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Presidente Associazione “La Nostra Fanuglia”

Zaira Spreafico
PresidenteAssociazione “La Nostra Famiglia”
dal 19484l 2004

L'TRCCS E. Medea e 1'Associazione “La
Nostra Famiglia” stanno vivendo insie-
me una stagione ricca di avvenimenti
nuovi che, pur garantendo la continuita
di una missione in una panoramica so-
cio politica che cambia, aprono prospet-
tive ad ampio respiro, sempre pili stimo-
lanti e responsabilizzanti per tutti gli
operatori che al loro interno operano.
L'evento che piti ci ha coinvolti a livello
emotivo € stata la scomparsa di Zaira
Spreafico avvenuta il 3 luglio 2004, dopo
un breve declino che solo per poco tem-
po I'ha allontanata dall'attivita condot-
ta con tanta abilita, passione e determi-
nazione per pitidi cinquant'anni.

La prima Presidente de La Nostra Fami-
glia ha intuito, con la preveggenza che
ha contraddistinto tutte le sue scelte, che
1'evoluzione dell'Opera non poteva esse-
re affidata unicamente all'attivita riabi-
litativa, sebbene condotta secondo para-
metri di efficacia ed efficienza, codificati
dall'esperienza e dalla competenza degli
operatori, essa richiedeva uno sforzo ulte-
riore per garantire la massima scientifi-
citaal nostro operare.

E nata cosi la sezione IRCCS dell'Asso-
ciazione: un'intuizione che ¢ diventata
realta, ricca di esperienze importanti e
impegnative che danno dignita a tutta
I'attivita riabilitativa de La Nostra Fami-
glia. Una realta che ha modificato radi-
calmente le caratteristiche del nostro ser-
vizio ed ha richiesto un ulteriore sforzo
di adattamento a regole nuove, piti pre-
cise, non sempre facili da applicare e da
comprendere nella loro positivita.

Il cammino e stato difficile, ma sempre
stimolante e positivo.

Il secondo evento che ha cambiato dav-
vero la nostra fisionomia & stata
I'apertura del settimo padiglione di Bo-
sisio che ci ha collocati a pieno titolo fra
lestrutture ospedaliere pit qualificate.
Zaira aveva previsto per Bosisio |'acqui-
sizione di un ruolo trainante che fosse vi-
sibile anche nella struttura, ha visto pero
crescere con timore questa realta. il timo-
re che si potesse snaturare il significato

de “LaNostra Famiglia” in cui tutti devo-
no stare bene, perché si sentono accolti
per il valore di cui ognuno € portatore,
proprio come accade in una famiglia.
Grazie alle sue sollecitazioni questo
“ospedale” non poteva pertanto essere
cheun “ospedale amico” in cui ci si sen-
te guardati personalmente e chiamati
pernome, dove il bambino e lasua fami-
glia trovano la collocazione riservata
all'amico pili caro, dove chi accoglie &
un'équipe competente che vive la “pas-
sione” del curare bene.

Lapresain caricodiogni paziente e la sfi-
da di non lasciarsi travolgere dallo sco-
raggiamento di fronte al possibile insuc-
cesso perché, come ci ha insegnato il
prof. Giorgio Moretti, anche il bambino
pill grave ci rivela delle abilita nascoste
dafarevolvere che, non solo la tecnica fa
evidenziare, ma la tecnica pitl 1'amore
fanno addirittura esprimere come il mi-
racolo dell'attesa, della pazienza, dellafi-
ducia nell'uomo.

Zaira ci ha lasciato questo insegnamen-
tocon la testimonianza dellasuavita, ca-
ratterizzata dalla fiducia nella Provvi-
denza, che guida attraverso l'intuito e la
razionalita le persone responsabili della
conduzione dell'Opera, perché facciano
le scelte giuste, dalla fiducia negli opera-
tori che “sono” la Nostra Famiglia a cui
ha affidato il compito di garantirela con-
tinuita di un'Opera, nata dal cuore del
Fondatore, il Venerabile Servo di Dio don
Luigi Monza, cresciuta inizialmente con
le Piccole Apostole che in Luie in lei han-
no creduto, sviluppata fino all'attuale as-
setto, cosi articolato e incredibilmente
riccodirisorse.

A Zaira Spreafico va il nostro grazie per
essere stata ad un tempo stimolo e mo-
dello. Il livello di operativita e scientifici-
ta raggiunto, lo stile che ci contraddi-
stingue, il rispetto del valore e della di-
gnita di ogni persona che ci ha proposto,
garantito da ogni operatore, le rendono
I'onore dovuto ad una personalita e ad
un'opera incisiva e significativa come la
sua.
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Ame tocca ora il compito di garantire il
passaggio dal tempo storico della fonda-
zione, dopo cinquant'anni dalla morte
del Fondatore, al tempo della stabilizza-
zione della nostra fisionomia, perché
I'Associazione sia conosciuta e apprez-
zata in tutta la molteplicita delle sue
espressioni, sostenuta dalla forza della
missione che le ¢ stata affidata da Zaira,
con l'attenzione e 1'apertura al futuro,
non facile, da affrontare con chiarezza,
determinazione e, ancora una volta, fi-
ducia.

Il programma di questo governo, alla lu-
ce dei cambiamenti socio politici in atto
e della complessita delle richieste che ci
vengono rivolte dagli utenti, dagli ope-
ratori, dalle istituzioni territoriali, si
strutturasu alcuni punti fondamentali:

1. la conduzione dell'Opera richiede un
reale lavoro di coesione fra le varie
componenti dell'Associazione, in
quanto né una persona sola, né il solo
Consiglio di Amministrazione posso-
no piu garantire 1'opportunita delle
scelte, tenuto conto anche delle pro-
gressive differenziazioni regionali.
Elementi facilitanti sono 1'evoluto li-
vello della comunicazione acquisito,
grazie ad una struttura organizzativa
oramai sperimentata e funzionale.

2. Lavelocita con cui si succedono le va-
rie problematiche sociali relative alla
realta della disabilita, richiede di ave-
re una costante oculata attenzione ai
segni dei tempi per fare interventi mi-
rati, volti a garantire il rispetto delle
persone disabili, sapendo che neppure
I'ente pubblico garantisce piti 1a totale
copertura delle spese richieste da un se-
rio intervento riabilitativo e di ricerca.
In questo tempo di cambiamento sem-
pre di piti saranno coinvolti i soggetti
veri attori del nostro intervento, ossia
gliutenti.

3. Particolare attenzione verra data alla
ricerca perché proceda sul cammino
cosl efficacemente avviato per miglio-
rare sempre di pil la clinica, guar-

dando all'Europa e cercando di eleva-
re nel modo migliore possibile il livel-
lo culturale e la competenza di tutti
gli operatori, mediante la diffusione si-
stematica dei risultati raggiunti, indi-
viduando i filoni di ricerca e operativi-
ta che ci contraddistinguono, grazie a
ricercatori e clinici qualificati.

4.Un impegno fondamentale dell'Asso-
ciazionee quello di garantire il benes-
sere di tutti coloro che a vario titolo
passano poco o tanto tempo in tutti gli
ambienti dell'Associazione per rende-
re sempre ragione del nome che porta,
in piena coerenza con la sua specifica
missione. Perché si mantenga il clima
di accoglienza e di benessere, partico-
lare attenzione va rivolta al benessere
degli operatori, sollecitando il rispetto
dei reciproci ruoli e curando che ognu-
nosiaal posto giusto.

La Nostra Famiglia e consapevole della
grande ricchezza di cui e portatrice per
la molteplicita dei settori in cui € artico-
lata tutta |'attivita, per la competenza e
la motivazione dei suoi operatori, per gli
innumerevoli stimoli alla riflessione e al-
la crescita umana che provengono dalla
particolare tipologia di utenti che acce-
dono alle suestrutture.

E altrettanto consapevole della grande
responsabilita che giorno per giorno si
assume nella cura di soggetti portatori
di gravi disabilita e anche nella forma-
zione degli operatori.

Un obiettivo sicuramente importante da
perseguire e quello della codifica dei da-
ti, della raccolta di follow-up seri per
una verifica coraggiosa dei risultati, in
modo da poter procedere con ulteriori si-
curezze che saranno la base della nostra
culturafutura.

Ringrazio il presidente dell' TRCCS
Dottor Domenico Galbiati, il Direttore
Scientifico Professor Nereo Bresolin per
la condivisione della missione dell'As-
sociazione, |'apporto personale alla cre-
scita culturale dell'Ente, la partecipazio-
ne a tutte le iniziative che fanno de La

Nostra Famiglia una grande famiglia in
cui operatori e ricercatori vivono |'entu-
siasmo del sapere e la soddisfazione
dell'aver costruito insieme un servizio
all'uomo.

Alda Pellegri

Presidente Associazione “La Nostra Famiglia”
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Domenico Galbiati
Presidente IRCCS “E.Medea”

La riabilitazione, non meno di altre
branche della medicina - a fronte degli
incalzanti sviluppi scientifici e tecnolo-
gici che, almeno dagli anni settanta, van-
no trasformando profondamente i para-
digmi della diagnosi e della terapia sta
attraversando una fase di significativa
evoluzione, segnata da un costante pro-
gresso delle sue potenzialita e della sua
efficacia terapeutica.

Anzitutto la biologia molecolare, con la
genomicae l'ingegneria genetica, le atte-
se alimentate dall'impiego delle cellule
staminali, 1a sofisticazione delle nuove
strumentazioni diagnostiche, I'impatto
dell'area biomedica con I'elettronica e
I'informatica, le nuove prospettive aper-
te dallabioingegneria e dalla bionica im-
pongono, anche in ambito riabilitativo,
nuovi criteri di interpretazione della ma-
lattia e delle disabilita che ne conseguo-
no.

Siamo, come e piti che altrove, in un ter-
reno fertile per quella dimensione inter-
disciplinare della ricerca che oggi si pro-
pone come la prospettiva pili avanzata e
promettente.

Cio e soprattutto vero nel campo delle
funzioni neurologiche e neuropsichiche
e presenta una particolare delicatezza al-
lorché si opera con bambini ed adole-
scenti, cioe con soggetti che affrontano
quella stagione evolutiva che rappresen-
ta l'etd pit problematica e complessa,
per molti aspetti quella dirimente e deci-
siva, della loro interaesistenza.

Non a caso, del resto, in modo pit imme-
diato e coinvolgente di quanto non suc-
ceda nell' adulto, bambini ed adolescen-
ti esigono, ad esempio, una chiara ed
esplicita visione etica di ogni provvedi-
mento diagnostico o terapeutico-riabi-
litativo che li riguardi.

Questi ultimi, infatti, nella misura in cui
interferiscono con i processi di sviluppo
somatico e di formazione personologica
in corso, assumono una penetranza del
tutto speciale ed un riverbero che non &
solo di carattere tecnico-sanitario in sen-
s0 stretto, bensi ricco di una proiezione

esistenziale che tocca il percorso intero
dellavita.

Lariabilitazione, in sostanza - soprattut-
to quando concerne il recupero del-
I'autonomia della persona nell 'esercizio
delle funzioni superiori pretende un ele-
vato standard di competenza scientifica
e, nel contempo, esige che questa stia
dentro la cornice di una concezione an-
tropologica ben definita.

Meno di altri ambiti medici, puo delega-
re ad una asettica dimensione tecnica,
per quanto accurata, 1'appropriatezza e
I'efficacia del proprio intervento.
Sitratta, dunque - per parte nostra, lo ve-
rifichiamo costantemente in ragione del-
le patologie che, giorno per giorno, sia-
mo chiamati ad affrontare di una disci-
plina che diventa sempre pill intrigante
ed impegnativa.

Per un verso, dal punto di vista della sua
validazione scientifica, sta sul crinale og-
gi piti avanzato: quello che, ad un tem-
po, distingue ed integra biologia mole-
colare e genetica da una parte, il largo
sviluppo delle neuroscienze dall'altra.
Per un altro verso ancora, sta sul confine
tra un approccio rigorosamente scienti-
fico e la sua declinazione nella specifici-
ta, anzi nella unicita irripetibile della sin-
gola persona e come tale evoca quel ri-
svolto di empatia e di valore umano del-
larelazione tral'operatore sanitarioed il
piccolo paziente che rappresenta una di-
mensione irrinunciabile ed essenziale,
anche per il buon esito tecnico dell'inter-
ventodel “curare” edel “prendersicura”.
Né va dimenticato che anche nel caso
della neuroriabilitazione, come in altri
campi, al miglior affinamento diagno-
stico oggi possibile nei confronti di nu-
merose patologie, a cominciare da quel-
le congenite e rare, non e cosi immedia-
toné facile corrispondere in termini di al-
trettanta efficaciasul piano terapeutico.
D'altronde, quandosi dice “disabilita” si
fariferimento ad un fenomeno ampio ed
articolato, non statico nello spazio e nel
tempo, ma, al contrario, attraversato da
una dinamica, sia sul versante epide-
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miologico che etiopatogenetico, che ri-
flette anche il contesto sociale, economi-
coeculturalein cuisi manifesta.

Non a caso, pure in un ambiente caratte-
rizzato da un tenore di vita mediamente
buono, come puo essere considerato il
nostro e quello degli altri Paesi europei,
le prime eta della vita possono incontra-
re “fattori di rischio” che limitano o di-
storcono i fisiologici percorsi evolutivi e
di maturazione delle autonomie del sog-
getto, legati a processi sociali che, nel-
|'accezione comune, consideriamo non
involutivi o regressivi, ma piuttosto di
crescita.

L'istituto “E.Medea” vede crescere co-
stantemente, da diversi anni, la propria
produttivita scientifica sia in virtt di una
strategia di indirizzo scientifico che in-
tende interpretare la disabilita secondo i
canoni pittaggiornati della ricerca gene-
ticae dellamedicina molecolare, sia gra-
zie agli importanti investimenti, operati
asostegno di tale nuovo percorso, in ter-
mini di risorse umane e di dotazioni
strutturali.

Consideriamo, peraltro, tale impegno
del tutto sinergico con la costante atten-
zione a tenere alta la guardia sul piano
dell'eccellenza clinica e della capacita di
accoglienza che, nei confronti del bam-
bino disabile e del genitore che lo ac-
compagna, non significa solo comfort o
qualita alberghiera della vita in ospeda-
le, ma soprattutto attitudine, secondo un
concetto piti ricco di salute, ad accompa-
gnare |'evoluzione di un limite, spesso se-
vero, verso nuovi percorsi di speranza e
disenso pieno delladignita della vita.

Domenico Galbiati
Presidente IRCCS “E.Medea”
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Nereo Bresolin
Direttore Scientifico IRCCS “E.Medea”

8 o v o

AN S e b ek e

L'TRCCS E. Medea si e proposto di realiz-

zare un piano di ricerca pluriennale de-

stinato a portare un significativo contri-
buto alle conoscenze nel campo della pa-
tologia dello sviluppo. L'attivita di Ricer-
carisponde, oltre che alle regole della ri-
cerca scientifica in campo biomedico,
anche agli obiettivi specifici di seguito de-
scritti:

1)ottemperare ai criteri di uno studio epi-

demiologico anche di tipo longitudi-
nale

2)comparare i dati epidemiologici con

quelliclinici

3)contemplare lo studio di aspetti biolo-

gici, genetici e di sperimentazione su
modelli animali

4)approfondire gli aspetti psicologici e

sociali

5)valutare e seguire i risultati degli in-

terventi riabilitativi

6)elaborare protocolli riabilitativi.

Va tenuto presente che 1'uomo, il bambi-

no, il disabile deve essere considerato nel-

la sua interezza e che la ricerca & uno
strumento potente se utilizzato ad esclu-
sivo vantaggio della persona.

Abbiamo pertanto articolato la Ricerca

nelle seguenti aree:

e Neuropatologia chesi occupadei di-
smorfismi cerebrali, delle patologie
congenite del SNC, delle epilessie, delle
Sindromi rare, delle malattie neurode-
generative e neurosensoriali.

eRiabilitazione neuromotoria e
Neuropsicologia Funzionale che
si occupa della riabilitazione nelle pa-
ralisi cerebrali infantili, nelle patolo-
gie neuromuscolari, nelle cerebrole-
sioni acquisite (traumatiche o neopla-
stiche), dei dimorfismi del rachide e
osteomuscolari, delle lesioni midollari
congenite ed acquisite, della vescica
neurologica.

e Psicopatologia dello sviluppo,
del linguaggio e dell'apprendi-
mento in cui si inseriscono i disturbi
cognitivi, di apprendimento, la psico-
patologia clinica, 1a neurospicolingui-
stica, la psichiatria clinica e biologica.

e Neurofisiopatologia clinica e speri-
mentale.

e Neurobiologia che si occupa di cro-
mosomopatie, della diagnostica bio-
molecolare, della terapia genica e che
comprende la costituzione di una ban-
cadi materiale biologico oltre che il la-
boratorio di colture cellulari.

eBioingegneria che si occupa del-
1'analisi dell'errore, dello studio della
realta virtuale, della realizzazione di
software e hardware e ausili oltre che
della predisposizione, sperimentazio-
ne e controllo di qualita di apparec-
chiature elettromedicali, di telemedi-
cina e teleassistenza e di tecnologie e
brevetti di supporto per l'assistenza
dell'handicap.

¢ Organizzazione di servizi sanita-
ri ove si valuta la sperimentazione an-
cheeconomica disistemi di organizza-
zione in rete dell'assistenza sanitaria.
In quest'ambito si sono sperimentati
modelli di integrazione e organizza-
zione in rete degli interventi sanitari e
socio-sanitari, modelli di valutazione
di organizzazione della continuita assi-
stenziale e della sperimentazione co-
sti-benefici di telemedicina e teleassi-
stenza. In quest'ambito si collocano la
sperimentazione gestionale dei dati cli-
nici, diagnostici e di trattamento.

Particolare risalto va dato ai nuovi pro-

grammi di ricerca che prevedono 1'uti-

lizzo di metodiche assolutamente inno-
vative applicate alla neuroriabilitazio-
ne: la prima in corso di sperimentazione

in collaborazione con il Politecnico di

Milano & il “Brain-computer interface

(BCI): attivita e comunicazione nella di-

sabilita motoria grave”. In questo pro-

getto 1'impiego di tecnologie BCI nella
realizzazione di sistemi di facilitazione
della comunicazione per soggetti disabi-

li si prefigge di stabilire e valutare I'effi-

cacia dei criteri che consentano 'intro-

duzione di queste tecnologie nella prati-
ca clinica di alcune disabilita. Tale
obiettivo € perseguito mediante la pro-
gettazione, la costruzione e la sperimen-
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tazione di un sistema di assistenza alla
comunicazione tra persona ed ambiente
esterno che affianca I'utilizzo di molte-
plici parametri fisiologici in modo da
massimizzarne ['efficacia attraverso la
comunicazione-segnale, le attivita di ap-
prendimento, il controllo ambientale,
l'uso di strumenti, 1'attivita lavorativa.
Risultante di questo progetto in attua-
zione sara la valutazione costo-bene-
ficio di tecnologie avanzate per I'intera-
zione persona disabile-ambiente.

Nel campo della citogenetica e genetica
molecolare e biologia cellulare per quan-
to riguarda sia le patologie di interesse
psichiatrico sia le malattie rare in gene-
re, si sono avuti negli ultimi anni note-
voli progressi presso ' TRCCS “E. Medea”
attraverso la messa a punto di metodi-
chee analisi sofisticate.

Di grande rilevanza scientifica ¢ la par-
tecipazione dell TRCCS E. Medea ai pro-
getti di ricerca attuati con il Policlinico
di Milano e con 1'TRCCS San Raffaele nel
campo delle cellule staminali nelle pato-
logie neuromuscolari.

Il nostro Istituto ha partecipato alla ste-
sura di lavori sulle piti importanti riviste
scientifiche (Sampaolesi Maurilio,
Torrente Yvan, Imnocenzi Anna,
Tonlorenzi Rossana, D'Antona
Giuseppe, Pellegrino M. Antonietta,
Barresi Rita, Bresolin Nereo,
Cusella De Angelis M. Gabriella,
Campbell Kerry S., Bottinelli Roberto,
Cossu Giulio (2003); CELL THERAPY
OF ALPHA-SARCOGLYCAN NULL
DYSTROPHIC MICE THROUGH INTRA-
ARTERIAL DELIVERY OF
MESOANGIOBLASTS,; Science,
301:487-492 LE 2002: 26,682
Torrente Yvan, Belicchi Marzia,
Sampaolesi Maurilio, Pisati Federica,
Meregalli Mirella, D'Antona Giuseppe,
Tonlorenzi Rossana, Porretti Laura,
Gavina Manuela, Mamchaoui
Kamel, Pellegrino M. Antonietta,
Furling Denis, Mouly Vincent, Butler-
Browne Gillian S., Bottinelli Roberfo,

Cossu Giulio, Bresolin Nereo
(2004); HUMAN CIRCULATING
AC133+ STEM CELLS RESTORE
DYSTROPHY EXPRESSION AND
AMELIORATE FUNCTION IN
DYSTROPHIC SKELETAL MUSCLE;
Journal of Clinical Investigation,
114,2:182-195 LE. 2003: 14,307;
Torrente  Yvan, Camirand Geoffrey,
Pisati Federica, Belicchi Marzia, Rossi
Barbara, Colombo Fabio, El Fabime
Mosthapha, Caron Nicolas J., Issekutz
Andrew C., Constantin Gabriela,
Tremblay Jacques P, Bresolin Nereo
(2003); IDENTIFICATION OF A
PUTATIVE PATHWAY FOR THE MUSCLE
HOMING OF STEM CELLS IN A
MUSCULAR DYSTROPHY MODEL; The
Journal of Cell Biology, 162,3:511-
520 LE 2002: 12,522; Torrente
Yvan, D'Angelo Maria Grazia, Li
Z., Del Bo Roberto, Corti Stefania,
Mericskay M., De Liso Alberto, Fassati
Ariberto, Paulin Denise, Comi
Giacomo Pietro, Scarlato Guglielmo,
Bresolin Nereo (2000);
TRANSPLACENTAL INJECTION OF
SOMITE-DERIVED  CELLS IN MDX
MOUSE EMBRYOS FOR THE
CORRECTION OF DYSTROPHIN
DEFICIENCY: Human Molecular
Genelics, 9, 12:1843-1852 LE 1999:
9,359) e tuttora € parte integrante del
“progetto uomo” che vede per la prima
volta al mondo partecipi bambini affetti
da Distrofia Muscolare di Duchenne
nell'utilizzo di cellule staminali autolo-
ghe per la verifica delle procedure di sa-
fety.

Nella citogenetica in particolare, a parti-
re dal cariotipo standard, sono state suc-
cessivamente introdotte tecniche quali il
cariotipo ad alta risoluzione, la FISH e
I'analisi delle sequenze subtelomeriche,
per |'impiego sia nella normale attivita
diagnostica che in progetti di ricerca (fi-
nanziati dal Ministero della Salute) per
lo studio delle basi molecolari dei riar-
rangiamenti cromosomici complessi
(cromosomopatie).

Parallelamente la genetica formale e
molecolare hanno subito un notevole
sviluppo con 1'introduzione ad esempio
di studi di associazione e linkage geneti-
co tramite |'utilizzo di tecniche di anali-
si dei microsatelliti e programmi dedi-
cati per l'interpretazione dei risultati.
Tali tecniche costituiscono attualmente
strumenti indispensabili per lo studio di
casi famigliari di diverse patologie, in
particolare quelle psichiatriche e com-
portamentali (autismo, ADHD, disles-
sie) che rappresentano una porzione
consistente della casistica del nostro Isti-
tuto. Analogamente |'introduzione di tec-
niche di sequenziamento automatico ap-
plicate su larga scala, 1'analisi compute-
rizzata delle sequenze genomiche e lo
studio dei pattern di espressione genica
hanno consentito da un lato un notevole
ampliamento delle potenzialita di dia-
gnostica molecolare e dall'altro un con-
sistente rinnovamento di progetti di ri-
cerca volti all'isolamento di nuovi geni
responsabili di patologie rare. Le colla-
borazioni instaurate nell'ultimo anno
consentiranno una ulteriore evoluzione
in tal senso soprattutto per quanto ri-
guarda gli studi di espressione genica, di
analisi funzionale e strutturale di protei-
ne coinvolte nelle patologie d'interesse.
Metodiche di biologia computazionale
hanno affiancato le tecniche classiche di
genetica molecolare. In particolare 'ap-
plicazione di metodiche informatiche
ha consentito di dare una definizione
precisa ed una descrizione quantitativa
dei parametri che regolano losplicing al-
ternativo nel gene della distrofina, per
esempio, e di valutare |'impatto patolo-
gico delle mutazioni di splicing nel gene
stesso. Inoltre, grazie allo sviluppo di me-
todiche e algoritmi dedicati, e stato av-
viato un programma di analisi compa-
rativa di sequenza e di genomica funzio-
nale che ha consentito lo studio dei mec-
canismi molecolari responsabili dell'e-
spansione intronica del locus DMD.
Infine, I'applicazione di algoritmi speci-
fici ha permesso di analizzare alcune
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proprieta termodinamiche e strutturali
della regione genomica comprendente
il gene stesso della distrofina e di sfrutta-
re tali studi per migliorare la compren-
sione dei meccanismi responsabili delle
delezioni intrageniche che causano pato-
logia.

L'Istituto, dopo aver promosso, in vista
del VI Programma Quadro dell'Unione
Europea, con altri 4 IRCCS ed enti di ri-
cerca di altri Paesi membri, la “Espres-
sione di Interesse” NEUROGEN, finaliz-
zata a creare una rete europea di eccel-
lenza per la neuroriabilitazione con par-
ticolare considerazione agli aspetti dia-
gnostico-genetici, ha concorso alla pre-
sentazione dei seguenti progetti in sede
europea:

1) “European Network for Research on
Alternating Hemiplegia in Childhood
for Promoting SMEs integration” -
“ENRAH for SMEs”; responsabile - Dr.
Claudio Zucca; ruolo dell'Ente:
Partner; tipo di azione - SSA “Specific
SupportAction”; durata - 24 mesi; ac-
cettato e in fase di definizione contrat-
tuale;

2)“Thought in action” - “TACT”; re-
sponsabile - Dr. Massimo Molteni; ruo-
lo dell'Ente - Partner; tipo di azione -
STREP “Specific Targeted Research
Project”; durata - 36 mesi; all'esame
della Commissione Europea;

3)“A new diagnostic Fingersprint of ge-
netic, Neural and behavioural mar-
kers of Dyslexia” - “FiIND”; responsa-
bile del progetto - Dr.ssa Maria Luisa
Lorusso; ruolo dell'Ente - Partner; ti-
po di azione - STREP/STIP; durata -
36 mesi; all'esame della Commissio-
ne Europea.

Nereo Bresolin
Direttore Scientifico IRCCS “E.Medea”
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PROF. GUGLIELMO SCARLATO

RICORDO DEL

PROE GUGLIELMO SCARLATO),
MeMBRO DEL CONSIGLIODI
GESTIONE DELL ISTITUTO

Guglielmo Scarlato
Direttore Dipartimento Scienze Neurologiche
Universita di Milano - Dal 1980 al 2002

11 prof. Guglielmo Scarlato & stato una
delle piti importanti figure nel campo
della Neurologia italiana e internazio-
nale degli ultimi quarant'anni.

Modello per ognuno di noi, colleghi, spe-
cializzandi e studenti dell' Universita di
Milano rappresentando un esempio di
eccellente clinico, insegnante e ricerca-
tore, restera d'esempio negli anni per la
sua passione per le scienze neurologiche
eperlesue qualita umane.

Nato a Napoli nel 1931, dopo un'esem-
plare iter di studi si laurea con lode nel
1954 nella locale Universita. Dal 1955 al
1957 presta attivita all'Istituto Max
Plank fiir Hirnforschung di Colonia e
successivamente all'Hopital de la
Salpétriere di Parigi. Si specializza in
Neurologia, completa la sua formazione
all'Istituto di Istochimica dell'Univer-
sitd di Pavia e nel 1961 ottiene la libera
docenza in clinica delle malattie nervo-
se e mentali. Eccellente neurologo clini-
co e produttivo ricercatore universitario,
nel 1957 entra all'Istituto di Clinica
Neurologica di Milano. Professore asso-
ciato nel 1972 e ordinario nel 1979, dal
1980 dirige 1'Istituto di Clinica Neu-
rologica (pit tardi divenuto Diparti-
mento di Scienze Neurologiche) del-
|'Universita di Milano presso |'Ospedale
Maggiore Policlinico. Dirige inoltre e co-
ordina per molti anni la Scuola univer-
sitaria di specializzazione in Neuro-
logia.

E membro attivo di numerose Societa di
Neurologia (incluse la Societa Italiana
di Neurologia, I'Associazione Italiana di
Neuropatologia e 1a Societa Italiana di
Istochimica).

E uno dei fondatori ed & presidente ono-
rario della Societa Europea di Neuro-
logia, membro onorario dell'American

' Academy of Neurology e della Société

Neurologique francese e svizzera.

Ha dato il via in Italia al moderno studio
delle patologie muscolari. I campi della
distrofia muscolare e delle malattie me-
taboliche sono sempre stati, infatti, i suoi
principali interessi clinici e di ricerca.

Asostegno di questo impegno ha fonda-
to vent'anni fa il Centro “Dino Ferrari”
per ladiagnosi e la terapia delle malattie
neuromuscolari e neurodegenerative.
Un'intera generazione di neurologi si &
formata in Italia e all'estero secondo il
piti moderno approccio scientifico alle
patologie neurologiche: molti di essi la-
vorano tuttora presso il Dipartimento di
Scienze Neurologiche dell'Universita di
Milano.

11 prof. Scarlato & stato autore di oltre
400 lavori, capitoli di libri e reviews sulle
malattie neurodegenerative e neuromu-
scolari.

Molti altri temi sono stati approfonditi
da lui trai quali, di particolare interesse,
sono state le ricerche per la miologia di
base e clinica, le neuropatie disimmuni,
le malattie del motoneurone, la patoge-
nesi dei disturbi neurodegenerativi e,
non ultimi, i meccanismi dell'invec-
chiamento cerebrale e il trattamento del-
le malattie extrapiramidali.
Atestimoniare il suo instancabile impe-
gnoe lasuacostante curiosita scientifica
c'e la ricerca recente sulle cellule stami-
nali e sul loro impiego nella terapia del-
le malattie neurodegenerative. Le nume-
rosissime collaborazioni con clinici e
scienziati lo hanno portato alla direzio-
ne del nuovo Centro di Eccellenza per lo
studio delle malattie neurodegenerative
dell'Universita di Milano dal 2001, anno
dellasuafondazione.

Dotato di brillante intelligenza e di qua-
lita personali straordinarie, aveva eccel-
lenti capacita intuitive sia cliniche che
diagnostiche. Non trascurava mai, ac-
canto all'approccio scientifico alle ma-
lattie, il rapporto umano coi pazienti.
Mostrava un genuino interesse per ogni
possibile innovazione nel campo delle
scienze di base che potesse trovare appli-
cazione nella pratica medica. Noto e ap-
prezzato il suo “sense of humor” molto
speciale.

Ha instancabilmente portato un inco-
raggiamento e un supporto concreto ai
suoi collaboratori.
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PROF. GUGLIELMO SCARLATO

Dal 29 novembre 1996 fino alla sua
scomparsa, ha fatto parte del Consiglio
di Gestione dell'Istituto Scientifico “E.
Medea”.

Aveva accolto con grande disponibilita,
anzi con entusiasmo, I'invito che gli era
stato rivolto in tal senso dall'allora pre-
sidente del “Medea”, prof. Paolo Man-
tegazza e dalla signorina Zaira Sprea-
fico, Presidente dell'Associazione “La
Nostra Famiglia” di cui I'TRCCS rappre-
senta la sezione scientifica.

La sua partecipazione ai lavori del Con-
siglio dell'Istituto “Medea”, sempre assi-
dua ed attiva, ha notevolmente concor-
s0, in una fase di ridefinizione degli
obiettivi della ricerca dell'Istituto, ad al-
largarne le prospettive secondo una vi-
sionestrategica che traeva dallasuastra-
ordinaria competenza clinica e scientifi-
ca.

Soprattutto ha ispirato e guidato con di-
retto e personale impegno alcuni indi-
rizzi che hanno concorso a qualificare
|'attivita scientifica dell 'istituto.

In particolare ha voluto che 1'IRCCS
“Medea” si convenzionasse con il Di-
partimento Universitario di Neuroscien-
ze della Facolta di Medicina di Milano
della cui conduzione, in quella fase, era
direttamente responsabile.

I1 prof. Scarlato ha anche promosso la
creazione a Bosisio Parini di unasede di-
staccata del Centro “Dino Ferrari” per la
diagnosi, la cura e 1a riabilitazione delle
patologie neuromuscolari e neurodege-
nerative.

Ci halasciati il 17 luglio 2002 all'eta di

71anni. Sara ricordato per sempre da tut-
ti coloro ai quali ha offerto 'opportunita

e I'onore di conoscerlo e di lavorare con

lui.

Nereo Bresolin
Domenico Galbiati
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U N 0§ P E D A L E AAM I C O

IRCCS
“EUGENTO MEDEA:

UN OSPEDALE AMICO

La struttura sanitaria ad alta specializ-
zazione IRCCS “E. Medea” Associazione
“La Nostra Famiglia” ha una caratteri-
stica inconfondibile: € un Ospedale ami-
codelbambino e della sua famiglia.

E luogo di sollievo e di condivisione, do-
ve la persona viene accolta e considerata
per la sua unicita irripetibile, e non vie-
ne scomposta in una serie di sintomi da
curare.

Lasua missione e farci carico del bambi-
no, del giovane o dell'adulto portatore di
una disabilita non solo per la riabilita-
zione di tale disabilita, ma anche per
condividerne e alleviarne la sofferenza
che la accompagna, sia essa fisica, psi-
cologica oesistenziale.

