20| 1940 | M 3 4 4 o 1 12 16 o o
Media 6.22 6.88 16.66 3.22 7.22 7.33 11.88 4n | 5.22
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AREA DI RICERCA CEFALEA E DOLORE NEUROPATICO

Ricerca indipendente con sponsorizzazione

Studio epidemiologico sul dolore neuropatico in Italia (NeuP-Italy). Prevalenza e
caratteristiche del dolore neuropatico nella neuropatia diabetica, neuropatie trau-
matiche e post chirurgiche, sclerosi multipla e ictus - Centro Coordinatore:

Dipartimento di Scienze Neurologiche - Universita degli Studi di Roma “La Sapienza”

Il gruppo neuroscienze e dolore della Societa Italiana di Neurologia ha promosso uno
studio osservazionale di rilevazione di prevalenza del dolore neuropatico in quattro
patologie neurologiche: neuropatia diabetica, neuropatia focale (post-traumatica e
postchirurgica), stroke e sclerosi multipla.

Sono stati coinvolti 24 centri, selezionati in base alla riconosciuta esperienza e compe-
tenza nelle patologie oggetto di studio e nel dolore neuropatico.

L'obiettivo dello studio & stimare la prevalenza di dolore neuropatico nei pazienti con
neuropatia diabetica, neuropatia focale (plessopatia post-traumatica), stroke e sclero-
si multipla e definire le caratteristiche qualitative del dolore, attraverso I'utilizzo di que-
stionari specifici.

L'obiettivo secondario consiste nell'individuare possibili fattori di rischio nello sviluppo
di dolore neuropatico nelle quattro patologie indicate.

Le informazioni di prevalenza e caratteristiche di dolore neuropatico in corso di neu-
ropatia diabetica, neuropatia focale (post-traumatica e postchirurgica), stroke e scle-
rosi multipla sono molto scarse. | principali studi epidemiologici si sono dedicati al
dolore in corso di neuropatia diabetica (Veves et al., 2008) e sclerosi multipla (Solaro
et al., 2004). Pochi sono invece i dati relativi alla prevalenza di dolore neuropatico
associato a stroke (Andersen et al., 1995) e a neuropatia focale traumatica o postchirur-
gica (Macrae , 2001). Negli studi presenti in letteratura la diagnosi di dolore neuropati-
co non ¢ stata fatta utilizzando strumenti specifici e spesso non sono stati riportati i
criteri utilizzati per escludere il dolore non neuropatico. Inoltre, il dolore neuropatico
non & stato scomposto nella sue diverse manifestazioni qualitative (dolore spontaneo
o provocato) né sono state unanimemente individuate variabili cliniche (et3, sesso,
durata di malattia, etc.) associate ad un maggiore o minore rischio di sviluppo di dolo-
re neuropatico nelle quattro patologie in oggetto.

La diagnosi e la valutazione delle diverse caratteristiche qualitative di dolore neuropa-

tico si fondano su questionari specificamente ideati per questi scopi. | questionari
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attualmente piu utilizzati e gia validati in italiano sono il DN4 e il Neuropathic Pain
Symptom Inventory (NPSI). Il DN4 & un questionario somministrato dal medico che
include 10 diversi item ricavati sia dall'intervista al paziente sia dalla visita clinica.
L'NPSI & un questionario autosomministrato che include 12 item, che hanno il compito
di definire le caratteristiche qualitative del dolore neuropatico. E' noto, infatti, che il
dolore neuropatico si manifesta secondo diverse caratteristiche qualitative. Il dolore
pud essere spontaneo o provocato, e a loro volta queste due forme possono manife-
starsi secondo diverse caratteristiche.

Ogni centro coinvolto si dedica ad una sola patologia. Lo studio prevede l'arruclamen-
to consecutivo di pazienti con diagnosi di neuropatia diabetica, neuropatia focale
(post-traumatica e postchirurgica), stroke e sclerosi multipla. La diagnosi viene formu-
lata dal neurologo sulla base dei dati relativi alla visita clinica e agli esami strumentali
giudicati opportuni nel singolo paziente. Deve essere poi individuata la presenza di
dolore attraverso la variabile dicotomica SI/NO. Se presente si deve acquisire una
misura di intensitd di dolore nelle ultime 24 ore, attraverso I'NRS (numerical rating
scale, O - nessun dolore, 10 - il dolore pil forte immaginabile).

Successivamente il dolore deve essere distinto in neuropatico o nocicettivo attraverso
il DN4 che deve essere somministrato nel contesto della visita clinica. Nel caso in cui
il punteggio del DN4 sia uguale o superiore a 4 (punteggio che indica la presenza di
dolore neuropatico), allora il paziente compila I'NPSI.

Il dolore nocicettivo deve poi essere definito entro opportune categorie (articolare,
vascolare, etc.).

Viene analizzata la prevalenza del dolore neuropatico e le diverse caratteristiche qua-
litative del dolore. Per ogni patologia vengono poi individuati particolari variabili (eta,
sesso, durata di malattia, severitd di malattia) da correlare alla comparsa, intensita e
caratteristiche qualitative di dolore neuropatico.

Dal mese di maggio allIRCCS San Raffaele Pisana sono stati screenati 90 pazienti

affetti da ictus cerebrale e ne sono stati arruolati 43.
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AREA DI RICERCA CARDIOVASCOLARE

Unita Operativa del progetto: La telesorveglianza nella gestione dello scompenso

cardiaco sul territorio

Lo scompenso cardiaco & una sindrome a crescente impatto epidemiologico ed & la causa pil

frequente di disabilita. Nonostante i progressi della farmacologia, il peso sociale e personale

della malattia & ancora elevato, caratterizzato da sintomi invalidanti, frequenti ospedalizzazio-

ni, ridotta tolleranza allo sforzo, grave deterioramento della qualita di vita ed elevati tassi di

mortalita. Pertanto si rende necessario un intervento integrato multidimensionale per garan-

tire una stabilita clinica pit adeguata e persistente, per ridurre le riospedalizzazioni e limitare

i costi gestionali della malattia. Il progetto si prefigge di sviluppare un modello gestionale mul-

tidimensionale integrato per la cura globale e la continuitd assistenziale del paziente con

scompenso cardiaco cronico, attraverso l'applicazione di programmi strutturati e di sistemi
avanzati e diversificati di telesorveglianza, gestiti congiuntamente in ambito ospedaliero e ter-
ritoriale.

Inoltre, il progetto si prefigge di:

- sviluppare una strategia globale di cura e continuita assistenziale per il paziente con scom-
penso cardiaco cronico;

- realizzare un programma multifattoriale integrato e flessibile di continuita assistenziale attra-
verso un collegamento organizzato ed efficiente tra ospedale e territorio con percorsi e
controlli programmati;

- realizzare una rete di servizi telematici differenziati (telemonitoraggio cardiorespiratorio
domiciliare, telenursing, telecounseling, teletraining);

- identificare nuovi algoritmi di stratificazione prognostica ;

- definire gli indicatori di risultato pil appropriati, con particolare riferimento al recupero cli-
nico e funzionale e alla prevenzione delle disabilita e riospedalizzazioni;

- stabilire un sistema di indicatori di processo utile a valutare il reale grado di implementazio-
ne del modello si a livello ospedaliero, che territoriale;

- realizzare proposte formative specifiche per operatori sanitari, medici di medicina generale
e operatori dei servizi domiciliari orientate alla corretta ed efficiente applicazione dei pro-
grammi e dei percorsi e degli strumenti di telesorveglianza adottati nel modello gestionale.

Sono stati arruolati 44 pazienti ed i dati basali sono riportati nella tabella 1.

Il protocollo prevede, dopo la fase di ottimizzazione della terapia farmacologica ed

impostazione del training fisico in regime ospedaliero, la fase di telesorveglianza al domicilio,

dove oltre al follow-up strutturato viene eseguito, supervisionato per via telematica un rialle-
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namento all'esercizio fisico, attraverso training con cicloergometro ed esercizi callistenici,
secondo il protocollo definito.

A ciascun paziente & stato consegnato per il periodo dello studio un cicloergometro profes-
sionale ed un ECG recorder monotraccia (cCard gGuard).

Si prevede di raggiungere l'arruolamento di 50 pazienti nel braccio di tele-sorveglianza.

TABELLA1
Popolazione di studio (n=39)

Etd media 74t 6
Femmine 19
BMI 26,8+ 4,6
Eziologia dello scompenso:

- Ischemica 19

- valvolare 10

- ipertensiva 6

- idiopatica 3

- alcolica 1
Epoca comparsa sintomi:

- > 48 mesi 39

N. pazienti con defibrillatore 1

N. pazienti con pacemaker bi ventricolare 8
Comorbidita:

- Broncopneumopatia cronica ostruttiva 10

- Diabete 10

- Insufficienza renale cronica 8

- Patologie neurologiche 2
Classe NYHA

-l 23
-1l 16
LVEF (%) 34139
Walking test (metri) 324t 27
Picco di VO2 (ml/Kg/min) 10.2+ 4.6
Ve/VCO2 31£5
WATT 650 10
PAS (mm Hg) 133 £ 20
PAD (mm Hg) 84+8
Terapia (n. pazienti):

- Beta-Bloccante 36

- Ace-Inibitore/satanico 37

- Diuretico (Furosemide) 35

- Antialdosteronico 15

- Statine 27

- Antiaggreganti 25

- Anticoagulante 14

- Antiaritmico 13

- Nitrati 4

240



ANNUAL REPORT 2011 IRCCS San Raffaele Pisana

Ministero degli Affari Esteri Bando Italia- USA

The role of endothelial nineralocorticoid receptors in vascular inflammation and

atherosclerosis

Fondazioni Bancarie
Fondazione Roma

Type 2 Diabetes Mellitus: Role of Inflammation and Innate Immunity in The
Pathogenesis of Endothelial Dysfunction and Atherosclerosis

Nell'ambito del progetto triennale finanziato dalla Fondazione Roma dal titolo “Type 2
Diabetes Mellitus: Role of Inflammation and Innate Immunity in The Pathogenesis of
Endothelial Dysfunction and Atherosclerosis”. Il Laboratorio di Immunologia
Molecolare e Cellulare ha partecipato quale Unita Operativa svolgendo il primo anno
di attivita dello studio del ruolo dei recettori Toll like 2 e 4 nel processo infiammatorio
alla base dello sviluppo di vascolatura collaterale. Tale processo rappresenta un mec-
canismo di compenso fisiologico in risposta alla stenosi od occlusione arteriosa che
permette il recupero della perfusione tissutale a valle del sito di stenosi od occlusio-
ne. Lo sviluppo di vascolatura collaterale o risposta collaterale avviene come conse-
guenza dell'istaurarsi di un processo infiammatorio che vede protagoniste cellule del
sistema immune innato (monociti macrofagi e cellule natural killer) e dei linfociti T.

Lo studio intende valutare il coinvolgimento dei recettori Toll-like (TLR) durante I'atti-
vazione in particolare delle cellule dellimmunita innata che svolgono un ruolo essen-
ziale quali effettori del rimodellamento della matrice extracellulare e vascolare alla
base della risposta collaterale all'ischemia. Il progetto si avvale dell'utilizzo del model-

lo murino di legatura chirurgica dell'arteria femorale.
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Comunita Europea

7° Programma Quadro

SICA: Studio della valutazione delle co-morbidita’ determinanti un peggioramento
dello Scompenso Cardiaco

Lo scompenso cardiaco cronico (CHF) rappresenta una delle principali cause di
morbilitad e mortalita. | pazienti affetti da CHF presentano numerose co-morbidita,
quali diabete, obesita, ipertensione arteriosa, dislipidemia ed alterazioni del meta-
bolismo glucidico. Inoltre, soprattutto negli stadi avanzati della malattia i pazienti
con CHF possono sviluppare cachessia, che rappresenta un fattore prognostico
infausto.

Lo scopo di questo progetto consiste nella descrizione dettagliata dei pazienti con
CHF e le sopramenzionate co-morbidita al fine di identificare nuove strategie tera-
peutiche e migliorare gli outcome di morbidita e mortalita di questi pazienti.

Il progetto SICA-HF, articolato in 16 progetti di ricerca clinici e pre-clinici
(WorkPackages [WPs]), intende valutare l'impatto che queste co-morbidita determi-
nano nei pazienti con CHF, a livello clinico, vascolare, cellulare e molecolare.

Lo studio fa parte di un grande progetto collaborativo che coinvolge la Comunita’
Europea e la Russia (totale 11 centri oltre il coordinatore) ed ha ricevuto un finanzia-
mento dalla Comunita' Europea nell'ambito del “7th Framework Programme”.

Lo studio, prospettico, multicentrico, multinazionale, longitudinale, ha come obietti-
vo il reclutamento di 1.600 pazienti con scompenso cardiaco a causa di varie eziolo-
gie comuni, indipendentemente dalla frazione di eiezione ventricolare sinistra, e con
o senza comorbidita all'ingresso nello studio. Inoltre, > 300 pazienti con diabete mel-
lito tipo 2 senza CHF e 150 soggetti sani servono come gruppi di controllo. Il proget-
to prevede che almeno il 50% dei pazienti arruolati siano di sesso femminile e che
I'eta’ media dei gruppi sia omogenea.

| partecipanti sono sistematicamente studiati ad intervalli annuali fino a 48 mesi.
Tutti i soggetti vengono caratterizzati al basale, mentre i pazienti con CHF sono valu-
tati ulteriormente dopo 4-6 mesi, 16-18 mesi e, ove applicabile, ogni anno, in base alla
durata del progetto.

Ulteriori indagini sono focalizzate sui meccanismi cellulari e subcellulari e sulle cel-
lule progenitrici endoteliali, in sottogruppi selezionati.

La peculiaritad di questo progetto consiste nella valutazione pre-clinica e clinica dei

pazienti reclutati, dato che campioni ematici e tissutali dei pazienti vengono valuta-
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ti sia dal punto di vista clinico che mediante analisi in vitro, su modelli cellulari ed

animali presso i laboratori di ricerca coinvolti nello studio.

Ricerca sponsorizzata da privati

Valutazione comparativa degli effetti sulla funzione endoteliale del trattamento
con nebivololo e idroclorotiazide vs irbesartan e idroclorotiazide in pazienti con
ipertensione arteriosa neo-diagnosticata: studio ninfe (nebivololo, irbesartan

nella funzione endoteliale)

Vi & evidenza che irbesartan, un antagonista del recettore AT1 dell'angiotensina,
migliori la funzione endoteliale e la rigidita arteriosa nei pazienti ipertesi. Nebivololo,
un beta-bloccante beta-1 selettivo, riduce la resistenza vascolare sistemica e stimola
il rilascio di ossido nitrico esercitando effetti positivi sulla funzione vascolare.
Tuttavia, vi & assenza di studi comparativi sugli effetti vascolari dei beta-bloccanti di
terza generazione e bloccanti del recettore AT1. Lo scopo di questo studio mono-
centrico, randomizzato, controllato, in doppio cieco, a gruppi paralleli & stato quello
di verificare l'ipotesi di non-inferioritd di nebivololo ad irbesartan, in associazione
con idroclorotiazide, sulla funzione endoteliale, la rigidita arteriosa e e parametri
emodinamici centrali in pazienti affetti da ipertensione arteriosa che non assumeva-
no farmaci.

Sessantacinque pazienti sono stati randomizzati a ricevere irbesartan/idroclorotiazi-
de (150mg/12.5mgday) o nebivololo/idroclorotiazide (5mg/12.5mgday) per 8 settima-
ne. La funzione endoteliale, la velocita dell'onda di polso, I'indice di aumento aorti-
co (augmentation index), la pressione arteriosa centrale e brachiale sono stati misu-
rati al basale e alla fine dello studio.

La pressione sistolica e diastolica centrale, cosi come la pressione arteriosa brachia-
le, diminuiscono significativamente e in misura simile dopo entrambi i trattamenti.
Alla fine dello studio sono stati rilevati simili cambiamenti nella funzione endotelia-
le tra i due gruppi. Si & osservata una significativa riduzione di velocita dell'onda di
polso, della pressione arteriosa centrale e dell'indice di aumento aortico corretto
per la frequenza cardiaca in entrambi i gruppi di trattamento al termine dello studio,
senza differenze significative tra i gruppi.

| risultati di questo studio confermano quindi l'ipotesi di non-inferiorita del tratta-
mento a breve termine con nebivololo rispetto al irbesartan, entrambi in associazio-
ne con idroclorotiazide, sulla funzione endoteliale, la rigidita arteriosa e parametri

emodinamici centrali in pazienti ipertesi.
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AREA DI RICERCA APPROCCI DI SISTEMA E MALATTIE
NON TRASMISSIBILI

Bando INAIL - Istituto Nazionale per I'Assicurazione contro gli Infortuni sul Lavoro
- Anno 2010

Valutazione di biomarker di instabilita genetica, danno ossidativo e lesioni precoci in
sangue, cellule esfoliate dalla mucosa boccale ed esalato bronchiale di lavoratori a

rischio-amianto

Il progetto & incentrato sulla comparazione di una batteria di biomarcatori in perso-
nale addetto alla bonifica di amianto, in soggetti non esposti ad amianto e in sogget-
ti sottoposti a esposizione intensa ad amianto nel passato.

Il disegno dello studio prevede di comparare una batteria di biomarcatori di instabi-
litd genetica (micronuclei), di danno ossidativo (addotti della malondialdeide al DNA,
8-idrossi-deossiguanosina, 8-isoprostano, leucotriene B4), e di lesioni precoci (meso-
telina, PDGF, HGF, bFGF e VEGF) in soggetti esposti ad amianto e controlli. Il pro-
getto prevede inoltre di comparare i livelli dei biomarcatori ottenuti nei linfociti con
quelli rilevati nelle cellule esfoliate da mucosa boccale. Ci si propone di verificare la
fattibilita dell'utilizzo di esalato bronchiale per I'analisi di 8-isoprostano, leucotriene
B4 per rilevare |'esposizione ad amianto.

Vengono confrontate con un disegno di studio di tipo cross-sectional la frequenza di
un set di biomarcatori di esposizione ed effetto biologico precoce 200 addetti alla
bonifica di amianto (gruppo 1), 200 soggetti mai esposti ad amianto appaiati per
sesso, etd e per abitudine al fumo (gruppo 2) e 200 soggetti sottoposti a esposizio-
ne intensa ad amianto nel passato (gruppo 3).

Nel 2012, ci si attende di reclutare almeno due terzi dei soggetti previsti, una volta
ottenuta l'approvazione dei Comitati etici. Si prevede inoltre di realizzare almeno la
meta dei saggi di laboratorio. Si organizzera un incontro di medio termine con tutti i

partner per valutare i progressi e i risultati preliminari.
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Fondazione Buzzi
Chemoprevenzione nei pazienti esposti all'asbesto

Nella versione originale di questo progetto, presentato alla Fondazione nel corso del
2009, il disegno di studio proposto prevedeva l'effettuazione di un trial randomizza-
to di fase Ilb finalizzato a confrontare la frequenza di micronuclei (MN) e di altri end-
point secondari nei linfociti periferici del sangue di soggetti, precedentemente
esposti ad asbesto, in soggetti trattati con N-acetilcisteina (NAC) versus placebo. La
presenza di alcune importanti criticita, discusse nei precedenti report ha reso
necessario un downgrading del progetto, rivalutando con studi in vitro i meccanismi
di alcune condizioni di azione dell'esposizione ad asbesto e dell'effetto di NAC sui
diversi endpoint considerati per lo studio. In particolare, vista la tipologia dei sogget-
ti target per il trattamento chemiopreventivo - cioé lavoratori esposti ad asbesto in
passato - si & reso necessario valutare la persistenza dei danni di instabilita geneti-
ca e di tipo ossidativo in situazioni in cui l'esposizione ad asbesto risaliva a molti anni
addietro. In parallelo, I'effetto antiossidante e di protezione dall'instabilita genetica
della NAC - ampiamente dimostrato in caso di esposizioni recenti - richiede una con-
ferma sugli effetti di esposizioni pregresse. Anche la capacita dei principali polimor-
fismi genetici interessati da questi meccanismi di modificare I'attivitd genotossica
dell'asbesto & da testare in queste condizioni di esposizione. L'interesse per un
potenziale ruolo dei polimorfismi genetici tiene anche in considerazione la possibi-
litd di identificare tramite questa informazione sottogruppi di soggetti particolar-
mente suscettibili al danno indotto da esposizione ad asbesto, o particolarmente
sensibili all'effetto della NAC, da proporsi quindi in modo elettivo per un trattamen-
to chemiopreventivo con questo agente.

Lo studio interventistico proposto inizialmente, NAC vs. placebo, prevedeva l'utiliz-
zo come endpoint di effetto di vari biomarcatori di danno al DNA e di instabilita’
genetica, per cui - considerando la carenza di dati disponibili in letteratura riferiti ad
esposizioni non recenti - il presente studio e' stato quindi reindirizzato alla valutazio-
ne della sensibilita del saggio del MN e del saggio della cometa (come marcatore di
danno e riparo del DNA) della suscettibilitad ai mutageni in popolazioni umane con
pregressa esposizione a fibre di asbesto.

Sono stati ottenuti i linfociti di 10 soggetti esposti in passato ad asbesto e di 10 con-

trolli. | linfociti sono stati trattati in vitro con esposizione ad agenti in grado di indur-
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re danno ossidativo e danni del DNA. Le cellule sono state trattate anche dopo
aggiunta di NAC. Sono stati misurati sia la frequenza di micronuclei che di danno al
DNA tramite il comet assay.

Allo scopo di raggiungere gli obbiettivi previsti dopo il ridimensionamento del pro-
getto sono stati ottenuti linfociti di sangue periferici di ex-esposti ad asbesto e di un
gruppo di controlli sani sono stati trattati in vitro con agenti genotossici in grado di
indurre rotture sulla singola e doppia elica del DNA e danno ossidativo (challenge
assay). A completamento di questa fase di assessment degli eventi genetici associa-
ti all'esposizione remota a fibre di asbesto in popolazioni umane & stata affiancata
allo studio del danno cellulare e molecolare la valutazione dei profili di espressione

genica in questi soggetti.

AIRC - Associazione Italiana per la Ricerca sul Cancro

Micronucleus assay in buccal exfoliated cells to measure DNA damage and predict

cancer in healthy subjects

Lo studio del danno al DNA nelle cellule esfoliate della bocca & una metodica mini-
mamente invasiva per il monitoraggio di popolazioni esposte ad agenti genotossici.
La presenza di micronuclei (MN) e altre anomalie nucleari all'interno di queste cel-
lule ha dimostrato di essere associata a difetti genetici del genoma, quali invecchia-
mento accelerato, danni genotossici e alcune malattie di tipo degenerativo.

Per identificare le principali lacune nella conoscenza di questi marcatori, e realizza-
re un largo progetto di validazione del marcatore una nuova iniziativa, & stata lancia-
ta nell'ambito del progetto internazionale HUMN, il progetto HUMNXxI ('XL' per desi-
gnare la cellula esfoliata).

Un invito ad aderire al progetto & stato inviato insieme ad un questionario a tutti i
laboratori che hanno pubblicato lavori sul saggio del micronucleo nelle cellule della
bocca. Nel complesso, 188 messaggi sono stati consegnati e 58 laboratori di 25 paesi
hanno accettato di partecipare.

Il questionario & stato progettato per raccogliere informazioni metodologiche in
relazione alle prestazioni del laboratorio di analisi e per valutare I'entita e il tipo di
dati epidemiologici che vengono regolarmente raccolti. | risultati forniscono una

panoramica dei metodi pilt comunemente utilizzati per la raccolta delle cellule buc-
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cale e di preparazione del vetrino, colorazione, i criteri di punteggio ed una valuta-
zione dei dati epidemiologici, demografia, background genetico, sesso, stato di salu-
te, occupazione, I'esposizione, stile di vita e abitudini alimentari. La valutazione di
questi dati & stata oggetto di una analisi pooled che ha permesso di quantificare I'im-
patto sulla frequenza di MN di aspetti legati allo stile di vita, all'occupazione, alla
presenza di malattie. La valutazione di dati fra un largo numero di laboratori ha per-
messo di quantificare il ruolo di vari passaggi del protocollo analitico.

Altri studi previsti dal protocollo iniziale includevano la conduzione di studi di vali-
dazione e di standardizzazione. A questo fine e' stato condotto uno studio di valida-
zione inter-laboratori, che coinvolge laboratori esperti della tecnica e laboratori
interessati a mettere a punto il saggio nelle proprie strutture. Al momento sono
state completate le operazioni di raccolta dei dati e di misurazione delle frequenze
di MN in campioni provenienti dall'ospedale universitario della Universita di
Medicina di Vienna, analizzati in parallelo a Vienna, Adelaide (Australia) e Genova.
Le frequenze di MN una volta completati gli studi di calibrazione saranno valutate
anche da altri laboratori meno esperti per quantificare lo scarto dovuto allo scoring
e permettere la definizione di criteri di scoring piu' universali.

Il principale obbiettivo raggiunto nel corso del 2011 €' stata la realizzazione di un
dataset internazionale di dati pooled provenienti dagli studi originali di oltre 30
laboratori. | risultati dello studio pooled hanno evidenziato il ruolo dei principali fat-
tori predittivi del danno al DNA, oltre ad aver costituito la base per la conduzione
dello studio di coorte storica, che leghera' la frequenza di MN nelle cellule esfoliate
di soggetti sani con il loro rischio di ammalarsi di tumore. E'stato inoltre avviato lo
studio di validazione che permettera di confrontare i risultati dello scoring fra diver-
si laboratori, sia con esperienza nel campo che inesperti.

Nel corso del 2012 €' previsto il completamento dello studio di validazione, con l'a-
nalisi statistica dei risultati e l'identificazione dei principai criteri di standardizzazio-
ne per ottenere uno scoring omogeneo fra laboratori. Verra' inoltre completata la

raccolta dei soggetti eligibili per lo studio di coorte storica.

Centro Studi PAC (Persone ad Alta Complessita)

Il Gruppo di Epidemiologia Clinica e Molecolare dell' IRCCS San Raffaele Pisana &
coinvolto in quattro studi che hanno come obiettivo il miglioramento della qualita di

vita e della qualita di cura nei pazienti anziani di etd maggiore o uguale a 65 anni. Tale
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obiettivo si raggiunge attraverso l'implementazione di una strategia basata sull'utiliz-
zo di strumenti di valutazione multidimensionale e attraverso la ricerca e validazio-
ne di indicatori di qualita di cura in grado di ridurre gli eventi avversi (rischio di ospe-
dalizzazione, la disabilita e la mortalita).

La ricerca di indicatori di qualita di cura nel paziente anziano & stata condotta attra-

verso la partecipazione ai seguenti progetti, in qualitad di unita operativa.

Studio valutativo su efficacia di un intervento di formazione finalizzato al migliora-
mento della prescrizione farmacologica in pazienti anziani in politerapia

Lo studio & un trial clinico controllato randomizzato a cluster che si prefigge di valu-
tare se un intervento di formazione, mirato all'apprendimento di nozioni di valutazio-
ne multidimensionale e di conoscenza dei rischi iatrogeni legati all'uso di farmaci
inappropriati, sia in grado di ridurre il rischio di ospedalizzazione, la mortalita, la
disabilita e le reazioni avverse dei farmaci in pazienti in 2 setting assistenziali (RSA,
ospedale) in un periodo di 12 mesi. Lo studio & stato approvato dal Gruppo di
Lavoro-Ricerca e Sviluppo (GdL-RS) dell'AIFA. Nel corso del 2011 e' stato completa-
ta la stesura del protocollo e sono state avviate le procedure per |'approvazione del

comitato etico.

Effetto di un intervento integrato di e-learning basato sulla valutazione geriatrica
multidimensionale nel migliorare la qualitd della prescrizione farmacologica nei
pazienti anziani ospedalizzati

Lo studio della durata di 1 anno, & stato condotto su 8 Centri, reclutando un totale
di 80 pazienti. Scopo principale dello studio & stata la valutazione di un programma
integrato di educazione clinica mediante e-learning, con nozioni di valutazione mul-
tidimensionale in aggiunta ad elementi di farmacologia geriatrica e appropriatezza
prescrittiva. Obiettivo dello studio era valutare se tale programma fosse in grado di
ridurre la prescrizione di farmaci potenzialmente inappropriati o le interazioni far-
macologiche negli anziani ospedalizzati rispetto ad un gruppo di controllo a cui sono
state rilasciate solo nozioni di base di farmacologia geriatrica generale e, come
obiettivo secondario, valutare I'impatto di tale intervento sulla durata della degenza
ospedaliera, sulla mortalita, sulle riospedalizzazioni e istituzionalizzazioni e sul
miglioramento della qualita della prescrizione farmacologica durante un follow up di
12 mesi. || Gruppo di Lavoro-Ricerca e Sviluppo (GdL-RS) dell'AIFA, a Dicembre 2011,
ha espresso un giudizio positivo al proseguimento del progetto complessivo.

A seguito di tale parere dell'AIFA, si terra un nuovo kick off meeting in cui saranno
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stabiliti nuovi obiettivi dello studio ed i reparti da coinvolgere nello studio.