La tecnologia - tra le piu avanzate in
Europa - |'ambiente - improntato alla
curadel bello - e i benefit - volti a far sen-
tire i piccoli pazienti come a casa pro-
pria, rendono tangbile |'attenzione al
bambino e ai suoi genitori.

L'organizzazione € a misura di bambi-
no, facilita nel tempo del ricovero il man-
tenimento delle relazioni affettive fon-
damentali, offre tempo e spazi in attivita
ludiche ed espressive.

Linee di indirizzo generale

L'Istituto Scientifico “Eugenio Medea”,
sezione di ricerca dell'Associazione “La
Nostra Famiglia”, € stato ufficialmente
riconosciuto come Istituto di Ricovero e
Cura a Carattere Scientifico nel 1985
con sede a Bosisio Parini (Lecco), men-
tre nel 1998 si & ingrandito con il ricono-
scimento dei Poli Scientifici Regionali di
Conegliano (Treviso), Ostuni (Brindisi)
eS.Vito al Tagliamento (Pordenone).

E oggi I'unico Istituto Scientifico italia-
no dedicato alla ricerca e alla riabilita-
zione nello specifico ambito dell'eta evo-
lutivaesi caratterizza per:

e [a pill ampia casistica in Italia nel-

|'ambito dell'eta evolutiva

e |arete dei Centri “LaNostra Famiglia”,
vero e proprio “Osservatorio naziona-
le” nel campo della disabilita infantile

e |'ampiezza del campo d'azione: il ven-
taglio € dalla genetica agli aspetti di ca-
rattere sociale inerenti 1a riabilitazio-
ne

e |'approccio multidisciplinare dei grup-
pi specialistici di operatori professio-
nali

Campi di intervento

L'TRCCS “E.Medea” & un centro unifica-
todi Servizi e Ricerca che si occupa di:

e Diagnosi clinica e funzionale di ma-
lattie che provocano disabilita tempo-
ranee 0 permanenti, specie in et evo-
lutiva

e Interventi riabilitativi, attraverso pro-
grammi scientificamente accreditati,
finalizzati al massimo superamento di
tali disabilita e integrati dalla riabilita-
zione sportiva e da servizi di tipo peda-
gogico, psicologico e sociale

o Sviluppo della ricerca nel campo delle
neuroscienze finalizzata alla diagno-
stica, alla terapia genetica, allostudioe
sperimentazione di tecniche riabilita-
tive, alla individuazione di nuove tec-
nologie in campo bioingegneristico, al-
lo studio di modelli gestionali sempre
piliavanzati e adeguati e infine alla va-
lutazione degli aspetti infortunistico-
legali del danno subito in eta precoce

e Formazione di operatori tecnici per la
Riabilitazione, per il Servizio Sociale e
per|'Educazione Professionale

e Formazione e riqualificazione profes-
sionale della persona disabile attraver-
so programmi specifici da realizzare in
sede o presso altre strutture

e Divulgazione di conoscenze che fac-
ciano superare pregiudizi e comporta-
menti discriminanti nei confronti del-
le persone disabili
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La politica dell'Istituto rispetta il suo
compito istituzionale: promuovere una
ricerca biomedica e sanitaria stretta-
mente collegata alla clinica e primaria-
mente finalizzata alla verifica e al mi-
glioramento della riabilitazione. Inoltre
la vasta rete dei Centri de “La Nostra
Famiglia” costituisce un buon banco di
provae consente di effettuare ricerche af-
fidabili sotto il profilo della significativi-
ta qualitativa e quantitativa.

Cioe possibile in quanto:

ele dimensioni dell'utenza sono rile-
vanti, certamente le maggiori in Italia
per quanto concerne l'etd evolutiva.
Questo consente di attivare un osserva-
torio epidemiologico di grandi propor-
zioni: annualmente |'Associazione “La
Nostra Famiglia” segue oltre 16.000
nuovi casi, con un bacino demografico
teorico di piti di 25 milioni di abitanti

e le strutture IRCCS godono di una suffi-
ciente uniformita operativa e si avval-
gono di linguaggi tradotti in protocolli
comuni

o i Poli dell TRCCS operano in stretta con-
nessione sia per quanto concerne gli as-
setti gestionali e organizzativi, sia per
quanto riguarda le linee guida e i pro-
tocolli clinici concernenti le patologie
diriferimento.

Attivita di ricerca

Laricerca scientifica in riabilitazione ha
il compito di dirigere i suoi sforzi lungo
duedirettrici principali:

1)la conoscenza dei processi fisiologici
cheunavolta alterati determinano di-
sabilita, sia per quanto riguarda la lo-
ro caratterizzazione biologica e gene-
tica, sia per quanto riguarda i loro cor-
relati funzionali neuropsicologici e
neuroradiologici

2)lasperimentazione e la validazione de-
gli interventi riabilitativi con partico-
lare riguardo all'utilizzo di nuove tec-
nologie e di nuovi materiali, sia per i
processi riparativi che per lo sviluppo
di ausilii tecnologici

L'Istituto ha posto come fondamento
della ricerca un indirizzo etico di pie-
na salvaguardia della dignita della
persona e di integrale rispetto della vi-
la. Questo significa che in nessun mo-
do l'approccio clinico puo essere stru-
mentalizzato o forzato ai fini della ri-
cerca, ma che e la ricerca che si lascia
guidare dalla domanda e dal bisogno
di chisoffre.

In tal senso un appropriato raccordo tra
clinicaericerca consente di:

estudiare e proporre strategie di preven-

.....

esensoriali

e recupero delle autonomie funzionali
del soggetto quanto piti ampio possibi-
le

e proposta di prassi e metodologie scien-
tificamente validate di intervento ria-
bilitativo, sanitario, educativo e socia-
le.
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Focus

I1. COMPLESSO
DI BOSISIO PARINI

Una realta d'avanguardia nel set-
tore delle neuroscienze

Si e ultimato il 7° padiglione, un nuovo
complesso di costruzioni e di amplia-
menti che renderanno “La Nostra Fa-
miglia” di Bosisio Parini centro unifica-
todi Servizi e Ricerca.

La riorganizzazione e razionalizzazione
totale del complesso sono state progetta-
te in coerenza con la mission dell'As-
sociazione, che consiste nel tutelare la di-
gnita e migliorare la qualita della vita -
attraverso interventi di riabilitazione sa-
nitaria e sociale - delle persone con disa-
bilita, specie in eta evolutiva, e delle loro
famiglie.

Molte sono le ragioni che hanno reso in-
dispensabile la realizzazione di questo
progetto, e pill precisamente:

o |'orientamento della domanda sanita-
ria nel campo riabilitativo verso pre-
stazioni di alta qualita, che posso-
no essere conseguite solo attraverso
l'integrazione delle varie fasi che
compongono il ciclo di servizi

e la necessita di razionalizzazione
nella gestione delle strutture sanitarie
(per consentire di affrontare il pro-
gressivo diminuire delle risorse a fron-
te degli aumenti di costo richiesto dal-
la qualita dei servizi offerti)

o il delinearsi di nuovi campi di inter-
vento nella riabilitazione precoce
dei traumi encefalici da incidente o del-
le lesioni acquisite a seguito di inter-
venti al sistema nervoso centrale di va-
ria origine, specie in eta evolutiva, op-
pure nella diagnosi funzionale in-
terdisciplinare ai fini riabilitativi

e |2 necessita, determinata dallo svilup-
po dell'informatizzazione, di pre-
disporre banche dati, in collabora-
zione con altre organizzazioni pubbli-
chee private italiane e straniere, per la
acquisizione delle informazioni utili
alla diagnosi, alla riabilitazione e alla
autonomia di vita della persona disa-
bile, e di utilizzare sistemi aggiornati
di gestione sanitaria

o |a necessita, per il Complesso di Bosi-
sio, di consolidare la vocazione di ele-
mento guida di 4 Poli regionali
dell'Istituto Scientifico “E. Me-
dea”

o |'assegnazione di ulteriori posti
letto autorizzata dalla Regione Lom-
bardia.

11 7° Padiglione

La volumetria del nuovo Centro di rico-
vero e cura € suddivisa in due edificazio-
ni lineari, una parallela al padiglione 1
e I'altra al padiglione 3, venendo cosi a
formare una “V” che ha come vertice la
Hall di ingresso, fulcro dell'organizza-
zione planimetrica e geometrica del nuo-
voedificio.

La Hall € pensata come un grande spazio
a tutt'altezza, completamente trasparen-
te, crocevia obbligato di ogni percorso.
Nello spazio della hall si affacciano le
principali funzioni pubbliche richieste,
da quelle piti legate alla vocazione ospe-
daliera del Iuogo (reception, accettazio-
ne, ecc.) a quelle cosiddette di supporto
(caffetteria, zone disosta e attesa. . .).

La struttura presenta un piano interrato
(livello-1), un piano terra parzialmente
interrato su un lato (livello 0) e due pia-
nifuori terra (livelli +1 e +2).

LIVELLO-1 - PIANO INTERRATO

Il piano interrato € molto pitt ampio del
corpo aformadi Ve contiene tutte le fun-
zioni di servizio e di supporto di un com-
plesso ospedaliero.

Gia a questo livello e presente lo spazio
della hall, concepito come facente parte
del piano superiore; infatti ad esso & visi-
vamente e funzionalmente collegato in
modo diretto e autonomo, ed é realizza-
to per contenere quei servizi dedicati al
pubblico, peri quali e opportuna una lo-
calizzazione pit defilata (spaccio, par-
rucchiere, lavanderia, bancomat, ecc.).
Nel piano interrato e localizzato un par-
cheggio, diviso in due parti, una riserva-
ta agli addetti e una per i visitatori. Puo
contenere un totale di 280 autoveicoli.
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Al livello -1 sono ubicate le centrali im-
piantistiche di nuova realizzazione al
servizio di tutti i Padiglioni: quest'area
haun proprio accesso indipendente.

In questa zona e localizzata anche
un'area merci con un proprio ingresso
autonomo e dotata di un ufficio di con-
trollo e ricevimento merci, dove si posso-
no effettuare operazioni di carico, scari-
co, raccolta rifiuti, ecc., in una zona co-
pertae riservata.

In collegamento diretto con la zona di ar-
rivo delle merci sono individuate le prin-
cipali aree adibite a deposito di tipo ospe-
daliero, farmacia e guardaroba.

Sempre nelle vicinanze dell'area di cari-
co escarico merci, sono localizzati il ma-
gazzino e le celle frigorifere della nuova
cucina centralizzata al servizio di tutti i
Padiglioni.

Al livello -1 ¢ inoltre collocato il blocco
operatorio costituito da due sale opera-
torie coi relativi locali di servizio (prepa-
razione, risveglio, sterilizzazione, ecc.)
oltre allazona degli archivi sanitari.
Anche la morgue € ubicata a livello in-
terrato, per consentire collegamenti ri-
servati e separati dai percorsi pubblici.

LIVELLO O - PIANO TERRA

I piano terra (livello 0) contiene le fun-
zioni pitl “pubbliche”, oltre alla hall e
I'area della zona ristoro con la cucina,
contiene il reparto della diagnostica
d'immagine (neuroradiologia, raggi X,
risonanza magnetica, ecografia, TAC,
ecc.), il reparto ambulatori, il reparto di
cardiologia e una cappella.

La parte di edificio parallela al Padi-
glione 3 contiene, a partire dal livello 0, i
tre reparti di degenza (raggruppamento
NR1, raggruppamento riabilitazione
funzionale, raggruppamento NR3).

LIVELLO + 1 - DEGENZA

Le camere sono 58, di cui 2 a degenza in-
tensiva, e sono predisposte per uno o due
posti letto, con bagno privato utilizzabi-
le anche da disabili.

[ reparti di degenza sul lato opposto alle
camere ospitano la zona dedicata ai ser-
vizi, aree cioe riservate al personale medi-
coe paramedico per lo svolgimento delle
proprie funzioni.

L'ambiente realizzato risulta essere ras-
serenante e confortevole, con arredi, fini-
ture, colori e qualita materiche che ac-
centuano la familiarita dei luoghi; vi &
un controllo totale di temperatura, umi-
dita, rumore e ventilazione; 1'utilizzo di
materiali e colori anche per le attrezza-
ture e gli impianti € strutturato in modo
da eliminare gli stimoli di paura e di di-
sagio anche nelle fasi piti specialistiche.

LIVELLO + 2 - LABORATORIO, STRUTTURE
DI RICERCA, AMBULATORT E SPAZI DEDICATT
ALLA RIABILITAZIONE FUNZIONALE
Allivello +1,oltre alle degenze, sono col-
locati gli spazi adibiti a trattamenti ria-
bilitativi del Raggruppamento  di
Riabilitazione e Recupero funzionale.
Allivello +2 sono localizzati i laboratori
di analisi e di ricerca (biologia nucleare,
citogenica, sierologia immunoenzima-
tica, ematologia, ecc.).

SERVIZIE COLLEGAMENTI

Dalla hall si dipartono percorsi per rag-
giungere e collegare tra loro tutte le altre
funzioni; il primo percorso & quello che
porta alle aree di ristorazione dell'ospe-
dale (zone pranzo e caffetteria), che com-
prendono a loro volta quattro sale di di-
verse dimensioni, rivolte a diverse utenze,
laprima da 200 posti per il personale e la
seconda da 100 posti per i pazienti in day-
hospital e i loro accompagnatori.Queste
due sale, servite entrambe da self-service,
hanno ingressi e servizi autonomi.
L'ospedale si configura percio come
ospedale aperto, integrato da attivita pe-
risanitarie, esercizi commerciali, alber-
ghieri e di ristorazione, attrezzature col-
lettive, nonché spazi dedicati alle asso-
ciazioni di volontariato e di assistenza so-
ciale.

Le altre due sale minori da 20 e 30 posti
hanno anch'esse accesso indipendente e

propri servizi, si affacciano anch'esse sul
giardino interno e sono supportate da
unazonadi office-riscaldamento cibi di-
staccata rispetto alla cucina centrale.

La cucina centrale in diretto contatto
con i self-service delle due mense mag-
giori, tramite due montacarichi e in gra-
do di collegarsi con il magazzino delle
derrate alimentari del livello 1.

Questa cucina non serve solo le mense,
ma prepara e veicola i pasti giornalieri
di tutti i reparti di degenza dei vari Pa-
diglioni.

Dalla hall, tramite un altro percorso, si
raggiungono i servizi ospedalieri previsti
al piano terra: diagnostica d'immagine
e ambulatori; il percorso che si diparte
dalla hall conduce ai vari reparti di de-
genza, anche attraverso scale mobili ed
ascensori panoramici.

NUOVO CENTRO SPORTIVO E PISCINE DI
RIABILITAZIONE

Nell'area adibita a piscine sportive e ria-
bilitative vengono assistiti pazienti pe-
diatrici portatori di disabilita neuromo-
toriae soggetti giovani adulti con vari esi-
ti post-traumatici; 'offerta di questi ser-
vizi integra un ciclo completo di cura e
riabilitazione.

11 livello 0 dell'area piscine contiene la
piscina sportiva (25x12 m con profondi-
tada 1,5m ad 1,8 m) la piscina ludica
per bambini (10x5 m con profondita da
0,8mad 1 m), un'area per la ginnastica
preparatoria ed i relativi spogliatoi, ma-
schili e femminili per cinquanta utenti
ciascuno ed uno spogliatoio per bambi-
ni 0 bagnanti con necessita d'assistenza.
Al livello +1 sono posizionate le piscine
riabilitative ed i relativi spogliatoi “assi-
stiti”.

Sul versante opposto del corridoio a dop-
pia altezza, separato dall ‘area piscina da
una vetrata, sono posti i locali di assi-
stenza, quali le sale terapisti, un locale
peril pronto soccorso, ed i servizi igienici
per i visitatori, mentre in corrisponden-
za della piscina sportiva vi sono le tribu-
necon 90 posti a sedere.
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PERCORSI

Sono stati distinti diversi tipi di percorsi:
e personale, pazienti, visitatori

e merciinarrivoe partenza, rifiuti

e automobili

Le persone che arrivano al Padiglione 7
sono per la maggior parte alla guida di
un'auto e, tramite una viabilita tangen-
ziale che non interferisce con le zone ver-
di tra i padiglioni, arrivano nel parcheg-
gio interrato.

Dal parcheggio si giunge direttamente
nella hall, attrezzata con le funzioni di
uso pubblico gia citate; qui e prevista la
reception, dove viene effettuato il con-
trollo e lo smistamento dei visitatori ai
vari servizi e reparti.

L'ospedale riacquista in tal modo unava-
lenza urbana, diventando una struttura
aperta al territorio e perdendo il caratte-
re di recinto esclusivo, impermeabile e
specialistico; 1a localizzazione conduce
alla massima fruibilita; si assiste alla ri-
duzione del rischio idrogeologico e si-
smico anche dal punto di vista tecnico
strutturale, sotto il profilo del funziona-
mento degli impianti, della funzionalita
distributiva, dei sistemi di mitigazione
delle conseguenze di eventi incidentali.

I percorsi di barelle, carrelli, merci e im-
piantisono tutti previsti al piano interra-
to, attraverso un collegamento protetto
fratuttii padiglioni gia esistenti del com-
plesso.

Il personale utilizza per la sua movi-
mentazione prevalentemente il livello 1.
Dalla hall parte infatti un percorso auto-
nomo per il personale che, dopo il con-
trollo magnetico e la sosta nei vari spo-
gliatoi, puo usufruire di ascensori dedi-
cati.

I percorsi del livello 0 sono di uso gene-
rale (pazienti ambulatoriali, visitatori)
e vengono utilizzati dal personale nei
momenti di pausa lavorativa (ora di
pranzo, coffee-break. . .).
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BIBLIOTECA

L'IRCCS “E. Medea” ¢ dotato di una
Biblioteca Scientifica, ubicata presso la
sede centrale di Bosisio Parini.

Di seguito vengono fornite indicazione
relative al servizio offerto:

SCHEDA TECNICA
Orario d' Apertura:

lunedi/mercoledi/ venerdi
dalle 8.30 alle 12.30
dalle 13.30 alle 16.00
martedi/giovedi
dalle 8.30 alle 12.30
dalle 13.30 alle 16.30

Responsabile:
dott.ssa Caterina SALA

SERVIZI:

« Consultazione e prestito

« Fotoriproduzione

« Ricerche bibliografiche online

« Document Delivery

« Posti asedere per la consultazione: n. 50
« Postazioni Internet: n. 7

« Patrimonio Monografico: 5013 volumi
« Patrimonio Seriale:

121 abbonamenti di cui 83 correnti
(37 online)

L'obiettivo cui e rivolta I'attivita della
Biblioteca Scientifica dell'TRCCS “Me-
dea” & quellodi rendere disponibile unsi-
stema d'informazione scientifica che si
distingua per qualita, completezza e tem-
pestivita.

Quest'obiettivo, comune a tutte le biblio-
teche afferenti al Sistema Sanitario Na-
zionale, e particolarmente vero per la no-
strastruttura che annovera trai propri fi-
ni istituzionali a ricerca biomedica tesa
amigliorare lasalute dei cittadini.

Nello specifico, I'attivita della biblioteca
sisviluppa in due ambiti di competenza:

[° prestiti e gestione patrimonio librario
1I° documentazione scientifica

I° Prestito e Gestione Patrimonio
Librario

[ servizi compresi in quest'area sono ri-

volti al personale tecnico dell'IRCCS,

agli studenti dei Corsi di Laurea attivi

presso |'istituto e agli utenti esterni (stu-

denti scuole superiori, medici ricercato-

ri, personale operante nelle strutture

ASLecc. . .) esiarticolanoin:

« consultazione libera e gratuita di rivi-
stee volumi

« prestito materiale monografico

« consulenza bibliografica per elabora-
zione tesi, relazioniecc. . .

« fotoriproduzione

« consultazione di cataloghi e risorse
elettroniche

Ad oggi il patrimonio monografico della
bibliotecaammonta a 5013 volumi cata-
logati secondo la Classificazione Deci-
male Dewey (10" edizione ridotta).

Il catalogo € su supporto cartaceo e con-
sente sia una ricerca per autori sia per
soggetto. E in fase di progettazione il pas-
saggio ad unaversione elettronica del ca-
talogo (OPAC) che rendera consultabile
il patrimonio della biblioteca, sia dalla
sede centrale, sia da qualsiasi postazione
remota.

I1° Documentazione Scientifica

Parallelamente a queste si sviluppano

anche le attivita del Servizio di Docu-

mentazione Scientifica (SDS). Questo

servizio riveste un ruolo di fondamenta-

le importanza all'interno del nostro isti-

tuto perché consente un costante aggior-

namento sui risultati della ricerca scien-

tifica in atto e sulla loro corretta applica-

bilita nella pratica clinica.

Nello specifico il SDS si articola nelle se-

guenti attivita:

« ricerche bibliografiche on-line (n. 7 po-
stazioni internet in biblioteca)

« consultazione riviste scientifiche in ver-
sione cartacea e full text

o document delivery

« TOC's Alert
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Ricerche bibliografiche on-line

Il SDS ha attuato un sistema d'Infor-
mation Retrieval che si realizza tramite
le ricerche bibliografiche on-line su
MEDLINE e sugli altri archivi della
National Library of Medicine gratuita-
mente consultabili via Web tramite
PubMed o NLM Gateway. Inoltre le po-
stazioni internet presenti in biblioteca
consentono di:

« consultare diverse banche dati scienti-
fiche, oltre a Medline, quali Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM),
Cancer.govetc. ..

« consultare banche dati elettroniche di
natura giuridica (legislazione regionale
enazionale)

« entrare nella Home Page di molteplici

Enti di ricerca di tutto il mondo per cono-
scerne le attivita scientifiche in corso;

partecipare alle liste di discussione sui

maggiori temi della ricerca scientifica in-
ternazionale;

o consultare siti ufficiali per 1'utilizzo
delle Linee Guida in ambito medico e dei
risultati della Evidence Based Medicine.

Consultazione Riviste Full Text,
Document Delivery e TOC's Alert

Il reperimento dei documenti, indivi-
duati tramite ricerca bibliografica, av-
viene attraverso un duplice canale:
Canale Interno IRCCS

Consultazione diretta delle riviste in for-
mato elettronico /o cartaceo cui 1'Isti-
tuto e abbonato e delle piattaforme elet-
troniche d'alcuni editori (attualmente
IWW e Synergy-Blackwell).

Peril 2004 i periodici scientifici presenti
in biblioteca sono 121 di cui 83 correnti
e37 anche in versione on-line.

Tramite rete intranet & stato realizzato
un servizio di 7zble of Contents Alert ri-
volto a tutto il personale tecnico IRCCS
che rende possibile la consultazione re-
golare degli indici dei periodici in abbo-
namento.

Canale Esterno IRCCS

Servizio di Document Delivery, cioe di re-
perimento presso altre biblioteche, a li-
vello nazionale e internazionale, d'arti-
coli non presenti nella nostrabiblioteca.

Atal proposito la biblioteca dell' IRCCS &
inserita nei seguenti circuiti:

SBBL - Sistema Bibliotecario Biomedico
Lombardo - Regione Lombardia

ACNP - Catalogo Collettivo Pubblica-
zioni Periodiche - CIB Universita Bolo-
gna

Sistema NILDE - Network Inter Library
Document Exchange - Universita
Bologna

4. BIBLIOSAN - Sistema Bibliotecario de-
gli Enti di Ricerca Biomedici Italiani -
Ministero della Salute (operativo da
maggio 2004).

L'adesione alle reti ACNP, NILDE e
BIBLIOSAN vede la biblioteca dell'isti-
tuto impegnata non solo come utente,
ma anche come fornitore di materiale bi-
bliografico con una quotidiana attivita
di document delivery.
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RICERCA
E RAPPORTI
CONIL TERRITORIO

11 Progetto

Healt Innovation Network
Technology@Lecco
(HINT@Lecco)

per la creazione di un network
di eccellenza nell'ambito della
ricerca biomedica di base

e applicata

I progetto HINT@Lecco, promosso dal-
I'Istituto “E.Medea” in collaborazione
con |'ospedale di riabilitazione Valduce-
Villa Beretta, il distaccamento lecchese
del Politecnico di Milano, il laboratorio
di Lecco del CNR e cofinanziato dalla
Fondazione Cariplo, rappresenta un si-
gnificativo modello di collaborazione in-
terdisciplinare attraverso processi di inte-
grazione a rete tra unita operative di di-
versa vocazione scientifica che, appli-
cando ad un comune progetto di ricerca
differenti competenze tematiche, rag-
giungono livelli di sinergia rilevanti sul
piano dell'incremento conoscitivo e del-
lasuaricaduta tecnologica.

Per di piti, HINT@Lecco si colloca nel-
|'ambito di UNIVERLECCO, associazio-
ne - di cui fanno parte le istituzioni pub-
bliche locali (Amministrazione provin-
ciale; Comune capoluogo; Camera di
Commercio), le categorie d'impresa
(Unione Industriali; API; Confartigia-
nato) eleforzesociali finalizzataacura-
re gli insediamenti universitari nella pro-
vincia di Lecco.

Si tratta, cioe, di una iniziativa che ha
un forte radicamento territoriale ed in-
tende interloquire - soprattutto nel cam-
po dei biomateriali innovativi, dell'elet-
tronica applicata ai sensori, dell'infor-
matica diretta all'interfaccia “mente-
computer” e delle biotecnologie - con
una industria locale che ha storicamen-
te una grande tradizione imprenditoria-
le, ma soprattutto segnala oggi una forte
propensione alla diversificazione ed alla
innovazione produttiva.

HINT@Lecco ha, come il piano di cofi-
nanziamento della Fondazione Cariplo,
una proiezione triennale ed un signifi-
cato metodologico cheva al di la dei con-
tenuti previsti nei singoli progetti di ri-
cercafin quicontemplati.

La finalita-cardine consiste, infatti, nel-
lastudio e nella predisposizione diun la-
boratorio “virtuale” ed aperto, cioe non
configurato fisicamente in un'unica se-
de, ma “delocalizzato” (per quanto, per
ora, su uno scacchiere territoriale suffi-

cientemente contenuto) e connesso gra-
zie a tecnologie di comunicazione e di
scambio operativo la cui sperimentazio-
ne rappresenta il filo conduttore essen-
ziale del progetto.

Il proposito comuneé poi quello di anda-
re oltre il triennio gia avviato per cercare
un ulteriore allargamento di tale pro-
gramma, anche integrando nuove com-
petenze, al dila dell'area lecchese che ha
il merito di fungere, per ora, da incuba-
toio di un'idea stimolante e, a giudicare
dai primi positivi risultati di un anno di
lavoro, ricca di prospettive.

Vengono di seguito sinteticamente pre-
sentate le linee di intervento che il pro-
getto si propone.

Ricerca di base nell'ambito della med-
cina riabilitativa e bioingegneristico.
Laricerca si focalizzera sullo sviluppo di
nuove metodologie per la cura delle pato-
logie indotte da malattie del sistema ner-
voso che inducono disabilita croniche
gravi, nonché nella sviluppo di tecnolo-
gie di base ed applicative di supporto al
percorso clinico ed alla medicina riabi-
litativa il cui scopo & I'indagine e lo svi-
luppo di tecnologie, materiali innovati-
vi, sistemi di misurazione, sistemi e mo-
delli software di supporto per lo sviluppo
di nuove strategie riabilitative e un mi-
gliore supporto a quelle esistenti.

La ricerca verra articolata nelle seguenti
aree:

- Ricerca nell'ambito dell'Atassia di
Friedreich. Verranno sviluppate modali-
ta di analisi strumentale che consenta-
no diidentificare parametri oggettivi ine-
renti la coordinazione, I'efficacia e 1'effi-
cienza della deambulazione che con-
sentirebbero di verificare la correlazione
fra genotipo/fenotipo e funzione moto-
riae la pianificazione e verifica di strate-
giedi curainnovative; inoltre i intendo-
no definire modalita di analisi funzio-
nale strumentale inerenti la coordina-
zione dei movimenti dell'arto superiore
che consentirebbero di verificare la cor-
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relazione fra genotipo/fenotipo e fun-
zione motoria e l'efficacia di trattamen-
ti farmacologici in pazienti non deam-
bulanti.

- Ricerca nell'ambito della Sindrome
Post Polio per la messa a punto una li-
nea guida di valutazione clinico-
strumentale perladiagnosi disindrome
post polio, e ricerca di base ed applica-
zioni tecnologiche di materiali innova-
tivi per lo sviluppo di nuovi tutori per la
deambulazione; per cio che riguarda la
sindrome Post Polio, si intende mettere a
punto una linea guida di valutazione
clinico- strumentale per la diagnosi di
sindrome post polio, studiare il fenome-
no della fatica muscolare localizzata nei
soggetti affetti da sindrome post polio
con modalita di analisi metabolica loca-
le (microdialisi muscolare); i fenomeni
di invecchiamento muscolare con tecni-
che di analisi del mRNA; la modificazio-
ne morfostrutturale del muscolo con esi-
ti di poliomielite in risposta a program-
mi di esercizio; la modificazione meta-
bolica del muscolo con esiti di poliomie-
lite in risposta a programmi di esercizio,
di tutorizzazione con materiali innova-
tivi; la modificazione morfostrutturale
del muscolo con esiti di poliomielite in ri-
sposta a terapie farmacologiche; la modi-
ficazione metabolica del muscolo con
esiti di poliomielite in risposta a terapie
farmacologiche. Inoltre, le possibilita of-
ferte dall'analisi del movimento con
strumentazioni ad alto contenuto tecno-
logico, in sinergia con il progredire
scientifico medico riabilitativo permet-
tono oggi di riaffrontare i problemi di de-
ambulazione dei “polio survivors” of-
frendo rivalutazioni funzionali idonee
ad impostare programmi mirati per pro-
gettare modificazioni di tutori od ortesi
utilizzando materiali innovativi. Lo sco-
podella ricerca in questo ambito & quin-
di anche strettamente correlato allo svi-
luppo di tecnologie innovative per1'ana-
lisi multifattoriale, il recupero del cam-
mino; effettuare una rivalutazione cli-
nico/strumentale della deambulazione

per verificare i risultati a distanza degli
interventi chirurgici funzionali; effet-
tuare una revisione di tutori ed ortesi in
uso; valutare I'incidenza delle proble-
matiche dolorose ed identificarne le cau-
se; valutare |'incidenza del sintomo fati-
ca nell'ambito di attivita di vita quoti-
diana, la possibilita di trovare un indice
attraverso la valutazione clinico-stru-
mentale della deambulazione utile a
stratificare i pazienti in categorie fun-
zionali coerenti con la disabilita della de-
ambulazione; costruire tutori persona-
lizzati con materiali innovativi.
L'attivita di ricerca si concentrera quindi
sullo sviluppo di nuovi materiali funzio-
nali e strutturali di interesse per le speci-
fiche problematiche poste dallo sviluppo
di tutori per polio survivors:

o sintesi e caratterizzazione di nuovi ma-
teriali metallici con elevate caratteristi-
chedielasticita.

« Sintesi e caratterizzazione di materiali
amemoria di forma a ridotta isteresi ter-
mica e meccanica e valutazione delle
proprieta di ferromagneti a memoria di
forma.

« Sintesi e caratterizzazione di materiali
strutturali ultraleggeri ad elevata resi-
stenza meccanica quali le leghe di Ti e di
Mg,

o Messa a punto della tecnologia per la
preparazione e caratterizzazione di flui-
di magnetoreologici;

« Analisi multifattoriale HiTech del movi-
mento per la pianificazione e verifica del
trattamento della grave disabilita da di-
sordini del movimento dell'arto supe-
riore.

Attraverso la produzione di modelli ma-
tematici innovativi e software dedicato si
vuole giungere ad un utilizzo clinico di
sistemi innovativi Hi-tech di analisi stru-
mentale che potranno essere disponibili
peril mercato delle apparecchiature bio-
mediche per la valutazione della funzio-
ne dell'arto superiore in condizioni di re-
ali attivita correlabili alla vita quotidia-
na, superando dei limiti impliciti ed in-

trinseci della sola osservazione clinica.

Tutto cio e possibile con una stretta si-

nergia operativa frabioingegneri e clini-

ciinsede ospedalieraove la presenza del-
le sopradescritte strumentazioni renda

facilmente accessibile la sperimentazio-

ne afavore dei pazienti.

« Sviluppo di un approccio multidisci-

plinare al trattamento nelle patologie ne-
uro-muscolo-scheletriche. Il focus della

ricerca sara la definizione di protocolli,

conduzione di attivita sperimentale su

pazienti, monitoraggio, sviluppo di mo-

delli innovativi orientati a patologie neu-
romuscolari genetiche per il recupero

del cammino. L' obiettivo ultimo e un mi-
glioramento del trattamento, recupero e

integrazione sociale di soggetti disabili,

I'innovazione tecnologica di settori ad al-
to valore aggiunto, trasferimento all'in-

dustria con particolare riferimento a ma-
teriali innovativi per ortesi e protesi, si-

stemi clinici per il monitoraggio domi-

ciliare del paziente, sistemi di stimola-

zione elettrico funzionale avanzati, car-

rozzine ad alta tecnologia e sistemi per

lamobilita.

L'impiego di tecnologie BCI nella realiz-

zazione di sistemi di facilitazione della

comunicazione per soggetti disabili e an-
cora in uno stadio sperimentale. I pre-

sente progetto si prefigge di stabilire e va-

lutare ['efficacia di criteri che consenta-

no l'introduzione di queste tecnologie

nella pratica clinica di alcune disabilita.

Dal punto di vista dell'utente disabile il

progetto prevede |'integrazione di nuovi

ausili di interazione al fine di soddisfare

il paradigma “dall'intenzione all'azio-

ne” permettendo ad ogni persona disa-

bile di gestire e utilizzare il proprio siste-

ma di controllo in base alle proprie ri-

sorse e esigenze specifiche.