Effetto di valutazione e management geriatrico sulla qualitd della prescrizione far-
macologica in anziani istituzionalizzati

Lo studio coinvolge 476 pazienti assistiti presso le RSA disposte sul territorio nazio-
nale dei 10 centri partecipanti di eta superiore-uguale ai 75 anni. L'obiettivo & valu-
tare se un management geriatrico, basato sulla valutazione multidimensionale e sullo
sviluppo di piani di cura individuali, possa ridurre il numero di prescrizioni inappro-
priate e di interazioni farmacologiche in una popolazione di anziani istituzionalizzati
e, come obiettivo secondario, la riduzione delle reazioni avverse ai farmaci, della
disabilita, della mortalita e il miglioramento della qualitad di vita. Lo studio ha una
durata complessiva di 36 mesi che prevede una fase di pre-arruolamento (12 mesi) e
che si & concluso con lo svolgimento di un corso formale, una fase di reclutamento
dei pazienti nelle RSA partecipanti allo studio (12 mesi) e una fase di follow-up dei
pazienti (12 mesi). La popolazione in studio verra randomizzata in due gruppi di trat-
tamento ciascuno di 238 pazienti. | pazienti del gruppo di intervento verranno valu-
tati e gestiti secondo un approccio multidimensionale geriatrico mediante ['utilizzo
di una apposita scheda raccolta dati a 300 item I'InterRAl-Long Term Care Facility
(InterRAI-LTCF), mentre i pazienti del gruppo di controllo verranno valutati e gesti-
ti secondo i metodi tradizionali. Nel corso del 2011 lo studio, approvato dal comitato
etico di tutte le istituzioni coinvolte e' stato avviato con la raccolta dati di circa 50

pazienti

Assistenza residenziale per gli anziani: costruzione e validazione di un sistema di

sorveglianza quality e equity oriented

Il progetto coinvolge 17 RSA presenti in 2 regioni del Centro e Sud lItalia. Sono state
condotte le prime fasi di identificazione e di selezione di indicatori quality e equity
oriented in RSA e la validazione di un set integrato di indicatori di struttura, di pro-
cesso e di esito ad elevata fattibilita di rilevazione e trasferibilita di sistema. Il pro-
getto prosegue con l'applicazione di questi indicatori nelle strutture selezionate.

E' stato avviato nel settembre 2010 e ha una durata di 2 anni; ha come obiettivo
generale la definizione concettuale e operativa di un sistema di sorveglianza quality
ed equity oriented in RSA e la validazione di un set integrato e multi-dimensionale

di indicatori di struttura, processo ed esito ad elevata fattibilita di rilevazione e tra-
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sferibilita di sistema. Ciascuna Unita Operativa ha l'obiettivo di selezionare gli indi-
catori di varie aree di interesse; |'area di interesse riguarda gli aspetti di personaliz-
zazione e umanizzazione, assistenza di tipo alberghiero, riabilitativo, sociale e rela-
zione con i familiari.

Nel 201 & stata effettuata la selezione degli indicatori di qualita' assistenziale rileva-
ti ed elaborati nel corso del 2012. E' prevista, inoltre, una ulteriore rilevazione a 6
mesi di distanza con l'obiettivo di valutare la fattibilita e I'eventuale modifica dei pro-

cessi assistenziali indagati.
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AREA DI RICERCA BIOTECNOLOGIE AVANZATE

Ricerca Oncologica

Programma Integrato di Oncologia: RFPS-2006-7-342220 - “Biotechnology strate-
gies to improve rehabilitation outcome of fragile cancer patients”

Nel corso degli ultimi 20 anni, grazie all'avanzamento delle tecnologie biomediche, si &
verificato un incremento del tasso di sopravvivenza dei pazienti oncologici. Questo,
perd, ha comportato un aumento del numero di pazienti fragili e, di conseguenza, ha
spostato alcuni campi di interesse su elementi tipo la qualita di vita (Qol), la necessita
di servizi di riabilitazione e terapia fisica, o la ricerca di biomarcatori predittivi dell'out-
come clinico. | pazienti fragili affetti da tumore sono caratterizzati da un rapido decli-
no delle condizioni fisiche e mentali, dovuto principalmente allo sviluppo di depressio-
ne, fatigue e cachessia. La cachessia neoplastica & una sindrome debilitante che incide
gravemente sulla maggior parte dei pazienti affetti da tumore in stato terminale.
Tuttavia, contrariamente a quanto ritenuto in passato, la cachessia non rappresenta un
evento finale, ma pud essere considerata il risultato di una serie di disfunzioni metabo-
liche a carico del tessuto adiposo e muscolare che insorgono precocemente durante la
progressione neoplastica. Diversi biomarcatori sono stati proposti quali possibili
mediatori di cachessia, ma al momento attuale non esiste un biomarcatore in grado di
fornire informazioni sull'outcome clinico del paziente cachettico. Inoltre, non esiste
alcun trattamento farmacologico in grado di reintegrare le alterazioni metaboliche pre-
senti nella cachessia, ma sono disponibili solo terapie sintomatiche.

Sulla base di tali considerazioni, obiettivo principale di questo progetto & stato quello
di far luce sui meccanismi molecolari legati alla depressione, alla fatigue ed alla caches-
sia in pazienti fragili oncologici sottoposti a procedure riabilitative, al fine di: (a) otte-
nere nuovi profili molecolari da utilizzare nella diagnosi e/o nella prognosi della caches-
sia neoplastica; (b) sviluppare strategie innovative per il recupero funzionale del tessu-
to muscolare; (c) monitorare la risposta farmacologica e sviluppare strategie terapeuti-
che personalizzate durante la fase di riabilitazione di pazienti fragili oncologici.

Grazie alla collaborazione tra le varie unita operativa e con gruppi di ricerca ad esse
afferenti, & stato reclutato un ampio numero di pazienti oncologici, i cui campioni bio-
logici sono conservati presso la BioBIM dell'IRCCS San Raffaele e la cui disponibilita
ha permesso |'esecuzione di alcuni studi specifici al fine di individuare patterns biomo-
lecolari correlabili allo sviluppo di neoplasia, alle sue variabili clinico-patologiche o alla

predittivita della risposta al trattamento.
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Per quanto riguarda il primo punto, sono stati eseguiti studi sull'instabilitd dei microsa-
telliti nell'iniziazione e progressione del cancro al fine non solo di migliorare le cono-
scenze sulle basi molecolari dell'instabilita genetica in tumori gastrointestinali, ma
anche di individuare parametri predittivi di progressione della malattia. Sono state,
inoltre, eseguite: 1) analisi di associazione tra il gene BHD e la predisposizione al can-
cro; 2) analisi mutazionali del gene K-ras, con la dimostrazione sperimentale della pos-
sibilitd di mutazioni concomitanti negli esoni 1 e 2 dell'oncogene; 3) analisi mutazionale
del gene APC, con la dimostrazione sperimentale di una variante nell’esone 4 che non
comporta splicing aberrante di APC, ma che potrebbe causare una erronea interpre-
tazione dello screening molecolare di APC; 4) validazione di un nuovo approccio meto-
dologico per discriminare la configurazione due alleli del gene MTHFR (cis o trans) e la
loro influenza sui livelli circolanti di omocisteina.

Per quanto riguarda lo studio di marcatori biomolecolari correlati alle variabili clinico-
patologiche, & proseguito lo studio dell'assetto pro-infiammatorio che caratterizza il
paziente neoplastico, la cui natura e significato sono oggetto di studio in considerazio-
ne del ruolo che l'inflammazione gioca nel determinismo delle alterazioni metabolico-
funzionali che accompagnano la progressione neoplastica ed influenzano la qualita di
vita (QdV) del paziente oncologico. A questo proposito, sono molto promettenti alcu-
ni risultati preliminari che dimostrano come la risposta infiammatoria dell'ospite alle
cellule tumorali sia in grado di influenzare vari sistemi, in particolare quello emostati-
co-coagulativo, predisponendo il paziente all'insorgenza di tromboembolismo venoso
(TEV), una delle cause principali di morbiditd e mortalita nel paziente con cancro. A
tale proposito, gli effetti dell'introduzione diagnostica di nuovi test coagulativi sono al
momento in studio nei laboratori del DMLBA dell'lRCCS San Raffaele. | risultati fin qui
ottenuti dimostrano che tali marcatori coagulativi potrebbero rappresentare uno stru-
mento utile nel monitoraggio di individui a rischio, in cui un'anticipazione diagnostica
e/o l'applicazione di eventuali programmi di tromboprofilassi potrebbero prevenire l'in-
sorgenza di comorbidita e migliorare la qualita di vita di pazienti oncologici.

Per quanto riguarda, infine, il monitoraggio della risposta farmacologica e lo sviluppo di
strategie terapeutiche personalizzate, il gruppo ha incentrato l'interesse sui polimorfi-
smi del VEGF e sull'espressione fenotipica di questo importante fattore neoangioge-
netico. In particolare, & stata effettuata un'analisi del ruolo dei polimorfismi della regio-
ne 5 UTR del promoter del VEGF nella predittivita della risposta al trattamento con
bevacizumab, un anticorpo monoclonale umanizzato anti-VEGF, in pazienti con carci-
noma colorettale metastatico. | risultati ottenuti in questo ultimo studio sono di parti-
colare interesse, in quanto rappresentano la prima dimostrazione sperimentale che il

genotipo -1154 GG configura un rischio di progressione di malattia circa 4 volte supe-
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riore rispetto ai genotipi GA+AA, probabilmente dovuto ad un'aumentata attivita del
promoter e conseguente iperproduzione di VEGF in pazienti con carcinoma coloretta-

le metastatico.

Ricerca indipendente con sponsorizzazione

Valutazione pre-clinica dell'espressione di ERCC1, BRACA1 e MMR1 in pazienti affet-
ti da tumore del polmone non a piccole cellule per migliorare la risposta alla chemio-

terapia di | Linea

E' uno studio spontaneo no profit in collaborazione con I'Universita degli Studi di Roma
Tor Vergata concernente la valutazione/validazione di un test di biologia molecolare
quale potenziale test diagnostico applicativo di laboratorio per il trattamento mirato e
personalizzato di pazienti con carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC). Lo
studio si pone all'interno di un progetto pit ampio del Dipartimento che riguarda la
determinazione di test per la valutazione dell'efficacia di trattamenti farmacologici e
dei potenziali effetti tossici in modo predittivo con conseguente miglioramento della
qualitd di vita del paziente stesso e di una potenziale razionalizzazione dei costi da
parte del SSN. Obiettivo primario dello studio & quello di ottimizzare la risposta alla
chemioterapia di | linea in pazienti affetti da NSCLC, personalizzando il trattamento
chemioterapico sulla base dei livelli somatici di espressione dei geni:

« ERCC1 [Excision-Repair Cross-Complementing 1, coinvolto nel meccanismo del
Nucleotide Excision Repair (NER), ed i cui livelli influiscono sul sull'azione di compo-
sti a base di platino]

- BRCA1 [Breast cancer 1, un componente del sistema di riparo dei DSB (Double-Strand
Breaks), la cui attivita contrasta quella di agenti che danneggiano il DNA (cis-platino
e bleomicina) e potenzia |'effetto dei farmaci antimicrotubulari (paclitaxel e vinorel-
bina)]

« RRM1 (Ribonucleotide Reductase 1, enzima coinvolto nella sintesi e nel riparo del
DNA, la cui aumentata espressione & associata alla resistenza all'azione della gemci-
tabina), coinvolti nella riparazione del DNA. Sono stati reclutati presso l'unita di
Oncologia Medica del Policlinico di Roma Tor Vergata 39 pazienti affetti da carcino-
ma polmonare non a piccole cellule (NSCLC). Sono stati considerati diversi criteri di
inclusione quali la diagnosi istologica, lo stadio di avanzamento del tumore (llI1B e 1V),
I'etd del paziente (18-75 anni), la presenza di lesioni misurabili in base ai criteri RECI-
ST, la decorrenza da precedenti trattamenti di chemioterapia (almeno 12 mesi) o

radioterapia (4 settimane). Biopsie polmonari ottenute da tutti i pazienti reclutati
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sono state sottoposte ad estrazione delllRNA, retrotrascrizione ed amplificazione
mediante real-time PCR. La determinazione dei livelli di espressione dellRNA mes-
saggero dei diversi marker molecolari ha permesso di identificare livelli elevati di
espressione di tutti e tre i geni in studio nel 54% dei pazienti, mentre bassi livelli di
espressione dei 3 marcatori molecolari erano riscontrabili nel 8% dei casi. Nel rima-
nente 38% dei casi i livelli di espressione genica si alternavano in maniera variabile.
Nel complesso, i risultati ottenuti hanno permesso di impostare un trattamento che-
mioterapico individualizzano per ogni paziente. Il follow-up clinico & tuttora in corso
al fine di valutare gli effetti sulla risposta al trattamento (efficacia/tossicita). Lo stu-
dio & stato parzialmente sponsorizzato dalla ditta Sanofi-Aventis SpA a beneficio

esclusivo della copertura delle spese aggiuntive derivanti dalla sperimentazione.

Valutazione/validazione di nuovi anticorpi monoclonali diretti contro antigeni tumore-
associati

E' uno studio spontaneo no profit in collaborazione con I'Universita degli Studi di Roma
Tor Vergata e parzialmente sponsorizzato dalla ditta Neogenix Oncology Inc. a benefi-
cio esclusivo della copertura delle spese aggiuntive derivanti dalla sperimentazione.

Il progetto ha lo scopo di testare 'applicabilita diagnostica di alcuni anticorpi monoclo-
nali 16C-3, e NPC-1C) in grado di riconoscere proteine specifiche (ad es. MUC5AC)
che sono iper-espresse in alcuni tipi di tumori solidi. A tale scopo, nel corso dell'anno
2011 sono stati analizzati 376 campioni tessutali provenienti da pazienti con diversi tipi
di tumore (colon-retto, stomaco, mammella) e 50 soggetti sani, di etd compresa tra 32
e 83 anni, adeguatamente conservati nella BioBIM afferente al DMLBA dell'lRCCS San
Raffaele Pisana. Su ogni campione sono stati eseguiti studi di immunoistochimica per
la valutazione del pattern (citoplasmatica vs membranosa) e della intensita (debole vs.
moderata vs. forte) di colorazione. | risultati ottenuti dimostrano che gli anticorpi NPC-
1C e 16C3 riconoscono in maniera specifica gli antigeni bersaglio in percentuali eleva-
te (70-80%) dei casi di carcinoma del colon-retto o gastrico. In particolare, I'espressio-
ne antigenica era di media ed alta intensita in circa il 40% e 60% dei casi, rispettiva-
mente. Al contrario, nel caso del carcinoma della mammella 'antigene era espresso
solo nel 23% dei casi. Questi dati preliminari sono stati presentati al Congresso
Annuale dellASCO 2011 e suggeriscono che questi due anticorpi possono essere con-
siderati come potenziali biomarcatori per la diagnosi e monitoraggio dei tumori
gastrointestinali (J Clin Oncol, 20m).
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RICERCA TRASLAZIONALE

Laboratorio di Neurobiologia Molecolare e Cellulare
Bando 1SS-Istituzioni USA

Innovative immunotherapeutic strategies in Alzheimer's disease by intracellular

antibody technology

La malattia di Alzheimer (MA) & la prima causa di demenza tra la popolazione anziana.
Secondo l'ipotesi della “cascata amiloidogenica” il primo step nella patogenesi della
MA & la generazione e l'accumulo del peptide beta amiloide (Abeta). Numerose evi-
denze sperimentali hanno dimostrato che I'accumulo intraneuronale degli oligomeri di
Abeta rappresenta l'evento sinaptotossico per eccellenza. Questo evento precede la
formazione di placche di Abeta extracellulare e si correla bene con lo sviluppo dei
primi deficit cognitivi che caratterizzano la patologia. Di conseguenza, gli oligomeri
intracellulari di Abeta sono degli importanti bersagli terapeutici per combattere la MA.
Anche se non esistono ancora strategie profilattiche o terapeutiche efficaci contro la
MA, negli ultimi anni I'immunoterapia si & dimostrato un approccio promettente. La
maggior parte degli sforzi pero si & finora concentrata sulla neutralizzazione o solubi-
lizzazione delle fibrille di Abeta extracellulare mentre non sono ancora disponibili delle
piattaforme terapeutiche per la neutralizzazione degli oligomeri intracellulari di Abeta.
La tecnologia degli anticorpi intracellulari & una strategia “gene-based” che sfrutta la
capacita delle forme anticorpali ricombinanti di riconoscere, in maniera altamente spe-
cifica, numerose conformazioni proteiche, inclusi gli oligomeri. Questa capacita, unita
con la possibilita di essere veicolati verso differenti compartimenti subcellulari e quin-
di di bloccare o modulare la funzione di un target molecolare specifico, rendono gli
anticorpi intracellulari una strategia unica per contrastare gli effetti neurotossici degli
oligomeri intracellulari di Abeta. Inoltre, gli anticorpi intracellulari sono stati finora
applicati con successo su diverse patologie neurodegenerative quali I'Huntington, il
Parkinson e le malattie da prione.

L'obiettivo principale di questo progetto & quello di sviluppare nuove strategie immu-
noterapeutiche dirette contro le forme oligomeriche del peptide Abeta 1-42 utilizzan-
do l'approccio degli anticorpi intracellulari ed ingegnerizzando gli stessi per veicolarli
verso i compartimenti subcellulari dove avviene la generazione e l'aggregazione

dell'Abeta. Pili specificatamente verranno realizzati i seguenti obiettivi specifici:
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1. Generare anticorpi intracellulari specifici per le forme oligomeriche di Abeta 1-42 e
diretti verso l'apparato secretorio ed i compartimenti sinaptici;

2. Caratterizzare le proprieta biochimiche e funzionali degli anticorpi intracellulari anti-
Abeta 1-42 oligomerica utilizzando linee cellulari neuronali;

3. Determinare gli effetti sinapto- e neuroprotettivi degli anticorpi intracellulari anti-
Abeta 1-42 oligomerica, veicolati mediante vettori adenovirali ricombinanti, utilizzan-
do colture neuronali primarie trattate con I'Abeta 1-42 oligomerica.

4. Valutare in vivo gli effetti sinapto- e neuroprotettivi dei suddetti anticorpi utilizzan-
do il modello murino di MA 5XFAD (mediante analisi biochimica e comportamenta-
le).

Questo progetto permettera di sviluppare una nuova strategia terapeutica specifica

per le cosiddette malattie conformazionali, una classe di patologie in cui neutralizzare

i conformeri tossici, mediante l'approccio degli anticorpi ricombinanti, sembra avere

delle ottime prospettive future. Le conoscenze acquisite da questo studio permette-

ranno inoltre di sviluppare nuovi modelli in vitro ed in vivo per studiare la biologia

dell'Abeta.

Laboratorio di Neurofisiologia Cellulare

Ministero della Salute-Bando Doping

Bando 2008 - Influenza sulle funzioni cellulari nervose e muscolari di dosi dopanti di

EPO nell'uomo

L'eritropoietina umana ricombinante (EPO), una citochina ad attivita eritropoietica, &
una delle sostanze attualmente piu studiati il cui impiego a basse dosi potrebbe porta-
re notevoli benefici per la prevenzione e cura dei deficit neurologici in seguito a lesio-
ni cerebrali di varia natura ed origine. Al contrario, questa sostanza usata a dosi dopan-
ti nelle pratiche illecite sportive pud avere effetti nocivi estremamente gravi per la
salute dell atleta. L'EPO riveste un ruolo importante nella fisiologia dell'eritropoiesi, &
utilizzata in clinica per il trattamento di patologie anemizzanti, ed & usata nella speri-
mentazione clinica come neuroprotettivo ed anti-ischemico nonché & impiegata in pra-
tiche dopanti (illecite) in numerose attivita sportive dove & richiesta una attivita fisica

prolungata. Quando alte concentrazioni di EPO vengono somministrate sistematica-
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mente, una bassa dose di EPO attraversa la barriera ematoencefalica, svolgendo un'a-
zione neuroprotettiva a basse dosi nel liquor cefalorachidiano ma che diventa tossica
nel caso si innalzino le concentrazioni. Lo studio dei meccanismi cellulari e molecolari
alla base dell'effetto neuroprotettivo dell'EPO e degli effetti neurotossici in cellule del
sistema nervoso centrale in seguito ad induzione del danno ischemico sono uno degli
obiettivi principali del presente progetto. L' approccio metodologico per il raggiungi-
mento di questo obiettivo consiste nello studio degli effetti di questa citochina attra-
verso tecniche di elettrofisiologia, di fisiologia cellulare e molecolare applicato a
modelli sperimentali costituiti da colture neuronali primarie, da fettine cerebrali acute
od organotipiche umane o da roditore, e da modelli di ischemia nell' animale adulto
(roditori). L'uso di tecniche elettrofisiologiche & in particolare volto a definire la possi-
bile modulazione di recettori per neurotrasmettitori in sistemi cellulari animali o in fet-
tine di lobo temporale di cervelli umani provenienti da pazienti operati per epilessia
del lobo temporale resistente al trattamento farmacologico e da pazienti affetti da glio-

mi profondi con rimozione di tessuto corticale apparentemente sano.

Bando 2009 - Studio degli effetti tossici dell'EPO sulla funzionalita nervosa e musco-

lare dell'uomo

L'Eritropoietina umana (EPO), una citochina ad attivita eritropoietica, & stata usata
finora a scopo dopante prevalentemente nelle discipline sportive di endurance per i
suoi effetti di incremento della massa eritrocitaria. Le prestazioni in queste discipline,
dipendenti dalle capacita di trasporto dell'ossigeno nel sangue, risultano infatti miglio-
rate in misura notevoledalla sua somministrazione. La somministrazione di EPO é stata
adottata anche in atleti di discipline anaerobiche la cui performance non & quindi stret-
tamente dipendente da qualita aerobiche, ma piuttosto da qualitd muscolari, meccani-
che e metaboliche. L'utilizzo di EPO in atleti di discipline di forza o di potenza si basa
sull'ipotesi che la molecola, oltre a migliorare il grado di ossigenazione tissutale, svolge
a livello muscolare anche un'azione trofica. Mentre i meccanismi molecolari coinvolti
nella sua attivita eritropoietica sono ben definiti, gli effetti del'EPO su cellule del siste-
ma nervoso e muscolare sono oggetto di intensi studi, in particolare sulla azione neu-
roprotettiva in seguito a stati inflammatori ed ischemia cerebrale e su disordini neuro-
logici quali il morbo di Parkinson, la schizofrenia e ' epilessia. Gli obiettivi principali del
progetto sono stati: 1) verificare se dosi crescenti di EPO, dalle fisiologiche alle dopan-

ti, possono influenzare le risposte di recettori GABA e di recettori per il glutammato
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di tipo AMPA sia umani che animali; 2) analizzare il ruolo neuroprotettivo delllEPO a
dosi fisiologiche e la modificazione di tale ruolo a concentrazioni dopanti, in modelli in
vitro di eccitotossicita da glutammato (Glu) e di deprivazione di ossigeno e glucosio; 3)
studiare gli effetti dell'EPO sul trofismo muscolare con particolare riferimento ai pro-
cessi di miogenesi. Lo studio & condotto in vivo e in vitro utilizzando come modelli spe-
rimentali soggetti sani sedentari o moderatamente attivi e colture di cellule satellite

umane ottenute da biopsie del tessuto muscolare.

Laboratorio di Nutrizione Umana
Progetti sponsorizzati da privati

Progetto PSR UMBRIA 2007-2013 ASSE 1 Misura 124 - Cooperazione per lo sviluppo
dei nuovi prodotti,processi e tecnologie nei settori agricolo e alimentare e in quel-
lo forestale “Introduzione di processi di frangitura e di gramolazione innovativi con
I'obiettivo di ottenere oli extravergini di oliva con piu elevati potenziali salutistici e
condimenti preparati con lo stesso olio addizionato di estratti di pomodoro (licope-

ne) allo scopo di creare dei nuovi prodotti salutistici”.

Laboratorio di Biochimica dell'lnvecchiamento
Bando Giovani Ricercatori 2008

Study of the role of S-nitrosoglutathione reductase (GSNOR) in neuronal homeosta-
sis and its implication in Parkinson's disease etiopathogenesis.

L'ossido nitrico & una molecola radicalica prodotta dall'enzima NO sintasi (NOS). Ha
un'emivita brevissima e i suoi effetti biologici sono mediati spesso dai suoi metaboliti.
Ad esempio, I'NO puo reagire rapidamente con le tirosine proteiche (nitrazione) con i
gruppi sulfidrilici delle cisteine e formare S-nitrosotioli (nitrosilazione) o con l'ossigeno
all'interno della cellula e generare perossinitrito (ONOO) e N20O3, molecole altamen-
te reattive che appartengono alla classe delle specie reattive dell'azoto (RNS). Elevate
concentrazioni di NO possono danneggiare i compartimenti cellulari, alterare l'inte-
grita del DNA e la fisiologia del mitocondrio, determinando una riduzione significativa

del consumo di ossigeno e danno ai complessi mitocondriali. Questa condizione &
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spesso definita stress nitrosativo e, in questi ultimi anni, si sta delineando sempre pil
il ruolo della S-nitrosilazione quale mediatore principale della segnalazione NO-dipen-
dente. La concentrazione di NO bio-attivo non & controllata soltanto a livello della sua
sintesi, ma anche attraverso la modulazione della sua degradazione catalizzata dalla S-
nitrosoglutatione reduttasi (GSNOR). La GSNOR, conosciuta anche come alcool dei-
drogenasi di classe Il & un enzima conservato filogeneticamente, la cui funzione prin-
cipale & quella di ridurre completamente |'S-nitrosoglutatione (GNSO). Dato che il
GSNO & in equilibrio con i nitrosotioli (SNO) proteici, la GSNOR controlla indiretta-
mente anche i livelli delle proteine nitrosilate. Nonostante la GSNOR sia l'unica isofor-
ma di alcool deidrogenasi espressa nel cervello di uomo, ratto e topo, ancora non ci
sono evidenze circa un suo possibile coinvolgimento nelle patologie neurodegenerati-
ve, specialmente nel morbo di Parkinson (PD) in cui invece & stata trovata una forte
associazione tra accumulo di proteine nitrosilate e insorgenza/avanzamento della
malattia.

Pertanto, in questo progetto di ricerca si intende indagare il ruolo della GSNOR nell'o-
meostasi neuronale e nell'eziopatogenesi del PD, utilizzando, quali sistemi sperimenta-
li elettivi, topi mancanti del gene codificante la GSNOR (GSNOR-KO, o Adhs7) o cel-
lule da essi derivanti, quali neuroni corticali primari. | risultati ottenuti in questo anno
depongono a favore di un ruolo fondamentale della GSNOR quale regolatore non solo
della funzionalitd del mitocondrio, ma anche della sua capacita di riconoscimento e
inglobamento in struttura vescicolari (autofagosomi) per la rimozione attraverso |'auto-
fagia. In particolare, i dati evidenziano come i mitocondri di cervello e fegato di topi
GSNOR-KO siano fortemente depolarizzati e frammentati, condizione che si associa
ad un basso consumo di ossigeno e ridotta produzione di ATP. Sebbene questa situa-
zione permanga operativa negli organi di topi GSNOR-KO, i mitocondri non vengono
rimossi e riciclati attraverso il processo dell'autofagia, ma rimangono circoscritti al
nucleo. Nel ricercare le cause che caratterizzano molecolarmente una tale disfunzione,
son state riscontrate evidenze che confermano come parkina, una ubiquitina-E3 ligasi
che, in seguito a depolarizzazione mitocondriale, trasloca sulla membrana esterna dei
mitocondri e modifica diverse proteine al fine di rendere il mitocondrio “pronto” alla
degradazione, viene nitrosilata e quindi inattivata. Questo evento ne determina la rilo-
calizzazione nel citosol e la mancata rimozione dei mitocondri danneggiati. Vi sono inol-
tre indicazioni circa il fatto che un blocco del genere & anche correlato con alterazioni
della dinamica mitocondriale che sembrano molto pronunciati nel cervello, nel fegato
e anche nel muscolo scheletrico dei topi GSNOR-KO. In particolare sono state ottenu-

te evidenze che descrivono come le proteine che mediano la fissione (Drp1, Fis1) mito-
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condirale siano notevolmente pili espresse di quelle che ne mediano la fusione (OPA).
Al contempo, le proteine pro-autofagiche LC3-Il e Atg7 aumentano in associazione alla
proteina p62/SQSTM1. Essendo quest'ultima substrato degli enzimi lisosomiali, un
simultaneo aumento di LC3-Il, Atg7 e p62/SQSTM1 & un'indicazione tipica, e per noi
anche una conferma, che il flusso autofagico sia bloccato. Sebbene questo fenotipo
molecolare e cellulare non si manifesta in topi giovani (12 settimane) con alterazioni
locomotorie significative, i topi KO mostrano chiari segni di cachessia (237 0.5g vs.
20.6 0.3gin topi WT contro topi GSNOR-KO; n = 9, p< 0.001), e assenza completa di
grasso bianco, ricapitolando fedelmente il fenotipo di topi Atg7-/-. Con |'avanzamento
dell'etd, invece, i topi GSNOR-KO mostrano difficolta nella deambulazione con perfor-
mance al rotarod test notevolmente diminuita (riding time: 181 25sec vs. 78 53sec in WT
and GSNOR-KO; n =12, *p< 0.044), segno di alterato equilibrio e probabile impairment

nervoso.