Tale obbiettivo verra perseguito median-

te la progettazione, 1a costruzione e la

sperimentazione di un sistema di assi-

stenza alla comunicazione tra persona e

ambiente esterno che affianchil'utilizzo

di molteplici parametri fisiologici in mo-
dodamassimizzarne 'efficacia.
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o Sviluppare modelli di telemonitorag-
gio avanzati, basati sull'impiego di di-
verse tipologie di reti telematiche, per
consentire la valutazione remota dello
stato di salute del paziente domiciliare
affetto da patologia critica. Lo scopo & di
costruire protocolli clinici ed individua-
re modalita gestionali che consentano
I'impiego di strumenti di telecomunica-
zione diffusi sul territorio nella pratica
clinica quotidiana, puntando ad una ri-
duzione delle durata della degenza, ad
una miglior qualita di alcuni servizi sa-
nitari e ad un utilizzo pi efficiente delle
risorse disponibili.

« Ricerche nei campi dell'integrazione
dell'informazione proveniente da se-
gnali e immagini con diverse modalita
riferite al sistema nervoso. Recenti svi-

luppi tecnologici hanno ampliato la clas-

se delle tecniche di indagine dell'ana-
tomia e della funzionalita cerebrale
(EEG e MEG TAC, SPET e PET).

Ognuna di queste tecniche prevede una
specifica modalita di imaging e di inda-
gine caratterizzata da limiti e vantaggi
peculiari.

Uno degli obiettivi principali del proget-
to e quello di rendere disponibili metodi-
che di elaborazione dei dati e delle im-
magini atti ad integrare le diverse infor-
mazioni in essi contenuti, oltre a elabo-
rare modelli di interpretazione delle
complesse realta biologiche per affron-
tare in modo pili oggettivo e organico il
problema del miglioramento delle cono-
scenze fisiologiche e delle applicazioni
nella clinica diagnostica, nella terapia e
nella riabilitazione.

Le applicazioni riguardano patologie di
grande rilievo sociale, in ambito senso-
ri-motorio (per patologie neuromusco-
lari genetiche ed acquisite, morbo di
Parkinson e malattia di Alzheimer, lesio-
ni spinali, etc) ed in ambito cardiorespi-
ratorio (disautonomie centrali e perife-
riche, apnee notturne, etc), sia per la dia-
gnostica funzionale, che per lo sviluppo
di nuovi metodi e tecnologie per il tratta-
mento terapeutico e riabilitativo.

Attivita infrastrutturali di supporto.

Gli obiettivi di ricerca di base che il pro-
getto si propone devono potersi avvalere
della parallela creazione di strumenti e
strutture idonei al perseguimento dei fi-
ni di innovazione e di creazione di un
ambiente in cui il processo possa avveni-
re in modo sostenibile e continuativo nel
tempo. Inoltre, ['ambizione di divenire
un centro di riferimento a livello Nazio-
nale ed Internazionale richiede quella
solidita offerta da strutture dedicate, che
forniscano ancheil contesto ideale perla
il trasferimento e lo scambio della cono-
scenza, ad esempio nell'atto della for-
mazione.

Atalfine, tra gli obiettivi del progetto sus-
sistono:

« lacreazione e/0 potenziamento di labo-
ratori clinici a gestione interdisciplinare
medico-bioingegneristica con strumen-
tazione per |'analisi multifattoriale del
movimento e della funzione respirato-
ria, per il trattamento e lo studio di pato-
logie neuromuscolari genetiche ed ac-
quisite dell'eta adulta presso le strutture
dell'Ospedale Villa Beretta di Costama-
snaga (Fondazione Valduce), di labora-
tori clinici a gestione interdisciplinare
presso 'TRCCS Medea di Bosisio Parini
per la cura delle patologie neuromusco-
lari genetiche e acquisite dell'eta infan-
tile del set tecnologico presso il Politec-
nicodi Milano.

o II potenziamento laboratori CNR esi-
stenti a Lecco per la sintesi di materialie
leghe metalliche avanzata, che consen-
tira di aumentare in maniera significa-
tiva |'attrattivita della struttura che gia
ora rappresenta un esempio unico in
Italia. La complessita delle tecnologie
impiegate fa si che gli interventi di tipo
incrementale nel parco macchine di-
sponibile risultino particolarmente one-
rosisi e quindi scelto di potenziare quan-
toesistente e di focalizzarsi sulle acquisi-
zioni di apparecchiature che potranno
fornire ulteriori opportunita al progetto
rendendo disponibili nuove tecnologie.

» Lacreazione del Laboratorio delle Idee,
un laboratorio fortemente interdiscipli-
nare e caratterizzato essenzialmente dal
fatto di essere un laboratorio senza stru-
menti. In effetti I'idea e quella di creare
unospazio dovesi possa procedere alla ve-
rifica di fattibilita di piccoli progetti di in-
novazione legati al settore biomedicale.

« L'allestimento di unastruttura di labo-
ratori BL3 certificata ISO 9002 per mani-
polazione cellulare e materiale clinical
grade, che operi presso 1'Istituto Euge-
nio Medea di Bosisio Parini (Lc).

Sviluppo di competenze specialistiche
nell'ambito della ricerca e della prati-
ca manageriale in ambito medico-
tecnologico.

Ricade in questo ambito lo studio di nuo-
vi modelli manageriali che rispondano
alla crescente complessita sia in ambito
clinico-medico che di management eti-
coesostenibile, sia in ambito di gestione
dell'innovazione e trasterimento tecno-
logico. In particolare si intende confron-
tare le condizioni organizzative e gestio-
nali teoriche ed operative reali in ambiti
sociali fortemente differenti (Italia, USA,
America Latina) che devono rispondere
ai medesimi bisogni di salute.
Caratteristica peculiare dei centri coin-
volti e la possibilita di avvalersi di appa-
recchiature biomediche Hi-Tech per ana-
lisi del movimento per la valutazione
strumentale delle disabilita della deam-
bulazione, la decisione clinica e 1a veri-
fica dei risultati dei trattamenti proposti.
Siintende cosi confrontare e trasferire la
metodologia organizzativa e |'esperien-
za clinica e tecnologica utile a garantire
la ottimizzazione delle pratiche gestio-
nali organizzative e cliniche. Partendo
dall'ipotesi che un approccio sanitario
integrato € la miglior offerta che si puo
fare al paziente, e avendo il paziente co-
me centro dell'attivita sanitaria, bisogna
osservare nella pratica clinica, come si
traduce questo approccio integrato e qua-
lee il suoimpattosociale e gestionale.
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Sviluppo di un modello collaborativo
per la gestione integrata e multi-
discplinare della ricerca e per il trasfe-
rimento tecnologico alle imprese.

Dall'ottimizzazione e sviluppo delle atti-
vita di ricerca in essere negli altri filoni
del progetto, si vuole perseguire la pro-
gettazione e definizione di un modello
organizzativo sociale e sanitario, la cui
validazione consenta la verifica dell'ef-
ficacia e 1'applicabilita ad altri contesti
in risposta a specifiche necessita di cre-
scitaediricerca.

Tutti gli altri obiettivi che il progetto in-
tende perseguire si inseriscono in una lo-
gica di consolidamento e sviluppo di un
network integrato che prevedra sia I'im-
plementazione di reti tecnologiche che
la costituzione di spazi fisici che possano
favorire ed ottimizzare ['operativita inter
etransdisciplinare.

All'interno dello sviluppo del modello
collaborativo, avverra la definizione di
modalita per il trasferimento tecnologi-
coalleimprese.

Nell'ambito delle modalita di protezione
e gestione della proprieta intellettuale
dei ritrovati della ricerca di base, verran-
no definite delle modalita tramite cui
UNIVERLECCO abilitera e coordinera il
trasferimento tecnologico alle imprese
del lecchese per1'avvio di quella che nel-
la visione del progetto vorrebbe essere il
supporto alla nascita di un distretto bio-
medicale.
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Comrraro ETIco

Il Comitato Etico € un organismo indi-
pendente istituito nell'ambito del-
I'TR.C.CSS. “E. Medea” dell'Associazio-
ne “La Nostra Famiglia”, giuridicamen-
te riconosciuta come ente ecclesiastico
concordatario, ed é composto secondo
criteri di interdisciplinarieta.

Opera nel rispetto dell'ispirazione cri-
stiana espressa nello Statuto dell'Asso-
ciazione “La Nostra Famiglia” di cui
I'Istituto Scientifico € una sezione stac-
cata:

“L'esplicito riferimento all'ispirazione
cristiana impegna il Comitato Etico ad
operare affinché l'attivita di ricerca
scientifica ed ogni altra ad essa connes-
sa, |'assistenza, 1a formazione garanti-
scano il rispetto, dal concepimento alla
morte naturale, della vita umana non-
ché 1a salvaguardia e 1a promozione del
diritto alla salute nel quadro generale
dei diritti dell 'uomo”.

La fondamentale aderenza alla fede cat-
tolica dell'Associazione si apre tuttavia
al dialogo aperto e sincero con chi acce-
de ad un suo servizio con fedi od ideolo-
giedifferenti.

I principali riferimenti del Comitato, spe-
cie per quanto attiene alle Ricerche, so-
no: la Dichiarazione di Helsinki, le nor-
me della Good Clinical Practice, 1a legi-
slazione italiana, quella della C.E. e in-
ternazionale.

Inoltre il Comitato tiene in particolare
considerazione gli indirizzi del Comita-
toNazionale per la Bioetica.

Storia

Fin dal 1987, cioe subito dopo il ricono-
scimento ministeriale dell' TRCCS “E.
Medea”, a prescindere da qualsiasi legi-
slazione ma per scelta propria, |'Associa-
zione “La Nostra Famiglia” ha dato
mandato al Consiglio di Gestione del-
I'IRCCS di deliberare la composizione
del Comitato di Etica.

Nel corso della sua attivita ha affrontato
importanti e approfondite riflessioni su
temi particolari e su problematiche spe-
cifiche dei Centri di Riabilitazione e

dell'TRCCS. Tra questi: “Riflessioni sulla
etica della sessualita”, “La valenza etica
in psicoterapia” - “L'etica della riabili-
tazione”, studiati da apposite commis-
sioni.

Una svolta fondamentale é stata data al
Comitato di Etica con I'emanazione del
D.M. 18 marzo 1998, pubblicato sulla
G.U.n.122 del 28 maggio 1998, sulle “Zi-
nee guida di riferimento per 1'istitu-
zione e il funzionamento dei comitati
etici”, relativa alla sperimentazione di
medicinali (Dipartimento per la valuta-
zione dei medicinali e la farmacovigi-
lanzadel M.S.).

Compiti del Comitato di Etica

Oltre a quello della valutazione ed even-
tuale approvazione delle Ricerche, com-
piti fondamentali sono:

o La riflessione sui problemi etici relati-
viallosvolgersi dell 'attivita sanitaria, so-
ciale ed educativa dei Centri di riabilita-
zione e dei Poli dell'Tstituto Scientifico
“Eugenio Medea”

e la formazione del personale in accor-
do conil Settore Formazione.

Piu in particolare, il Comitato di Etica
ha il compito di formulare pareri e di in-
dicare soluzioni per affrontare problemi
di natura etica (e, se il caso, anche degli
aspetti giuridici), che emergono con il
continuo progredire delle scienze, della
assistenza, della riabilitazione e della ri-
cerca, con |'attenzione al presentarsi di
nuove prospettive di interesse clinico per
la salvaguardia dei diritti fondamentali
della persona umana e dei valori ad essa
riferiti.

Va precisato che le Ricerche farmacolo-
giche dell' IRCCS, per le quali il parere
del C.d.E. é vincolante, sono, almeno per
ora, una percentuale esigua rispetto a
tutte le altre Ricerche.

Perscelta dell'Associazione vengono sot-
toposte al parere del C.d.E. tutte le
Ricerche, anche non farmacologiche, in
atto presso i Poli dell'T.R.C.C.S., siano es-
se svolte con |'approvazione e il parziale
finanziamento del Ministero della
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Sanita, siano esse proprie dell'Tstituto
cheleautofinanzia.

Rimangono sempre di primaria impor-
tanza i compiti di consulenza e di forma-
zione.

Le finalita che il Comitato si propone di
raggiungere con il proprio contributo al-
la formazione si allineano con quelle
dell'Associazione: orientare gli operatori
ad esplicare la loro attivita nello stile de
“LaNostra Famiglia”, in virtt di una ret-
titudine di coscienza, di serieta professio-
nale e di sensibilita ed attenzione nella
cura della persona in condizioni di biso-
gno,sempre al centro di ogni attivita.

Composizione

La composizione del Comitato etico deve
globalmente garantire le qualificazioni
e le esperienze necessarie a valutare gli
aspetti etici e scientifico/metodologici de-
glistudi proposti.

I componenti del Comitato etico sono no-
minati dal Consiglio di Amministrazio-
ne dell'Associazione “La Nostra Fami-
glia, al quale spetta anche la sostituzione
dei membri che dovessero, per qualun-
que motivo, lasciare |'incarico.

I componenti del Comitato etico restano
in carica per tre anni e possono essere ri-
nominati.

Essi possono essere sostituiti dal Consi-
glio di Amministrazione in caso di ripetu-
te assenze e per altro giustificato motivo.

Peril triennio novembre 2002 novembre 2005 il Comitato di Etica é cosi composto:

[ membri attuali sono tutti esterni al-
|'Istituto, fatta eccezione della Presi-
dente e dei membri ex officio.

Il Comitato Etico opera in piena autono-
miaed indipendenza, garantite

a) dalla mancanza di subordinazione
gerarchica del Comitato nei con-
fronti della Struttura ove esso opera

b) dalla presenza significativa di com-
ponenti non dipendenti dalla Strut-
tura ove opera il Comitato

¢) dallaestraneita e dalla mancanza di
conflitti di interesse dei votanti ri-
spetto alla sperimentazione proposta

d) dalle ulteriori norme di garanzia e
incompatibilita che il Comitato etico
ritiene di dover adottare in sede di au-
toregolamentazione

Giaele Spreafico Presidente, clinico riabilitatore
Giacomo Delvecchio  Vice Presidente, clinico internista
AnnellaBartolomeo  Psicologa

Nereo Bresolin Diretlore Scientifico, ex-officio
Edo Brunetti Rappresentante volontariato (Associazione Genilori)
DonMaurizio Chiodi  7eologo Moralista
FrancescoClementi  Farmacologo

Irene Floriani Esperto in biostatistica

Daniela Gobber Clinico pediatra

Leonardo Lenzi Esperto in bioetica

Roberto Massironi Psichiatra

Massimo Molteni Direttore Sanitario, ex-officio
Angelo Primavera Farmacista, ex-officio

Pietro Romano Giurista

Paolo Vezzoni Genetista

Monica Castelli Segretaria

La riunione del Comitato etico € valida
purché siano presenti almeno due terzi
di componenti esterni ed ha una caden-
zabimestrale.

Prospettive future del Comitato sono:

« l'incremento di una funzione di con-
sulenza per'assistenza e la clinica

o laprogrammazione di interventi di for-
mazione del personale

o il perfezionamento della procedura
perl'esame delle Ricerche

o la sensibilizzazione del territorio ai
problemi di etica e bioetica
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PoLI
SCIENTIFICI
REGIONALI

POLO SCIENTIFICO di BOSISIO PARINI
Viadon Luigi Monza, 20
23842 Bosisio Parini (LC)

Tel.031877111-fax 031877499
e-mail medea@bp.Inf.it

Direttore scientifico

Responsabilid'area

Direttore Generale Regionale
Direttore Sanitario di Polo
Primari di sede

Direttore Centrale Sviluppo e Formazione
Direttore amministrativo regionale
Responsabile amministrativo

L'Istituto Scientifico “Eugenio Medea”,

sezione di ricerca dell'Associazione “La
Nostra Famiglia”, & stato ufficialmente

riconosciuto come Istituto Scientifico di

Ricovero e Cura nel 1985 con sede a
Bosisio Parini. Nel 1998 sono stati rico-

nosciuti i Poli Scientifici Regionali di

Conegliano (Treviso), Ostuni (Brindisi)

e S.Vito al Tagliamento (Pordenone) del-
lostesso Istituto Medea.

E oggi |'unico Istituto Scientifico italia-
no riconosciuto per la ricerca e 1a riabili-
tazione nello specifico ambito dell'eta
evolutiva.

1 25 settembre 2004 € stato inaugurato
un nuovo padiglione: la nuova struttura
si aggiunge ad altre sei e consente di am-
pliare ulteriormente un centro ricono-

NEREO BRESOLIN

RENATO BORGATTI, ENRICO CASTELLI,
MASSIMO MOLTENI

SIMONETTA COMINATO
MASSIMO MOLTENT

RENATO BORGATTI - MILENA CANNAO
ENRICO CASTELLI - RITA GARGHENTINO
MASSIMO MOLTENI - ANNA CARLA TURCONI

CARLAANDREOTTT
GIUSEPPE MOLTENI
PAOLA GALVALIST

sciuto in Italia e in Europa per I'eccel-
lenza della ricerca e della cura nel cam-
podelle disabilita infantili.

11 Polo Scientifico di Bosisio Parini opera
nei Raggruppamenti di:

Neuroriabilitazione 1: per patolo-
gie afferenti alla neuropsichiatria
dell'eta evolutiva

Responsabile: Dr. Renato Borgatti -
Neuropsichiatra Infantile

Tel.: 031877811

e-mail: borgatti@bp.Inf.it

Accedono al raggruppamento soggetti di
eta evolutiva, 0-18 anni per essere sotto-
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posti avalutazioni e/o trattamenti in me-
rito a patologie neurologiche (neuro-
metaboliche, malformative, eredodege-
nerative, epilessie), a disturbi cognitivi
(ritardi mentali isolati o in quadri sin-
dromici), a deficit neuropsicologici, a di-
sturbi neurovisivi. In collaborazione con
il Centro Ausili operante in Istituto ven-
gono svolte valutazioni per 1'idoneita
all'accesso, la scelta e I'adattamento di
ausili (informatici e non) atti a favorire
la comunicazione e lo sviluppo cogniti-
vo-linguistico in soggetti con disabilita
motorie e/0 cognitive. Parallelamente
viene svolta una ampia attivita di ricerca
circa specifiche problematiche connesse
alle suddette patologie.
Neuroriabilitazione 1 eroga la sua atti-
vita attraverso ricoveri in regime ordina-
rio o day hospital e tramite ambulatori
specialistici dedicati.

Patologie trattate

« Cerebropatie evolutive e non evolutive

« Epilessiee Cefalee

o Ritardi mentali e disturbi neuropsico-
logici

o Sindromi rare

« Patologie neuro-oftalmologiche

Neuroriabilitazione 2: per patolo-
gie afferenti alla psicopatologia
dello sviluppo

Responsabile: Dr. Massimo Molteni -
Neuropsichiatra Infantile

Tel: 031877334

e-mail: molteni@bp.Inf.it

Accedono al raggruppamento i soggetti
in eta evolutiva che presentano proble-
mi di apprendimento, di linguaggioe di-
sturbi emozionali: ansia, depressione,
ADHD, per le necessarie valutazioni dia-
gnostiche e funzionali e per impostare i
trattamenti intensivi.

Il raggruppamento & centro di riferi-
mento regionale per le psicosi infantili,
in particolare per I'autismo: diagnosi

precoce, valutazioni funzionali, inter-
venti sui comportamenti-problema, trai-
ning ai genitori e supervisione nell'in-
serimento scolastico e sociale.

E stato inoltre avviato un servizio per i
Disturbi del Comportamento Alimen-
tare (Anoressia e Bulimia) e un servizio
per la cura dei comportamenti anomali
nei soggetti con Ritardo Mentale.
Neuroriabilitazione 2 eroga la sua atti-
vita attraverso ricoveri in regime ordina-
rio o day hospital e tramite ambulatori
specialistici dedicati. Sono previsti inol-
tre accessi ambulatoriali

E prevista la possibilita di frequenza alla
scuola dell'infanzia statale interna alla
struttura per i percorsi riabilitativi in-
tensivi, su progetto specifico.

Patologie trattate

« Autismo e Disturbi Generalizzati dello
sviluppo e Sindromi di Rett, Cornelia
de Lange e Wolf-Hirschhorn

e Disturbi dell'apprendimento e Distur-
bo da deficit di attenzione con iperatti-
vita (DDAI)

« Disturbi di Linguaggio

e Disturbi dell'emotivita e depressione

e Disturbi del comportamento alimen-
tare

« Doppia Diagnosi nel Ritardo Mentale

Neuroriabilitazione 3: per patolo-
gie afferenti alle cerebrolesioni ac-
quisite (traumi cranici e neopla-
sie cerebrali) dell'eta evolutiva e
del giovane adulto

Responsabile: Dott. Enrico Castelli
Neurologo

Tel: 031877854

e-mail: castelli@bp.Inf.it

L'orientamento della domanda sanita-
ria nel campo riabilitativo verso presta-
zioni di alta qualita ha portato l'istituto
ad avere un ruolo di primo piano in nuo-
vi campi di intervento, come la riabilita-
zione precoce dei traumi encefalici.

I raggruppamento Neuroriabilitazione
3 si occupa di bambini e giovani adulti
con esiti di trauma cranico, di neoplasie
cerebrali, di lesioni postanossiche, va-
scolari e postinfettive e di lesioni midol-
lari. Gestisce il processo riabilitativo dal-
la fase post acuta sino al reinserimento
familiare, scolastico e sociale.
L'approccio riabilitativo rispecchia la
molteplicita e complessita degli esiti. I
trattamenti farmacologico, clinico, ria-
bilitativo fisioterapico, logopedico, neu-
ropsicologico, di terapia occupazionale,
dei deficit sensoriali e comportamentali,
devono essere precoci ed integrati per
portare al massimo recupero possibile.
Un ruolo importante sara svolto € svolto
del Centro Ausilii del nostro Istituto, per
la fornitura di tutti i presidi necessari al
raggiungimento della massima autono-
mia personale.

Neuroriabilitazione 3 eroga la sua atti-
vita attraverso ricoveri in regime ordina-
rio o day hospital. & organizzato me-
diante ricoveri in regime ordinario o day
hospital. Sono previsti inoltre accessi am-
bulatoriali.

Patologie trattate
o Traumi cranici
o Neoplasie cerebrali

e Lesioni postanossiche - Vascolari -
Post-infettive

o Lesioni Midollari

Raggruppamento di Riabilitazio-
ne Funzionale

AZIENDA CON SISTEMA QUALITA
CERTIFICATO DA DNV

=UNI EN ISO 9001/2000=

Responsabile: Dr.ssa Anna Carla Turconi
Fisiatra

Tel: 031877830

e-mail: turconi@bp.Inf.it

Accedono al raggruppamento di Riabi-
litazione Funzionale per il trattamento
riabilitativo e la valutazione funzionale
i soggetti con disabilita motorie neuro-
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logiche ed ortopediche congenite ed ac-
quisite insorte in eta pediatrica ma che
possono anche persistere in eta adulta.
In particolare vengono seguiti i pazienti
affetti da Paralisi Cerebrali Infantili, i pa-
zienti con spasticita centrale o midolla-
re, i pazienti con malattie neuromusco-
lari e quelli affetti da gravi deformita
scheletriche. Riabilitazione funzionale
eroga la sua attivita attraverso ricoveri
in regime ordinario o day hospital e tra-
mite ambulatori specialistici dedicati e
organizzato mediante ricoveri in regime
ordinario o day hospital. Sono previsti
inoltre accessi ambulatoriali. sono pre-
visti inoltre accessi ambulatoriali. Le pro-
cedure sono validate secondo i percorsi
della certificazione di qualita ISO 9001.

Patologie trattate
o paralisi cerebrali infantili
e patologie neuromuscolari

e scoliosi e patologie vertebrali

e osteogenesi imperfetta

Ambulatori e Servizi clinico-dia-
gnostici

L'attivita clinica affronta, in tutta la sua
estensione, 1'ampio spettro delle patolo-
giedellosviluppo, cioe quella vasta e arti-
colata gamma di condizioni che limita-
no sul piano fisico, psichico e sensoriale
la crescita armonica del bambino e del-
I'adolescente.
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Ambulatori e Servizi clinico-diagnostici

Cardiologia-Pneumologia

Visite cardiologiche, elettrocardiogramma, ecocardiogramma, holter, visita pneu-
mologica,emogasanalisi arteriosa, spirometria

Dietologia e nutrizione clinica

Esami ematochimici, osservazione logopedica, osservazione al pasto, colloquio nu-
trizionale per valutazione abitudini alimentari, consulenza endocrinologica, con-
sulenza chirurgica pediatrica, completamento valutazione dietologica, stesura pro-
gramma nutrizionale individualizzato

Laboratorio Analisi

Servizio prelievi, biochimica clinica e tossicologica, microbiologia e virologia, cito-
genetica e geneticamedica

Medicina Fisica e Riabilitazione

Visite fisiatriche (patologie neuromuscolari, disturbi della colonna, paralisi cere-
brali infantili, osteogenesi imperfetta), visite i controllo per tossina botulinica, tera-
piefisiche (ionoforesi, tens, diadinamica, ultrasuoni), trattamenti fisioterapici, pre-
scrizione trattamenti ortesici, verifica clinica e follow-up del trattamento riabilitati-
vo ed ortesico, patologie neuromuscolari (es.: encefalomiopatia mitocondriale)

Neurofisiopatologia-
Epilettologia

Visite neurofisiopatologiche, EEG, EEG con poligrafia, polisonnografia, potenziali
evocati

Neuropsichiatria Infantile

Visite neuropsichiatriche (disturbi dell'emotivita, disturbi del linguaggio, autismo,
disturbi dell'apprendimento, disturbi di comportamento, disturbi del comporta-
mento alimentare, cefalee e patologie neurologiche primarie, cerebrolesioni acqui-
site, ipovisione, disturbi neuropsichiatrici da lesioni congenite acquisite)

Neuropsicologia dell'eta
evolutiva

Studio, valutazione e trattamento di: malformazioni cerebrali (es: malformazioni
cerebellari, agenesia corpo calloso etc..), malattie genetiche e sindromi rare (es:
Sindrome di Williams), lesioni cerebrali congenite (es: PCI), cefalee

Neuropsicologia delle lesioni
cerebrali acquisite

Valutazione dei deficit neuropsicologici, approfondimento per aree deficitarie, as-
setto neuropsicologico, progetto riabilitativo, riabilitazione neuropsicologica indi-
viduale o di gruppo, psicologia comportamentale

Oculistica

Visite oculistiche, valutazioni ortottiche, esami strumentali (Hees Lancaster, campo
visivo, senso cromatico, eco-bulbare)

Otorinolaringoiatria-Foniatria

Visite ORL, visite foniatriche, visite audiologiche, fibrorinolaringoscopia, audiome-
tria, impedenzometria, Boel-test, guadagno protesico, test clinico funzionale vesti-
bolare, potenziali evocati uditivi

Psicologia cognitiva

Intervento per la riabilitazione della dislessia/disortografia evolutiva (metodo di
Bakker, metodo di Geiger-Lettvin, trattamento logopedico), interventi per la diffi-
colta di organizzazione visuospaziale e prassica, trattamento neurocognitivo per i
disturbi dell'attenzione con/senza iperattivita, trattamenti per discalculia e disturbi
delle abilita matematiche, trattamento in piccolo gruppo sulle abilita metalingui-
stiche, trattamento in piccolo gruppo ad orientamento metacognitivo sulle abilita
di logica-matematica, trattamento in piccolo gruppo con metodo Feuerstein (sti-
molazione delle abilita cognitive generali), trattamento in piccolo gruppo con me-
todo Tzuriel (stimolazione delle abilita cognitive generali per la fascia prescolare)

Psicologia della famiglia

Valutazione dinamiche familiari, psicoterapie familiari, counseling familiari

Psicologia dell'educazione

Valutazione psicoeducativa rivolta a soggetti con autismo o ritardo mentale, pro-
grammi educativi intensivi secondo approccio TEACCH

Scoliosi e patologie vertebrali

Visite, trattamento fisioterapico, prescrizione trattamento ortesico, controllo realiz-
zazione ortesi, verifica clinica e follow-up del trattamento riabilitativo ed ortesico

Sindromi rare

Diagnosi di sindrome malformativa, visite neurologiche e pediatrico-dismorfologiche,
accertamenti clinici, di laborat. o di diagnostica per immagini (es. profilo metacarpo-
falangeo, Eco cardiaca, renale, addome, eta ossea, EEG, TAC, RMN, cariotipo ad alta riso-
luz. di 500 bande, FISH specifiche), studio delle regioni cromosomiche subtelomeriche.
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N.| LINEEDIRICERCA AMBITIDI RICERCA LABORATORI
1 | NEUROPATOLOGIA - Studio dismorfismi cerebrali - Pediatria
- Patologie congenite del SNC- SNP - Audiologia e Foniatria
- Epilessia -Neuro-oftalmologia
- Sindromi rare
- Malattie degenerative - spinocerebellari
- Patologie neurosensoriali
2 | RIABILITAZIONE - Riabilitazione nelle PC.I. - Analisi del movimento
NEUROMOTORIAE - Riabilitazione nelle patologie neuromuscolari - Riabilitazione cardio-respiratoria
NEUROPSICOLOGIA - Riabilitazione delle cerebrolesioni - Protesi/Ortesi/Ausili
FUNZIONALE acquisite (traumatiche, neoplastiche) - Terapia Occupazionale e
-Studio e riabilitazione dei dismorfismi del Neuropsicologia funzionale
rachide e osteomuscolari - Urodinamica
- Riabilitazione post chirurgica ortopedica
- Riabilitazione delle lesioni midollari
congenite ed acquisite
- Riabilitazione della vescica neurologica
3 | PSICOPATOLOGIA - Disturbi cognitivi e di apprendimento - Psicologia applicata
DELLO SVILUPPO, - Psicologia clinica -Neuropsicologia degli apprendimenti
DELLINGUAGGIOE -Neuropsicolinguistica edel linguaggio
DELL'APPRENDIMENTO - Psichiatria clinica e biologica - Tecniche di riabilitazione psicologica
- Psicofarmacologia
4 | NEUROFISIOPATOLOGIA -Neurofisiologia clinica e sperimentale -Neurofisiologia
NEURORADIOLOGIA - Imagingstaticoe funzionale - Elettrofisiologia oculare
-NMR: imaging e funzionale
5 | NEUROBIOLOGIA - Cromosomopatie - Laboratorio analisi
- Diagnostica biomolecolare - Chimicaclinica
- Terapia genica - Citogenetica
- Bancadi materiale biologico - Biologia Molecolare
- Modelli murini transgenici e knock out -Biologia Sperimentale
- Colture cellulari
6 | BIOINGEGNERIA -Analisi dell'errore -C.ED.
- Studio della realtavirtuale - Biotecnologia
- Applicazione del Neuroimaging - Servizio ausili informatici
- Realizzazione HW e SW e ausilii
- Predisposizione, sperimentazione e controllo
di qualita di apparecchiature elettromedicali
- Telemedicina e Teleassistenza
- Tecnol. disupp. per|'assistenza all' handicap
7 | ORGANIZZAZIONE - Sperimentazione e valutazione, anche economica, | - Statistica sanitaria
DEISERVIZI SANITARI disisteri di organizzazione in rete dell'assistenzasa- | - Gestione informativa
nitaria - Centro studi giuridici

-Sperimentazione di modelli di integrazione e orga-
nizzazione in rete degli interventi sanitari e socio-
sanitari

-Sviluppo, sperimentazione e valutazione di model-
li di organizzazione della continuita assistenziale

- Sperimentazione e valutazione costi-benefici di si-
stemi di telemedicina e teleassistenza

- Sviluppo e sperimentazione di un sistema informa-
tivo

~Effetti delle modalita di applicazione del sistema di
remunerazione in termini di efficacia/efficienza del-
le prestazioni riabilitative ospedaliere ed extraospe-
daliere in materia di riabilitazione

-Sistemi di applicazione delle disabilita e dei livelli
prognostici dei trattamenti riabilitativi

- Gestione dei dati e informatizzazione di dati clinici,

diagnosticiedi trattamento
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POLO SCIENTIFICO di CONEGLIANO

¢ PIEVE DISOLIGO
Via CostaAlta, 37
31015 Conegliano

Tel. 0438 4141 - fax 0438 410101
e-mail: irccs@cn. Inf it
(distaccamenti: Padova-Treviso)

Direttore scientifico

Coordinatori di area

Direttore Generale Regionale
Direttore Sanitario di Polo
Primario del reparto UGDE
Primario del reparto URNA
Direttore Formazione e Sviluppo
Direttore amministrativo Regionale

Responsabile amministrativo di Sede

NEREO BRESOLIN

RENATO BORGATTI
ENRICO CASTELLI
MASSIMO MOLTENI

GIGLIOLA CASATT

PAOLO DUCOLIN
ANDREAMARTINUZZI
MARIAGRAZIA PISCAGLIA
SERGIO DUGONE

MARCO TERENZI

RENZO BALDO
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Il Polo Regionale di Conegliano & costi- | AREEDIATTIVITA Fase terapeutica
tuito da due Unita Operative: Fase diagnostica * Rieducazione motoria: applicazione di

e Unita per le Gravi Disabilita in Eta
Evolutiva (UGDE)

presso la sede di Conegliano via Costa

Alta, 37

* Unita per la Riabilitazione delle turbe
Neuropsicologiche Acqui-site (URNA)
presso la sede di Pieve di Soligo via

Monte Grappa, 96

e Unita per le Gravi Disabilita in
Eta Evolutiva (UGDE)

Vi afferiscono soggetti in eta evolutiva

che presentano una situazione di gravi-

tae complessita diagnostica, valutativae

rieducativa diesiti derivanti da:

* Patologie motorie congenite 0 acquisite

* Patologie cognitive congenite o acqui-
site

* Psicopatologie primitive o secondarie
acerebrolesioni

* Patologie malformative e gravi deficit
sensoriali

o Pluridisabilita

L'Unita Operativa & organizzata me-
diante ricoveri a degenza ordinaria o
day hospital.