Laboratorio di Patologia Molecolare e Cellulare
Ricerca Oncologia-Programma Integrato di Oncologia

Trapianto di cellule staminali emopoietiche allo geniche nella terapia delle omeopa-
tie maligne e delle neoplasie solide

Le cellule ematopoietiche staminali sono comunemente impiegate nel trattamento
delle emopatie maligne e dei tumori solidi. Le tecniche di isolamento e manipolazione
possono influenzare l'espressione genica e il differenziamento di questo tipo cellulare
in modo non del tutto chiaro. In particolare, il destino delle cellule staminali dipende
da diversi tipi di segnali che provengono dl microambiente (citochine, fattori di cresci-
ta, interazioni cellulari). L'ipossia rappresenta un altro fattore che influenza una rispo-
sta genica complessa mediata dal fattore trascrizionale HIF-1°. Questa risposta include
anche l'attivazione di NF-kB e I'espressione da parte delle cellule staminali di geni pro-
inflammatori normalmente osservata nei leucociti. HIF1a regola anche I'espressione di
recettori quali RAGE, P2X7 e alcuni Toll-like che legano molecole extracellulari
(HMGB1, ATP/ADDP, ribosomi, acidi nucleici, parti di membrane cellulari) che sono rila-
sciati quando la cellula & danneggiata. Questi recettori attivano un signalling che
potenzia l'azione di NF-kB. L'effetto dei sopraelencati fenomeni sull'efficienza e sulla

sopravvivenza delle cellule staminali ematopoietiche non & attualmente noto. Una
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conoscenza piu approfondita di questi eventi e della loro relazione temporale potreb-

be essere utile per fermare i processi di degradazione e per recuperare e riparare

quelle cellule che sono parzialmente danneggiate. In questo modo sarebbe possibile
aumentare la vitalita delle cellule staminali da trapiantare per una migliore riuscita del
trapianto stesso.

Lo scopo del progetto & stato quello di studiare:

« Quale tipo di attivazione genica pro-inflammatoria & presente nelle cellule staminali,

Th1o Th2.

+ Quale dei due & pili importante per scopi terapeutici.

- Se & possibile, prima del trapianto controllare l'attivazione dei geni proinfiammatori

nelle cellule staminali mediante trattamento con citochine.

- Come questa risposta inflammatoria possa influenzare il rigetto del trapianto.

- Come queste cellule possano essere danneggiate dall'attivazione del processo apop-

totico. Se questo danno possa essere rallentato o riparato.

La risposta a tale quesiti pud suggerire come manipolare il fenotipo della cellula stami-

nale per prevenirne il rigetto.

Risultati:

1) Sono stati studiati gli effetti dell'ipossia sull'espressione di geni target di HIF-1 . Ci
si & concentrati sia su geni classici come VEGF che su altri recentemente dimostra-
ti essere HIF-dipendenti come MMP9 e NOS2. Tramite RT-PCR HT si & osservato
un aumento dei livelli di mRNA di VEGF dopo esposizione di cellule staminali emo-
poietiche a 2 ore di ipossia. Ugualmente, sempre dopo 2 ore di ipossia, si & osserva-
to un incremento dei livelli di mMRNA di MMPg e NOS2. Il legame tra ipossia, attiva-
zione di HIF10 e trascrizione di questi geni target & stato dimostrato utilizzando
uno specifico inibitore dell'attivita di HIF-1ot chiamato Chetomin. Il chetomin duran-
te il trattamento ipossico inibisce I'incremento dei livelli di mRNA di VEGF, MMPg
e NOS2. Inoltre si & osservato che l'ipossia determina sia un incremento della mag-
gior parte dei geni pro-infiammatori studiati, sia un variazione del sistema
CXC4/CXCR4. Sono stati ottenuti dei cloni cellulari stabilmente silenziati per HIF-
100 in cui & stata confermata la forte diminuzione di espressione dei geni in questio-
ne. La maggiore espressione di CXCR4 nelle cellule emopoietiche aumenta la loro
capacita di invasione e migrazione in presenza del rispettivo ligando, SDF-10. Inoltre
l'inibizione sia di HIF-100 (Chetomin) che di NF-kB (Partenolide) riduce fortemente
l'invasione delle cellule in ipossia, indicando che tale recettore & sotto il doppio con-

trollo di HIF-10t e di NF-kB.
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2) Le cellule staminali emopoietiche sono state trattate con citochine Thio Th2 eii livel-

li di espressione dei geni pro-infiammatori misurati tramite RT-PCR HT. Si & osserva-
to che il mMRNA del recettore di danno RAGE risulta down-regolato dalle citochine
Th1 e up-regolato da quelle Th2. Un andamento simile & stato osservato per il mMRNA
dell'enzima inducibile NOS2 e per la superossido dismutasi SOD2. Al contrario, il
recettore di danno P2X7R e i recettori Toll-like (TLR2, 3 e 4) risultavano inibiti sia da
citochine Th1 che da Th2. Tuttavia, l'inibizione nell'espressione del mRNA era pil
marcata durante il trattamento con le citochine Thi che Th2. Interessante & stata
l'osservazione che i livelli di mRNA di due molecole di adesione, selectina E e la
molecola di adesione intracellulare 1 (ICAM 1), risultano incrementate solo dopo

trattamento con citochine Th2.

3) | risultati ottenuti hanno messo in evidenza il ruolo centrale della popolazione mito-

condriale nel processo apoptotico delle cellule ematopoietiche staminali. Infatti,
tramite il colorante mitocondriale JC1 si & osservato, in presenza di staurosporina,
una rapida diminuzione del potenziale di membrana mitocondriale seguita da rila-
scio del citocromo c e attivazione della caspasi-3. A monte di tutto cid si & osserva-
ta una ridotta fosforilazione e quindi ridotta attivazione delle chinasi AKT e ERK.
Infine, i il ruolo fondamentale di tali chinasi per la sopravvivenza cellulare & stato
indagato usando sia attivatori di tali chinasi (IGF-1) che inibitori (H5 per AKT e
PD98059 per ERK). Si & osservato che un'attivazione di AKT e ERK risulta aumen-
tare la sopravvivenza cellulare, mentre, al contrario un'inibizione diminuisce tale
sopravvivenza. In ipossia i processi di morte cellulare attivati sono necrosi e autofa-
gia. L'attivazione dell'autofagia in cellule differenziate e staminali & stata misurata
tramite Western blot per LC3. L'induzione dell'apoptosi & stata invece ottenuta tra-
mite trattamento con staurosporina 0.5 M. | livelli di Bax e Bad per le proteine pro-
apoptotiche e di Bcl-2 per le anti-apoptotiche sono stati misurati tramite Western
blot. Il trattamento delle cellule staminali emopoietiche con citochine Th2 & risulta-
to ridurre la percentuale di apoptosi incrementando i livelli di Akt e ERK1/2 chinasi.
L'aumento di attivita di tali chinasi & a sua volta importante poiché contribuisce a

fosforilare e inattivare la proteina pro-apoptotica Bad.
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Nel 201 il Comitato Etico ha espresso parere sulle ricerche presentate, riportate nella

tabella che segue:

CLINICAL TRIAL TOTALI IN CORSO
Clinical trial sponsorizzati 7 34
Protocolli interni spontanei/No profit DM 17/12/2004 2 9
Studi osservazionali 9 14
Altre ricerche Ex art. 56, corrente, dispositivi medici 1 8

Il Clinical Trial Center nel 2011 ha presenato nuovi trials clinici sponsorizzati, ma anche
studi di ricerca sui farmaci indipendenti (secondo il DM del 17/12/2004) e studi osser-

vazionali. A seguire sono riportati i clinical trial sponsorizzati per area di ricerca.
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Area di Ricerca Parkinson e Disturbi del Movimento
Trial Clinici Sponsorizzati:

$187.3.004 Studio in aperto, di 12 mesi sull'efficacia e la sicurezza di Levodopa
Carbidopa Gel Intestinale in Soggetti rispondenti a Levodopa con Malattia di
Parkinson in stadio avanzato e gravi fluttuazioni motorie nonostante il trattamento
ottimizzato con i Farmaci disponibili per la Malattia di Parkinson.

Sponsor: Abbott Healthcare Products BV.

ACP-103-015 Studio di estensione multicentrico, in aperto per esaminare la sicurez-
za e la tollerabilita di ACP-103 nel trattamento della psicosi nella Malattia di
Parkinson.

Sponsor: Acadia Pharmaceuticals Inc.

S$308.2.008 Studio pilota multicentrico, randomizzato, in doppio cieco con control-
lo a Pramipexolo, per determinare l'efficacia e la sicurezza di Pardoprunox come
terapia aggiuntiva a L-dopa nel trattamento di pazienti Parkinsoniani con fluttuazio-
ni motorie e discinesia.

Sponsor: Solvay Pharmaceuticals

28850 Studio in aperto per determinare la sicurezza a lungo termine di Safinamide
in pazienti affetti da Malattia di Parkinson.
Sponsor: Merck Serono SA

« TVP-1012/501 (ADAGIO Follow Up) Studio multicentrico, in aperto, di follow-up, per
valutare gli effetti del trattamento a lungo termine con Azilect in soggetti affetti da
malattia di Parkinson che abbiano partecipato allo studio ADACIO.

Sponsor: Teva Pharmaceutical Industries Ltd

- 27938 Studio di estensione di fase Ill, in doppio cieco, controllato con placebo per
valutare |'efficacia e la sicurezza a lungo termine di un dosaggio ridotto (50 mg/die)
ed elevato (100 mg/die) di safinamide, come terapia aggiuntiva, in soggetti con
Malattia di Parkinson idiopatica in fase precoce trattati con un dosaggio stabile di
un singolo agonista di dopamina.

Sponsor: Merck Serono SA
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MSA-RAS-202 Studio multicentrico, randomizzato, in doppio cieco, controllato
verso placebo per valutare | efficacia, sicurezza e tollerabilita di rasagilina mesilato
1 mg in soggetti affetti da Atrofia Multisistemica sottotipo parkinsoniano (AMS-P).

Sponsor: Teva Pharmaceutical Industries Ltd

IPX066-B09-06 Studio comparativo tra IPX066 e Carbidopa/Levodopa/Entacapone
(CLE) nella malattia di Parkinson allo stadio avanzato.

Sponsor: Impax Laboratories Inc

CAFQo056A2217 Studio in aperto per la valutazione della sicurezza, della tollerabi-
litd e dell'efficacia di AFQO56 in pazienti con malattia di Parkinson con discinesie
indotte dalla L-dopa.

Sponsor: Novartis Farma SpA

Po5664 Studio di fase Ill, in doppio-cieco, controllato con farmaco attivo e con pla-
cebo, di definizione della dose sull'efficacia e la sicurezza di preladenant in sogget-
ti affetti da malattia di Parkinson iniziale.

Sponsor: Schering Plough Research Institute

P04938 Studio di fase lll, in doppio-cieco, double dummy, controllato con farmaco
attivo e con placebo, della durata di 12 settimane sull'efficacia e la sicurezza di pre-
ladenant in soggetti affetti da malattia di Parkinson di grado da moderato a grave.

Sponsor: Schering Plough Research Institute

Po6153 Studio di fase lll, di estensione, in doppio-cieco, double dummy, controllato
con farmaco attivo e della durata di 40 settimane di preladenant in soggetti affetti
da malattia di Parkinson di grado da moderato a grave (Fase Ill, n. di protocollo
Po6153).

Sponsor: Schering Plough Research Institute

Protocolli interni spontanei:

Ropinirolo a rilascio prolungato e fluttuazioni motorie: studio per valutare il fenome-

no del wearing off indotto dai dopamino agonisti a breve emivita.
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Studi Osservazionali:

DEEP CELC200AITo2 CELC200AITo3 Valutazione precoce del fenomeno di fine
dose o wearing off nella Malattia di Parkinson.

Sponsor: Novartis Farma SpA

SP0990 Studio prospettico, non interventistico sulla prevalenza Incidenza dei
disturbi del Controllo degli impulsi e I'Associazione di sintomi neuRopsichiatrici,
processi cognitivi e qUalita della vita nel Morbo di ParkinSon - ICARUS.

Sponsor: UCB Pharma SpA

13842A Studio Epidemiologico Trasversale per valutare e descrivere il sintomo fati-
ca in pazienti affetti da Malattia di Parkinson in Italia - Studio FORTE.
Sponsor: Lundbeck Italia SpA

AVIRR-PD Fattori predittivi nello sviluppo della Malattia di Parkinson: analisi della

variabilitd dell'intervallo cardiaco R-R in familiari di pazienti affetti.
FARIF-PD Studio caso-controllo sui fattori di rischio familiari e diagnosi precoce
della malattia di Parkinson.

Altre ricerche:

Protocollo per uso compassionevole di Safinamide (NW-1015).
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Area di Ricerca Cefalea e Dolore Neuropatico

Trial Clinici Sponsorizzati:

GAL-ALZ-3005 Studio randomizzato, in doppio cieco, controllato con placebo, del
trattamento a lungo termine (2 anni) con galantamina nella malattia di Alzheimer da
lieve a moderata.

Sponsor: Janssen-Cilag International NV

Aoo81186 Studio di 12 mesi, randomizzato, in doppio cieco, sull'impiego di
Pregabalin in soggetti con sindrome delle gambe senza riposo.

Sponsor: Pfizer Inc

MK0462-082-00 Studio clinico internazionale, randomizzato, in doppio cieco, controllato
verso placebo e a gruppi paralleli, per valutare la sicurezza e lefficacia di Rizatriptan per il
trattamento dellemicrania in fase acuta in bambini ed adolescenti.

Sponsor: Merck Sharp & Dohme Corporation

RGB113905 Studio in aperto, a dose flessibile, su retigabina a rilascio immediato
come terapia aggiuntiva ad una specifica monoterapia con trattamenti antiepiletti-
ci, in paziente adulti con crisi parziali.

Sponsor: GlaxoSmithKline Research & Development Limited

Nn3077 (ZOSTER-022) Studio clinico di fase Ill, randomizzato, con osservatore in
cieco, controllato con placebo, multicentrico, per valutare l'efficacia profilattica, la
sicurezza e l'immunogenicitd del vaccino gE/ASO1B di GlaxoSmithKline (GSK)
Biologicals, somministrato per via intramuscolare con schedula a 0 e 2 mesi a sog-
getti adulti di 70 anni di eta ed oltre.

Sponsor: GlaxoSmithKline Biologicals sa

110390 (ZOSTER-006) Studio clinico di fase lll, randomizzato, con osservatore in
cieco, controllato con placebo, multicentrico, per valutare l'efficacia profilattica, la
sicurezza e limmunogenicita del vaccino gE/ASO1B di GlaxoSmithKline (GSK)
Biologicals, somministrato per via intramuscolare con schedula a 0 e 2 mesi a sog-
getti adulti di 50 anni di eta ed oltre.

Sponsor: GlaxoSmithKline Biologicals sa
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RTGM3413: Studio Multicentrico, in aperto, a lungo termine, sulla sicurezza e tollera-
bilita di retigabina a rilascio immediato in pazienti adulti con crisi epilettiche parzia-
li (estensione dello studio RGB113905).

Sponsor: GlaxoSmithKline Research & Development Limited
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Area di Ricerca Riabilitazione Cardiovascolare - Scienze
Internistiche

Trial Clinici Sponsorizzati:

CL3-16257-083 SIGNIFY dal titolo: Effects of ivabradine in patients with stable coro-
nary artery disease without clinical heart failure. A randomised double-blind place-
bo-controlled international multicentre study.

Sponsor: Institut De Recherches Internationales Servier (IRIS)

CL2-44121-003 Valutazione degli effetti di 4 dosaggi orali di S44121 verso placebo
sulla funzione cardiaca e sul parametro NT-proBNP in pazienti con scompenso car-
diaco cronico e disfunzione ventricolare sinistra. Studio della durata di 12 settimane,
randomizzato, in doppio cieco, a gruppi paralleli, controllato verso placebo, interna-
zionale e multicentrico.

Sponsor: Institut De Recherches Internationales Servier (IRIS)

CL2-44121-004 Valutazione degli effetti di 4 dosaggi orali di S44121 verso placebo
sulla funzione cardiaca e sul parametro NT-proBNP in pazienti con scompenso car-
diaco cronico e disfunzione ventricolare sinistra non trattati con beta-bloccanti.
Studio della durata di 12 settimane, randomizzato, in doppio cieco, a gruppi paralle-
li, controllato verso placebo, internazionale e multicentrico.

Sponsor: Institut De Recherches Internationales Servier (IRIS)

14836 Studio controllato verso placebo, randomizzato, in doppio cieco, a dose fissa,
multicentrico, di fase Ilb per valutare l'efficacia e tollerabilitd di Bay 58-2667 (50
ug/h, 100 ug/h, 150 ng/h) somministrato per via endovenosa, a pazienti con insuffi-
cienza cardiaca congestizia cronica scompensata da un evento acuto (ADHF) entro
12 ore dopo il ricovero in Ospedale. (Cateterismo Swan-Ganz non é richiesto).
Sponsor: Bayer HealthCare AG

CL3-05985-018 Strategie anti-ipertensive Perindopril versus Valsartan/Amlodipina:
efficacia e sicurezza in pazienti con ipertensione da lieve a moderata.Studio rando-
mizzato, in doppio cieco, della durata di 6 mesi seguitoda 8 mesi di follow-up in aper-
to con Perindopril arginina/Amlodipina.

Sponsor: Institut De Recherches Internationales Servier (IRIS)
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TAK-491CLD_307 Studio di fase 3, randomizzato, in doppio cieco, per la valutazione
dell'efficacia e della sicurezza delle associazioni a dose fissa TAK-491 pili clortalido-
ne (40/12,5 mg e 40/25 mg) in pazienti affetti da ipertensione essenziale di grado 2
o 3, che non raggiungono la pressione sanguigna target con TAK-491 40 mg in mono-

terapia.

Sponsor: Takeda Global Research & Development Centre (Europe) Ltd (TGRD)

CSPP100E2337 Studio randomizzato, in doppio cieco, controllato verso placebo, a
gruppi paralleli per determinare se aliskiren, aggiunto alla terapia convenzionale in
pazienti con diabete mellito di tipo 2 e a rischio elevato di eventi cardiovascolari e
renali, pud ridurre la morbilita e la mortalita cardiovascolare e renale.

Sponsor: Novartis Farma SpA

CLCZ696B2314 Studio multicentrico, randomizzato, in doppio cieco, a gruppi paral-
leli, con controllo attivo per valutare l'efficacia e la sicurezza di LCZ 696 in confron-
to a Enalapril su morbilitd e mortalita in pazienti con insufficienza cardiaca cronica
e ridotta frazione di eiezione.

Sponsor: Novartis Farma SpA

Bl 1235.33 Studio prospettico in aperto, volto a valutare lefficacia di
Telmisartan/Amlodipina in un'unica pillola, in pazienti affetti da ipertensione essen-
ziale non controllata dal precedente trattamento con inibitori del Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterone in monoterapia. TEAMSTA - switch.

Sponsor: Boehringer Ingelheim
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Area di Ricerca Approcci di sistema e malattie

non trasmissibili

Trial Clinici Sponsorizzati:

HZC102871 Studio di efficacia e tollerabilitad della durata di 52 settimane per con-
frontare l'effetto di tre dosaggi di Fluticasone Furoato/GWé42444 polvere per ina-
lazione verso GWé42444 sull'incidenza di riacutizzazioni in soggetti con bronco-
pneumopatia cronico-ostruttiva (BPCO).

Sponsor: GlaxoSmithKline Research & Development

PIRRI/CT/o01 (Aiace) Somministrazione sublinguale di un lisato batterico polivalen-
te (PMBL) in pazienti con broncopneumopatia cronica ostruttiva moderata, grave o
molto grave, come definita dalla classificazione GOLD: uno studio controllato di
fase IV in doppio cieco, randomizzato, multicentrico internazionale.

Sponsor: Lallemand Pharma International

CCD-0910-PR-0021 Studio di 12 settimane, multicentrico, multinazionale, randomiz-
zato, in doppio cieco, double-dummy, a due gruppi paralleli per comparare l'effica-
cia e la sicurezza del Foster 100/6 (beclometasone dipropionato 100 g piu* formo-
terolo 6 ug/dose) 2 spruzzi b.i.d., nei confronti di Seretide 500/50 (fluticasone 500
pg piu’ salmeterolo 50 ug/dose), 1 inalazione b.id.,, in pazienti con
BroncoPneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO).

Sponsor: Chiesi Farmaceutici SpA

CQAB149B2348 Studio multicentrico di fase IlIB, randomizzato, in doppio cieco,
doppio placebo, a gruppi paralleli, della durata di 52 settimane, per valutare l'effica-
cia diindacaterolo (150 g o.d.) rispetto a tiotropio (18 lg o.d.) sulla funzione polmo-
nare, sulla percentuale di riacutizzazioni e sui relativi outcomes in pazienti con bron-
copneumopatia cronica ostruttiva (BPCO).

Sponsor: Novartis Farma SpA

Bl 205.452 Studio multicentrico, randomizzato in doppio cieco, doppio fittizio, a
gruppi paralleli, verso controllo attivo, volto a valutare l'efficacia e la sicurezza di

Tiotropio ai dosaggi 2.5 0 5 microgrammi, in soluzione inalatoria, somministrato con
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dispositivo Respimat in confronto a Tiotropio al dosaggio 18 microgrammi, in capsu-
le per inalazione, somministrato con dispositivo HandiHaler.

Sponsor: Boehringer Ingelheim

Protocolli interni spontanei:

«  OCK2 Studio clinico sulla somministrazione di Eparina sodica non frazionata nebu-

lizzata in pazienti con BPCO in fase stabile.

Studi Osservazionali:

« REG.I.RE Studio Osservazionale trasversale per la valutazione dei dati epidemiolo-
gici di prevalenza ed incidenza dell'insufficienza respiratoria finalizzati alla corretta
programmazione sanitaria ed all'ottimizzazione dell'impiego delle risorse economi-
che per il trattamento della malattia.

ARC213 Studio Osservazionale sull'appropriatezza Terapeutica dei pazlenti con

BPCO MOderata (Studio OPTIMO).
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Area di Ricerca Diagnostica per Immagini

Altre ricerche:

« MPCIS Indicatori biologici, radiologici e clinici associati alla sindrome clinicamente
isolata e predittivi della conversione a sclerosi multipla: studio prospettico multipa-
rametrico. MPCIS.
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Scuole di Specializzazione e Tirocini

Sono attive le seguenti Scuole di Specializzazione:

Universita degli Studi di Roma “La Sapienza”
Scuola di Specializzazione in Medicina Fisica e Riabilitazione
Scuola di Specializzazione in Psicologia della Salute

Tirocinio Terapisti Occupazionali

Universita degli Studi di Roma “Tor Vergata”

Scuola di Specializzazione in Medicina Fisica e Riabilitazione

Scuola di Specializzazione in Geriatria

Convenzione per il tirocinio prativo per gli studenti che frequentato il Corsi di Laurea
Magistrale Biotecnologie Industriali della Facolta di Scienze Matematiche, Fisiche e
Naturali della Scuola Istruzione a Distanza-laD al fine di completare il percorso forma-

tivo accademico dei tirocinanti e di agevolarne la scelta professionale

Universitad Campus Biomedico
Scuola di Specializzazione in Neurologia

Scuola di Specializzazione in Radiodiagnostica

Universita LUMSA

Master in Neuropiscologia

Libera Universita degli Studi di Scienza Umane e Tecnologiche (LUDES)

Tirocinio di Formazione per i Fisioterapisti

Seconda Universita degli Studi di Napoli

Facolta di Psicologia

Universita degli Studi di Urbino “Carlo Bo”

Centro Interuniversitario IRIDE.

Universita degli Studi di Modena e Reggio Emilia

Facolta di Scienze della Formazione
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Altri Istituti

Istituto di Formazione in Analisi Transazionale, Istituto Auximon

Istituto Walden Associazione Italiana di Psicologia e Terapia Cognitivo Comportamentale
Scuola Internazionale di Ricerca e Formazione in Psicologia Clinica e Psicoterapia
Psicoanalitica - S..LR.P.L.D.I.

Centro ltaliano di Psicologia Analitica - C.I.P.A

Scuola di Psicoterapia Strategica Integrata Seraphicum (SCUPSIS)

Istituto di Terapia Relazionale Integrata (ITRI)

Centro Studi Martha Harris (Psicoterapia Psicoanalitica, Modello Tavistock)

Istituto Italiano Psicoterapia Relazionale (l.I.P.R.)

Scuola ltaliana di lpnosi e Psicoterapia Ericksoniana (S.I.I.P.E.)

Scuola di Analisi Transazionale (SIFP)

Lo spazio psicoanalitico

Scuola Superiore di Specializzazione in Psicologia Clinica SSSPC Universitd Pontifica
Salesiana

Engim San Paolo

IDI - Istituto Dermopatico dell'Immacolata

Collaborazioni nazionali

Istituto Superiore di Sanitd - Collaborazione Scientifica per Progetti di ricerca nellambito di:
riabilitazione

patologie cardiovascolari

malattie respiratorie

neuroscienze

malattie infettive

tabagismo

neoplasie

medicina di genere.

Universita degli Studi di Roma “La Sapienza”:
| Facolta di Medicina e Chirurgia
Dipartimento di Neurologia e Psichiatria per una collaborazione scientifica nell'ambito del

trattamento del dolore acuto e cronico.
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Universita degli Studi di Roma “Tor Vergata”:

Dipartimento di Medicina Interna nei settori della:

Cardiologia, con particolare riguardo alla diagnosi e cura dell'ipertensione arteriosa e
allo studio del valore predittivo e diagnostico dei marker di funzione cardiovascolare
Diagnosi e terapia delle dislipedemie

Prevenzione, primaria e secondaria, e cura della malattia aterosclerotica mediante |
gestione informatizzata dei pazienti sul territorio

Diabetologia, endocrinologia, andrologia

Biochimica clinica

Medicina interna, oncologia

Ricerca specifica sul tema degli effetti metabolici ed autonomici del training fisico in
pazienti cardiopatici anziani e con ridotta tolleranza allo sforzo.

Dipartimento di Biologia, Accordo di collaborazione scientifica sui meccanismi moleco-
lari dell'invecchiamento.

Dipartimento di Neuroscienze.

Politecnico di Milano

Dipartimento di Bioingegneria, Collaborazione nel settore della valutazione funzionale
e della riabilitazione motoria. Sviluppo dell’attivita clinica e di ricerca dei laboratori di
analisi della postura e del movimento.

Dipartimento di Chimica, Materiali ed Ingegneria Chimica “G. Natta” per la realizzazio-
ne di attivita di ricerca, studio e formazione nel campo delle biotecnologie e di bio-

marker discovery.

Universita Magna Grecia di Catanzaro
Attivazione progetti di ricerca nei seguenti campi: Area farmacologia di base, moleco-

lare e clinica; area tossicologia;area chimica farmaceutica

Universita degli Studi di Foggia
Dipartimento Scienze Biomediche, Accordo di collaborazione Scientifica per la realiz-

zazione di attivita di ricerca, studio e formazione nel campo della medicina riabilitativa
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Collaborazioni internazionali

Imperial College of Science, Technology and Medicine, Londra, UK - Laboratorio di
Fisiologia Vascolare comune e progetti di ricerca sugli effetti cardiovascolari degli

ormoni.
Instrumentation Laboratori, Delaware, USA - Clinical Evaluation Program Agreement

Division of Cardiology, Department of Internal Medicine, Jikei University Tokio,

Giappone - Collaborazione studi su recettori mineralocorticoidi.

Musashino Medical Center, University Tokio, Giappone - Collaborazione scientifica in

ambito cardiovascolare.

Molecular Cardiovascular Research Institute-Tufts Medical Center, Boston, USA -

Collaborazione per ricerca cardiovascolare.

Applied Cachexia Research, Charite Universitatsmedizin, Campus Virchow-Klinikum,

Berlin-Germany - Collaborazione per ricerca cardiovascolare.
Neogenix Oncology Inc, Rockville Maryland, USA - Accordo di collaborazione ricerca.

University of Oxford - Accordo per la conduzione delle attivita scientifiche per lo svi-
luppo di laboratori per studi di genomica funzionale di BPCO in area predittiva, pre-

ventiva e personalizzata delle pratiche mediche e riabilitative.

Diabetes Research Institute, University of MIAMI - Accordo di collaborazione scienti-

fica per la ricerca e cura del diabete.

Plant Product and Human Nutrition Group, Institute of Biomedical and Life Sciences,

University of Glasgow.