LaUGDE havalenza sovraregionale.

PRESTAZIONI

Ricovero ordinario

Numero totale posti letto: 23. Il ricovero
ordinario € la modalita utilizzata per ca-
si complessi che richiedono 1'apporto di
pili competenze specialistiche e/oun'os-
servazione pill intensiva del paziente.
Ricovero day hospital

Numero totale posti letto: 17. Il ricovero
in day hospital € attuato prevalentemen-
te nei casi meno complessi, in cui vi e la
necessita di rispondere a quesiti limitati
ospecifici. Rappresenta la soluzione otti-
male per pazienti residenti in prossimita
dell'istituto.

o Studio delle disabilita gravi e complesse

e Studio chinesiologico delle posture e
dei compensi di soggetti in eta evoluti-
va con patologie motorie ed alterazioni
posturali gravi

e Bilanci funzionali delle disabilita in
eta evolutiva per individuare progetti
di autonomia nella cura del sé, nello
spostamento e nella progettualita

* Valutazione della funzionalita respira-
toria

* Esami elettroencefalografici con video
EEG

* Neurofisiologia clinica: Elettromio-
grafia (EMG) ad ago e di superficie;
Elettroneurografia (ENG); Potenziali
Evocati; Potenziali Motori

e Studio del cammino e della mobilita
perdiagnosi e indicazioni terapeutiche

e Valutazioni specialistiche nei vari am-
biti (pediatria, ortopedia, neurochiru-
gia, otorinolaringoiatria, oculistica,
odontostomatologia, dietologia)

* Monitoraggio del trattamento farma-
cologico

* Audiometria in soggetti con deficit del-
la percezione uditiva e della comuni-
cazione

*Valutazioni neuropsicologiche in di-
sturbi di apprendimento complessi

e Studio neuropsicologico delle abilita
cognitive (attenzione, memoria, pras-
sia, fasia)

e Valutazioni con strumenti informatici
dei disturbi di apprendimento, delle
problematiche visuo motorie e dei pro-
blemi neuropsicologici in esiti di trau-
matismi cranio encefalici nell'eta evo-
lutiva

* Valutazioni psicodiagnostiche in sog-
getti con turbe del comportamento in
etaevolutiva

* Approfondimento di diagnostica mole-
colare usufruendo del laboratorio di
Genetica annessa al Polo

protocolli validati per instaurare pro-
getti terapeutici finalizzati alla preven-
zione delle deformita, alla inibizione
di schemi patologici, al miglioramen-
to della forza muscolare, della com-
pliance respiratoria, all'utilizzo di orte-
si e ausili per ladeambulazione

» Trattamenti farmacologici mirati (con-
trollo della comizialita, della spastici-
ta, di distonie e discinesie e dei disturbi
psichici)

* Riabilitazione neuropsicologica per di-
sturbi specifici di apprendimento dei
soggetti con disabilita motorie, ritardi
mentali e turbe dell'apprendimento

e Terapia occupazionale: progetti fun-
zionali per migliorare le prassie, il gra-
fismo, le abilita costruttive, ergoterapia

* Psicomotricita a valenza riabilitativa e
terapeutica in situazioni di problema-
tiche comportamentali e cognitive, in-
stabilita attentiva, soggetti ipercinetici

* Logopedia per migliorare la recezione
degli stimoli verbali, I'espressivita e la
simbolizzazione in soggetti disartrici,
anartrici o con disfasie globali

e Intervento psicolpedagogico in situa-
zione di difficolta di apprendimento
qualiladislessia, i disturbi nell ‘area lo-
gico matematica, consulenze alla scuo-
la, verifica dei programmi didattico pe-
dagogici

e Psicoterapia in appoggio a interventi
psico-educativi e riabilitativi

e Unita per la riabilitazione delle
turbe neuropsicologiche acqui-
site (urna)

Vi accedono pazienti di eta adulta in con-

dizioni cardio-respiratorie e mediche di

compenso e stabilita, che presentano tur-

be neuropsicologiche complesse o rare
esitodi:

e Traumatismi cranio-encefalici

» Eventi cerebrovascolari acuti (ad esem-
pio rottura di malformazioni intracra-
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niche, emorragia subaracnoidea) ca-
ratterizzati da sequele complesse con
alterazioni cognitive, motorie, psicolo-
giche

* Comi post-anossici

* Encefalopatie acute, infiammatorie e
non, i cui esiti siano caratterizzati dal-
la coesistenza di menomazioni in pit
diun asse (disturbi clinici, disturbi del-
la personalita, condizioni mediche ge-
nerali, problemi psicosociali ed am-
bientali e funzionamento globale)

L'Unita Operativa & organizzata me-
diante ricoveri a degenza ordinaria o
day hospital.

L'URNAhavalenza sovraregionale.

PRESTAZIONI

Ricovero ordinario

Numero totale posti letto: 7. Il ricovero
ordinario e 1a modalita piti indicata per
casi complessi che richiedono I'apporto
di piu competenze specialistiche e/o
un'osservazione piu intensiva del pa-
ziente.

Ricovero day hospital

Numero totale posti letto: 33. Il ricovero
in day hospital e attuato prevalentemen-
te nei casi meno complessi, in cui vi e la
necessita di rispondere a quesiti limitati
ospecifici. Rappresenta lasoluzione otti-
male per pazienti residenti in prossimita
dell'istituto.

AREEDIATTIVITA
Fase diagnostica

e Studio neuropcicologico delle abilita
cognitive (attenzione, memoria,pras-
sia, fasia)

e Studio delle disabilita neuropsicologi-
che gravi e complesse con problemi di
comunicazione

* Bilanci funzionali delle disabilita neu-
ropsicologiche per individuare progetti
di autonomia nella cura di sé, nello
spostamento, nella progettualita, nella
qualificazione (o riqualificazione) pro-
fessionale e nell 'inserimento lavorativo

* Valutazioni specialistiche nei vari am-
biti (ortopedia, neurochirurgia, otori-
nolaringoiatria, oculistica, dietologia,
neurofisiologia e fisiopatologia respi-
ratoria)

* Monitoraggio del trattamento farma-
cologico

e Valutazioni con strumenti informatici
delle problematiche visuo motorie, di
memoriaedi attenzione

e Valutazioni psicodiagnostiche in sog-
getti con turbe del comportamento

Fase terapeutica

* Riabilitazione neuropsicologica per di-
sturbi di memoria, attenzione, concen-
trazione e comunicazione

* Farmacoterapia specifica e suo moni-
toraggio

e Terapia Occupazionale: progetti fun-
zionali per migliorare le prassie, il gra-
fismo, le abilita costruttive, ergotera-
pia, |'autonomia personale e sociale

* Logopedia per migliorare 1 recezione
degli stimoli verbali, I'espressivita in
soggetti disartrici e anartrici e la sim-
bolizzazione in soggetti con disfasie
globali

e Psicoterapia in appoggio a interventi
psico educativi, riabilitativi, farmaco-
logici

SERVIZI E SETTORI DI INTERVENTO COMUNI
ALLE DUE UNITA OPERATIVE (UDGE -
URNA)

Esamistrumentali

* Elettroencefalogramma (in veglia, in
sonno, poligrafia, video-EEG)

* Potenziali Evocati Motori, da stimola-
zione magnetica transcranica, Poten-
ziali Evocati somatosensoriali, visivi,
uditivi

e Elettromiografia, elettroneurografia,
blink reflex

* Elettromiografia di superficie ed Ana-
lisi del cammino

» Valutazione Bioenergetica

e Impedenzometria e audiometria

e Psicofisiologia

Servizi aggregati
* Servizio di neurooftalmologia

e Servizio di neurofisiologia ed epiletto-
logia

e Servizio di audiofonologia

e Servizio di pediatria dismorfologia

e Servizio di psicologia e neuropsicolo-
gia

e Servizio ausili informatici, protesi e or-
tesi Centro di Mobilita (test drive con

auto multiadattate e simulatore di gui-
da)

SETTORE SVILUPPO E FORMAZIONE

Attivita editoriale, Attivita di comunica-
zione e informazione scientifica, Attivita
formativa, Biblioteca, E-learning,
Centro Ausili, Consulenza giuridica.
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POLO SCIENTIFICO di OSTUNI
Via dei Colli

72017 Ostuni (BR)

Tel. 0831349111 - fax 0831 349246
e-mail: irccs@os. Inf it
(distaccamenti: Padova-Treviso)

Direttore scientifico

Coordinatori di area

Direttore Generale Regionale
Direttore sanitario di Polo

Primaridi Polo

I Polo Scientifico di Ostuni e costituito
da due Unita Operative specializzate sui
complessi e gravi problemi diagnostici,
valutativi e riabilitativi di disabilita com-
plesse, congenite o acquisite dell'eta evo-
lutiva e giovane adulta.

Secondo quanto previsto dal nuovo Pia-
no Ospedaliero della Regione Puglia (De-
libera della Giunta Regionale n. 1087
del 2 agosto 2002 - “Piano di riordino del-
la rete ospedaliera”), dal 1° marzo 2004,
sono attivi e operativi in questa sede 20
posti letto ad alta specialita di Neuroria-
bilitazione nel settore dell'Eta Evolutiva.

L'Unita Operativa di Neuroriabili-
tazione 1 ad indirizzo di neuropa-

Nereo Bresolin

Renato Borgatti
Enrico Castelli
Massimo Molteni

Carmen Chiaramonte
Antonio Trabacca

Angelo Massagli
Antonio Trabacca

tologia e riabilitazione funzionale,
diretta dal Dr. Antonio Trabacca, opera
nei seguenti ambiti:

o paralisi cerebrali infantili

« malattie neuromuscolari

esindromi disgenetiche a prevalente
espressione neuropatologica

e esiti di cerebrolesioni acquisite (infet-
tive, chirurgiche, traumatiche, etc.)

« patologie neuromotorie e medullole-
sioni congenite

e riabilitazione post-chirurgica ortope-
dica

e sindromi epilettiche

e quadri poliminorativi
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L'Unita Operativa di Neuroriabili-
tazione 2 ad indirizzo di psicopato-
logia dello sviluppo, diretta dal Dr. An-
gelo Massagli, opera nei seguenti ambiti:

o disturbi generalizzati dello sviluppo

o disturbi specifici dello sviluppo (del lin-
guaggio, della funzione motoria, etc)

o ritardi mentali
« sindromi ipercinetiche
o disturbi specifici dell'apprendimento

esindromi disgenetiche a prevalente
espressione psicopatologica

o disturbi dello sviluppo psicologico
e minorazionisensoriali

E possibile effettuare percorsi di riabili-
tazione intensiva nei seguenti ambiti:

o chinesiterapia

* psicomotricita

e logopedia

« riabilitazione neuropsicologica
e terapia occupazionale

« riabilitazione neurovisiva

« riabilitazione psicologica

SERVIZI
Asostegno delle attivita ospedaliere sono
attivie funzionanti i seguenti Servizi:

Servizio di Neurofisiologia Clinica che

offre le seguentiprestazioni:

¢ EEG invegliaesonno

e Poligrafia

e video-EEG

« EEG Dinamico delle 12/24 ore

o elettromiografia (EMG)

o elettroneurografia (ENG)

« potenziali evocati somatosensoriali

o blink reflex

e potenziali evocati motori da stimola-
zione magnetica transcranica

Servizio di Neuroftalmologia e [povi-

sione che offre leseguenti prestazioni:

e visita oculistica

e screening visivo neonatale

e valutazione ortottica

e campimetria computerizzata

o potenziali evocati visivi (PEV)

e elettroretinogramma (ERG)

o tonometria e autorefrattometria com-
puterizzata

Servizio di Otorinolaringoiatria
(ORL) che offre leseguenti prestazioni:
e visita audiologica

e screening audiologico neonatale

e audiometria

« impedenzometria

« fibrolaringoscopia

« potenziali evocati uditivi

o prescrizioni individualizzata di protesi
acustiche

Servizio di Genetica e diagnosi malat-
tierare
Servizio di Odontostomatologia

Ad integrazione di tali attivita e come
supporto terapeutico-riabilitativo all'at-
tivita sanitaria, sono attivi un:

Servizio di Psicologia suddiviso per
ambiti specifici di attivita di diagnosi e
riabilitazione psicologica in:

e cognitivo-neuropsicologico

e psicopatologico

e psicolinguistico

Servizio Pedagogico deputato alla valu-

tazione delle ricadute funzionali dei
Irattamentineipazientiin et scolare.

Centro @usili Informatici

N. LINEE DI RICERCA AMBITI DI RICERCA LABORATORI
1 | NEUROPATOLOGIA - Epilessia - Pediatria
- Sindromi rare -Audiologia e Foniatria
-Neuro-oftalmologia
2 | RIABILITAZIONE - Riabilitazione nelle PC.I - Protesi/Ortesi/Ausili
NEUROMOTORIAE -Riabilitazione nelle patologie - Terapia Occupazionale
NEUROPSICOLOGIA neuromuscolari e Neuropsicologia funzionale
FUNZIONALE - Riabilitazione delle cerebrolesioni

acquisite (traumatiche, neoplastiche)
- Riabilitazione della vescica neurologica

3 | PSICOPATOLOGIADELLO
SVILUPPO, DELLINGUAGGIO

- Disturbi cognitivi e di apprendimento
-Neuropsicolinguistica

-Neuropsicologia degli
apprendimenti e del linguaggio

E DELL'APPRENDIMENTO - Psichiatria clinica e biologica - Tecniche di riabilitazione psicologica
4 | NEUROFISIOPATOLOGIA -Neurofisiologia clinicaesperimentale | -Neurofisiologia
NEURORADIOLOGIA - Elettrofisiologia oculare
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POLO SCIENTIFICO
di SAN VITO AL TAGLIAMENTO
¢ PASIAN DI PRATO

ViadellaBonta, 7
33078 8. Vito al Tagliamento (PN)

Tel. 0434 842711 - fax 0438 842797
e-mail: irccs.fvg@sv.Inf.it

Direttore scientifico

Responsabilid'area

Direttore Sanitario di Polo
Primariodi Polo
Direttore Amministrativo Regionale

Responsabile amministrativo di Sede

11 Polo Regionale dell TRCCS “E.Medea”
¢ inserito nell'‘ambito della rete ospeda-
liera regionale (DGR 28 marzo 2003, n.
776) con sede a San Vito al Tagliamento
(PN) e distaccamento a Pasian di Prato
(UD).

E assegnata al Polo Regionale del-
I'IRCCS “E.Medea” la funzione di
“UDGE” (Unita per le disabilita gravi

NEREO BRESOLIN

RENATO BORGATTI,
ENRICO CASTELLI,
MASSIMO MOLTENI

AMERIGO ZANELLA
GUIDO CRISTOFORI
MARCO TERENZI
DENISADAMI

dell'eta evolutiva), destinata ad affron-
tare i complessi e gravi problemi dia-
gnostici, valutativi e rieducativi degli esi-
ti di patologie motorie e cognitive con-
genite o acquisite dell'eta evolutiva.

[ posti accreditati sono: 20 ordinari e day
hospital, di cui 10 finalizzati al fabbiso-
gno regionale e 10 al fabbisogno extra-
regionale.
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L'Unita si articola nelle seguenti sub-

unita:

o Sub-unita per la patologia neurolin-
guistica

o Sub-unita per la patologia neuromo-
toria

o Sub-unita di neurofisiopatologia

o Sub-unita di neuroftalmologia

o Sub-unita per la psicopatologia

Riconoscimento Internazionale:

o In collaborazione con MOVE (Mobility
Oppurtunities Via Education) Europe -
Universita di Wolverhampton (Eng-
land) vengono sviluppati sia program-
mi didattici di educazione al movi-
mento nei gravi disabili, sia ricerche cli-
nico-sperimentali per verificare le indi-
cazioni e |'efficacia di tale programma
diriabilitazione in etaevolutiva.

o Il Polo del Friuli-Venezia Giulia € stato
riconosciuto come il Centro di Riferi-
mento Nazionale per'Ttalia

Riconoscimento regionale:

e La Regione Friuli-Venezia Giulia con

DGR n. 3964 del 15/12/2000, ha rico-
nosciuto la sezione di oculistica del
Polo come Centro regionale per I'ipo-
visione.
In tale centro vengono svolte ricerche
cliniche per la messa a punto di nuovi
strumenti diagnostici e programmi ria-
bilitativi dell'ipovisione.
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TRATTATI PER MDGC

MDC1
MDC2
MDC3
MDC4
MDC5
MDC6
MDC7

MDC8

MDC9

MDC10
MDC11
MDC12
MDC13
MDC 14
MDC15

MDC 16

MDC17

MDC18
MDC19
MDC20
MDC21
MDC22

MDC23

MDC 24
MDC25

Malattie e disturbi del sistema nervoso

Malattie e disturbi dell'occhio

Malattie e disturbi dell'orecchio, del naso, dellabocca e della gola
Malattie e disturbi dell'apparato respiratorio

Malattie e disturbi dell'apparato cardiocircolatorio

Malattie e disturbi dell'apparato digerente

Malattie e disturbi epatobiliari e del pancreas

Malattie e disturbi del sistema muscolo-scheletrico
e del tessuto connettivo

Malattie e disturbi della pelle, del tessuto sotto-cutaneo
edellamammella

Malattie e disturbi endocrini, nutrizionali e metabolici
Malattie e disturbi del rene e delle vie urinarie

Malattie e disturbi dell'apparato riproduttivo maschile
Malattie e disturbi dell'apparato riproduttivo femminile
Gravidanza, parto e puerperio

Malattie e disturbi del periodo neonatale

Malattie e disturbi del sangue, degli organi emopoietici
e del sistema immunitario

Malattie e disturbi mieloproliferativi
e neoplasie scarsamente differenziate

Malattie infettive e parassitarie (sistemiche o di sedi non specificate)
Malattie e disturbi mentali

Abuso di alcool/farmaci e disturbi mentali organici indotti
Traumatismi, avvelenamenti ed effetti tossici dei farmaci

Ustioni

Fattori che influenzano lo stato di salute
ed il ricorso ai servizi sanitari

Traumatismi multipli rilevanti

InfezionidaH.IV.
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DISTRIBUZIONE
DEI CASIE DELLE
CLASSIDI PATOLOGIA

MDC anno 2003 - Intera struttura

1,75 3,30
4,66 4,05 1 ‘

5,53

48,35

OMDC 1
EMDC 19
oMDC 2
EMDC 3
EMDC 8
oMDC 15
O Altri

MDC anno 2003 - Neuroriabilitazione

1,56

MDC anno 2003 - Riabilitazione

EMDC 19
OMDC 1
omMDC 2
OMDC 15
EMDC 10
OMDC 23
D Altri

oMDC 1
EMDC 3
EMDC 8
aMDC 2
EMDC 19
oMDC 23
D Altri

BOSISIO PARINI

MDC 2004 - intera struttura

2,26
4,95 3,50 2501

48,70 [3MDC 1
B MDC 19
B MDC 2
@ MDC 3
m MDC 8
@ MDC 15
31,71 O Altri

6,87

MDC 2004 - Neuroriabilitazione

oMDC 19
EMDC 1
EMDC 2
oMDC 15
EMDC 10
OMDC 23
O Altri

MDC 2004 - Riabilitazione funzionale

0,34 0,34
1,10

OMDC 1
EMDC 3
EMDC 8
oMDC 19
EMDC 15
OMDC 23

75,23 DAltri
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CONEGLIANO e PIEVE DI SOLIGO

MDC 2003 - Intera struttura - CONEGLIANO MDC 2004 - Intera struttura CONEGLIANO
e PIEVE DI SOLIGO e PIEVE DI SOLIGO

5,99 1,23 2,00

4,40
10,56

OMDC1
OMDC 1 EMDC 19
EMDC 19 EMDC 8
EMDC 8 OMDC 15
DOAltri O Altri

MDC 2003 - UGDE - ppll ORD + ppll DH MDC 2004 - UGDE - ppll ORD + ppll DH
CONEGLIANO CONEGLIANO

, 1,34
11,74 5:30 10,61

16,93

BMDC 19
OMDC 1
EMDC 19 EMDC 8
OMDC 1 BMDC 15
EMDC 8 BAltri
BAlti
72,35
MDC 2003 - URNA - ppll DH MDC 2004 - URNA - ppll DH - PIEVE di SOLIGO
PIEVE DI SOLIGO
7,79
2,60
OMDC 1 OMDC 1
EMDC 19 EMDC 19
DAl EMDC 15
91,58 |mAltri

89,61
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Dal 1° marzo 2004 sono attivi e operativi 0 S T U N 1
nella sede di Ostuni 20 posti letto ad alta

specialita di Neuroriabilitazione nel Set-

tore dell'Eta evolutiva e pertanto, per il

2004, riferiamo i dati relativi ai ricoveri.

MDC 2003 - Tutte le modalita di trattamento MDC 2004 - Intera struttura
66% 1% 470
49% 7%
OMDC 1 OMDC 1
EMDC 2 BMDC 2
EMDC 3 EMDC 3
EMDC 8 BMDC 15
EMDC 19 EMDC 19
OMDC 23
MDC 2003 - Trattamento a ciclo diurno
1% 27%
OMDC 1
EOMDC 2 RN .
mmDC 19 MDC 2004 Unita Operativa
2% o oge .
Neuroriabilitazione 1
. 5%
1% 94%
MDC 2003 - Trattamento ambulatoriale CIMDC 1
e domiciliare mMDC 15
EMDC 19
64% 329%
1% OMDC 1
OMDC 2
EMDC 3
EMDC 8
29,  [mMDC 19

1%

MDC 2004 Unita Operativa

MDC 2003 - Trattamento a ciclo continuo Neuroriabilitazione 2
2% 3% 4%

2%

9%

OMDC1

OMDC 2
OMDC 1 EMDC 3
EMDC 19 EMDC 19

ZIMDC 23
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SAN VITO AL TAGLIAMENTO - PASIAN DI PRATO

MDC 2003 - Trattamento a ciclo continuo

45,45%

45,45%

9,09%

OMDC 1
oMDC 15
EMDC 19

MDC 2003 - Trattamento a ciclo diurno

MDC 2003 - Trattamento ambulatoriale

67,66% 1,01%

OMDC 1
0,67%| @MDC 2
EMDC 3
BMDC 8
EMDC 10
oMDC 15
16,24% |EMDC 19
0 Altri

MDC 2004 - Trattamento a ciclo continuo

45,45%

45,45%

9,09%

OMDC1
oMmDC 15
EMDC 19

MDC 2004 - Trattamento a ciclo diurno

3,44%

2,37%

OMDC 1
EMDC 3

EMDC 10
OMDC 15
EMDC 19
D Altri

0,65%

MDC 2004 - Trattamento ambulatoriale

1,69% 13,05%
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CERTIFICAZIONE DI QUALITA
ATTIVITA SANITARIA Processi di supporto:
CERTIFICAZIONE DI ) .. | ePrenotazioneedAccettazione
N L'LR.C.C.S. “E. Medea” sede di Bosisio o Cartella Clini
QUALITA DEI SERVIZI Parini ha conseguito la certificazione arefiat.inica
« Armadio Farmaceutico

SECONDO PROCEDURE
INTERNAZIONALMENTE
RICONOSCIUTE

per il Sistema di Gestione per la Qualita
(5GQ.) con la normativa UNI EN ISO
9001: 20001 05.11.2003.

Dal novembre 2004 I'applicazione della
norma IS0 9001: 2000 e stata estesa an-
che all'ambito della ricerca finalizzata,
percuil'attuale dominioe:
“Erogazione di servizi di recupero
eriabilitazione funzionale in regi-
me di degenza ordinaria e day ho-
spital per I'eta evolutiva e labora-
torio analisi nell'ambito della pa-
tologia clinica.

Attivita di ricerca finalizzata.
Provision of functional recovery
and rehabilitation services for
children on inpatients and DH ba-
ses and of a clinical pathology la-
boratory. Finalized Research.”

La Direzione garantisce 1'imple-

mentazione del SGQ assicurando:

o l'idoneita del Sistema di Gestione per
la Qualita, 1'adeguatezza ed efficacia
delle procedure descritte ed applicate

« le azioni correttive e preventive messe
in atto a seguito delle Verifiche Ispettive
Interne ed Esterne

« 'attuazione degli interventi di miglio-
ramento conseguenti

o ['attivita del Responsabile Assicurazio-
ne Qualita, dell’ Ufficio Qualita (attra-
verso il Responsabile dell'Ufficio Qua-
lita), degli Auditor e dei Referenti per
laQualita delle singole aree certificate.

« il Riesame della Direzione per la defi-
nizione degli obiettivi di miglioramen-
todella qualita.

11 SGQ e applicato ai seguenti pro-
cessi:

Processiprincipali:

« Laboratorio

« Unita operativa di Recupero e Riabi-
litazione funzionale

« Gestione apparecchiature
o Approvvigionamenti

Ricercafinalizzata

I processi principali e di supporto sono
sottoposti @ monitoraggio tramite I'uti-
lizzo di indicatori elaborati semestral-
mente.

Sono in uso nell'Unita Operativa di
Riabilitazione Funzionale protocolli cli-
nici con richiamo alle Linee Guida per
unabuona prassi medica.

e Progetti di miglioramento della
qualita raggiunti nel biennio
2003-2004

1. Attivazione di un fabbricato (7° Pa-
diglione) con trasterimento delle uni-
ta operative di Riabilitazione Funzio-
nale, Neuroriabilitazione 1 (cerebro-
lesioni congenite) e Neuroriabilita-
zione 3 (cerebrolesioni acquisite); del
C.U.P e dell'accettazione; dell'arma-
dio farmaceutico; dell'archivio car-
telle cliniche.

2. Attivazione presso il settimo padiglio-
ne del servizio centralizzato di risto-
razione e mensa del personale e degli
ospiti.

3. Attivazione di collegamenti coperti
fraipadiglioni.

4. Release della cartella clinica, con
I'inserimento della cartella riabilita-
tiva e di sezioni specificamente dedi-
cate al Progetto Riabilitativo e al Pro-
gramma Riabilitativo.

5. Release della modulistica finalizzata
alla pianificazione ed erogazione de-
gliinterventi relativi al processo di cu-
ra, tramite informatizzazione della
medesima.
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CERTIFICAZIONE DI QUALITA

L.

. Informatizzazione della documenta-

zione del SGQ (manuale della quali-
ta, protocolli, Linee Guida,istruzioni
operative, moduli) con distribuzione
via intranet anche alle aree ed alle
unita operative non certificate, al fine
di implementare la diffusione della
culturadella qualita.

. Gestione informatizzata delle richie-

ste dei pasti dei degenti (menu setti-
manale).

Obbiettivi di miglioramento del-
la qualita per il biennio 2005-
2006

Ampliamento e trasferimento del
Laboratorio Analisi chimico cliniche
con tre sezioni specializzate presso il
settimo padiglione

. Trasferimento del servizio di

Pneumocardiologia presso il settimo
padiglione

. Attivazione di nuovi servizi di acco-

glienza e comfort ( servizio bar, ven-
dita giornali. . .)

. Mantenimento della certificazione di

qualita UNTENIS09001:2000

ATTIVITA FORMATIVA

La Direzione Centrale Sviluppo e For-
mazione ha conseguito la certificazione
per il Sistema di Gestione per la Qualita
(5GQ) secondo la normativa UNI EN
1509001:200011 19.6.2003.

La certificazione € valida per il seguente
campo applicativo: “Progettazione ed
erogazione di corsi di formazione
professionale per l'integrazione di
soggetti disabili, formazione con-
tinua e formazione professionale
superiore nell'area dei servizi alle
persone. Progettazione ed eroga-
zione di attivita di orientamento’.

eLa Direzione garantisce 1'imple-
mentazione del SGQ assicurando:

o |'idoneita del Sistema di Gestione per
la Qualita, |'adeguatezza ed efficacia
delle procedure descritte ed applicate

e le azioni correttive e preventive messe
inatto aseguito delle Verifiche Ispettive
Interne ed Esterne

o |'attuazione degli interventi di miglio-
ramento conseguenti

o'attivita del Responsabile Assicura-
zione Qualita, degli Auditor e dei Refe-
renti per la Qualita delle singole aree
certificate

« il Riesame della Direzione per la defi-
nizione degli obiettivi di miglioramen-
todella qualita

oIl SGQ ¢ applicato alle seguenti
aree

«il Settore Formazione Continua
«il Settore Formazione Superiore

il Centro di Formazione Professio-
nalediBosisio Parini

il Centro di Formazione Professio-

naledi Castiglione Olona.

o Progetti di miglioramento della
qualita raggiunti nel biennio
2003-2004

o Informatizzazione della documenta-
zione del SGQ (manuale della quali-
ta, procedure, istruzioni operative,
moduli) con distribuzione via intra-
net al fine di implementare la diffu-
sionedella cultura della qualita

« Coinvolgimento dei ragazzi con disa-
bilita delle loro famiglie secondo me-
todologie di empowerment

eMantenimento di periodici incontri
con i rappresentanti istituzionali (re-
gionali e della Comunita Europea)
per la definizione e 1a verifica dei pro-
pri orientamenti e il corretto utilizzo
dei fondi destinati a questi scopi

eCura dello sviluppo della professio-
nalita di tutti gli operatori della
Nostra Famiglia con adeguate propo-
ste di aggiornamento e formazione
permanente

« Obbiettivi di miglioramento del-
la qualita per il biennio 2005-
2006

 Informatizzazione banche dati

e Miglioramento delle metodologie di
rilevamento della customer satisfac-
tion mediante strumenti informatici

o Utilizzo di strumenti per una gestio-
ne efficiente del monitoraggio e della
rendicontazione delle attivita

oVerifica e aggiornamento continuo
delle procedure affinché siano sem-
pre adeguate all'erogazione di nuove
tipologie dei corsi

o Mantenimento della certificazione di
qualita UNTEN IS0 9001:2000
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RICERCHE 2003 RISULTATI

RICERCHE
MINISTERIALL
CORRENTI 2003

(RISULTATT)

o Caratterizzazione genetica delle epiles-
sie idiopatiche: studio di un'ampia casi-
stica afferente all 'Tstituto

e Disordini oculomotori nel Cerebral
Visual Impairment (C.V.I.): proposta di
un criterio classificatorio con valore
prospettico in un campione di 100 sog-
getti affetti da CVI

e Riabilitazione visiva dell'ambliopia
mediante Visual Pathfinder

« Studio dello sviluppo della specializza-
zione emisferica e delle competenze co-
municative in soggetti nati pretermine

« Studio del ruolo degli ausili tecnologi-
ci nel progetto riabilitativo delle pluri-
minorazioni da lesioni cerebrali ac-
quisite

o Protocolli di valutazione e trattamento
riabilitativo nelle patologie reumati-
che croniche del bambino

e Lesioni cerebellari e turbe cognitivo-
comportamentali: studio nei tumori
della fossa cranica posteriore in eta evo-
lutiva

o Complicanze Respiratorie nelle forme
gravi di Paralisi Cerebrale Infantile
(PCI): determinazione della frequenza
e definizione di protocolli valutativi e
ditrattamento

o Variabilita fenotipica inter- e intra- fa-
miliare nell'Osteogenesi Imperfecta:
identificazione di loci modificatori, cor-
relazione genotipo-fenotipo e valuta-
zione di potenziali target molecolari
per un approccio farmacologico alla te-
rapia

e Correlazioni tra abilita sintattiche ed
elaborazione di sequenze visive ed udi-
tive nei Disturbi Specifici del Linguag-
gio: unostudio elettrofisiologico

« Profilo psicofisiologico, abilita di rico-
noscimento emozionale e comporta-
mento sociale in bambini vittime di
maltrattamento e in bambini con espe-
rienza di immigrazione clandestina

ela riabilitazione neurocognitiva di
bambini con disturbo da Deficit di At-

tenzione/iperattivita

o Impulsivita come tratto psico biologi-
co trans-diagnostico: studio dei deter-
minanti genetici serotoninergici

o Disturbi del linguaggio nelle agenesie
del corpo calloso

e Diagnosi e riabilitazione dell'espres-
sione verbale nei bambini con disfasia
evolutiva

o1l ruolo delle anomalie parossistiche
EEG in sonno non REM nella riabilita-
zione delle afasie e delle disfasie

o Epilessie sintomatiche farmacoresi-
stenti: studio del bisincronismo secon-
dario nei tracciati EEG intercritici

o Studio dell'eccitabilita corticale nei di-
sturbi del linguaggio in eta evolutiva

« Identificazione e valutazione di poten-
ziali target molecolari in cellule stami-
nali muscolari per un nuovo approccio
terapeutico alla Distrofia Musco-lare
diDuchenne

e Ruolo di beta amiloide e glutammato
nella proliferazione, differenziazione
ed apoptosi di cellule staminali soma-
tiche in pazienti con Sindrome di
Down

o Studio ex vivo delle interazioni tra stess
ossidativo ed eccitotossicita in malattie
neurodegenerative mediante ibridi ci-
toplasmatici (CIBRIDI)

eAnalisi mediante modello animale
(Drosophila) della funzionalita del ge-
neDYT1

« Significato funzionale dei polimorfi-
smi del mtDNA: valutazione in vitro del-
la sensibilita alla esposizione a ROS e
della attivazione di apoptosi

o Studio della tossicita del beta amiloide
(AS) nelle cellule neuronali: ruolo del
nitrossido d'azoto (NO), di ceramide e
dip75nell'induzione della morte neu-
ronale in patologie neurodegenerative

o Cinetiche di rimozione degli introni
del gene DMD: rilevanza per meccani-
smi fisiologici e patologici di splicing
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o Studio neurochimico su eluato extra-
cellulare ottenuto in corso di monito-
raggio neurofisiologico per impianto
distimolatore pallidale profondo in pa-
zienti distonici

e Valutazione del comportamento di
una popolazione di cellule staminali
multipotenti ottenute da tessuti adulti
di topi affetti da diversi tipi di distrofia
muscolare (mdx, dy2j) e delle poten-
zialita terapeutiche

« Microtecnologie al servizio del pazien-
te: ausili per |'interazione tra medico e
paziente

o Support Vector Machines: predizione
dell'effetto patologico di mutazioni
puntiformi

o Implementazione in ambito riabilita-
tivo per I'eta evolutiva e giovane adulta
del sistema classificativi ICF e studio di
assessment dedicati
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CARATTERIZZAZIONE GENETICA DELLE
EPILESSIE IDIOPATICHE:

STUDIO DI UN'AMPIA CASISTICA
AFFERENTE ALL'ISTITUTO

Dr. Renato Borgatti
e-mail: borgatti@bp.Inf.it

Linea di Ricerca n. 1: Neuropatologia
Tipo di Ricerca: Corrente

Periodo di svolgimento: 2003

Polo Scientifico: Bosisio Parini

Collaborazioni

IRCCS Stella Maris - Pisa
IRCCS Mondino - Pavia
Universita INSUBRIA - Varese

Dipartimento di Biochimica dell'Uni-
versita Brescia

Razionale ed Obiettivi

Premessa

Dalla comparsa della prima classifica-
zione internazionale delle sindromi epi-
lettiche (Epilepsia 1989) classicamente
si distinguono Epilessie Sintomatiche,
nelle quali una lesione & chiaramente
identificabile, da Epilessie Idiopatiche
dove tutti gli accertamenti clinici e stru-
mentali permettono di escludere una le-
sionestrutturale a carico del sistema ner-
voso centrale. In questo secondo gruppo,
che spesso ha un andamento eta dipen-
dente e prognosi favorevole, si & sempre
ritenuto che fattori genetici, un tempo de-
finiti come predisposizione alla convul-
sivita, giocassero un ruolo centrale nel
determinismo della sintomatologia epi-
lettica

In questi ultimi anni |'acquisizione di
sempre maggiori conoscenze, sia nel
campo della diagnostica per immagini
(grazie alla RMN sono state identificate
una grande quantita di malformazioni
dello sviluppo corticale prima insospet-
tate) sia nel campo della genetica, han-
no consentito di modificare, almeno in
parte, i concetti generali prima esposti.
Oggi si sa che molte epilessie si trasmet-
tono da una generazione all'altra attra-
verso differenti geni che possono deter-
minare una alterazione dell'eccitabilita
del neurone con meccanismi tra loro an-
che molto differenti: modificando in mo-
do pit1 0 meno vistoso la struttura della
corteccia (e in questo caso risultando
pitl 0 meno individuabili da indagini
morfologiche come la RMN), o sempli-
cemente modificando la permeabilita
della membrana del neurone (e relativa
eccitabilita) Ne deriva che l'assioma
Epilessie Genetiche = Epilessie Idiopa-
tiche non € piti considerato ineluttabile
e soprattutto che la prognosi di una epi-
lessia genetica deve essere valutata caso
per caso.