Institute for Molecular and Translational Therapeutic Strategies (IMTTS), Hannover

Medical School, Germany.

University of Barcellona, Cooperation in collaborative research in the field of home

care assistance and services (through tele-assistance and tele-rehabilitation) and sys-
tems biology of COPD.
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La biblioteca, specializzata nell'ambito biomedico ed economico-sanitario, collabora
attivamente con tutte le biblioteche del proprio ambito disciplinare sul territorio nazio-
nale. Partecipa all'Organizzazione delle biblioteche scientifiche promossa e finanziata
dal Ministero dalla Salute (Bibliosan), al Catalogo Nazionale dei Periodici (ACNP) e al
sistema per lo scambio di documenti NILDE e al Gruppo ltaliano Documentalisti
dell'Industria Farmaceutica e degli Istituti di Ricerca Biomedica (Gidif-Rbm).

| servizi bibliotecari si concretizzano nel reperimento di documenti non presenti in
biblioteca, consulenza bibliografica, presentazione e guida all'uso di cataloghi, banche-
dati, riviste elettroniche, internet, riproduzione dei materiale cartaceo e elettronico
presente nonché archiviazione e consultazione della produzione scientifica
dell'lstituto dal 1999 ad oggi.

A disposizione degli utenti si trovano anche i seguenti strumenti, materiali e risorse:
banche dati: PubMed + LinkSource, Cinahl, Journal Citation Reports, Web of Science,
BMJ BestPractice, Cochrane Library, ProQolid, Proquest, Biology Image Library
(BioMedCentral), Fiooo Medicine e F1000 Biology, OECD;

inoltre, pili di 7000 periodici scientifici di editori quali Elsevier ScienceDirect, Wiley,
Nature, Springer ma anche New England Journal of Medicine, Stroke, Blood, Science
e i pit importanti periodici italiani d'ambito medico-sanitario: Assistenza Infermieristica
e Ricerca, Educazione Sanitaria & Promozione della Salute, Sole 24 Ore Sanity,
Mecosan, Medicina e Morale, Organizzazione Sanitaria, Panorama della Sanit3,
Psicoterapia cognitiva e comportamentale, Sanitd Pubblica e Privata, Tecnica
Ospedaliera etc.

Tutti gli anni di periodici cartacei correnti e/o interrotti sono esposti a scaffale aperto
e liberamente consultabili unitamente ad enciclopedie, dizionari, repertori;

strumenti per la gestione delle bibliografie (RefWorks);

oltre 1.000 testi di ambito clinico, sanitario e scientifico.

Le risorse sono accessibili a distanza, dall'interno dei computer della rete aziendale e
da remoto.

Sul portale istituzionale www.sanraffaele.it , & presente una area dedicata ai servizi e

alle risorse della biblioteca: http://www.sanraffaele.it/contenuti/37/biblioteca.
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Scuole Universitarie

NellAnno Accademico 2011/2012 in collaborazione con l'Universita degli studi di Roma

“La Sapienza, sono stati attivati i seguenti corsi:

Corso di Laurea in Scienze Infermieristiche
Presidente Prof. Elisa Petrangeli

Vicepresidente Luca Poli

Corso di Laurea in Fisioterapia
Presidente: Vittorio Di Piero

Vice Presidente: Prof. Giuseppe Bruno
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Universita Telematica San Raffaele Roma

L'Universita Telematica San Raffaele Roma, istituita con decreto del Ministro
dell'lstruzione, dell'Universita e della Ricerca dell'8 maggio 2006, & un Ateneo non sta-
tale, legalmente riconosciuto, che rilascia titoli di studio con valore legale in Italia e
nell'Unione Europea. L'offerta didattica & erogata in modalita e-learning, attraverso |'u-
tilizzo di internet e delle nuove tecnologie digitali. Gli studenti possono pertanto acce-
dere alla piattaforma didattica in qualsiasi momento ed in qualsiasi luogo; anche colo-
ro che per ragioni fisiche, geografiche o lavorative ne sarebbero esclusi. La lezione ex
cathedra viene in sostanza sostituita da lezioni registrate e disponibili on line 24 ore su
24 e integrata con specifico materiale didattico: slide, materiale illustrativo, problemi e
discussioni in linea. Le lezioni online sono integrate da attivitd seminariali e di labora-
torio. Le prove finali relative ad ogni insegnamento sono da sostenersi in modalita fron-
tale. Il corpo accademico, altamente qualificato, & composto da docenti ed esperti di
chiara fama nazionale e internazionale, garantendo un alto livello qualitativo dell'inse-
gnamento. L'efficacia del percorso didattico & garantita dalla presenza di tutor, figure
adeguatamente formate per assicurare il proprio sostegno e supporto dal punto di
vista della didattica, del metodo di studio, della tecnologia, dell'orientamento universi-
tario e professionale e della spinta motivazionale. Grazie agli strumenti telematici i
docenti e i tutor sono a disposizione degli studenti in qualsiasi momento per risponde-
re a domande e fornire chiarimenti. | corsi di laurea dell'Universita Telematica San
Raffaele Roma sono legati ai settori in cui il primato dell'industria italiana & testimonia-
to dall'alto livello qualitativo raggiunto dal “Made in Italy” ed & riconosciuto a livello
internazionale: il design e la moda, |'alimentazione, lo sport. Il rapporto vitale con i set-
tori industriali e sportivi di riferimento garantisce agli studenti una relazione proficua
con il mondo produttivo e il mercato del lavoro anche attraverso la possibilita di acce-
dere a stage professionalizzanti nelle realta pit qualificate. Esperti e professionisti del
mondo dell'industria e dello sport assicurano un percorso di studio che valorizza l'ap-
prendimento teorico e la formazione pratica.

L'offerta didattica dell'Universitd Telematica San Raffaele Roma, si articola in tre
Facolta per altrettanti corsi di laurea. In particolare:

1. Facolta di Scienze Motorie - Scienze delle attivita motorie e sportive

Il corso ha l'obiettivo di fornire competenze specifiche relative alla comprensione, alla
conduzione e alla gestione di attivitd motorie a carattere educativo, adattativo, ludico
o sportivo, finalizzandole allo sviluppo, al mantenimento e al recupero delle capacita

motorie e del benessere psicofisico a esse correlato. | settori scientifici attivati all'in-
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terno della laurea di primo livello tendono a dare una preparazione bilanciata dei tre
aspetti professionali preminenti: educativo e rieducativo, sportivo e organizzativo-
gestionale.

2. Facolta di Agraria - Scienze dell'Alimentazione e della Gastronomia

Il corso si propone di formare una nuova figura professionale in grado di gestire tutti
gli aspetti che riguardano la produzione ed il consumo del cibo, da quelli igienico-sani-
tari a quelli giornalistici e culturali; una figura poliedrica che sappia coniugare le cono-
scenze tecniche e scientifiche con quelle umanistiche, economiche e giuridiche; un
professionista in grado di affrontare con competenza e creativita le sfide del settore
alimentare del XXI secolo.

3. Facolta di Architettura e design industriale - Moda e design industriale.

Il corso triennale & progettato per la fruizione in e-learning e concepito sulle esigenze
del Sistema Moda/Design per rispondere alle nuove competenze, richieste dal merca-
to di domani, nei ruoli progettuali e di management creativo. L'offerta formativa post
lauream, invece, si articola attualmente in Master di primo e secondo livello e Corsi di

Perfezionamento.

La sede legale dell'Ateneo & sita a Roma, in via Val Cannuta, 247, all'interno del com-
plesso della San Raffaele SpA, societa che detiene la maggioranza delle quote dell'en-
te promotore dell'Universita. Gli spazi complessivamente disponibili hanno una super-
ficie totale di circa 1.800 metri quadrati divisi tra spazi per la didattica per gli studenti,
per i laboratori e per la ricerca e per gli uffici amministrativi. La sede periferica di
Milano, seconda sede d'esami dell'Ateneo, & sita in Via Francesco Daverio, 7 e dispone
di aule, laboratori ed uffici amministrativi.

Inoltre, a breve si prevede l'istituzione di un Polo didattico nella citta di Catania.
L'infrastruttura telematica ad uso degli studenti e del personale di Ateneo, si articola
in quattro strumenti principali: le piattaforme didattiche, la segreteria didattica on-line,
il servizio di posta elettronica e il sito internet d'Ateneo.

La piattaforma utilizzata per la quasi totalita delle attivita didattiche di Unisanraffaele
& una personalizzazione di Moodle (Modular Object-Oriented Dynamic Learning
Environment, vedasi il sito ufficiale www.moodle.org), un sistema in grado di recepire
contenuti didattici che prevede il tracciamento delle attivita_ per garantire il rispetto
di quanto prescritto dalla normativa universitaria in merito all'obbligo della frequenza.
Le principali tipologie di contenuto didattico utilizzate dall'Universita sono: (a) le video-
lezioni, nella forma di lezioni frontali in cui & presente sia I'immagine del docente che

la presentazione PowerPoint. Il video della lezione & sincronizzato con le diapositive le
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quali sono titolate e permettono di spostarsi da un punto all'altro della lezione; (b) le
audio-lezioni nella forma di slide commentate da audio (rapid learning). In questo caso
il docente dovra inviare l'audio all'Universita, la quale si occupera di sincronizzare l'au-
dio alle diapositive. Le tracce audio registrate dovranno essere una per ogni slide della
presentazione. Al termine di una lezione costituita da 20 diapositive il docente dovra
produrre 20 piccole tracce audio autonome; (c) materiale testuale, file e directory:
i docenti possono pubblicare file di diverso formato, singolarmente oppure organizza-
ti in cartelle; (d) link - possono essere utilizzati link a siti o video di particolare interes-
se, sia interni che esterni alla piattaforma.

Le principali metodologie di comunicazione con gli studenti sono: (a) il forum di discus-
sione - consente lo scambio di messaggi tra tutti gli utenti del corso o allinterno di
opportuni sottogruppi; (b) i quiz - che consentono l'utilizzo di domande di diverso tipo
(risposta chiusa, risposta aperta, di tipo numerico, a corrispondenza; (c) il glossario -
consente di archiviare informazioni in modo strutturato: si pud quindi utilizzare sia
come glossario vero e proprio, sia come ambiente in cui inserire contributi. E' possibi-
le assegnare valutazioni e commenti ai "termini” inseriti e creare alcuni link in modo
automatico all'interno del corso; (d) il compito - tramite il compito & possibile predi-
sporre un'area in cui lo studente pud inviare documenti al docente (eventualmente vin-
colato da scadenze). | docenti possono essere avvisati via e-mail dell'avvenuta conse-
gna e far avere allo studente una valutazione e commenti sul lavoro consegnato; (e) la
chat - consente uno scambio sincrono di messaggi. Le chat possono essere lasciate
sempre aperte, ad uso degli studenti, oppure aperte e chiuse a discrezione dei docen-
ti. Ad esempio & possibile utilizzare la chat per il ricevimento studenti, oppure per una
lezione on-line in cui ognuno porta i suoi contributi. E' possibile salvare le sessioni pas-
sate della chat in modo da rivederle in momenti successivi.

La Segreteria Didattica on-line ha il compito di fornire sia le funzionalita rivolte all'am-
ministrazione universitaria (segreteria studenti) per la gestione del percorso dello stu-
dente dallimmatricolazione al conseguimento del titolo sia i servizi web a valore

aggiunto rivolti al singolo studente.

L'attivita scientifica e di ricerca dell'Ateneo comprende i seguenti prodotti della ricer-
ca:

a) Pubblicazioni Scientifiche (Nazionali/Internazionali): pubblicazioni a carattere scien-
tifico che abbiano: rilevanza accademica (a livello nazionale o internazionale) e diffu-
sione nella comunita scientifica; ISBN/ISSN; carattere di scientificita: il carattere di

scientificita & assicurato dal contenuto accademico della rivista e dal processo di sele-
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zione e revisione degli articoli, nonché dall'esistenza di un comitato editoriale e scien-
tifico; Impact Factor; ISI, etc.

Per pubblicazioni scientifiche si intendono anche: riviste accademiche stampate e onli-
ne; annali universitari; capitoli in libri/report di ricerca; monografie e curatele interna-
zionali e nazionali con processo di referaggio e editorial board; atti di convegni inter-
nazionali/nazionali che abbiano nel loro comitato organizzativo uno scientific board e
che abbiano provveduto ad un referaggio double e blind prima dell'accettazione del
contributo.

Pubblicazioni Divulgative (Nazionali/Internazionali).

b) Tutte le pubblicazioni non accademiche con ISBN/ISNN, che si rivolgono ad un pub-
blico piu eterogeneo rispetto a quello accademico.

c) Convegni Scientifici: convegni organizzati da una comunita scientifica di riferimento
o da enti/istituzioni/associazione di professionisti, nonché network universitari e asso-
ciazioni accademiche che abbiano ad oggetto tematiche scientifiche e la cui discussio-
ne avvenga tramite presentazioni di paper (su invito o submission), nonché esposizio-
ne di poster paper o relazioni su invito. La scientificita & assicurata da un meccanismo
di double blind review stabilito dal comitato organizzatore del convegno. | paper pre-
sentati sono pubblicati integralmente o in parte (abstract) nei conference proceedings
o atti dei convegni, che possono avere ISBN/ISSN nonché possedere Impact Factor.
d) Partecipazioni a Convegni: si intende la partecipazione in qualita di relatore e/o di
redattore del contributo a convegni nazionali o internazionali organizzati all'interno del
proprio ambito scientifico di riferimento, nonché da associazioni di categoria o ordini
professionali. Lo scopo di tali convegni & I'aggiornamento continuo e la partecipazione
del ricercatore per permettere, attraverso una condivisione del proprio know how, il
miglioramento delle conoscenze globali in relazione a determinati ambiti di riferimen-
to.

e) Convegni/Seminari/Corsi: Si indica con questa dicitura l'insieme di attivita a cui il
ricercatore partecipa in qualitad di partecipante/uditore, ai fini di un aggiornamento
professionale/scientifico per il miglioramento della propria attivita di ricerca/didattica
attinente all'Ateneo. In particolare ci si riferisce a:

- seminari generici su tematiche di ricerca (con attestato di frequenza)

- corsi di approfondimento (con attestato di frequenza)

- scuole di metodologia della ricerca

- summer school

- intensive course

f) Partecipazione a varie attivita nel campo della ricerca

290



ANNUAL REPORT 2011 IRCCS San Raffaele Pisana

In particolare ci si riferisce a:

- Partecipazione a editorial board di riviste nazionali/internazionali;

- Partecipazioni a scientific board nell'ambito di book series promosse da editori inter-
nazionali e per prodotti editoriali;

- Attivita di coordinamento nell'ambito di special issues di riviste o book series;

- Attivita di referaggio per riviste accademiche e/o per convegni scientifici.
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CORSI

Nel 201 il network San Raffaele ha organizzato ed é stato sede di 26 corsi ECM per un tota-

le di 291 crediti.