Obiettivi

Il presente progetto di ricerca si pone due

principali obiettivi:

1. Studiareepilessie a trasmissione gene-
tica nota al fine di migliorare le no-
stre conoscenze in termini di correla-
zione genotipo/fenotipo

2. Testare come possibili “geni malat-
tia” alcuni geni di recente identifica-
zione che codificano per canali del
Na e del K e per proteine coinvolte nel
processo di migrazione neuronale.

Descrizione della casistica dispo-
nibile e dell'attivita svolta

Presso il Reparto di Neuroriabilitazione
1 el Servizio di Neurofisiopatologia af-
feriscono oltre 1000 pazienti anno per-
ché affetti da epilessia. Pur essendo la
maggior parte dei casi affetti da Epilessie
Sintomatiche secondarie a danni cere-
brali acquisiti, in una minor percentua-
le (pariacircail 15%) siriscontrano an-
che casi di epilessie idiopatiche ricondu-
cibili a sindromi geneticamente deter-
minate.Sono inoltre stati individuati al-
meno 25 linee familiari con piti di un af-
fetto tra parenti di primo grado.

Inoltre da tempo vengono raccolti, stu-
diati e classificati soggetti affetti da di-
versi quadri malformativi (ed in parti-
colare malformazioni dello sviluppo cor-
ticale). Per ogni soggetto studiato viene
compilato una specifica scheda di rac-
colta dati (albero genealogico, dati
anamnestici, dati clinici neurologici e
neuropsicologici, anamnesi epilettolo-
gica e della terapia AE) viene raccolta la
documentazione neuroradiologica ed
EEG. Viene eseguito un cariotipo stan-
dard e la ricerca di mutazioni per speci-
fici geni coinvolti nello sviluppo della
corteccia (indagini differenti in base al
quadro clinico-radiologico). Al momen-
to attuale la casistica riguarda 123 sog-
getti, tra i quali si ritrovano 7 nuclei fa-
miliari.
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Nel nostro laboratorio precedenti studi
ci hanno consentito di isolare tramite
esperimenti mediante la tecnica del
“doppio ibrido” 10 cloni possibili inte-
rattori di doublecortin. Successive verifi-
che dei primi esperimenti hanno ridotto
a6 i cloni sui quali sembra opportuno
operare una caratterizzazione. Nel pre-
sente progetto ci si propone per ogni clo-
ne individuato 1'obiettivo di : 1-clonare
I'intera sequenza codificante; 2- sotto-
clonare i frammenti in vettori di espres-
sione per cellule eucariote per verificare
la localizzazione cellulare ed eventuale
co-localizzazione con doublecortin (tec-
niche di biologia molecolare classica ed
esperimenti di immunolocalizzazione);
3- analizzare le omologie di questi cloni;
4- mappare i cloni sul genoma e verifi-
carese la localizzazione corrisponde a re-
gioni gia segnalate in letteratura per esse-
re associate a malformazioni dello svi-
luppo corticale o epilessia; 5- esperi-
menti di co-immunoprecipitazione; 6-
definizione della struttura genomica e
screening di mutazioni sul DNA dei pa-
zienti mediante sequenziamento e
DHPLC.

N.5 pubblicazioni degli ultimi 5 an-
niinerentiil tema

1. Gleeson JG., Minnerath SR., Allen KM.,
LuoRF, Hong SE., Berg MJ, Kuzniecky
R.,Reitnauer PJ., Borgatti R., Mira AP,
Guerrini R., Holmes GL, Rooney CM,
Berkovich S., Sheffer I., Cooper EC.,
Ricci S., Cusmai R., Crawford TO.,
Leroy R., Anderman E., Whelless JW.,
Dobyns WB., Ross ME., Walsh CA.
Characcterization of mutations in the
gene doublecortin in patients with do-
uble cortex syndrome. Annals of
Neurology 1999;45(2):146-153

2. Borgatti R., Triulzi E, Zucca C., Picci-
nelli P, Balottin U., Carrozzo R.,
Guerrini R. Bilateral Perisylvian
Polymicrogyria in three generations.
Neurology 1999;52:1910-1913.

3. Guerreiro MM, Anderman E, Guerrini
R, Dobyns WB, Kuzniecky R, Silver K,
Van Bogaert P, Gillain C, David P,
Ambrosetto G, Rosati A, Bartolomei F
Parmeggiani A, Paetau R, Salonen O,
Ignatius J, Borgatti R, Zucca G, Bastos
AC, Palmini A, Fernandes W,
Montenegro MA, Cendes F, Anderman
E Familial Perisylvian Polymicro-
gyria (FPP): a new familial syndrome
of cortical maldevelopment. Ann
Neurol 2000;48:39-48.

4. Borgatti R, Zucca C, Piccinelli P, Ra-
dice L, Tofani A, Benti R, Triulzi E:
Unilateral Periventricular Nodular
Heterotopia Associated With Diffuse
Areas Of Cerebral Functional
Abnormalities. Journal of Child
Neurology 2000;15:622-626.

5. Piccinelli P, Borgatti R, Perucca E, To-
fani A, Donati G, Balottin U: Frontal
Nonconvulsive Status Epilepticus
Associated With High-Dose Tiagabine
Therapy In A Child With Familial
Bilateral Perisylvian Polymicrogyria.
Epilepsia200041(11):1485-1488.

Trasferibilita

Questo progetto € stato ideato con I'obiet-
tivo di individuare nuovi geni responsa-
bili di malformazioni dello sviluppo cor-
ticale. La loro identificazione puo miglio-
rare le nostre conoscenze rispetto ai mec-
canismi che regolano nell'uomo lo svi-
luppo e la migrazione dei neuroni e con-
sentire in soggetti affetti di chiarire il ruo-
lodi possibili meccanismi patogenetico

[ risultati attesi permetteranno di affina-
re le metodologie di inquadramento ge-
netico per le patologie prese in esame
contribuendo cosi ad indirizzare un cor-
retto counselling genetico. Inoltre con-
sentiranno di migliorare i criteri dia-
gnostici e relativa classificazione (at-
tualmente costruitasolo su indicatori cli-
nici).

Infine queste metodologie potranno poi
essere utilizzate nell'ambito delle proce-
dure diagnostiche e prognostiche rico-
nosciute dal Servizio Sanitario Nazio-
nale.
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Background

Negli ultimi dieci anni il termine cere-
bral visual impairment (CVI) & venuto
ad indicare il quadro clinico del bambi-
no ipovedente che presenta una perdita
visiva dovuta ad una patologia cerebra-
le, generalmente sulla via visiva retroge-
nicolata. Nell'ambito di una disamina
organica e sistematica del CVI, questi
aspetti sono gia stati in precedenza af-
frontati dal nostro Istituto:

- 1998 Ricerca Corrente La compro-
missione della funzione visiva nel cere-
bral visual impairment (CVI): corre-
lazioni con le indagini neuroradiolo-
giche (RMN) ed elettrofisiologiche
(PEV);

- 2000 Ricerca Corrente Studio morfo-
logico e funzionale delle alterazioni
del nervo ottico nel cerebral visual im-
pairment (CVI).

Le lesioni della via visiva, della corteccia
visiva, delle aree associative compro-
mettono in maniera grave sia la funzio-
ne visiva che il controllo dell'oculomo-
tricita. La motilita oculare nel CVI & cosi
fortemente anomala da meritare una de-
scrizione separata e particolareggiata. I
soggetti affetti da CVI presentanosia alte-
razioni che sono presenti anche in sog-
getti neurologicamente non compro-
messi, come strabismo e nistagmo, che
anomalie peculiari, specifiche, che qui
chiameremo con il termine di incoordi-
nazione oculomotoria.

Nonostante queste anomalie oculomo-
torie siano note, uno studio organico di
queste anomalie non € mai stato affron-
tato.

Finalita della ricerca:

—elaborare un criterio classificatorio dei
disordini oculomotori nel CVI

—proporre un protocollo diagnostico
che comprenda i disturbi summenzio-
nati e che permetta lo studio dell'evo-
lutivita di questi disturbi. Ribadiamo
che un tale strumento € del tutto as-
sente nella letteratura internazionale.

Metodi

La metodica consistera nell'applicazio-
ne di un protocollo durante la visita ocu-
listica che i pazienti effettuano presso il
Servizio di Oculistica. Per le particolari-
ta del disturbo studiato, lo studio della
motilita oculare avverra mediante fil-
mato, in modo da poter essere studiato a
parte.

[ parametri studiati nel protocollo sa-
ranno:

—mantenimento della fissazione

—scanning dell'ambiente

—movimenti saccadici intenzionali di-
retti al target: (fenomeno dell'avoi-
ding).

—movimenti di inseguimento (smooth
purssuit)

—strabismo

—nistagmo

—deviazioni parossistiche dello sguardo
(paroxismal ocular deviation).

Soggetti

Verranno selezionati circa 100 soggetti
affetti da CVI all'interno della casistica
di pazienti afferenti al Centro Regionale
di Ipovisione dell'TRCCS E Medea di
Bosisio Parini.
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Razionale

I termine “ambliopia” indica una con-
dizione di ridotta acuita visiva, monola-
terale o bilaterale, causata da un ostaco-
lo al normale input sensoriale, insorto
durante il periodo critico e passibile di re-
cupero parziale o totale mediante idoneo
e tempestivo trattamento riabilitativo.

Le pitt comuni cause di ambliopia sono
lo strabismo, le anisometropie, la cata-
ratta congenita ed altre pili rare malattie
oculari congenite.

[l trattamento tradizionale consiste gene-
ralmente nella copertura dell'occhio sa-

no (occlusione totale) per stimolare il co-
siddetto occhio pigro, ciog ambliope.

Recentemente e stata proposta una nuo-
va modalita di trattamento che mira al-
la stimolazione diretta dell'occhio am-
bliope mediante sedute di stimolazione
con un metodo psicofisico.

L'apparecchiatura utilizzata per le sedu-
te & quella in uso per gli esami elettro-
funzionali di routine (PEV-ERG) a cui e
stato abbinato un sistema detto “biofe-
edback” che hala capacita di trasforma-
re il segnale bioelettrico in un segnale
acustico. Questo segnale sonoro fa in mo-
do che il paziente si renda conto della
funzione visiva: funzione che di norma
non ¢ sottoposta ad un controllo volon-
tario.

I Visual Pathfinder combina le piu re-
centi tecniche del Biofeedback con le
esperienze acquisite nei test elettrofun-
zionali in oftalmologia: ERG (Elettrore-
tinogramma) VEP (Potenziale Visivo
Evocato).

Lo scopo che si prefigge 1'apparecchia-
tura e quella di migliorare, normalizza-
re ed incrementare le capacita visive e le
abilita ad esse collegate in soggetti affetti
dapatologie oculari di varia origine e na-
tura, ametropie e problemi di binocula-

rita.

Gli elementi sopra descritti sono attual-
mente impiegati su larga scala nel-
['ambito medico.

L'apparato elettrofisiologico utilizzato
per Pathfinder ha una duplice funzione:

- fornire all'oftalmologo un mezzo di
diagnosi, prima, e di controllo, succes-
sivamente, per la valutazione oggettiva
dei progressi che il paziente raggiunge
nel corso del trattamento (tracciati e
valori di riferimento).

- fornire al paziente, in tempo reale, la
giusta informazione per 1'apprendi-
mento del controllo volontario della
sua risposta corticale e retinica agli sti-
moli ai quali viene sottoposto nel corso
del trattamento (biofeedback sonoro).

In termini pratici cio si puo ottenere, co-
me gia sopra accennato, sottoponendo i
pazienti in oggetto a sedute successive
nelle quali, grazie al BE essi imparino a
controllare la risposta bioelettrica corti-
cale ed a migliorarla gradualmente, af-
francandosi a poco a poco dalla macchi-
nafinoafarne ameno.

In uno studio di Scalinci (2002), si & 0s-
servato che I'utilizzo del visual Path-
finder in soggetti adulti con degenera-
zione maculare, ha determinato signifi-
cativi miglioramenti per quanto concer-
ne |'acuita visiva e la velocita di lettura,
misurate attraverso la somministrazio-
ne delle tavole MNREAD.

Questo risultato indica, per il trattamen-
to dei pazienti ipovedenti, la concreta
possibilita di affiancare tale metodica di
recupero delle capacita visive alla classi-
caassegnazione degli ausili visivi.

Obiettivo di lavoro

Il nostro studio sperimentale intende ve-
rificare |'utilita dello strumento nel recu-
pero dell'ambliopiain bambini di eta
compresa tra 3 e 10 anni, la cui amblio-
pia & causata da anisometropia, strabi-
SMo o cataratta congenita.

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



RICERCHE 2003 RISULTATI

Materiali e metodi

Il campione sara costituito da bambini
dietacompresatra3e 10 anni. Verranno
considerati tre gruppi:

Gruppo formato da bambini sottoposti
al solo trattamento di occlusione;

Gruppo formato da bambini sottoposti
in precedenza al trattamento tradizio-
nale di occlusione senza aver ottenuto re-
cupero, ai quali verra proposto il visual
pathfinder;

Gruppo di bambini che riceveranno sola-
mente il trattamento mediante stimola-
zione bielettrica (visual pathfinder).

Criteri diinclusione
Etacompresatrai3ei10anni;
Ambliopia in uno o entrambi gli occhi;

Assenza di altre patologie oculari, oltre
quellaambliopizzante, che possano infi-
ciareil recupero dell'acuita visiva.

Criteri di esclusione

— Patologie oculari associate

— Scarsa collaborazione al trattamento;
— Presenza all'anamnesi di epilessia.

Criteri di valutazione

Ogni bambino sara sottoposto anche al-
laseguente valutazione :

—PEV pattern: valutazione che sara ef-
fettuata sia prima sia dopo il tratta-
mento;

—Esame dell'acuita visiva eseguito con
le tavole ETDRS: la valutazione avra
unacadenzamensile.

L'utilizzo dello strumento visual path-
finder prevede 10 sedute con cadenza a
giorni alterni, della duratadi circa 15 mi-
nuti.

Il gruppo di controllo (gruppo 1) ese-
guiraun'occlusione totale alternata, va-
riabile a seconda dell'eta e della profon-
dita dell'ambliopia.
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Background

L'espressione facciale e la vocalizzazio-
neoltre ad essere due tra le principali ma-
nifestazioni comunicative attraverso le
quali il bambino piccolo modulala rela-
zione con I'ambiente (Eckerman et al.,
1999), rappresentano importanti indi-
catori del funzionamento neurocogniti-
vo del bambino. In particolare:

— il sorriso esogeno (successivo ai 3 me-
si di vita) e un precoce indicatore so-
cio-emozionale con importanti impli-
cazioni in termini di maturazione neu-
rocorticale (Sroufe, 2000);

—la lallazione, che compare trai 7 e 10
mesi di eta, € riconosciuta essere un pre-
coce segnale della competenza lingui-
stica dei bambini (Bortolini, 1995);

Negli adulti sani e patologici, sia duran-
te il linguaggio spontaneo verbale, che
durante la manifestazione di espressioni
emotive, |'asimmetria del volto € stata
ampiamente utilizzata per indagare la
specializzazione emisferica (Gra-
ves, Goodglass e Landis, 1982; Borod et
al., 1989).

Differenze emisferiche sono state docu-
mentate a partire dai 4 mesi di eta relati-
vamente al riconoscimento di stimoli, ad
es.: volti vs. non volti (de Schonen et al.,
1998). Recentemente, inoltre, anche in
bambini al di sotto dell'anno di vita sono
state evidenziate asimmetrie facciali
(pattern buccali), specificatamen-
te associate alla lallazione e al sor-
riso (Holowka e Petitto, 2002), quest'ul-
timi sembrano sostenere 1'ipotesi della
precoce presenza di una specializzazione
emisferica anche per quanto riguarda
aspetti del linguaggio e delle emozioni.

Esistono relativamente pochi lavori nei
quali sia stata indagato la lallazione e il
sorriso nei soggetti prematuri (Oller et
al., 1998; Emde et al., 1971). Tuttavia,
nessuna di queste ricerche ha utilizzato
le manifestazioni espressive ai fini dello
studio della specializzazione emisferica

deibambini nati pretermine.

La condizione di prematurita, 1a cui pre-
valenza nei paesi occidentali varia tra il
5eil 10%di tutti i nati vivi (World Health
Organization, 2002), rappresenta uno
tra i piti importanti fattori di rischio per
lo sviluppo di malattie croniche e pro-
blematiche di diversa natura.

In grado diverso a seconda di alcune ca-
ratteristiche cliniche, come il peso o 1'eta
di gestazione, nel corso dello sviluppo il
bambino nato pretermine frequente-
mente puo presentare disabilita neu-
ropsicologiche, cognitive, comu-
nicative ed emozionali, anche con
esiti alungo termine (Tiderman, 2001).

Obiettivi

Clinico-Conoscitivi

Primari

o analizzare le caratteristiche del sorriso
e della lallazione in bambini prema-
turi senza danno neurologico eviden-
ziato;

o verificare se, nel corso della lallazione
edelsorriso, i bambini pretermine pre-
sentino un'asimmetria buccale com-
parabile a quella dei bambini sani na-
tia termine;

e indagare see come la lallazioneeil sor-
riso dei soggetti prematuri, sono corre-
lati al grado di rischio biologico peri-
natale;

Secondari

« porre le basi per unaricerca longitudi-
nale relativa allo studio della specia-
lizzazione emisferica, dello sviluppo
linguistico e dei processi di comunica-
zione emozionale nei soggetti prema-
turi.

Metodologici-Strumentali

e ricognizione degli strumenti gia esi-
stenti per analisi automatica dei volti re-
lativi alla decodificazione dell'espres-
sione;

o selezione ed implementazione di uno
strumento per 1'analisi dei movimenti
buccali finalizzato allo studio del-
|'asimmetrie emisferiche.
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Casistica

Gruppo patologico

40 bambini prematuri (eta gestazionale

< 37° settimana) suddivisi per sesso e di

eta corretta compresa trai7 e 12 mesi, di

cui:

a) 20 soggetti a basso rischio biologico
(eta gestazionale > 32° seftimanae pe-
so appropriato per|'eta gestazionale);

b) 20 soggetti ad alto rischio biologico
(eta gestazionale < 32° settimana o
peso inadeguato rispetto all'eta).

Tutti i bambini dovranno presentare nel-

lanorma le seguenti indagini cliniche:

o esame neurologico neonatale,

e ecografia cerebrale,

e fondo dell'occhio.

Gruppo di controllo

20 bambini nati a termine, sani, suddivisi
persessoedietacompresatrai7e 12 mesi

Prodotti attesi

« |'identificazione precoce di problema-
tiche del linguaggio e della comunica-
zione emozionale;

e porre le basi per una ricerca longitudi-
nale relativa allo studio della specializ-
zazione emisferica, dello sviluppo lin-
guistico e dei processi di comunicazio-
neemozionale nei soggetti prematuri

e la pubblicazioni su riviste specialisti-
che;

e losviluppo e I'ampliamento di impor-
tanti collaborazioni con partner
scientifici internazionali;

Sviluppi futuri

L'impostazione della presente proposta
diricerca consente sin da ora di ipotizza-
re sviluppi futuri relativamente ad obiet-
tivi a medio e lungo termine. In partico-
lare attraverso follow-up ad intervalli di
tempo regolari sara possibile valutare:

a) 'evoluzione del sviluppo linguistico
ed espressivo dei bambini nati preter-
mine partecipanti alla ricerca;

b) il ruolo di possibili fattori predittivi di
rischio clinico-evolutivo.

Contatti Internazionali

E da tempo attiva una collaborazione
con:

«il Perception Laboratory della School
of Psychology, University of St Andrews,
Scotland diretto dal Prof. Dave Perrett.

Sono in corso contatti con:

ela Prof. Laura Ann Petitto del
Department of Psychological and
Brain Sciences and Department of
Education, Dartmouth College, USA.
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Numerose persone che subiscono lesioni

cerebrali di livello medio-grave residua-

no disabilita plurime di tipo motorio,

sensoriale, linguistico, neuropsicologico

o comportamentale. Non ¢ infrequente

notare come queste patologie siano asso-

ciate tradi loro, determinando quadri cli-
nici complessi e difficili da valutare e ge-

stire.

Gli ausili tecnologici ad alta o bassa tec-
nologia, possono facilitare il lavoro ria-
bilitativo e migliorare le condizioni cli-
niche generali, sia per quanto riguarda
gli aspetti di comunicazione interperso-
nale che quelli di interazione con I'am-
biente di vita fisicoe sociale.

Poter comunicare le proprie impressioni
al terapista o al medico curante in gene-
re facilita I'avvio di un progetto riabili-
tativo mirato al raggiungimento di
obiettivi reali e condivisi, mentre igno-
rare le necessita del paziente significa ri-
durre il progetto riabilitativo ad un puro
intervento tecnico, alla cura del sintomo
oggettivamente rilevabile.
L'utilizzo di ausili tecnologici all'inter-
no del progetto riabilitativo puo costitui-
re un mediatore rispetto a due diversi
obiettivi:
e accelerare e ottimizzare alcuni inter-
venti riabilitativi
« amplificare le possibilita di comunica-
zione alternative ad una espressione
verbale assente 0 gravemente compro-
messa.
La possibilita, poi, di usufruire di am-
bienti con regolazioni alternative (con-
trollo domotico dell'ambiente di vita), fa-
cilitail recuperodi un ruolo proattivo.

Obiettivi
Dati i risultati della Ricerca Corrente

2002, si prevede di impostare il seguente
lavoro:

1. sceltadiun gruppo campione di uten-
ti collaboranti tra quelli ricoverati nel
reparto di Neuroriabilitazione 3 del-
I'TRCCS E. Medea - Associazione La
Nostra Famiglia, con livello di eta cro-
nologica uguale o superiore a 4 anni;

2. sperimentazione di ausili prototipali
basati su prodotti informatici innova-
tivi del mercato consumer:

a. tablet pc, con sistema operativo
Microsoft Windows Xp Tablet
Editino

b. palmare con sistema operativo
Pocket Pc, con sintesi vocale e
Speech Recognition.

3. allestimento funzionale di una sala
prove dove alloggiare gli ausili a di-
sposizione per le prove di impiego e
training conipazienti

4. produzione di schede per la valutazio-
nefunzionale degli ausili utilizzati

5. stesura di linee guida per 1'utilizzo
funzionale di ausili ad alta o bassa tec-
nologia utili per la riabilitazione e lo
svolgimento del progetto riabilitativo
in corso.

La ricerca costituisce un approfondi-
mento di quella svolta nel 2002 ed utiliz-
za 1a medesima metodologia di lavoro e
strumenti di rilevazione, a cui si aggiun-
ge il protocollo di rilevazione delle po-
tenzialita di comunicazione prodotto co-
me risultato dell'attivita di ricerca effet-
tuata (proCOM).
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RAZIONALE

Le malattie reumatiche croniche del
bambino rappresentano un gruppo di
patologie infiammatorie dell'apparato
osteoarticolare o muscolare ad eziologia
ignota. La pit frequente tra queste &
1'Artrite Cronica Giovanile (ACG).

L'ACG € caratterizzata da un processo in-
fiammatorio cronico delle articolazioni
che determina dolore, limitazione fun-
zionale e sintomi sistemici quali febbre,
astenia, anoressia e coinvolgimento, tal-
volta, di organi interni. L'artrite, se non
adeguatamente trattata, determina an-
chilosi articolari permanenti che porta-
no inesorabilmente verso l'invalidita
completa. L'intervento riabilitativo rap-
presenta, assieme alla terapia farmaco-
logia, uno dei due capisaldi del tratta-
mento di questi pazienti. Esso consiste
nell'arrestare i danni prodotti dall'in-
sulto della malattia (atrofia muscolare,
rigidita, contratture etc.) e nel prevenire
le deformita che si sviluppano nel corso
dellastessa.

Presso la Clinica Pediatrica dell'Univer-
sita di Padova opera da anni un Centro di
Reumatologia Pediatrica dove vengono
seguiti circa 700 bambini con varie ma-
lattie reumatiche croniche. Circa 300 so-
noi casi di ACG che provengono per lo pitt
dalle regioni del nord-est con una inci-
denza di circa 40-50 nuovi casi per anno.
[l trattamento riabilitativo per questi pa-
zienti nel nostro paese & ancora agli albo-
ri ma anche a livello europeo pochi sono
i centri di sicura e provata esperienza in
cui tale trattamento viene condotto con
sistematicita ed efficacia.

In particolare manca nell'approccio al
bambino con patologica reumatica quel-
I'approccio olistico ormai considerato la
premessa fondamentale per un progetto
riabilitativo di lunga durata in patologie
croniche invalidanti dell 'eta evolutiva.
Nel corso del biennio 2001-2002 sono
stati visitati 44 pazienti dei quali 31 sono
stati successivamente ricoverati ( in tota-

le i ricoveri sono stati 69 in quanto in

molti casisi e effettuato piti i un ricove-
r0). I pazienti sono stati valutati sia ne-
gli aspetti piti tipicamente motori che ne-
gli aspetti cognitivi e psicologici, e sotto-
posti a riabilitazione intensiva per brevi
periodi (15-21 gg).

ASPETTIMOTORI

Obiettivi

Verifica dell'efficacia del trattamento ria-

bilitativo attraverso la somministrazione

ad inizio e fine dello stesso di una batteria

di valutazioni cliniche (esame articolare

secondo la scala di valutazione GROMS,

esame muscolare con il MMT, scala del do-
lore VAS, scala dell'attivita di malattia

VAS, scala delle capacita funzionali CHAQ,

scala delle funzioni motorie GMFM, scala

dell'indipendenza WEEFIM). Verifica del-

I'effetto del trattamento a distanza di 6 me-

siedi 1 anno attraverso la nuova sommi-

nistrazione delle valutazioni cliniche.

Confronto della casistica con un gruppo

di controllo di pazienti non trattati.

Confronto all'interno della casistica de-

gli effetti del trattamento applicando di-

verse metodologie riabilitative e nelle di-

verse fasi della patologia.

ASPETTI PSICOLOGICI

Obiettivi

Valutazione di eventuali aspetti di ansia e

depressione legati alla patologia. Ottenere

dati quantificabili e misurabili che ci per-
mettano di rispondere ai quesiti se:

o [a malattia si accompagni o0 meno ad
aspetti di sofferenza psicologicae amodi-
ficazioni nell'ambito familiare e sociale;

e sevisiaunacorrelazione framalattia e
psicopatologia ansiosa e depressiva.

evalutare se tali aspettisi differenzino
in modo significativo fra soggetti in eta
pre-adolescenzialee adolescenziale.

o rivalutare se vi siano differenze signifi-
cative a6 mesi dalla prima valutazione
rispetto a quanto emerso ai punti sud-
detti (retest).

Per ottenere cio sono state utilizzate inter-

viste semistrutturate, questionario CBCLe

questionari di valutazione su ansia e de-
pressione.
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I tumori della fossa cranica posteriore

rappresentano i pitt comuni tumori cere-
brali maligni dell'eta evolutiva, con inci-
denzasecondasolo alla leucemia. Le per-
centuali di soprawvivenza di questi pa-

zienti sono aumentate progressivamen-

te negli ultimi 20 anni e, grazie ai nuovi

protocolli oncologici, anche 1'outcome

dei pazienti ¢ in costante miglioramen-

to. Nonostante questi miglioramenti, so-

no ancorafrequentiesitiabreve ae a lun-
go termine che contribuiscono a rendere

difficoltosa la ripresa delle attivita scola-

stiche, lavorative e a vita relazionale. In

particolare, come molti studi dimostra-

no, lo sviluppo di problemi cognitivi e

comportamentali contribuisce in modo

significativo nella determinazione di un

outcome sfavorevole.

[ pazienti che hanno subito interventi

per tumori della fossa cranica posteriore

presentano frequentemente problemi ne-
uropsicologici caratterizzati da diminu-

zione del livello intellettivo complessivo,

presenza di turbe di tipo mnestico, lin-

guistico, attentivo, delle funzioni esecu-

tive e visuo-motorie con conseguenti dif-

ficolta di apprendimento. I principali fat-
tori di rischio sono rappresentati dal tipo

di trattamenti subiti, in particolar modo

dalla radioterapia, dall'eta piti giovane

ai trattamenti e dal tempo intercorso dal-
la diagnosi alla valutazione. Questi pro-

blemi sono spesso associati a problemi

di tipo emotivo-psicologico principal-

mente caratterizzati da isolamento, chiu-
sura relazionale, ansia e depressione che

nell'insieme determinano difficolta di

adattamento e di tipo relazionale.

Obiettivi

[ risultati ottenuti con i progetti di ricer-
ca degli anni 2001 e 2002 hanno per-
messo di identificare i principali disturbi
neuropsicologici e comportamentali dei
pazienti in eta evolutiva con esiti di tu-
more cerebrale della fossa cranica poste-
riore e di studiarne le correlazioni con
I'eta alla diagnosi, 1a sede del tumore ed
i protocolli di terapia effettuati. Con la
prosecuzione del progetto di ricerca ci si
propone di aumentare il numero dei pa-
zienti valutati e il numero dei controlli
per meglio definire |'outcome e le corre-
lazioni con i tipi di trattamenti oncolo-
gici effettuati. Nella ricerca 2002 abbia-
mo inoltre proceduto ad un confronto
tra pazienti post-tumorali e pazienti
post-traumatici per differenziare i qua-
dri neuropsicologici e comportamentali.
[ risultati hanno indicato che i deficit
che ne conseguono presentano caratte-
ristiche diverse nei due gruppi studiati e
che, di conseguenza anche 1'approccio
riabilitativo deve essere diversificato nei
due gruppi. Con la ricerca 2003 cisi pro-
pone anche di mettere a punto diversi
protocolli di trattamento sia neuropsico-
logico che psicologico nei due gruppi e
di studiarne 1'applicazione in un cam-
pione di circa 15 pazienti.
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Il termine paralisi cerebrali infantile
(PCI) viene applicato ad un gruppo ete-
rogeneo di condizioni caratterizzate da
danno cerebrale ad insorgenza perina-
tale, non progressivo, risultante in una
alterazione del movimento e della po-
stura (Ingram 1984). La classificazione
delle PCI si basa su criteri fenomenolo-
gici, non essendo spesso possibile, rico-
struire con certezza eziologia e patoge-
nesi (Badawi 1998).

La paralisi cerebrale infantile (PCI) re-
sta, a dispetto delle progredite capacita
di diagnostica e di managment perina-
tale, la principale fonte di disabilita gra-
ve dell'etd evolutiva. Sebbene per defini-
zione considerata forma morbosa “sta-
tica”, gli elementi clinici che la caratte-
rizzano sono soggetti ad una spiccata
evolutivita, in parte condizionata allo
sviluppo stesso del bambino affetto.

Le PCI rappresentano la patologia neu-
rologica invalidante cronica piu fre-
quente in eta pediatrica. Da un recente
studio le PCI risultano costituire negli
USA il capitolo di maggior impegno eco-
nomico tra le 18 pit diffuse condizioni
perinatali: 2,426 milioni di § contro i
1848 milioni stimati ad esempio per la
sindrome di Down (Waitzman 1995).
Sono disponibili dati aggiornati di pre-
valenza da diverse aree geografiche (Bot-
tos 1999, Robertson 1998, Kavcic 1998,
Pharoah 1998, Hagberg 1996, Davis
1997) che riportano una prevalenza co-
stante di 2-3/1000 nati vivi. Pitiscarsiso-
no invece gli studi di follow up, in parti-
colare mirati a quantificare e seguire nel
tempo |'autonomia dei pazienti colpiti
da PCI, e quindi a stimare in senso pro-
spettico il costo sociale della patologia.
(Strauss 1998, Johnson 1999).

Studi epidemiologici di coorte hanno evi-
denziato una spettanza di vita nella nor-
ma neisoggetti con forme moderate o lie-
vi di PCI, ma significativamente ridotta
(50% a 20 anni) nei soggetti con forme
gravi, in particolare dal punto di vista
motorio (Hutton 1994, Maudsley 2000).

Lariduzione di sopravvivenzae legata in
gran parte, direttamente o indiretta-
mente, allo sviluppo di complicanze re-
spiratorie, (28%, Evans 1989-91), che so-
no anche una variabile fondamentale
nel definireil rischio di morbidita in que-
stapopolazione.

In unostudio recente su un ampia popo-
lazione di giovani e adulti (>15 anni)
affetti da PCI, sono stati sottolineati al-
cuni elementi chiave per la prognosi
quoad vitam: piuttosto che la localizza-
zione, il tipo o 1a severita della lesione ini-
ziale, appare determinante la “disabili-
tafunzionale” sviluppata, soprattuttose
riguarda la perdita di funzioni base, co-
me la mobilita e a capacita di alimen-
tarsi. Questo € infatti |'elemento pill im-
portante nel predire il rischio di morte in
questafasciadieta. (Strauss 1998).

Nel corso degli anni emergono, in parti-
colare per le forme medio gravi e severe,
problematiche via via piti complesse,
spesso solo secondariamente legate al
danno iniziale, che pero condizionano
pesantemente la qualita e la quantita di
vita di questi bambini e dei loro familia-
ri, traducendosi in ultima analisi in una
moltiplicazione dei costi umani, sanita-
ri, e sociali connessi a questa patologia.
Le complicanze respiratorie sono tra le
variabili che maggiormente possono pe-
sare nella prognosi di bambini affetti da
forme gravi di PCI.

Non esistono dati recenti, in particolare
per I'Italia, sulla frequenza delle sopra
menzionate complicanze nella popola-
zione di soggetti affetti da PCI e manca di
conseguenza unastima realistica del loro
impattosullastoria naturale della PCI.
Non esistono al momento protocolli va-
lutativi ed operativi obiettivi, validi ed af-
fidabili che si siano dimostrati efficienti
ed efficaci nella identificazione precoce
e nel follow-up di tali complicanze. Tale
elemento sarebbe invece cruciale per in-
dirizzare efficacemente il trattamento
riabilitativo, su quegli aspetti che posso-
no rappresentare un fattore prognostico
critico.
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Per le particolari caratteristiche di questi | Obiettivi
bambini con forme gravi di PCI e per la
spesso scarsa o nulla collaborazione otte-
nibile nella esecuzione di tests funziona-
li, & particolarmente difficile (e in alcuni
casi del tutto inadeguato) applicare pro-
tocolli valutativi standard.

1. caratterizzazione epidemiologica me-
diante studio retrospettico delle com-
plicanze respiratorie in una ampia
popolazione di bambini con forma
grave di PCI, in particolare |'obiettivo

e portare la numerosita del campione
Solo unavalutazione prospettica della ef- studiato almeno a 50 soggetti;

ficacia ed efficienza di protocolli valuta-
tivi specifici potra giustificarne 1'ado-
zione, fornendo nel contempo elementi
perunaottimale taratura (nelle modali-
ta e nei tempi) degli interventi messi in
opera al fine di prevenire o ridurre tali
complicanze.

2. messa a punto e validazione di proto-
colli valutativi ed operativi tesi alla
identificazione precoce di tali com-
plicanze ed al loro follow-up, con defi-
nizione dei tempi e dei modi ottimali
perlaloroapplicazione;

3. sperimentazione prospettica dei pro-
tocolli di cui sopra in una popolazio-
ne di bambini con forma grave di
PCI, determinandone applicabilita,
efficacia ed efficienza. A questo fine
nel corso delle precedenti fasi della ri-
cerca sono gia stati individuati i pri-
mi 14 soggetti da studiare e da segui-
rein follow up.

4. valutare al termine dello studio la
eventuale capacita dei protocolli ap-
plicati di identificare situazioni a ri-
schio e di modificare lastoria natura-
lee di conseguenza i dati epidemiolo-
gici rilevati al punto 1)
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Background del progetto

L'osteogenesi imperfetta (0.1.) € unasin-
drome ereditaria caratterizzata da alte-
razioni qualitative e quantitative del col-
lagene di tipo I, 1a piu diffusa proteina
strutturale dell'organismo, responsabile
della resistenza dell'osso e di tutte le
strutture di sostegno. Ne consegue una
displasia del tessuto connettivo la cui
espressione principale € una particolare
fragilita ossea, che si rende evidente con
fratture ricorrenti, tendenza a deforma-
zioni della colonna vertebrale e delle os-
sa lunghe, ritardo di chiusura della fon-
tanella cranica. Le mutazioni responsa-
bili dell'0.1. possono colpire un gene lo-
calizzato sul cromosoma 17, che codifi-
caleinformazioni per la produzione del-
le catene a1 del collagene T; in altri casi
¢ interessato un gene sito sul cromoso-
ma 7 ecodificante le catene o2 del colla-
gene 1. Vengono cosi prodotte catene o1
0 2 difettose o0 in quantita inferiore al
normale; ne deriva un collagene meno re-
sistente del normale e di conseguenza
una aumentata fragilita ossea. L'elevata
variabilita clinica della sindrome & dovu-
ta principalmente al tipo di mutazione
presente.

Sipossono distinguere:

e mutazioni che provocano una ridotta
sintesi del collagene I, caratteristiche
dell'0.1.di tipo IA

e mutazioni strutturali che comportano
alterazioni della struttura delle catene
al e a2, responsabili di tutti gli altri ti-
pidio0.L.

In base alla classificazione radiografica

di Hanscom (1992) 1'0.1. & stata suddivi-

sain 6 tipi.

I criteri utilizzati sono |'aspetto della cor-

ticale diafisaria, il grado di assottiglia-

mento delle ossa lunghe, la presenza di

platispondilia e vertebre biconcave, il

tempo di chiusura delle epifisi distale del

femore e prossimale della tibia, 1a pre-
senza di deformita nella parete costale,
unastruttura pelvica con aspetto  trifo-

glio e protrusione dell ‘acetabolo, la com-

parsa di alterazioni cistiche nell'epifisi e
metafisi attorno all'articolazione del gi-
nocchio, la proporzione tra |'ampiezza
della metafisi del femore e quella della ti-
bia (la metafisi e misurata nel punto pit
largo).

La correlazione tra modificazioni gene-
tiche e quadro fenotipico dell'0.I. & com-
plessa poiché I'evoluzione naturale del-
la malattia per le caratteristiche specifi-
che della stessa e condizionato dalla ca-
sualita degli eventi traumatici che puo
comportare significative differenze mor-
fologiche e funzionali anche tra soggetti
con lostesso patrimonio genetico.

Tale dato & particolarmente evidente nel-
le forme famigliari, relativamente alle
deformita presenti a livello delle ossa lun-
ghe, ma con rilevanti differenze anche a
livello del rachide sia in relazione a mo-
difiche della morfologia vertebrale sia
per al presenza di gravi scoliosi solo in al-
cuni dei componenti del nucleo fami-
gliare affetti.

La colonna risente comunque in mini-
ma misura degli eventi traumatici rispet-
to alle ossa lunghe, pertanto un'analisi
delle modificazioni indotte dallo svilup-
postaturale, daormoni o da farmaci tro-
vaaquesto livelloun marker di maggio-
re significativita statistica.

L'utilizzo della M.0.C. (Mineralometria
ossea computerizzata) € stato in questi
anni focalizzato sui livelli lombari, in
quanto nell'0.I. numerosi pazienti sono
portatori di mezzi metallici di sintesi a li-
vello delle ossa lunghe che non permet-
tono una corretta esecuzione dell'esame
alivellofemorale.

11 trattamento con farmaci diretti a ri-
durre il catabolismo osseo si e dimostra-
to negli ultimi anni particolarmente effi-
cace nel trattamento di soggetti con 0.1.
sianella fascia adulta sia nella fascia pe-
diatrica, come rilevato dall'esame
M.0.C., tuttavia un certo numero di pa-
zienti, indipendentemente dalla gravita
del deficit genetico non ha ottenuto ri-
sultati significativi pur con tempi e do-
saggi adeguati.
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Da osservazioni cliniche personali ese-
guite negli ultimi mesi su radiografie di
soggetti in eta pediatrica in trattamento
con bifosfonati si e evidenziatoinun pic-
colo gruppo di pazienti un significativo
miglioramento della morfologia dei cor-
pivertebrali con incremento dell'altezza
degli stessi e riduzione dell'aspetto a len-
tebiconcava.

Obiettivi principali

1. Realizzazione di standard valutativi
delle alterazioni macro e microscopi-
che dell'0sso con metodologie com-
parate di mineralometria ossea e di
analisi morfologica computerizzata
nelbambino e nell'adulto.

2. Analisi genetica di marker della den-
sita ossea.

3. Selezione dei trattamenti farmacolo-
gici specifici.

Workpakages, protocolli, metodo-
logie

Sono state pubblicate recentemente le li-
nee guida del gruppo scientifico interdi-
sciplinare italiano relative al trattamen-
to dei soggetti con osteogenesi imperfet-
ta; I'attuale proposta va a completare la
complessa analisi genotipo-fenotipo al-
laluce delle recenti ricerche in ambito te-
rapeutico. Sul piano genetico si propone
di studiare questa variabilita fenotipica
intra- e inter-famigliare attraverso
I'analisi di particolari loci modificatori
o di suscettibilita potenzialmente in gra-
do di influenzare in varia misura il feno-
tipo indotto dalla presenza di una stessa
mutazione nel gene direttamente coin-
volto nella 0.1 Tra i geni da considerarsi
come candidati si possono annoverare i
marcatori di densita ossea quali il recet-
tore per la vitamina D, per il quale e gia
nota, sebbene con risultati controversi,
I'associazione di alcune varianti alleli-
che con la predisposizione all'osteopo-
rosi ed il recettore per gli estrogeni,
anch'esso coinvolto nella patogenesi

dell'osteoporosi. Inoltre studi di geno-
me-wide screening volti ad identificare
altri loci associati o in grado di control-
lare 1a densita ossea indicano come pos-
sibili candidati il gene per la calmoduli-
na2inposizione 2p21.3-p21.1, unaseri-
na-treonina kinasi in posizione 2p23-
24, il gene POMG (pro-opiomelano-
cortina) in posizione 2p23.3 e COL4Al e
COL4A2 in posizione 13q34 codificanti ri-
spettivamente per le subunita alfa-1 e al-
fa-2del collagene di tipo IV.

Lacasistica di pazienti affetti da 0.I. a di-
sposizione in questa U.0. verrd quindi
analizzata per la presenza di polimorfi-
smi sia nella regione codificante di que-
sti geni sia nella regione 5' non tradotta
mediante vari approcci: analisi con ASO
+ reverse dotblot o analisi con DHPLC.

Lavalutazione nel siero e nelle urine dei
cataboliti dei fibroblasti permette una ge-
neica distinzione tra forme quantitative
e forme qualitative nonché puo essere
un indice della risposta a specifici tratta-
menti.

L'analisi biochimica verra utilizzata per
discriminare con precisione i gruppi con
deficit quantitativo da quelli con deficit
qualitativo e verra realizzata presso
|'Universita di Pavia.

Accanto allo studio M.0.C. verra affian-
cato uno studio radiologico della morfo-
logia vertebrale, lombare e dorsale me-
dio (T5- T8), dove piti frequenti appaio-
no le deformita specie sul piano sagitta-
le.

[ risultati ottenuti verranno confrontati
con i dati corrispondenti ottenuti su una
popolazione di controllo. Seguira quindi
un'accurata analisi statistica dei dati ot-
tenuti per valutarne lasignificativita.

Risultati attesi

Le indagini proposte permetterebbe di
avere un preciso follow-up della storia
naturale della malattia nonché di mi-
gliorare la significativita dei trials dia-
gnostici e terapeutici con farmaci quali i
bifosfonati, recentemente inseriti dal
Ministero della Sanita come indicazione
specifica in questa patologia rara.

Trasferibilita

L'evidenziazione di marker specifici ge-
netici per I'osso ha vaste applicazioni in
ambito di trattamenti farmacologici per
altre patologie ossee primarie o secon-
darie, nonché nella realizzazione di ma-
teriale osseo sintetico per impianti di chi-
rurgia ortopedica.
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Razionale

11 progetto di ricerca costituisce il com-
pletamento e proseguimento della ricer-
cacondottanel 2002 presso I'TRCCS “Me-
dea” sull'elaborazione di sequenze visi-
ve e uditive in bambini con disturbi spe-
cifici del linguaggio. Nel corso di tale stu-
dio, sono stati effettuati una serie di studi
pilota, per definire i parametri del proto-
collosperimentale, quali:

a) per gli stimoli uditivi: il tipo di suono,
la durata dello stimolo, 1'intervallo
tra gli stimoli, gli stimoli pit ricono-
scibili, 1a consegna sperimentale;

b) per gli stimoli visivi: la riconoscibilita
delle immagini predisposte.

Sono stati inoltre raccolti dati prelimi-
nari che mostrano la presenza di rispo-
ste ERP particolari alla violazione di re-
gole sequenziali implicite, in modalita
uditiva e visiva, in soggetti adulti e in eta
evolutiva. I dati finora sembrano confer-
mare gli studi riportati in letteratura, ai
qualiil progetto iniziale i era ispirato.

I processi alla base del riconoscimento

delle strutture superficiali (aventi gli

stessi elementi nello stesso ordine) e di

quelle astratte (uguale successione ma

di elementi diversi) sembrerebbero dis-

sociabili e riconducibili a strutture neu-

roanatomiche distinte (rispettivamente,

il sistema fronto-striatale e la corteccia

anteriore sinistra) (Dominey et al.,

1998). Inoltre, & stata dimostrata una dis-

sociazione dei profili ERP (Lelekovetal.,

2000; Hoen e Dominey, 2000).

Appare ipotizzabile che un meccanismo
generale basato sull'estrazione e gene-
ralizzazione di regole sequenziali
nell'input (linguistico e non) sia una
componente fondamentale nei processi
di acquisizione del linguaggio. I bambi-
ni con DSL (Disturbo Specifico del
Linguaggio) potrebbero quindi avere dif-
ficolta nell'elaborazione (percezio-
ne/astrazione) delle regole sequenziali
astratte, che interferirebbero con la nor-
male acquisizione delle competenze sin-

tattiche.

Poiché i dati da noi attualmente raccolti
subambini con DSL non sono sufficienti
per rilevare effetti attendibili nei poten-
ziali evocati, si intende proseguire 1a ri-
cerca, attraverso:

e La somministrazione del paradigma
sperimentale ad altri 8 bambini con
DSL (disturbo della comprensione) e
8 controlli,comparabili pereta, Q1, ses-
s0. Etacompresafra4e8 anni.

eserie di brevi sequenze con struttura
astratta comune, uditive (suoni di ani-
mali) evisive (figure di animali in pre-
sentazione sequenziale)

« 2 velocita di presentazione degli stimo-
li (ISIdi 250 € 500 msec.)

eParadigma cosiddetto “odd-ball”
(80% sequenze valide, 20% invalide)

La consegna e quella di guardare (o
ascoltare) le sequenze e poi di risponde-
re adomande riguardanti la presenza di
specifici elementi (che possono essere
presenti o assenti nella serie proposta).

[ dati raccolti verranno sottoposti ad
un'ANOVA acinque vie:

“finestra temporale” (Ref, EN, LP, SW) x
“elettrodo” (Cz, Fz, Pz, P3, P4, F3, F4,F7,
F8) x “intervallo tra gli stimoli” (250 ver-
sus 500 msec.) x “modalita di presenta-
zione” (visiva, uditiva) x “gruppo” (spe-
rimentale versus controllo).

Variabile dipendente: differenza in vol-
taggio tra sequenze valide e sequenze in-
valide. T voltaggi sono calcolati per ogni
soggetto come media di 80 risposte per
condizione (in due sedute).

E inoltre prevista 1'analisi dei dati com-
portamentali (risposte corrette/errate).
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Razionale ed obiettivi

Premessa

La ricerca € una prosecuzione ed un ap-
profondimento di 2 precedenti studi, con-
dotti presso il nostro Istituto, sulle possi-
bili conseguenze psicopatologiche e/o
psicofisiologiche di esperienze emotive
traumatiche che intervengano in sog-
getti in etd evolutiva (“Assessment psi-
cofisiologico e maltrattamento infanti-
le”, Ricerca Corrente del '97 e “La Puglia
regione di frontiera: analisi antropolo-
gica, psicosociale e di medicina preven-
tiva nel fenomeno dell'immigrazione
clandestina e dei profughi”, Ricerca
Finalizzatadel '99).

E cominciata nel 2002. Nel corso di
quest'anno si e ampliato il campione dei
bambini maltrattati (il cui numero é au-
mentato per |'inclusione di soggetti del-
la Lombardia in aggiunta a quelli Pu-
gliesi gia programmati) e si e inserito un
test di riconoscimento delle emozioni di
recente pubblicazione che ha consentito
di avere dei dati piti approfonditi su que-
sto aspetto.

Razionale

Da questo primo anno di lavoro si e visto
come il fenomeno del maltrattamento
mini in modo significativo ['apprendi-
mento delle emozioni. I segnali emozio-
nali che i bambini maltrattati ricevono,
infatti, sono inappropriati, inconsistenti,
poveri, stressanti, limitati o, al contrario,
eccessivi. I bambini trascurati sono gene-
ralmente meno esposti ad opportunita
di apprendimento emotivo, data la ten-
denza dei genitori ad isolare, fisicamen-
te e socialmente, i loro figli; i maltrattati,
di contro, seppur con modalita scorrette,
ricevono dai genitori maggiori stimoli
emotivi, caratterizzati pero da forte osti-
litaed astio.

[ maltrattamenti e gli abusi sui minori
sono situazioni non episodiche ed isola-
te, ma, purtroppo, protratte nel tempo in
un clima familiare comunque negativo.

L'evento emigratorio, similmente, rap-
presenta di fatto I'epilogo di una serie di
esperienze traumatiche, essenzialmente
centrate sulla sofferenza familiare legata
alla decisione di emigrare con tutto cio
che questo comporta (per non parlare del-
lesituazioni dei profughi di guerra).
Sulla scorta di tali rilievi e dei risultati
del lavoro fin qui fatto abbiamo ipotiz-
zato che esperienze traumatiche reitera-
te possano determinare un processo di
“adattamento”, di verosimile valore di-
fensivo, il quale si traduce, da un lato, in
un incremento delle capacita di coping
(adattive o disadattive) e, dall'altro, in
una condizione di iporeattivita sia di ti-
po fisiologico che di tipo emozionale. Il
tutto nell'ambito di una generale altera-
zione dell'assetto emotivo-affettivo e co-
munque in modo differente a seconda
del tipo di stress psicofisico subito.

Obiettivi

o Verificare la costanza dei dati registrati
suun maggior numero di soggetti, con
riferimento alle diverse tipologie di tra-
uma psichico esaminate.

« Definire se & possibile che una situazio-
ne distress psichico “‘cronico” possa de-
terminare un abbassamento del-
I'arousal, piuttosto che un aumento co-
si come invece previsto dal DSM IV (in
particolare per quanto riguarda la ri-
sposta di allarme a mediazione neuro-
vegetativa) nei soggetti con Sindrome
Post traumatica da Stress.

e Descrivere 1'assetto affettivo-relazio-
nale di questi bambini evidenziandone
le peculiarita (legate al tipo di espe-
rienza negativa subita) in termini di
diagnosi, ma anche di prognosi e di
possibili interventi terapeutici

Metodologia

Per il 2003 prenderemo in considerazio-
ne il campione dei bambini immigratie
completeremo il protocollo valutativo
conl'indagine psicofisiologicasu tutti i
soggetti.
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In particolare:

si completera lo studio sui tre campioni di
soggetti selezionati in base a tre criteri:

—etacompresatrai4eil2 anni;

-Q.1.>80;

—assenza di patologie neurologiche.

[ campioni sono cosi composti

o campione 1: 36 bambini vittime di vio-
lenza (di cui 23 trascurati, 11 maltrat-
tati psicologicamente e 2 abusati ses-
sualmente; provenienti 16 dal norde 20

dal sud): gia testati con parte del proto-
collo (mancalaparte psicofisiologica)

e campione 2: soggetti reduci da una re-
cente esperienza di immigrazione, pre-
senti nei Centri di Accoglienza dislocati
in Puglia, e nella Provincia di Lecce in
particolare (da individuare e da sotto-
porre al protocollo completo). In que-
sto si avra 1'assistenza logistica della
Regione Puglia.

e campione 3: gruppo di controllo (36
bambini conun'eta mediadi8annie 7
mesi e un Q.I. di 103 comparabili per
eta, sesso, scolarita, ai soggetti del grup-
po sperimentale, ma residenti nelle fa-
miglie di origine, senza storia di mal-
trattamento né di immigrazione): da
completare con la parte psicofisiologica.

Protocollo previsto (in parte gia sommi-
nistrato ai campioni 1€ 3):

e Questionario informativo
e Scalad'intelligenza Stanford-Binet
o CBCL: Child Behavior Checklist/4-18

e AFFECT: Animated Full Facial
Expression Comprehension Test (test
di identificazione su materiale foto-
grafico standardizzato per valutazione
delle abilita di riconoscimento emo-
zionale)

e Assessment Psicofisiologico Emozio-
nale: rilevazione della frequenza car-
diaca, del tono muscolare e del valore
di conduttanza cutanea, in condizioni
basali e durante |'esposizione ad uno
stimolo.

e Misurazione del tono vagale (calco-
lando il rapporto tra una data impo-
stata frequenza respiratoria e le modi-
ficazioni della frequenza cardiaca)

Valutazione del Comportamento Socia-
le, mediante il sistema Observer Video-
Prodi Noldus (analisi quantitativa com-
puterizzata su materiale videoregistrato
dei comportamenti pro-sociali)

Questionari per la valutazione delle stra-
tegie di coping

Ricadute finali:

o Tracciare linee di intervento terapeuti-
co nei bambini con Sindrome Post
Traumatica da Stress

e Dare indicazioni per |'accoglienza dei
soggetti immigrati clandestinamente
in Italia (con particolare attenzione ai
minori), in particolare per quanto ri-
guarda lacomponente psichica.

Gettare le basi per 1'individuazione di
percorsi formativi per personale esperto
in problematiche socio-sanitarie.
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Razionale

Il Disturbo da Deficit di Attenzione-

/Iperattivita (DDAT) rappresenta unadel-
le condizioni psicopatologiche che viene

sempre pill frequentemente diagnosti-

cata tra i clinici che si occupano di pro-

blematiche infantili. Sebbene il DDAI sia

un disturbo che puo diventare cronico,

numerose ricerche hanno dimostrato

chei trattamenti psicologici possono mi-

gliorare la qualita della vita di questi pa-

zienti. Nella letteratura internazionale

non sono presenti autorevoli sperimen-

tazioni di trattamenti neurocognitivi per

soggetti con diagnosi di DDAI e deficit ne-
uropsicologici. Da tali premesse risulta

importante sviluppare e sperimentare

un progetto per verificare I'efficacia di

un intervento riabilitativo di carattere

neurocognitivo. Successive analisi su sin-
goli pazienti possono essere condotte te-

nendo conto delle caratteristiche geneti-

che dei pazienti e dei genitori, indivi-

duate attraverso i nostri precedenti studi.

Metodologia

I progetto di ricerca sulla riabilitazione
neurocognitiva delle Funzioni Esecutive
coinvolgera complessivamente 20 pa-
zienti dietacompresa trai7egli 11 anni
con diagnosi di DDAL 10 pazienti usu-
fruiranno del training e altri 10 faranno
parte del gruppo di controllo, come lista
d'attesa. I pazienti selezionati, oltre alla
diagnosi di DDAI, non dovranno presen-
tare problematiche di tipo emotivo (an-
sia 0 depressione), ma dovranno presen-
tare deficit neuropsicologici in base ai
test relativi alla valutazione delle Fun-
zioni Esecutive. In specifico, soggetti con
DDAI, che verranno sottoposti al trai-
ning, non dovranno presentare punteg-
gi elevati alle sub-scale dei sintomi inte-
riorizzati della Child Behavior CheckList
(CBCL), inoltre non dovranno riportare
sintomi di ansia o depressione in base ai
dati raccolti con |'intervista diagnostica
DICA. Inoltre i pazienti con DDAI, per es-
sere inclusi nella presente ricerca do-
vranno avere prestazioni deficitarie a tre
test neuropsicologici sperimentali (per
le Funzioni Esecutive): Change Task, Test

di Pianificazione Quotidiana, Activa-
tion/Inhibition Task. Il training propo-
sto sara una versione revista di quello
sperimentato nel 2002, che include una
serie di esercizi per la rieducazione delle
Funzioni Esecutive. Il programma con-
siste di 26 sedute di circa 45 minuti cia-
scuna (2 volte alla settimana), il cui sco-
po principale riguarda il miglioramento
di delle seguenti abilita cognitive: pro-
cessi inibitori, memoria di lavoro, se-
quenzaesecutivae uso distrategie. Inoltre
€ prevista una sezione per la generalizza-
zione di quanto appreso con gli esercizi
perl'esecuzione di attivita quotidiane.
Isoggetti del gruppo di controllo verran-
no appaiati al gruppo sperimentale per
eta, sesso, livello intellettivo, condizione
socio-economica familiare gravita dei
sintomi. Come il gruppo sperimentale,
anche quello di controllo verra valutato
prima e dopo il training per verificare se,
gli eventuali miglioramenti del gruppo
sperimentale, siano da imputare 0 meno
all'applicazione del training o all'evo-
luzione spontanea.

Per misurare |'efficacia della generaliz-
zazione del trattamento riabilitativo al
contesto quotidiano verranno conside-
rate diverse misure cognitive e compor-
tamentali, tra cui i questionari sui sinto-
mi del DDAI (SCOD e Conners), il “Que-
stionario di Autoefficacia Scolastica” e il
“Questionario di Attribuzione”.

Risultati attesi

Con la presente ricerca ci si attende che i
soggetti DDAI con deficit neuropsicolo-
gico e sottoposti al training riabilitativo
possano acquisire un miglior funziona-
mento dei processi cognitivi definiti con
il termine “Funzioni Esecutive”. La ri-
cerca prevede due cicli di trattamento di
circa 4 mesi rivolti a due gruppi di 6 pa-
zienti alla volta, sebbene la sommini-
strazione del training sara individualiz-
zata. 1l primo gruppo di pazienti verra
anche testato dopo 4 mesi (follow-up)
per verificare il grado di mantenimento
dei risultati ottenuti e I'eventuale trasfe-
rimento degli eventuali benefici ad altri
contesti comportamentali.
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Premessa

L'impulsivita e stata descritta come trat-
to psicopatologico associato in misura
pitt 0 meno grave a diversi disturbi psi-
chiatrici sia in eta adulta (Depressione
con condotte suicidarie, Disturbo Bor-
derline di Personalita, Abuso di sostanze,
etc.) sia in eta evolutiva (Autismo con
condotte auto-eteroaggressive, ADHD,
condotte suicidarie in corso di depressio-
ne soprattutto fra gli adolescenti, distur-
bo oppositivo provocatorio etc).
L'impulsivita puo essere definita come
una predisposizione verso una reazione
rapida e non pianificata a stimoli esterni
od interni senza alcuna considerazione
delle possibile conseguenze negative per
sestessi o peraltri (Moelleretal 2001).
La manifestazione comportamentale
dell'impulsivita avviene sotto forme di-
verse negli individui sani o affetti da pa-
tologie psichiatriche (es nella depressio-
ne sotto forma di condotte suicidarie,
nell'ADHD sotto forma di scelte impulsi-
ve, nell' Autismo sotto forma di agiti au-
to od eteroaggressivi) anche sela disfun-
zione neuropsicologica /0 neurobiolo-
gica sottostante appare essere condivisa
da tutti questi soggetti (Swann et al 2002).
In accordo a diversi studi, sia all'im-
pulsivita che all'aggressivita nelle varie
categorie diagnostiche sembra, infatti,
essere sottesa una comune origine psi-
cobiologica: una disfunzione del siste-
ma serotoninergico (Lesch et al 2000).
Questo e un sistema ad alto controllo ge-
netico: ricordiamo il gene regolatore del
trasportatore della serotonina, la tripto-
fano Idrossilasi e la Mono amino ossidai
ed i geni codificanti per i recettori seroto-
ninergici: SHT1A, SHT2.

Obiettivo

Obiettivo di questo studio e la valutazio-
ne della quota di impulsivita presente
nel corso di diversi disturbi dell'eta evo-
lutiva (Depressione, ADHD, Autismo) da
un punto di vista comportamentale e ne-
uropsicologico e la sua correlazione con
disfunzioni del sistema serotoninergico

Materiali e metodi

Verranno reclutati pz di etd compresa tra
i 6eil8 anni afferenti alla NR2 del-
I'IRCCS E Medea affetti da Depressione

/Distimia, ADHD, diagnosticati attraver-

so interviste diagnostiche strutturate (K-

SADS) (+ i pz gia presenti in archivio di

cuisono disponibili i dati)

Verranno quindi somministrate le se-

guenti scale comportamentali:

o CBCL (genitori, insegnanti YSR),

« Conners (genitori, insegnanti, YSR),

o CDI, HAM-D,

e Barrat Tmpulsive Scale versione per
adolescenti

Verranno somministrati i seguenti test

neuropsicologici:

o Matching Familiar Figure Test (MF 20)
versione abbreviataadattatada Cornoldi

« Continuos Performance Test test di vigi-
lanza e di inibizione motoria

o Stroop (controllo delle interferenze ver-
bali)

e Test Walk -don't Walk della batteria
Tea-Ch di Robertson (test di inibizione
motoria)

o Test di fluenza fonemica e semantica.

Metodiche dilaboratorio

Tutti i pz (e quando possibile i genitori)

verranno tipizzati per i seguenti marca-

tori genetici: gene per la Triptofano idros-
silasi (TPH); gene per la Monoamino

Ossidasi-A (MAO-A); gene per il Promoter

del trasportatore della serotonina

(SHTTLPR))

Bibliografia essenziale

o Moeller F, Barratt ES, Dougherty DM,
Schimtz JM, Swann AC: Psychiatric
Aspects of Impulsivity. Am J Psychiatry
2001:158: 1783-1793

eSwann AC, Bjork JM, Moeller FG,
Dougherty DM: Two Models of
Impulsivity: Relationship to Personality
Traits and Psychopathology. Biol
Psychiatry 2002; 51:988-994.

eLesch KP, Merschdorf U: Impulsivity,
Aggression and Serotonin: a molecular
psychobiological perspective. Behav
Sci Law 2000
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Studi neuropsicologici in bambini con
disfasia evolutiva (cfr. Fabbro et al. 2002)
o con dislessia evolutiva (cfr. Fabbro et
al. 2001) hanno evidenziato deficit neu-
rofunzionali a livello della tramissione
callosale. Questi studi suggeriscono che
I'integrita del corpo calloso potrebbe ave-
re un ruolo fondamentale nel normale
sviluppo delle funzioni linguistiche.

Un paradigma clinico per studiare il ruo-
lo delle funzioni del corpo calloso sullo
sviluppo del linguaggio e costituito dallo
studio di pazienti con agnesie del corpo
calloso che presentano un livello intel-
lettivo normale. Gli studi presenti in let-
teratura riguardanti lo sviluppo del lin-
guaggio in soggetti con agenesie del cor-
po calloso sono molto scarsi. Dennis
(1981) ha studiato un paziente (D.S.)
che presentava deficit della conprensio-
nesintattica e deficit pragmatici. Jevees e
Temple (1987) hanno studiato due pa-
zienti che presentavano deficit nel recu-
pero lessicale (K.C., B.E) e deficit nella
comprensione sintattica e pragmatica
(B.E). Temple et al. (1989, 1990) hanno
studiato due bambini con agnenesie del
corpo calloso che presentavano deficit
della lettura di non-parole, mentre Nass
(1996) in un paziente con agenesia del
corpo calloso ha riscontrato la presenza
diuna grave balbuzie.

Questi pochi studi suggeriscono cheil cor-
po calloso potrebbe intervenire nello svi-
luppo del linguaggio e che lesioni o mal-
formazioni precoci del corpo calloso po-
trebbero giocare un ruolo significativo
nella patogenesi delle disfasie evolutive.