NUMERO DI CREDITI

DATA TITOLO LUOGO

ECM
Aprile 20 Dolore, depressylone: e qualita di vita RSA San Raffacle Ostini ;
nell'anziano
. International course: human motor
Maggio 18 Torre Rossa Park Hotel 1
control
L'equipe multiprofessionale e le abilita
24 di coping nel gruppo dedicato alla San Raffaele Cassino 14
riabilitazione neuromotoria
. Gestione del paziente respiratorio San Raffaele Rocca di
Giugno 14 " 10
critico Papa
5 Il dolore oggi: update legislativo e della| San Raffaele Rocca di B
letteratura Papa
o Gestione del pa.Z|'ente respiratorio San Raffacle Pisana o
critico
28 . L|mPort§nza dglle scienze. San Raffaele Sulmona
psicologiche in ambito ospedaliero
Raffaele R i
Settembre 2 Lesioni da decubito SIRREC R ] 25.3
Papa
Analisi e approfondimento delle
prescrizioni a carattere cogente
derivanti dalle normative vigenti
13 sul DLgs &1/08 e sul .D.I._gs 19.6/03 IRCCS San Raffale Pisana 39.2
e standard volontari di gestione
e di riferimento per lo sviluppo
e I'implementazione di modelli
organizzativi
Percc?r5| dla.gr.u.)stl.co .t(.erar.Jeutlu San Raffaele Rocca di
15 assistenziali in riabilitazione Paoa 25.2
neurologica P
19 . leporte?nza ole.lle sqenze. San Raffaele Sulmona 5.3
psicologiche in ambito ospedaliero
Lequipe multiprofessionale e le abilita
27 di coping nel gruppo dedicato alla San Raffaele Cassino 21.4
riabilitazione neuromotoria
Ottobre 6 Ictus cerebral'e: ap|o'|icazi<?ni di nuove IRCCS .San Raffaele 72
tecniche di imaging Pisana
Approccio riabilitativo
multidisciplinare nella gestione .
v del paziente affetto da malattia di Sl RS Caraiie 8
Parkinson
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NUMERO DI CREDITI

DATA TITOLO LUOGO ECM
Gestione dei bisogni fondamentali e
17 dei problemi relativi ai pazienti affetti San Raffaele Cassino 8
da malattia di Parkinson
Formare gli operatori al colloquio
26 zelle c.onsylenzla. strutturata, f‘e' San Raffaele Cassino 10
confronti dei familiari e/o caregivers
dei pazienti ricoverati
Il paziente allettato: mobilizzazione,
cura delle lesioni da decubito, .
Ottobre 27 . o ) San Raffaele Ostuni 10
nutrizione artificiale e gestione delle
tracheostomie
Formare gli operatori al colloquio
27 selle 90nsy|enz~§ st.rutturata, ':‘el San Raffaele Cassino 10
confronti dei familiari e/o caregivers
dei pazienti ricoverati
20 Traumatologi? e riabilitazione nella San Raffacle Sulmona 53
medicina dello sport
Ortesi dinamiche nel cammino del IRCCS San Raffaele
Novembre 4 ) . 7
paziente Pisana
Ortesi dinamiche nel cammino del IRCCS San Raffaele
4 paziente Pisana /
4 Ortesi dinamiche nel cammino del IRCCS San Raffaele ;
paziente Pisana
19 Dero.lita di cgscienza: per.(:c?rsi San Raffaele Cassino 6
diagnostici e terapeutici
L icazi la salute, .
Dicembre 15 S San Raffaele Cassino 10
specificita nel settino riabilitativo
5 Radiologia, odontostomatologia e IRCCS San Raffaele s
maxillo facciale Pisana
16 Infezione delle vie urinarie San Raffaele Sulmona 4.5
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ATTIVITA' ASSISTENZIALE

L'attivitad assistenziale dell'lRCCS San Raffaele Pisana si inserisce nell'ambito di un'or-
ganizzazione strutturata in Dipartimenti, per un totale di 298 posti letto, con le seguen-
ti Unita Operative (U.O.):

- Riabilitazione Neuromotoria

- Riabilitazione Pediatrica

- Cardiologia Riabilitativa

- Riabilitazione Respiratoria

- Medicina Interna

All'interno dell'lRCCS sono attivi i seguenti Laboratori e Servizi specialistici che offro-
no un fondamentale supporto alla clinica ed alla ricerca svolgendo un'attivita trasver-
sale agli obiettivi delle differenti UU.OO.:

« Laboratorio di Neurofisiopatologia

« Laboratorio per lo Studio delle Posture e del Movimento (Gait Analysis)

- Laboratorio di Bioingegneria per la Riabilitazione Robotica

- Laboratorio per lo Studio della Funzionalita Cardiaca

« Laboratorio per lo Studio della Funzionalita Respiratoria

« Laboratorio di Patologia Clinica e Biotecnologie Avanzate

« Servizio di Otorinolaringoiatria con Laboratorio di Audiologia/Audiologia Infantile,
Foniatria con sistema di videoendoscopia per lo studio delle prime vie aeree e
Deglutologia

« Servizio di Diagnostica per Immagini

« Servizio di Idrokinesiterapia, Terapia Occupazionale e Rieducazione Funzionale

+ Centro Dolore Neuropatico

- Centro Cefalea

- Centro Malattie di Parkinson

208



ANNUAL REPORT 2011 IRCCS San Raffaele Pisana

DATI DI ATTIVITA'

Nel corso dellanno 2011 il numero totale dei dimessi in regime di ricovero ordinario & stato di 3368,

di cui 2438 pazienti per la Riabilitazione e 930 pazienti per U.O. di Medicina (tabella 1).

TABELLA 1
Dimessi IRCCS San Raffaele Pisana - anno 201

Discipline Ne Dimessi regione N D::\gei::i:uori Totale Degenza Media
Medicina interna 907 23 930 6.85
Riabilitazione 2178 260 2438 37.71
Riabilitazione dh 1515 1191 2706 5.81*
4600 1474 6074 18.77

* numero medio di accessi per paziente

Ricoveri ordinari

Analizzando i dati per ciascuna U.O. (tabella 2), si osserva che la maggior parte dei ricoveri &
attribuibile all'U.O. di Rizbilitazione Neuromotcria (1086 pazienti sul totale cei dimess/, di cui
il 94.2 % residenti) e all'll.O. di Riabilitazione Cardiologica (799 pazienti sul totale dei dimes-
si, di cui il 91.5 % residenti nella Regione Lazio). Per le UU.OOQ. di Riabilitazione Respiratoria
e di Riabilitazione Pediatrica I'amriontare dei pazienti dimessi & in termini percentuali
rispettivamente del 15.7 % (382 di cui il 98 % residenti riella Regione Lazio) e del 7 % (171 di
cui 29.7 % residenti nella Regione Lazio).

La degenza media dei pazienti dimessi dalle UU.OO. va da un minimo di 23 giorni circa per
la Riabilitazione Pediatrica ad un massimo di 51 giorni per la Riabilitazione Neuromotoria,

con una media totale di 37 giorni.

TABELLA 2
Ricoveri U.O. di Riabilitazione Anno 2011 - Degenza ordinaria

Dimessi D

U.O. RIABILITAZIONE i Totale Totalegg. | Deg.Media | Deg.Media M:;;
RICOVERI ORDINARI Fuori Residents dimessi Degenza fuoriregione | residenti

regione totale

R. Pediatrica 121 50 171 3953 20.21 3014 2312

R. Respiratoria 8 374 382 13868 22.50 36.60 36.30

R. Neuromotoria 63 1023 1086 55976 4471 51.96 51.54

R. Cardiologica 68 731 799 18152 23.59 22.64 2272

Totale 260 2178 2438 91949 2710 38.98 3771
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Ricoveri in Day Hospital

Per quanto concerne l'attivita di Day Hospital, ci sono stati 15713 accessi, per un totale di
2706 pazienti (tabella 3). Dei pazienti ricoverati in regime di day hospital il 44% proviene da

regioni diverse dalla Regione Lazio.

TABELLA 3
Attivita di DH - anno 20m

Ne° Dimessi Ne Dimessi fuori . | Numero medio
. . Totale Totale accessi .
regione regione accessi/pz
Riabilitazione dh 1515 191 2706 15713 5.81

Esaminando i dati piti nel dettaglio (tabella 4), si evidenzia che, su un totale di 2706 pazien-
ti, 2353 sono stati dimessi dal DH di R. Pediatrica, 190 dal DH di R. Neuromotoria e 163 dal
DH di R. Cardiologica.

Il numero medio di accessi per paziente & di circa 5 giorni, andando da un minimo di 2 acces-
si circa per la Riabilitazione Pediatrica ad un massimo di 34 accessi per la Riabilitazione

Neuromotoria.

TABELLA 4
Attivita di DH per disciplina - anno 201

DIMESSI ACCESSI .
Accessi . .
Totale Totale Medi el Eaccess
Riabilitazione DH Fuori Residenti | ,. . Fuori Residenti . . Medi Medi
X dimessi . accessi | fuori . .
regione regione R residenti | totale
regione
R. Pediatrica 184 169 2353 1882 3989 5871 1.59 3.41 2.50
R. Neuromotoria 5 185 190 167 6183 6350 | 33.40 33.42 33.42
R. Cardiologica 2 161 163 47 3445 3492 | 23.50 21.40 21.42
Totale 1191 1515 2706 2096 13617 15713 1.76 8.99 5.81

Dall'analisi dei dati SIO relativi alle MDC attribuite ai pazienti dimessi per I'anno (tabella 5)
¢ possibile evidenziare come la maggior parte dei ricoveri sia legata a malattie e disturbi del
Sistema Nervoso (il 29.42 % dei dimessi attribuiti alla MDC 1 “Malattie e disturbi del Sistema
Nervoso”) e, in secondo luogo, a patologie dell'Apparato Cardiocircolatorio (il 23.23 % dei

dimessi attribuiti alla MDC 5 “Malattie e disturbi dell'Apparato Cardiocircolatorio”).
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TABELLA 5
Classificazione dei dimessi per MDC

Major Diagnostic Categories ORD. D.H TOT. %
MDC 1 Mal. e disturbi del sistema nervoso 947 840 1787 20.42 %
MDC 4 Mal. e disturbi dell’ apparato respiratorio 606 606 9.98 %
MDC 5 Mal. e disturbi dell” app. cardiocircolatorio 1247 164 141 23.23 %

MDC 8 Mal. e disturbi del sistema muscolo-scheletrico

(o)
e del tessuto connettivo 437 49 486 8.00%

ALTRI 131 1653 1784 29.37 %

PROVENIENZA DEI PAZIENTI

L'IRCCS San Raffaele Pisana conferma una ragguardevole capacita attrattiva con ricoveri
provenienti da tutte le regioni italiane. Considerando la totalita dei ricoveri, ordinari e diur-
ni, oltre il 24 % dei pazienti provengono da regioni diverse dalla regione Lazio (1474 su un
totale di 6074 pazienti).

Attivita Ambulatoriale
Nell'anno 2011 sono state erogate 219146 prestazioni di carattere ambulatoriale: 152268 ¢ il
numero di prestazioni registrato presso il Poliambulatorio di Via Giolitti e 66878 quello rea-

lizzato presso la sede centrale dell'lRCCS.

INNOVAZIONE ASSISTENZIALE

Centro Studi PAC (Persone ad Alta Complessita)

Il concetto di Medicina Personalizzata, Partecipatoria, Preventiva e Predittiva (“P4
Medicine”) , fortificato nell'ambito della riabilitazione, ha costituito la base per da struttura-
zione di un Centro Studi PAC, che risponde a varie esigenze:

- Data Center Epidemiologico con la raccolta di dati clinici, epidemiologici, attraverso un
sistema valicato da studi multicentrici a livello europeo e con un approccio di valutazione
multidimensionale;

- Farmacoepidemiologia e appropriatezza della prescrizione farmacologica;

- La presa in carico della persona e il continuum assistenziale;

- (In)formazione delle figure professionali, dei pazienti e dei caregiver.
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Dipartimento di Scienze Neurologiche, Motorie e Sensoriali - Parkinson e disturbi
del Movimento

Adesione alla “ TERZA GIORNATA NAZIONALE DELLA MALATTIA DI PARKIN-
SON” - Evento Nazionale in cui il Centro Clinical Trial Center ha aderito alla Terza
Giornata Nazionale di Parkinson Promossa dalla LIMPE, con la collaborazione delle
associazione dei Pazienti, al fine di offrire informazioni personalizzate e divulgazione
scientifica a tutte le persone interessate, con l'obiettivo di diffondere la conoscenza
della malattia e sensibilizzare l'importanza di una diagnosi precoce. Il CTC il giorno
26/11/2011, insieme ad altri 50 Centri Parkinson distribuiti in tutto il territorio Nazionale,

ha fornito assistenza e informazione a tutte le persone interessate.

Dipartimento di Biotecnologie Avanzate e Bioimmagini
Implementazione della rete PACS con le sedi periferiche.
E' stato possibile accorciare itempi di refertazione degli esami RM e TC e migliorare
la qualita del servizio erogato, potendo disporre anche in remoto del teleconsulto e

della second opinion del radiologo superspecialista.

Dipartimento di Pneumologia Riabilitativa

La gestione del paziente critico sottoposto ad intervento cardiochirurgico con compli-
canze respiratorie acute

E' proseguito il lavoro iniziato nel 2010 confermando ed implementando protocolli di
alta complessita riabilitativa per quanto concerne la gestione del paziente sottoposto
ad intervento cardiochirurgico con secondarie complicanze respiratorie che ne hanno
causato l'intubazione oro-tracheale ed il supporto ventilatorio meccanico. Tali pazienti
nella fase sub-intensiva sono stati gestiti al fine di ottimizzare gli scambi gassosi, inizia-
re un protocollo di weaning, e laddove possibile svezzamento dalla cannula tracheosto-
mica. L'attivita riabilitativa integrata di questi pazienti ha previsto anche specifici trai-
ning di logopedia per il recupero di un' alimentazione autonoma. Nel biennio 2010-2011

piu' di 60 pazienti tracheostomizzati sono stati trattati.
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-

IRCCS San Raff§eles "

in automobile Alla vostra sinistra al 2° piano si trova via g io | itti 16
parcheggiare all'es parking il San Raffaele Termini
giolitti convenzionato con il San Raffaele Termini, 0018 5 roma
che si trova in via Giolitti 267 in autobus
da p.zza dei Cinquecento P h +39 06 481 631
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