Materiali e metodi

Daun campione di 60 pazienti con agne-
nesie del corpo calloso identificati in
uno studio precedente (“Agenesia del
corpo calloso isolata o associata ad altre
informazioni” Ricerca Finalizzata 1997,
Responsabile dr. Renato Borgatti) sono
stati selezionati otto soggetti con le se-
guenti caratteristiche: a) agenesia del
corpo calloso completa (5 casi) o par-
ziale dello splenio (3 casi); b) eta supe-
riore a sette anni; ¢) Quoziente Intellet-
tivo non verbale superiore a 95; d) mal-
formazioni non associate ad altri quadri
sindromici.

[ soggetti cosi identificati verranno sot-
toposti a unasistematica valutazione del-
le funzioni linguistiche: 1) esame del lin-
guaggio (Fabbro 1999); 2) sviluppo mor-
fosintattico (Fabbro e Galli 2001); 3) pro-
ve di lettura e scrittura MT (Cornoldi e
Colpo); 4) valutazione delle abilita di let-
tura di parole presentate tachistoscopi-
camente (Masutto e Fabbro 1996); 5)
test di trasferimento callosale (cfr. Fab-
broetal.2001,2002).

Risultati attesi

Con questa ricerca si intende verificare

se |'agenesia del corpo calloso si associa

o meno a deficit dello sviluppo del lin-

guaggio. In presenza di deficit del lin-

guaggiosi cerchera di evidenziare se que-
sti interessano maggiormente alcuni li-

velli o compiti linguistici. In terzo luogo

si cerchera di correlare gli eventuali defi-

cit del linguaggio con i tipici quadri che

si riscontrano nelle disfasie evolutive.
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Nell'ambito delle disfasie evolutive (Spe-
cific Language Impairments, SLI),
I'espressione verbale risulta spesso gra-
vemente compromessa e raramente &
possibile il raggiungimento di una fun-
zionalitd comunicativa completa. In
particolare, i bambini con SLI possono
manifestare un disturbo selettivo del-
I'espressione verbale (ICD-10: F80.1) o
presentare deficit nella produzione asso-
ciati a un disturbo della comprensione
del linguaggio (ICD-10:F80.2). La natu-
ra dei disturbi specifici del linguaggio
non e conosciuta. Alcuni studiosi sosten-
gono un deficit di elaborazione tempo-
rale, che compromette 'identificazione
e elaborazione degli stimoli acustici di
breve durata presentati in rapida succes-
sione (Tallal 1976; Tallal et al. 1985a,b).
Poiché I'acquisizione del linguaggio ne-
cessita di un'ottimale elaborazione di sti-
moli brevi rapidi, tale deficit risulterebbe
in un apprendimento linguistico defici-
tario, in particolare a carico del sistema
morfologico, percettivamente poco sa-
liente (Bishop 1997, Cipriani, Chiosi e
Bottari 1995).

Secondo gli standard internazionali, la
diagnosi di tali disturbi richiede la som-
ministrazione di test standardizzati in-
sieme alla raccolta di un campione rap-
presentativo di eloquio spontaneo e di
produzione narrativo (McWinney
1995). Presso 1'IRCCS “E.Medea” di Bo-
sisio Parini, Fabbro (1999) e Fabbro e
Galli (2001) hanno realizzato strumen-
ti quantitativi per la valutazione clinica
dei disturbi del linguaggio nei bambini,
in conformita alle indicazioni dell'ICD-
10. Per completare tali strumenti occor-
re definire dei valori standard per la valu-
tazione dell'espressione verbale sponta-
neae narrativa. Risultati sperimentali in-
dicano che I'eloquio spontaneo e la pro-
duzione narrativa manifestano al mas-
simo grado le possibilita del sistema lin-
guistico di un soggetto (Wagner et al.,
2000).

La standardizzazione dei dati qualitativi
dell'eloquio spontaneo e narrativo nei
bambini costituisce dunque un settore
di estremo interesse per la ricerca a livel-
lo internazionale (Berndt et al. 2000) e
un'area di novita assoluta a livello na-
zionale.

L'obiettivo principale & quello di trasfor-
mare la raccolta dell'eloquio spontaneo
e dell'eloquio narrativo in uno strumen-
to semplice e affidabile per la diagnosi e
valutazione dei disturbi specifici del lin-
guaggio nei bambini in associazione al-
lebatterie di test standardizzati.

Per quanto riguarda la riabilitazione lo-
gopedica, & noto che una recuperata fun-
zionalitd comunicativa ai test formali
non corrisponde, soprattutto nel caso di
soggetti in eta evolutiva, a una piena fun-
zionalita comunicativa (grammaticale
e pragmatica) a livello di produzione
spontanea e narrativa, capacita essen-
ziali per una buona riuscita in ambito
scolastico (Joffe et al. 1996). Di conse-
guenza, lo strumento che si intende pre-
disporre puo contribuire alla verifica
dell'efficacia della riabilitazione logo-
pedica nella globalita delle funzioni co-
municative del soggetto in eta evolutiva.
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Materiali e metodi

Soggetti

150 bambini con DELdai 6 agli 11 an-
ni, selezionati sulla base di criteri cli-
nici standard (ICD- 10th, cf. Fabbro
1999), di cui almeno 30 attualmente

in trattamento logopedico.

150 soggetti controllo per eta cronolo-
gicae

200 soggetti controllo per eta linguisti-
ca (Lunghezza media dell'enuncia-
to) (Tallaletal., 1998).

Metodi
Eloquio Lastoria del nido (Paradis 1987)
spontaneoe | Criteri disomministrazione e analisi
narrativo (McWinney 1995, Rochon et al. 2000, Berndt et al. 2000)

Tempo: 12 mesi

Azioni

2.1. (mesi 1-2) Selezione su base neu-
ropsicologica e neurolinguistica (Fab-
bro, 1999) presso le sedi IRCCS “E.Me-
dea” - La Nostra Famiglia del Polo del
Friuli Venezia Giulia di 150 bambini con
SLI (50 per sottotipo di patologia ICD-
10), e, presso le scuole del territorio con-
tattate per il progetto, di 200 bambini
controllo pereta (gruppo 1) e per abilita
linguistiche (gruppo2).

2.2 (mesi 3-4) Raccolta di un campione
di produzione spontanea e di produzio-
ne narrativa per ciascun soggetto. Defi-
nizione del format e dei criteri d'analisi
perl'italiano.

2.3 Analisi quantitativa dei parametri
qualitativi acquisizionali (es. lunghezza
media dell'enunciato) e neurolinguisti-
ci (analisi degli errori morfosintattici).

2.4 Estrazione dei parametri standardiz-
zati (gruppo normali) e clinici (gruppo
patologici). Invio per pubblicazione del-
la risultati della standardizzazione su
Journal of Neurolinguistics (interesse
verificato con I'Editor in Chief) e dei pa-
rametri clinici su Brain and Language.

2.5 Follow-up di un sottogruppo dei sog-
getti patologici in trattamento logopedi-
coa 3 e 6 mesi pervalutare gli effetti del-
la riabilitazione a livello dell'eloquio
spontaneo e narrativo.

Risultati attesi

1. Trasformazione dell'analisi dell'elo-
quio in uno strumento pratico di in-
dagineclinica.

2. Definizione di valori normativi per
I'espressione verbale perla pratica cli-
nicae riabilitativa

3. Miglioramento conseguente dell'ap-
proccio riabilitativo

4. Approfondimento della tipologia dei
deficit linguistici (grado, tipo) dei di-
sturbi specifici del linguaggio
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Nell'ambito dei disturbi del linguaggio
del bambino un quadro clinico molto
noto e quello della afasia-epilessia, detta
sindrome di Landau-Kleftner. Si tratta di
una afasia acquisita in bambini affetti
da epilessia che presentano delle ano-
malie parossistiche (PA) nel sonno non
REM (NREM) (cfr. Landau, Kleffner
1957; Mantovani, Landati 1980). Un
quadro simile che compromette nume-
rose funzioni neuropsicologiche e affet-
tive & la sindrome CSWS (continuous
spikes during sleep with slow wawes)
(Fabbro, Zucca 2000).

Pil recentemente € stato riscontrato che

nelle forme piti gravi di disfasia evoluti-

va [disturbi della comprensione (F80.2)

e della espressione (F80.1) del linguag-

gio] si associavano in pit del 50% dei ca-

si ad anomalie parossistiche nel sonno

NREM (Echenne et al. 1992; Picard et al.

1988; Fabbro et al. 2000). Queste ano-

malie parossistiche erano presenti in

bambini con disfasia evolutiva che tut-

tavia non avevano una epilessia clinica-

mente manifesta. Studi preliminari indi-
cano che I'utilizzazione di un farmaco

antiepilettico che riduca i parossismi du-
rante il sonno (valproato di sodio) mi-

gliora significativamente i risultati del

trattamento logopedico in questi bambi-

ni. Si ritiene che detto farmaco, riducen-

do le anomalie parossistiche durante il

sonno aonde lente migliori i processi del-
la memoria che sono coinvolti nel recu-

pero del linguaggio (Gordon et al. 1996;

Picardetal. 1998).

Materiali e metodi

a. Verranno identificati 15 bambini che
presentano unadisfasia evolutiva con di-
sturbo specifico della comprensione
(F80.2) o con disturbo specifico della
espressione verbale (F80.1) e che pre-
sentano delle anomalie epilettiformi per
almeno il 10% del sonno NREM docu-
mentato mediante un EEG in sonno da

siesta pomeridiana.

b. Questi bambini verranno sottoposti
ad associato trattamento logopedico e
farmacologico. Il farmaco utilizzato sa-
ra il valproato di sodio (Depakin) in un
dosaggio unico serale di 15 mgr pro Kg.
Prima della somministrazione del far-
maco dovranno essere valutati alcuni in-
dici ematochimici per escludere contro-
indicazioni di tipo interventistico. I geni-
tori dovranno inoltre firmare un con-
senso informato.

¢.Adunmese dall'inizio della terapia ver-
ranno controllati di nuovo i valori ema-
tochimici, il dosaggio del valproato di so-
dio e I'EEG in sonno NREM. Se il tratta-
mento farmacologico avra ridotto signi-
ficativamente le anomalie epilettiformi
si continuera il trattamento farmacolo-
gicoe logopedico per altri 5 mesi.

d. A sei mesi dall'inizio del trattamento
associato: logopedia + valproato di so-
dio il bambino verra sottoposto ad un
controllo linguistico. Se i deficit lingui-
stici dovrebbero essere significativamen-
te migliorati il trattamento associato ver-
racontinuato peraltri 12 mesi.

e. Allafine del trattamento (dopo 18 me-
si) verra effettuato un controllo finale
delle abilita linguistiche e inoltre verra
sospeso il trattamento farmacololgico.

Risultati attesi

a. Nei pazienti afasici con anomalie pa-
rossistiche durante il sonno NREM in
cui sia stato introdotto il VPA si attende
unariduzione delle anomalie parossisfi-
chenel secondo EEG insonno.

b. Nei pazienti trattati con VPA e logope-
dia si attende un significativo migliora-
mento di alcune componenti del lin-
guaggio.

c. La ricaduta di questo studio incre-
mentera le conoscenze riguardanti il
sonno e i fenomeni di apprendimento
collegati ai processi di riabilitazione. Ali-
vello clinico questo studio permettera di
formulare delle indicazioni terapeutiche
sulle anomalie PA e/0 epilessia con allar-
gamento dell 'attuale utilizzo del VPA.
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Il piano triennale di Ricerca Corrente
2001-2003 presentato dal Serviziosi pro-
poneva di sviluppare il tema della far-
macoresistenza nelle epilessie sintoma-
tiche, avendo come obiettivi: 1) Indivi-
duare pattern EEG predittivi di farmaco-
resistenza. 2) Verificare tramite 1'analisi
digitale dei tracciati incidenza e caratte-
ristiche specifiche dei fenomeni di bisin-
cronismo secondario (BSS) delle scari-
che parossistiche. 3) Analizzare le rispo-
ste cliniche e le modificazioni dei trac-
ciati (sempre mediante analisi quantifi-
cata delle anomalie epilettiformi) a trat-
tamenti farmacologici. 4) Correlare i da-
ti neurofisiologici ricavati dalla popola-
zione dei pazienti farmacoresistenti
(FR) con le specifiche eziologie e il tipo
di risposta alle diverse categorie di far-
maci antiepilettici utilizzati.

La ricerca delle caratteristiche clinico-
elettroencefalografiche € stata effettuata
suun totale di 533 pazienti con diagnosi
di epilessia sintomatica o presumibil-
mente sintomatica seguiti nel nostro cen-
tro, distinti in base alla risposta al tratta-
mento in FR 129 (24.2%) e non FR 404
(75.8%), questi ultimi a loro volta suddi-
visi in: controllo non completo (CNC)
110 (27.2%), crisi occasionali (CO) 68
(16.8%) e controllo completo (CC) 226
(56%).

[ dati EEG raccolti (al momento per un
totale di 348 tracciati) hanno permesso
di evidenziare la maggior presenza di
multifocalita e diffusione delle anoma-
lie epilettiformi nei tracciati dei pazienti
FR (22.2% e 34.5%) rispetto alle altre ca-
tegorie (CC: 3.8% e 10.7%; CNC: 3.2% e
12.8%; CO: 21.4% e 14.1%), con la sola
eccezione della percentuale elevata di
MF nel gruppo delle crisi occasionali, do-
ve peraltro il campione di tracciati e ri-
dotto e piti della meta di questi e privo di
anomalie epilettiformi. Nel gruppo dei
FR si e rilevata 1a pit bassa percentuale
di EEG privi di anomalie epilettiformi
(8.2% rispetto a 57.9% dei CC, 56.5% dei

CNCe 36%dei CO).

Inoltre, per quanto riguarda la categoria
dei FR, sono stati acquisiti 43 tracciati di-
gitali, nei quali si e potuto rilevare
all'analisi visiva il fenomeno del BSS in
14/43 (32.5%); la percentuale non diffe-
risce sostanzialmente dal dato del 34%
sopracitato.

Gli obiettivi del prossimo anno di ricerca
sono la prosecuzione della raccolta di
tracciati per 1'analisi digitale del feno-
meno del BSS e lo studio dell'azione dei
farmaci sul BSS, con particolare riferi-
mento ai farmaci di seconda generazio-
ne (Gabapentin, Lamotrigina, Topira-
mato, Levetiracetam), tenendo sempre
presente la correlazione tra andamento
clinico e modificazione del tracciato.
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[ disturbi del linguaggio in eta evolutiva
colpiscono circa il 7% dei bambini tra i 5
ed i 6 anni. L'entita del disturbo pud va-
riare da forme caratterizzate da lievi dif-
ficolta fonologiche e articolatorie a for-
me piti gravi che determinano dei deficit
del sistema linguistico a pit livelli. Sia le
forme lievi che quelle piti severe, posso-
no essere causa di difficolta nell'appren-
dimento della lettura e scrittura. Studi di
genetica indicano che, almeno una par-
te dei disturbi evolutivi del linguaggio ri-
conoscono unabase genetica.

Poco conosciute tuttavia sono le basi fi-
siopatologiche del disturbo. Alcuni studi
riportano una elevata incidenza di ano-
malie parossistiche elettroencefalografi-
che durante il sonno di bambini affetti
da disturbi evolutivi del linguaggio, in
particolare nei casi in cui il deficit lin-
guistico coinvolge anche le abilita di
comprensione.

La stimolazione magnetica transcranica
(TMS) & una metodica non invasiva, non
dolorosa e ben tollerata. Essa consente di
esplorare i circuiti eccitatori ed inibitori
delle aree motorie. Essa e stata utilizzata
con successo nel dimostrare modificazio-
ni dell'eccitabilita corticale in soggetti
con diverse forme di epilessia (Reutens et
al 1992, 1993; per una review vedi
Ziemann Uet al 1998) ed anche nel dimo-
strare modificazioni dell 'eccitabilita della
corteccia motoria durante compiti verba-
li (Tokimuraet al 1996).

Sullabase di tali evidenze essa sembra es-
sere uno strumento particolarmente ido-
neo per uno studio non invasivo dei cir-
cuiti eccitatori ed inibitori della cortec-
cia motoria nei bambini con disturbo
del linguaggio.

Lo studio prevede una fase di screening
mirataad una corretta definizione e clas-
sificazione del disturbo del linguaggio
in un campione di 10-15 pazienti, ad es-
safaraseguito lo studio neurofisiologico
con TMS ed una registrazione EEG in ve-

glia e durante sonno pomeridiano.

[ dati ottenuti dallo studio con TMS ver-
ranno paragonati a quelli ottenuti da
una popolazione di controllo age mat-
ched, successivamente verranno corre-
lati ai dati rilevati alla valutazione neu-
ropsicologica ed alle eventuali anomalie
EEG rilevate. Tale analisi ci consentira di
rilevare l'eventuale presenza di altera-
zioni dell'eccitabilita corticale nei pa-
zienti con disturbo evolutivo del lin-
guaggio, di comprendere se le alterazio-
ni dell'eccitabilita della corteccia moto-
ria correlano con le alterazioni elettro-
encefalografiche e/o con il profilo neu-
ropsicologico e/o con le competenze lin-
guistiche. Tali dati potrebbero consenti-
re una miglior comprensione della pato-
genesi del disturbo specie in prospettiva
di un approccio terapeutico farmacolo-
gico che per alcune forme di disturbo
evolutivo dell'eloquio con anomalie
EEG associate e ancora dibattuto.

Reutens DC, Berkovic SE.

Increased cortical excitability in genera-
lised epilepsy demonstrated with tran-
scranial magnetic stimulation.

Lancet. 1992 Feb 8;339(8789):362-3.

Reutens DC, Puce A, Berkovic SF.

Cortical hyperexcitability in progressive
myoclonus epilepsy: a study with tran-
scranial magnetic stimulation.

Neurology. 1993 Jan;43(1):186-92.

Ziemann U, Steinhoff BJ, Tergau F
Paulus W.

Transcranial magnetic stimulation: its
currentrole in epilepsy research.
Epilepsy Res. 1998 Mar;30(1):11-30.
Review.

Tokimura H, Tokimura Y, Oliviero A,
Asakura T, Rothwell ]C.

Speech-induced changes in corticospi-
nal excitability.

AnnNeurol. 1996 Oct;40(4):628-34.
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Come descritto nella proposta originale
di questaricerca, le potenzialita terapeu-
tiche di cellule con un'elevata capacita
proliferativa e soprattutto dotate di note-
vole plasticita quali le cellule staminali,
sono strettamente correlate alla possibi-
lita di manipolazione e di controllo del-
laloro funzionalita. Una buona caratte-
rizzazione da un punto di vista moleco-
lare di tali cellule costituisce un presup-
posto indispensabile per raggiungere ta-
lescopo. In particolare il nostro interesse
e rivolto verso le cellule staminali di ori-
gine muscolare per un loro potenziale
utilizzo nella terapia delle distrofie mu-
scolari. La definizione dei marcatori spe-
cifici per I vari stadi di proliferazione e/o
migrazione e |'identificazione dei com-
posti che possono indurre specificamen-
te tali fenomeni, permette 1'identifica-
zione di eventuali elementi di controllo
della loro attivita in vitro che possono
poi essere testati in vivo. La caratterizza-
zione molecolare di tali cellule puo esse-
re particolarmente informativa se con-
dotta in parallelo su campioni prelevati
da tessuto muscolare normale e da tes-
suto distrofico. La definizione del pattern
di espressione genica specifico per I'una
e 'altra popolazione tramite SAGE, ren-
de possibile un confronto diretto delle
due popolazioni in termini ad esempio
di elementi regolatori attivi normal-
mente e inattivati o alterati in condizio-
ni patologiche. A questo proposito, il no-
stro gruppo ha recentemente evidenzia-
to la presenza di una popolazione di cel-
lule staminali AC133, CD34 positiva nei
prelievi bioptici muscolari di pazienti
Duchenne che in vitro sembra essere ben
capace di differenziare in tessuto musco-
lare.

Dopo il loro isolamento le cellule stami-
nali muscolari sembrano essere svinco-
late dai fattori che in vivo ne regolano lo
stato di quiescenza iniziando quindi a
commissionarsi spontaneamente evi-

denziando le loro capacita miogeniche.

Obiettivi

In questo progetto vengono utilizzate cel-
lule staminali muscolari raccolte trami-
te prelievo bioptico e isolate tramite me-
todica di MACsorting, La caratterizza-
zione molecolare di tali cellule tramite
SAGE € in corso, come descritto nella re-
lazione della ricerca stessa. In questo se-
condo anno di attivita ci proponiamo di
raggiungere I seguenti obiettivi:

a) Completamento dell'analisi di SAGE
con il sequenziamento dei cloni otte-
nuti e analisi bioinformatica delle se-
quenze prodotte.

b) Isolamento dei cloni espressi in ma-
niera differenziale nel tessuto norma-
le rispetto a quello patologico

¢) Caratterizzazione di tali cloni per pat-
tern di espressione nei vari tessuti e se
necessario a vari stadi dei processi pro-
liferativi e/o di migrazione.

d) Ricerca di geni coinvolti in particola-
ri pathway di signalling cellulare tra I
geni differenzialmente espressi nel-
I'ottica che questi potrebbero essere
degli ottimi candidati nella regola-
zione dei processi proliferativi e di mi-
grazione delle cellule stesse.
Caratterizzazione dei prodotti proteici
ditali geni (se non gianoti) e test fun-
zionali in vitro sulle nostre colture di
cellule staminali muscolari, e valuta-
zione di un loro possibile ruolo in un
approccio farmacologico nella tera-
piadelle distrofie muscolari.
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Laproteina g amiloide (AB) sembra esse-
re responsabile della neurodegenerazio-
ne nella Sindrome di Down (DS) e nella
Malattia di Alzheimer (AD) (Selkoe
1994, Knowles 1998). La proteina pre-
cursore di B amiloide (APP) puo seguire
una via non amiloidogenica, che porta
alla formazione e secrezione del fram-
mento solubile di APP (sAPP), per opera
di a-secretasi 0 APP-secretasi, che taglia
all'interno di AB, oppure segue una via
amiloidogenica, catalizzata da g e y se-
cretasi, che porta alla formazione di AB.
Le preseniline 1 e 2 (PS1 e PS2) sono ri-
chieste per la corretta proteolisi di APP e,
se mutate, sono responsabili di gran par-
te delle forme di AD familiare (FAD).
Inoltre PS1 & implicata nel processing di
Notch, che e coinvolto in fasi cruciali du-
rante il differenziamento cellulare, e re-
golal'attivita della y-secretasisia in mo-
delli cellulari (De Strooper 1999) sia in
pazienti FAD (Saftig 1999). Sembra in-
fatti che PS1 possa essere la proteasi ne-
cessaria per l'attivazione sia di Notch
che di APP o un cofattore necessario per
I'attivita di due distinte proteasi, tra loro
molto simili (Ray 1999; Berezouka
2000; Martys-Zage 2000).

Nel 2000 Herreman ha descritto inatti-
vazione totale della y-secretasi in cellule
staminali embrionali con deficit di PS1
ed e stata descritta una proliferazione di
cellule staminali neuronali indotta dal-
laregione N-terminale dell'APP solubile
(Ohsawa,1999). Inoltre, 1'alterato meta-
bolismo dell'amiloide potrebbe determi-
nare il fenomeno eccitotossico, legato
all'accumulo di glutammato nello spa-
zio intersinaptico (Olney, 1997). Sista in-
dagando riguardo il coinvolgimento di
APP e AB nel differenziamento, prolife-
razione e apoptosi cellulare.

Aumentati livelli di AB inducono apop-
tosi neuronale, possibile causa di neuro-
degenerazione in AD, infatti AB provoca
una downregulation di Bcl-2, proteina
anti-apoptotica, mentre upregola Bax,

una proteina che promuove la morte cel-
lulare (Paradis, 1996). Da prelievi biop-
tici muscolari e cutanei e ormai possibi-
le isolare le cellule staminali e seguirne
la proliferazione in vitro. Questo ci ha
permesso di verificare una elevata attivi-
ta proliferativa di queste cellule nei gio-
vani Down rispetto ai controlli mentre
nell'adulto Down le cellule staminali ri-
sultano nettamente inferiori ai controlli.
Inoltre, abbiamo osservato nei fibrobla-
sti di pazienti DS e AD una riduzione del
trasporto e dei trasportatori di glutam-
mato, verosimilmente legata al progres-
sivoaccumulo di AB. Questo potrebbe in-
dicare un presupposto neuropatologico
in grado di indurre un esaurimento fun-
zionale nelle cellule staminali di pa-
zienti DS e AD a seguito di un loro preco-
ce processo di differenziamento.

Obiettivi

Proseguendo negli obiettivi della ricerca
corrente 2002, verificheremo1'eventuale
coinvolgimento di APP e PS1 nel diffe-
renziamento di cellule staminali soma-
ticheed il loro eventuale ruolonellaDSe
nell'AD.

Utilizzando le condizioni di crescita e
proliferazione cellulare messe a punto
in precedenza, ci proponiamo di:

- continuare gli studi molecolari dei tra-
sportatori di glutammato in una pit
ampia casistica per meglio definire i li-
velli di espressione dei diversi traspor-
tatori ed eventuali differenze tra pa-
zienti Down e controlli;

- indagare I'effetto di glutammato e Ag
in cellule staminali e fibroblasti in rap-
porto a: processi di proliferazione, dif-
ferenziamento, apoptosi e trasportatori
di glutammato. Data la scarsa quanti-
ta di cellule staminali, finora abbiamo
definito le modalita e gli effetti di glu-
tammato e A-beta in fibroblasti di sog-
getti controllo, per studiarne poi I'effet-
toin cellule staminali.
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Ci proponiamo di verificare, in fibro-
blasti e in cellule staminali “lineage-
comitted” (muscolo ed epitelio), trat-
tati con AB e glutammato, 1a presenza,
i livelli e I'attivazione di alcuni mar-
kers dei processi di proliferazione (per
es. fattori di crescita), di differenziazio-
ne (per es. ERKI e 2) e dell'apoptosi
(peres.lecaspasi3 e 7,bcl-2, bax), me-
diante RT-PCR e metodi di immunoci-
tochimica;

- verificare ['attivazione di altri specifici
signaling pathway (oltre alla MAPK
p38) in seguito alla somministrazione
di glutammato e A@ in fibroblasti ed
eventualmente in cellule staminali li-
neage-comitted.
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Razionale dello studio

Le alterazioni mitocondriali hanno un
ruolo importante nella fisiopatologia di
molte malattie neurodegenerative, es-
sendo connesse a fenomeni quali deficit
energetico, stress ossidativo ed eccitotos-
sicita. In queste patologie le cellule ner-
vose sono cronicamente esposte a livelli
abnormemente elevati di specie reattive
dell'ossigeno (ROS), che derivano prin-
cipalmente dalla disregolazione della fo-
sforilazione ossidativa mitocondriale.
L'accumulo di ROS ed il deficit energeti-
co ostacolano il trasporto intracellulare
di glutammato. Tale aminoacido si accu-
mula nello spazio intersinaptico e pro-
voca una continua stimolazione dei re-
cettori che puo determinare morte cellu-
lare con meccanismo apoptotico.

La presente ricerca si concentra su due
patologie neurodegenerative relativa-
mente rare, ma contraddistinte da un
quadro clinico altamente debilitante e
inesorabilmente progressivo, considera-
te le attuali terapie disponibili: la Neu-ro-
patia Ottica Ereditaria di Leber (LHON) e
la Sclerosi Laterale Amiotrofica (ALS).
Inentrambe queste malattie si viene a de-
terminare una alterata funzionalita mi-
tocondriale, seppur con meccanismi di-
versi. Inoltre, le cellule nervose che dege-
nerano nella LHON e nella ALS, ovvero ri-
spettivamente le cellule ganglionari del-
laretinae i motoneuroni delle corna an-
teriori del midollo spinale e della cortec-
cia motoria, sono cellule altamente sen-
sibili alla tossicita da glutammato. La
LHON ¢ una malattia ad eredita matrili-
neare, che si & dimostrata essere causata
da una serie di mutazioni del complesso
I della catena respiratoria mitocondria-
le. Nonostante questa evidente causa ge-
netica, la fisiopatologia della degenera-
zione delle cellule ganglionari rimane
relativamente sconosciuta.

LaALS non e una malattia mitocondria-
le, ma numerose evidenze supportano la
presenza di alterazioni mitocondriali sia

nei pazienti con la forma familiare che

sporadica della malattia. Queste altera-
zioni potrebbero essere conseguenti ad
un aumentato stress ossidativo primiti-
vo, come suggerito dai casi di ALS fami-
liari associati a mutaziono pro-ossidanti
dell'enzima rame/zinco superossido di-
smutasi (SOD1). In questo studio, che si
pone come continuazione della ricerca
condotta nel 2002, ci si propone di ana-
lizzare le interazioni patogenetiche tra
stress ossidativo ed eccitotossicita utiliz-
zando delle linee cellulari transmito-
condriali, chiamate anche ibridi cito-
plasmatici oppure cibridi (cybrids).
Queste linee cellulari derivano dalla fu-
sione di cellule prive di DNA nucleare,
ma contenente DNA mitocondriale pro-
venienti da pazienti (nel nostro caso fi-
broblasti enucleati) con cellule riceventi
private di mitocondri in quanto esposte
abasse concentrazioni di bloccanti della
replicazione del DNA (dette cellule rho
Ze10).

Obiettivi della ricerca

L'utilizzo dei cybrids & stato utilizzato
per dimostrare I'influsso di una alterata
funzionalita mitocondriale sui processi
cellulari, in particolare il trasporto di
glutammato ad alta affinita, la produ-
zione di ROS endocellulari e mitocon-
driali ed i livelli intracellulari di ATP T ri-
sultati finora ottenuti per quanto riguar-
da la LHON permettono di ipotizzare un
reale coinvolgimento della tossicita da
glutammato nella patogenesi della ma-
lattia. Infatti il modello di cybrids utiliz-
zato esprime in misura maggiore lo stes-
so trasportatore che & responsabile del re-
uptake di glutammato nella neuroreti-
naumana.

Tale ipotesi, se ulteriormente avvalorata,
comporterebbe una novita importante
nel panorama internazionale della ri-
cercasulla LHON. Infatti tale quadro pa-
togenetico avrebbe possibili implicazio-
ni terapeutiche, in quanto esistono nella
pratica clinica dei farmaci con proprieta
anti-eccitotossiche.
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Gli sviluppi della ricerca prevedono |'ef-
fettuazione di studi di RT-PCR e Western
Blotsulle linee cybrids, in particolare per
EAAT1, per evidenziare se il diminuito
trasporto potrebbe essere ricondotto ad
una down-regolazione di questo tra-
sportatore nei pazienti LHON. Un ulte-
riore approfondimento prevede tecniche
di biotinilazione e analisi della quantita
di trasportatore presente in membrana.
Inoltre si prevede 1'utilizzo di ulteriori
tre linee di cybrids provenienti da pa-
zienti LHON, una per ogni mutazione
del complesso I, sulle quali compiere le
analisi biochimiche e funzionali sopra
citate. In questo modo si otterrebbero un
totale di sei linee di cybrids provenienti
da pazienti LHON, due per ogni muta-
zione del complesso I. Per quanto ri-
guardalaALS, glistudisul modello in vi-
tro hanno permesso di chiarire che la
compromissione del trasporto di glu-
tammato associato alla mutazione
SOD1 non e reversibile con il trattamen-
to anti-ossidante, mentre quest'ultimo &
in grado di preservare e proteggere
I'omeostasi mitocondriale. La creazione
dei cybrids a partire dai pazienti ALS per-
metterebbe di verificare se il trasporto di
glutammato e 'espressione dei traspor-
tatori del glutammato sia influenzata
dalle alterazioni mitocondriali presenti
nelle forme sporadiche della malattia.
Questo dato & particolarmente impor-
tante, considerato il fatto che non é chia-
rita la ragione per cui nei pazienti ALS
sporadici si assiste ad una down-
regolazione del trasportatore EAAT2.

La creazione dei cybrids ALS, finora rive-
latasi di difficile realizzazione, rimane
un obiettivo primario di questa ricerca. A
questo proposito, ci si propone I'utilizzo
della linea cellulare NT2, la quale e gia
presente come linea cellulare stabile
presso il laboratorio del dott. Tan Holt
presso la University of Cambridge ed é dif-
ferenziabile sia in neuroni che in astro-
citi funzionanti ed esprimenti i traspor-
tatori del glutammato EAAT1-2, dopo
esposizione ad acido retinoico.

La creazione di cybrids utilizzando le cel-
lule NT2 7ho zero ¢ possibile mediante
I'utilizzo di colture di fibroblasti umani
provenienti da pazienti ALS e da soggetti
controllo, entrambi presenti nel nostro
laboratorio. Considerando quanto sopra
esposto, si sono stabiliti accordi per un
eventuale soggiorno presso il laborato-
rio inglese per un periodo da stabilirsi.
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Razionale ed obiettivi

Negli ultimi anni ¢ stato identificato un
gran numero di geni le cui mutazioni ca-
usa malattie, ma nonostante questi suc-
cessi della genetica umana i meccani-
smi molecolari responsabili di queste
malattie rimangono misteriosi soprat-
tutto perché non si conosce la normale
funzione che questi geni svolgono nella
cellulae quindi risulta difficile capirne il
ruolo nell'insorgenza delle patologie.
Poiché 1'analisi genetica in pazienti ed
in modelli animali vertebrati & comples-
sa e laboriosa, questo progetto sfrutta la
grande conservazione strutturale e fun-
zionale che i geni di Drosophila (il co-
mune moscerino della frutta) possiedo-
no con i geni umani per generare mo-
delli di malattia in un organismo pit
semplice e manipolabile. T modelli in or-
ganismi invertebrati permettono di uti-
lizzare potenti metodi genetici per indi-
viduare i “pathways” cellulari in cui so-
no coinvolti questi geni malattia, con-
sentendo di delucidarne la loro funzione
fisiologica e possibilmente il meccani-
smo patogenetico alla base delle malat-
tie.

Il progetto prevede 1'uso della Droso-
phila come modello per lo studio della
funzione dei geni coinvolti in due diver-
se neuropatologie, la distonia idiopatica
primaria (gene responsabile DYT1) e la
forma pitt comune di paraplegia spasti-
caereditaria, SPG4. Le proteine codifica-
te da questi geni sono rispettivamente
Torsina e Spastina, caratterizzate strut-
turalmente come “nucleotide binding
proteins” e la cui normale funzione bio-
logica e sconosciuta. Gli omologhi di
Drosophila dei geni codificanti per que-
ste proteine sono stati identificati e clo-
nati nel nostro laboratorio e sono stati de-
nominati D-torsina e D-spastina.
L'utilizzo del modello di Drosophila, gia
impiegato con successo in altre malattie
neurodegenerative (Huntington, SCA,
PD), offre la possibilita di chiarire 1a fun-

zione biologica dei geni responsabili in

modo rapido ed efficiente. Per questo mo-
tivo, questo progetto si propone di creare
un modello animale in Drosophila delle
malattie descritte.

Obiettivi
Gli obiettivi i questo progetto sono:

1. creazione di un modello in Droso-
phila perladistonia causata da muta-
zioniin DYT1.

2. creazione di un modello in Droso-
phila per la paraplegia dovuta a muta-
zioniin SPG4.

3. Generazione di mutazioni loss of fun-
ction, in particolar modo utilizzando
la tecnologia dell' RNA interference,
nei geni D-torsinae D-spastina.

4. Generazione di mutazioni gain of
function per D-torsina e D-spastina.
Tali mutazioni saranno ottenute gra-
zie a overexpression delle proteine
normali e di alcune forme contenenti
mutazioni analoghe o identiche a
quelle patologiche.

5. Analisi dei fenotipi causati dalle mu-
tazioni cosi generate nell'animale /72
foto, allo scopo di definire il ruolo fun-
zionale di queste proteine.

6. Eseguire screens genetici al fine di in-
dividuare geni interagenti con la D-
torsina e D-spastina. I geni cosi iden-
tificati codificano per proteine neces-
sarie alla normale funzione di D-
spastinae D-torsina.

In letteratura sono state descritte nume-

rose forme di paraplegia spastica eredi-

taria e distonia primaria, e sebbene alcu-
ni geni candidati siano stati mappati, so-
lo pochi di essi sono stati finora clonati.

Grazie all'identificazione di geni intera-

genti, la nostra ricerca potrebbe quindi

consentirci anche di scoprire altri geni
responsabili di forme diverse di distonia

e paraplegia ereditaria. Infatti, sara pos-

sibile analizzare gli omologhi umani

dei geni identificati in Drosophila e de-

terminare se in pazienti con forme di-

verse di paraplegia spastica ereditaria e

distonia primaria essi siano mutati.
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Razionale ed obiettivi

Le caratteristiche di sequenza del DNA
mitocondriale (mtDNA) condizionano
la funzionalita delle proteine codificate
da questo genoma. I 13 polipetidi codifi-
cati dal mtDNA umano entrano tutti a
far parte dei complessi della catena re-
spiratoria. La capacita respiratoria mito-
condriale condiziona la cellula nei suoi
processi metabolici e nelle modalita di ri-
sposta della cellula ad eventi stressanti.

Modificazioni della sequenza codifican-
te possono portare a alterazioni di fun-
zione tali da determinare patologia, e
per questo tali modificazioni sono dette
patogene.

Nell'ambito delle mutazioni patogene
del mtDNA, alcune, come quelle rag-
gruppate sulle varie sub-unita del Com-
plesso I associate alla neuropatia ottica
di Leber causano modificazioni appa-
rentemente marginali della capacita os-
sidativa, e sono spesso caratterizzate da
penetranza relativamente bassa: ele-
menti che rendono problematica la delu-
cidazione dei meccanismi patogenetici.

Accanto alle mutazioni patogene, sono
osservate in popolazione di controllo va-
riazioni di sequenza nonsilenti che, pro-
prio per il fatto di non essere associate a
malattia, rientrano tra i polimorfismi
del mtDNA.

Essi quindi:

—sono variazioni di sequenza presenti
nella popolazione di controllo

—sono presenti in omoplasmia

—definiscono determinati gruppi di po-
polazione (aplogruppi)

—laloro neutralita fenotipica dedotta sul-
la base della loro presenza in soggetti
“sani”

—per alcune e descritta una associazione
significativa con patologie a patogene-
si mitocondriale (LHON) e non (sordi-
ta neurosensoriale, astenozoospermia,
NIDDM.,...)

Molte di queste variazioni di sequenza so-
no state inizialmente indicate come po-
tenzialmente patogene, in quanto deter-
minanti sostituzioni di AA in subunita di
complessi della catena respiratoria e in
quanto descritte in pazienti con citopa-
tia mitocondriale. Il loro riscontro nella
popolazione di controllo ed la loro pre-
senza esclusivamente in omoplasmia ha
determinato la loro riclassificazione co-
me polimorfismi.

Nulla pero si sa del loro fenotipo biochi-

mico, anche se per alcune e descritto un

possibile ruolo nel condizionale 1'espres-

sivita di mutazioni patogene. Una situa-

zione paradigmatica € a questo proposi-

toil rapporto tramutazioni primarie e se-
condarie associate alla LHON, ed il si-

gnificato funzionale possibile di queste

ultime.

Alterazioni, primitive o secondarie, della
funzionalita mitocondriale sono rico-
nosciute come centrali in processi quali
la risposta a tossici, il processo apoptoti-
co,1'invecchiamento.

La costruzione di ibridi cellulari tran-
smitocondriali (cibridi) e utilizzata or-
mai routinariamente nella valutazione
funzionale di mutazioni patogene. La
tecnica si presta ad essere applicata allo
studio della fitness di cellule omopla-
smiche per polimorfismi per i quali si
ipotizzi un ruolo positivo 0 negativo sul-
lafunzionalita mitocondriale.

Obiettivi

Lostudiosi propone, utilizzando il siste-
ma dei cibridi, lo studio delle modifica-
zioni fenotipiche indotte da varianti pa-
togene e non patogene del mtDNA sia in
condizioni basali, sia in risposta a stress.
In particolare verranno analizzate le ri-
sposte cellulari al fine di individuare
markers consistenti della funzione (o
malfunzione) del mitocondrio, e per de-
lineare 1a modalita di difesa antiossida-
tivaattivata dalla callula.
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[ risultati di questo progetto avranno si-
gnificato per:

e il chiarimento dei meccanismi alla
base della variabilita fenotipica delle
citopatie mitocondriali

e la comprensione dei meccanismi di
danno cellulare mitocondrio-me-
diato,

la possibile definizione di background
genetici pitl o meno predisposti a dimo-
strare segni di citopatia mitocondriale la
potenziale ricaduta di una tale informa-
zione i fini di una impostazione non so-
lo terapeutica ma anche preventiva di si-
tuazioni influenzate ed influenzanti la
funzionalita mitocondriale (ischemia,
neurodegenerazione, apoptosi).
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Premessa e razionale

Ladeposizione di proteina beta amiloide
(AB), derivante dalla proteolisi della pro-
teina precursore APP, rappresenta un even-
to fondamentale nella patogenesi di alcu-
ne malattie neurodegenerative, come la
malattia di Alzheimer e la sindrome di
Down (AD e DS), eterogenee da un punto
di vista clinico e genetico ma accomunate
dafenomeni di morte cellulare. Molte alte-
razioni biochimiche e genetiche sono sta-
te associate alla deposizione di Ab in AD
DS tuttavia, non € ancora chiaro quali sia-
no tra queste, quelle coinvolte nell'inizio
del processo degenerativo.

AB e in grado di legare il recettore a bas-
sa affinita per le neurotrofine p75" e di
indurre tramite questa interazione apop-
tosi in neuroni e fibroblasti. p75™" & so-
vraespresso in neuroni corticali di pa-
zienti affetti da AD e in fibroblasti DS. La
sua attivazione € in grado di aumentare
ulteriormente la deposizione di AB gene-
rando cosi un loop di amplificazione del
segnale. Queste osservazioni, insieme
con il riscontro che le vie di trasduzione
del segnale attivate da p75" portano ad
alterazioni simili a quelle indotte da ABb
in vitro, suggerisce che 'interazione con
p75"" possa mediare i fenomeni di cito-
tossicita indotti da Ab in corso di AD e DS.
p75" tuttavia, nel sistema nervoso cen-
trale, ha un ruolo duplice, in quanto in-
duce crescita e differenziamento, oppure
morte cellulare. Nell'ippocampo, per
esempio, induce sviluppo dendritico/as-
sonale oppure morte a seconda dello sta-
diodella cultura cellulare.

Comprendere il signaling e le funzioni
dip75™" @ quindi rilevante a capire quan-
to sia importante la sua attivazione da
parte di AB nelle malattie degenerative.
Unavia di trasduzione importante acce-
sadap75™ e la generazione di ceramide
in seguito ad attivazione di una sfingo-
mielinasi neutra. Il ceramide & coinvolto
sia nella morte sia negli eventi di diffe-
renziamento asso-dendritico indotti da

p75"" Il ruolo del ceramide e degli sfin-

golipidi nel sistema nervoso & sicura-
mente importante come dimostrato dal
fatto che tutte le malattie ereditarie ca-
ratterizzate da assenza o ridotta funzio-
ne di enzimi chiave del metabolismo de-
gli sfingolipidi, tra cui la malattia di
Niemann-Pick A e B (deficit di sfingo-
mielinasi acida), la malattia di Tay-
Sachs (deficit di B-esosaminidasi A), la
malattia di Farber, (deficit di ceramidasi
acida), si accompagnano a deficit neu-
rologici di varia entita. Perché un altera-
to metabolismo degli sfingolipidi porti a
danno neuronale non € perd ancora
chiaro. In particolare, non e chiaro co-
me il ceramide possa mediare effetti sia
di sopravvivenza e differenziamento, sia
effetti neurotossici.

Nelle malattie neurodegenerative e coin-
volto il nitrossido (NO), che induce
stress ossidativo, pud inibire la catena re-
spiratoria mitocondriale a livello dei su-
oi complessi T e IVe contribuire alla ecci-
totossicita da glutammato. Questi eventi
sono analoghi a quelli osservati dopo
somministrazione di AB in cellule (il de-
ficit a livello del complesso IV € una ca-
ratteristica dell'AD, mentre il deficit del
complesso I lo é del Parkinson). Anche
per I'NO, tuttavia, ci troviamo di fronte
ad un paradosso, perché questo messag-
gero gassoso ¢ stato descritto avere an-
che effetti positivi, tra cui 1a protezione
dalla morte per apoptosi indotta da neu-
rotrofine, regolazione del release di neu-
rotrasmettitori, facilitazione della long
term potentiation, e ha un chiaro ruolo
nella ontogenesi della corteccia visiva ed
olfattoria (e presumibilmente di altre
aree cerebrali). Infine, € coinvolto nella
formazione dei coni di crescita assonali.
Noi ipotizziamo che esista unastretta in-
terazione tra NO, ceramidi ed enzimi re-
sponsabili della loro sintesi (NO sintasi e
sfingomielinasi) accoppiati all'attiva-
zione di p75"" nei neuroni. La caratte-
rizzazione di questa interazione potreb-
be essere alla base della comprensione
del ruolo di p75"" nel mediare 1'effetto
tossico diAB.
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Obiettivi:

1) Definizione del ruolo della attivazio-
ne delle NOS e delle sfingomielinasi
all'interno delle vie di signaling di
p75"" in modelli non patologici (cul-
ture di ippocampo stimolate con neu-
rotrofine). In particolare ci proponia-
mo di identificare i trasduttori princi-
pali attivati da ceramide e da NO, e di
verificarne la loro regolazione. Ci pro-
poniamo inoltre di studiare eventuali
variazioni nel pattern di espressione
di geni chesono attivati dap75" stu-
diando sia vie note (es quella di c-
jun) sia vie potenzialmente coinvolte
ed identificate sulla base della defini-
zione del ruolo di NO e ceramidi.

2) Definizione della via di signaling acce-
sadaAB-p75"" (perverificarese coin-
cide con una delle vie accese
dall'attivazione di p7SNTR con le ne-
urotrofine). Ci sono tre possibilita a)
che AB attivi una via di signaling di-
versa rispetto a quella attivata
dall'interazione di p75™" con le neu-
rotrofine; b) che il signaling sia lo
stesso tra AR e neurotrofine ma che
eventuali elementi genetici di predi-
sposizione alle malattie neurodege-
nerative determinino differenze nella
via accesa nei soggetti normali ri-
spetto a quelli predisposti a tali ma-
lattie; ¢) che sia come in a, ma che il
contributo di fattori addizionali (pro-
infiammatori per esempio) modifi-
chi I'effetto intracellulare dell'accen-
sionedip75". In questo caso sara ne-
cessario usare linee cellulari diverse
ad esempio di monociti da sangue pe-
riferico in soggetti sani e in soggetti
AD caratterizzati geneticamente.

Piano sperimentale:

Per gli esperimenti utilizzeremo una li-
nea cellulare di neuroni ippocampali
immortalizzati e culture primarie di ip-
pocampo. La scelta del modello & basata
sull'osservazione chep75'" in queste cel-

lule regola lo sviluppo di dendriti ed asso-
ni ma puo indurre anche morte, ambe-
due attraverso la via delle sfingomieli-
nasi. L'ippocampo inoltre possiede sia la
NOS endoteliale, enzima con funzioni
housekeeping, sia la NOS neuronale che
ha un ruolo pit1 nel segnale differenzia-
tivo e nella eccititossicita. Come modello
di cellula patologica si utilizzeranno fi-
broblasti di pazienti AD caratterizzati ge-
neticamente, mediante analisi mutazio-
nale dei geni coinvolti nella patologia.

Perstudiaresee comep75 " (attivato da
neurotrofine o AB) attivi le sfingomieli-
nasi acida e neutra utilizzeremo saggi
enzimatici specifici ed inibitori farma-
cologici selettivi per ciascun enzima. Lo
studio delle specie di ceramide (lun-
ghezza della catena dell'acido grasso)
generate da ciascun enzima si effettuera
mediante spettroscopia di massa, in col-
laborazione con il Prof Sandro Sonnino
(LITA, Segrate).

Si verifichera inoltre se p75" " attivi la
NOS endoteliale valutando, come via
possibile, quella da noi identificata in al-
tri modelli trasduttivi, ovvero attivazione
sequenziale della sfingomielinasi neu-
trae di Akt/PI3 kinasi.

Si dissezioneranno le vie di trasduzione
del segnale, accese in queste due condi-
zioni, attraverso un approccio farmaco-
logico (inibitori di vie enzimatiche), che
permetta di identificare target significa-
tivi.

Sulla base delle informazioni in lettera-
tura si considereranno come candidati
iniziali soprattutto le seguenti vie di tra-
sduzione del segnale note essere bersa-
glio di NO e ceramide in altri sistemi tra-
sduttivi: attivazione di caspasi; eventi mi-
tocondriali (cambiamenti nel potenzia-
le di membrana, rilascio di citocromo c,
effetti sugli enzimi della catena respira-
toria); potenziale redox; controllo della
omeostasi del calcio; attivazione delle
vie delle MAP chinasi (ERK 1/2; p38 e
JNK); attivazione di protein fosfatasi PP1

e PP2A.

Un quadro generale della variazione

dell" attivita trascrizionale della cellula

(utilizzata come sistema modello in que-
sti esperimenti) in seguito al trattamen-

to con Ab oppure con neurotrofine si ot-

terra tramite utilizzo della tecnica dei mi-
croarray.

Perla preparazione delle sonde marcate,
verra effettuata una reazione di trascri-
zione inversa sull'mRNA del campione
trattato e quellodi controlloed i cDNA ot-
tenuti verranno marcati con le molecole
fluorescenti Cy3 o Cy5. Pertale procedu-
ra utilizzeremo il CyScribe Post-
Labelling Kit (Amersham Pharmacia
Biotech). Per ogni campione in esame,
1'esperimento verra effettuato in dupli-
cato secondo lo schema del “reciprocal
labeling” (esperimento: Sonda A-Cy3
con Sonda B-Cy5: duplicato: Sonda A-
Cy5 con Sonda B-Cy3). Per la lettura dei
microarray dopo ibridazione, verra uti-
lizzato uno scanner confocale a doppio
laser Virtek ChipReader, ad una risolu-
zione di 10 micron. Una delle parti pit
complesse di questo progetto & rappre-
sentata dall'analisi e dalla interpreta-
zione dei dati di espressione ottenuti da-
gli esperimenti con microarray di DNA.

Lo studio funzionale del ruolo di
p75NTR e delle vie di trasduzione identi-
ficate negli studi descritti soprasi effettu-
era controllando i seguenti parametri:
morte, sviluppo degli assoni (coni di cre-
scita); resistenza ad un insulto diverso
da p75NTR (ipossia; insulto eccitotossi-
co da NMDA; insulto da TNF ed altre cito-
chine proinfiammatorie coinvolte nella
neurodegenerazione). La valutazione di
questi parametri si fara mediante un ap-
proccio morfologico.

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



RICERCHE 2003 RISULTATI

CINETICHE DI RIMOZIONE DEGLI
INTRONI DEL GENE DMD: RILEVANZA
PER MECCANISMI FISIOLOGICI E
PATOLOGICI DI SPLICING

Dr.ssa Sironi Manuela
e-mail: msironi@bp.Inf.it

Linea di Ricerca n. 5
Neurobiologia

Tipo di Ricerca: Corrente
Periodo di svolgimento: 2003

Polo scientifico: Bosisio Parini

Razionale ed obiettivi

Dal momento in cui si & scoperta 1a pre-
senza di porzioni non codificanti nei
pre-mRNA eucariotici, gli sforzi si sono
concentrati sui segnali che ne regolano
la rimozione e sulla loro possibile fun-
zione. Oggi & noto che le sequenze intro-
niche aumentano in numero e dimen-
sione con |'aumentare della complessita
degli organismi viventi, indicando che
le sequenze non codificanti debbano ave-
re un ruolo, forse regolatorio, nello svol-
gimento di alcuni processi cellulari.

Anche il numero di trascritti che posso-
no originarsi da uno stesso gene attra-
verso eventi di splicing alternativo au-
menta fortemente in organismi piti com-
plessi ed ¢ stato ipotizzato che la modu-
lazione della lunghezza intronica possa
rappresentare un ulteriore livello di rego-
lazione dello splicing negli eucarioti su-
periori.

Il gene umano della distrofina, localiz-
zato sul braccio corto del cromosoma X
(Xp21), el pit1 lungo fino ad ora identi-
ficato; esso si estende per pitidi 2.5 Mb e
occupa circa lo 0.1% del genoma uma-
no. Il gene & costituito da 79 esoni piut-
tosto piccoli che codificano per un mes-
saggero di circa 14 kb indicando che so-
10100.6% del gene & costituito da porzio-
ni codificanti. La distrofina presenta
dunque gli introni pitt lunghi che siano
mai stati descritti. L'attivita di ricerca
svolta dal nostro gruppo ci ha portato al-
le seguenti osservazioni:

- 'estrema lunghezza degli introni della
distrofina & conservata nei vertebrati ma
le porzioni introniche che presentano
elevata omologia di sequenza tra orga-
nismi diversi (uomo, topo, Fugu) rap-
presentano una percentuale minima
della lunghezza intronica totale (Poz-
zoli et al. Genome Res, submitted).

- I'espansione intronica e stata in parte
determinata dall'accumulo nel tempo
di sequenze ripetute (Pozzoli et al.
Genetics 2002)

- gli esoni out-of-frame della distrofina
presentano splice sites significativa-
mente pill forti se paragonati a quelli
degli esoni in-frame e sono separati da
introni significativamente pit lunghi
(Siorni et al. Hum Genet 2001; Pozzoli
etal. Genetics, 2002).

- il gene umano della distrofina presenta
almeno 16 trascritti derivanti da spli-
cing alternativo della regione del rod-
domain e il pattern di splicing & altera-
to in pazienti DMD e BMD (Sironi et al.
FEBS Lett, 2002).

Tali osservazioni suggeriscono che la
lunghezza delle sequenze introniche del-
la distrofina piuttosto che la loro com-
posizione in basi possa essere rilevante
per un qualche meccanismo regolatorio
ancora ignoto. Inoltre il parallelismo
chessi osserva tra |'andamento dei para-
metri degli splice sites e le lunghezze in-
troniche potrebbe indicare 1'esistenza di
un meccanismo di regolazione dello spli-
cing basato su queste caratteristiche.

Numerosi studi hanno dimostrato che il
processo di splicing dei pre-mRNA euca-
riotici non & processivo, in altre parole
non si osserva necessariamente la rimo-
zione ordinata degli introni dall'estre-
mita 5' aquella3' del pre-mRNA.

Esistono eventi di rimozione lenti e rapi-
di che danno origine ad una o piti vie di
rimozione con un ordine preferenziale.
Non & noto quali siano gli elementi che
determinano la velocita di rimozione di
una sequenza intronica e I'ordine di ri-
mozione degli introni & noto solo per po-
chi geni umani. E stato inoltre osservato
chel'analisi dell'ordine di rimozione de-
gli introni puo spiegare ['esito inatteso
di alcune mutazioni patologiche.

Ci proponiamo quindi di studiare le cine-
tiche di rimozione degli introni della re-
gione centrale del rod-domain nel gene
umano della distrofina. Il protocollo spe-
rimentale prevede 1'utilizzo di colture di
mioblasti umani che verranno indotti a
differenziare in senso muscolare e suc-
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cessivamente trattati con actinomicina
D per arrestare la trascrizione. L'hnRNA
sara poi estratto a tempi diversi dal trat-
tamento con actinomicinae si utilizzera
un approccio basato su PCR semiquan-
titativa per valutare le cinetiche di rimo-
zione degli introni.

Verra in seguito messo a4 punto un mo-
dello in grado di valutare la proporzione
di molecole rimosse nel tempo per cia-
scun introne in funzione della distribu-
zione di probabilita del relativo tempo di
rimozione. Mediante algoritmi di otti-
mizzazione € possibile identificare i para-
metri relativi a tali distribuzioni che me-
glio approssimano i dati sperimentali.
Questo ci permettera di valutare |'ordine
di rimozione degli introni e ci dara in-
formazioni sul meccanismo di rimozio-
ne.

Auspichiamo che lo studio qui proposto
possafornire indicazioni riguardanti:

- I'eventuale ruolo/presenza di elementi
cis-acting che determinano la velocita
di rimozione di una sequenza introni-
ca

- I'influenza della lunghezza di ciascun
introne sulla propria cinetica di rimo-
zione

- i meccanismi che regolano lo splicing

alternativo fisiologico e patologico nel-
laregione genica interessata
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Razionale ed Obiettivi

Premesse:

Le basi neuropatologica e neurofisiolo-
gica delle forme primarie di distonia e
ancora in gran parte oscura. Anche nelle
forme molecolarmente definite (DYT1)
manca un correlato neuropatologico
che possa spiegare il grave quadro clini-
co, mentre indagini strumentali indiret-
te e su animali di laboratorio sembrano
indicare nella alterazione dei circuiti
GABAergici a livello di nuclei della base
la possibile spiegazione delle manifesta-
zioni cliniche (1-3). Non vi sono tutta-
via prove dirette nell'uomo di una tale
ipotesi, né se tale quadro di alterazione
neurotrasmettitoriale sia una caratteri-
stica comune a tutte le forme di distonia
o se vi sia una differenziazione tra le va-
rieforme.

Lastimolazione pallidale mediante elet-
trodi impiantati a livello di globus palli-
do interno rappresenta un approccio te-
rapeutico proposto da qualche anno con
un certo successo nelle forme primarie
di distonia, ed in modo pit1 episodico e
con risultati piti incerti nelle forme se-
condarie di distonia, per le quali si e po-
sto recentemente il problema di un even-
tuale bersaglio alternativo per I'impian-
to (talamo). Un analogo tipo di inter-
vento e praticato da alcuni anni in pa-
zienti con malattia di Parkinson grave o
con intolleranza alla L-DOPA, utilizzan-
do come bersagli il talamo, il nucleo sub-
talamico oil globus pallidus.

Questo tipo di intervento condivide mol-
ti degli obiettivi della neurochirurgia
funzionale lesionale degli anni passati
(talamotomia, pallidotomia), riducen-
do perd nettamente rispetto a questa la
morbidita operatoria e post-operatoria.

I razionale della stimolazione cerebrale
profonda (DBS) si basa sulla verosimile
capacita della stimolazione ad alta fre-
quenza (tipicamente 130-180 Hz) di mo-
dificare lacircuiteria dell'area in cui & si-
tuatol'impianto.

L'impianto di elettrodi stimolanti pro-
fondi viene eseguito previa identificazio-
ne del bersaglio in stereotassi e con moni-
toraggio neurofisiologico intraoperato-
rio. Il monitoraggio consiste nella regi-
strazione mediante elettrodi impiantati
lungo guide inserite seguendo le traiet-
torie scelte sulla base dei dati di ima-
ging.

Gli elettrodi registrano lungo il loro tra-
gitto 1'attivita neuronale dei nuclei basa-
li che attraversano (putamen, pallido
esterno, pallido interno) permettendo un
pill corretto posizionamento dell'elettro-
dostimolante.

E stata condotta nei 3 anni precedenti
presso questo Istituto un progetto di ri-
cerca corrente che ha permesso di mette-
re a punto un protocollo di selezione di
soggetti con distonia primaria candida-
bili a DBS, e di portare a termine il primo
intervento di posizionamento di DBS in
un soggetto con distonia generalizzata
(RC2000-2002: criteri di selezione e pro-
tocolli valutativi pre e post-chirurgici in
pazienti distonici sottoposti a stimola-
zione pallidale).

In soggetti sottoposti a DBS per malattia
di Parkinson la disponibilita delle tracce
intracerebrali create dagli elettrodi regi-
stranti € stata utilizzata per 1'inseri-
mento di sonde da microdialisi, che ha
permesso la analisi della concentrazio-
ne di neurotrasmettitori (aspartato, glu-
tamato, glicina, GABA) nel globus palli-
dus e nel subtalamo di questi pazienti

(4).

Questo studio, sebbene non sia riuscito a
stabilire un correlato tra modificazioni
cliniche indotte da farmaco e livello di
neurotrasmettitori, ha permesso tuttavia
di definire il profilo neurotrasmettitoria-
le di base nelle strutture implicate nella
malattiadi Parkinson.
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I progetto si propone di testare, median-
te raccolta in microdialisi durante inter-
venti per posizionamento di DBS in sog-
getti distonici, il livello di neurotrasmet-
titori extracellulari nelle strutture dei nu-
clei della base. In letteratura mancano
ovviamente dati di concentrazione nei
soggetti normali, sara tuttavia possibile
paragonare i dati dei distonici a quelli
dei pazienti affetti da Morbo di Parkin-
son (4).

Verra poi tentata una correlazione tra tipo-
logia ed etiologia della distonia, risultati
clinici del trattamento di stimolazione, e
dati ottenuti a livello neurochimico.

Materiali e Metodi:

Soggetti: pazienti affetti da distonia pri-
maria o secondaria selezionati per im-
piantodi DBS sulla base del protocollo di
valutazione gia attivo presso il nostro
Istituto.

Intervento: presso la U.0. di Neurochi-
rurgia dell'Ospedale di Udine, in aneste-
sialocale.

Monitoraggio neurofisiologico: me-
diante sistema Axon a 5 canali acquisito
dalla U.0. Neurochirurgia, utilizzando
microelettrodi (FHC 500-1500 KOhm).

Microdialisi: utilizzando le tracce create
dai microelettrodi di registrazione, ver-
ranno inserite sonde da microdialisi
(diametro 0.5 mm, membrana esterna
0.6 mm, cutoff 20 kDa) connesse a una
pompa di microinfusione (flusso 5
ul/min). L'eluato extracellulare (50 ul)
verra raccolto ogni 10 min per la prima
oraed immediatamente congelato.

Analisi dell'eluato: il dosaggio dei neu-
rotrasmettitori di interesse avverra me-
diante metodica HPLC (laboratorio Prof.
Stanzione, Universitadi Roma).

1)Filion M. Phisiologic basis of dyskine-
sia. Ann. Neurol 2000; 47 (suppl 1):
$35-541

2)Vitek J. Pathophysiology of dystonia: a
neuronal model. Mov.Disord. 2002; 17
(suppl 3) $49-562

3)Eidelberg D, Moeller JR, Antonini A, et
al. Functional brain networks in DYT1
dystonia. Ann. Neurol. 1998; 44: 303-
312

4)Fedele E et al. Microdialysis in Parkin-
sonian patient basal ganglia: acute
apomorphine-induced clinical and
electrophysiological effects not paral-
leled by changes in the release of neu-
roactive amino acids. Exp. Neurol.
2001; 167: 1-9.
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Background

La distrofia muscolare di Duchenne &
una malattia ereditaria legata al cromo-
soma X, trasmessa con carattere recessi-
vo causata dalla mancanza della protei-
na distrofina a livello dei tessuti musco-
lari. 11 modello animale della distrofia
muscolare di Duchenne ¢ il topo mdx,
che presenta una mutazione puntiforme
a livello dell'esone 23 del gene della di-
strofina.

Tale difetto molecolare comporta un defi-
cit di espressione di distrofina a livello
della fibra muscolare e rende 1'animale
un discreto modello sperimentale per la
terapia genica. Tra le 2 e le 8 settimane
dalla nascita, la piti parte delle fibre mu-
scolari vanno incontro almeno ad un ci-
clo di degenerazione/rigenerazione, co-
me dimostrato dall'accumulo di fibre
contenenti centralizzazioni nucleari. Le
principali fasi della malattia nel topo ri-
percorrono, con tempi ovviamente di-
versi, quelle umane: attorno alle 2-3 set-
timane di vita , esordio della malattia, 4-
5 settimane, picco di mionecrosi, 8-12
settimane: rigenerazione delle miofibre,
20 settimane: recupero transitorio.

La crescita e 1a riparazione del muscolo
scheletrico nel periodo postatale sono ini-
ziati dall'attivazione di una popolazione
di cellule precursori mononucleati defi-
niti cellule satelliti (Bischoff, 1986).

In relazione alla loro capacita di ripara-
zione del tessuto muscolare danneggia-
to o traumatizzato nella fase postnatale,
le cellule satelliti sono proposte come
una popolazione di cellule satelliti mu-
scolari  (Bischoff, 1986; Schultz e
McCormick, 1994).

1 differente comportamento delle cellu-
le satelliti sia in vivo che in vitro sostiene
al loro natura eterogenea. Sono state iso-
late dal muscolo scheletrico di animali
di diverse specie almeno due popolazio-
ni di cellule satelliti, “fusing e no fu-
sing” (Baroffio, 1996). Quando colture
primarie umane sono indotte a differen-

ziare, una parte di questi elementi cellu-
lari rimane indifferenziato, sotto forma
di una popolazione a divisione lenta o
quiescente che puo essere indotta alla
proliferazione e all'auto rinnovamento
e generazione di una progenie in grado
di differenziare. Queste cellule esprimo-
no MyF5 and CD34, ma non MyoD (Lin-
don, 1998, Beauchamp 2000). Gussoni
nel 1999, ha riportato una piul sostan-
ziale evidenza dell'esistenza di cellule
staminali pluripotenti nel muscolo sche-
letrico murino: 1a “side population” iso-
lata tramite FACS (che precedentemente
era stata utilizzata per isolare le cellule
emopoietiche) di derivazione sia mu-
scolare che midollare era in grado di dif-
ferenziare in diverse linee cellulari dopo
trapianto intravenoso. Jackson (1999)
ha dimostrato che una popolazione cel-
lulare di derivazione muscolare presen-
tava una notevole capacita di differen-
ziazione in senso emopoietico dopo tra-
pianto endovenoso in topi irradiati.

Studi pi recenti hanno dimostrato che
cellule progenitrici isolate dal midollo
osseo (Ferrari, 1998; Gussoni 1999) , dal
tessuto vascolare embrionale(De Angelis
1999), dal compartimento neuronale
(Clarke 2000, Galli 2000) e da vari tessu-
ti mesenchimali (Young 2001) puo dif-
ferenziare in senso miocenico, sugge-
rendo che cellule staminali di origine di-
versa possono contribuire alla rigenera-
zione muscolare.

Laseparazione e al caratterizzazione del-
le cellule staminali di origine muscolare
rimane una tappa critica del processo, in
relazione alla rarita di tali elementi cel-
lulari (Schultz 1996, Beauchamp 1999,
Gussoni 1999, Lee 2000) ed alla man-
canza di markers specifici per le fasi
estremamente precoci di sviluppo.

L'antigene CD 34, una glicoproteina
transmembranaria, € stato identificato e
caratterizzato come un marker delle cel-
lule staminali emopoietiche di diverse
specie, compresi i topi (Krause 1994,
Fennie 1995).
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Pill recentemente una popolazione di
cellule satelliti esprimenti CD 34 ¢ stata
ritrovata nel muscolo scheletrico (Beau-
champ 2000, Lee2000).

Attraverso 1'uso di una tecnica di purifi-
cazione cellulare, preplating, puo essere
ottenuto un levato numero di cellule sta-
minali di derivazione muscolare (Qu,
1998).

Tramite citometria di flusso, sono stati ri-
trovati specifici pattern di espressione di
proteine di superficie: Scal (Stem Cell
Antigen 1) e CD34 possono essere utiliz-
zati una subpopolazione altamente puri-
ficata all'interno di colture altamente
purificate ottenute da muscolo.

Inoltre 1a popolazione di cellule espri-
menti Scal € capace dopo trapianto nel
muscolo distrofico, di un elevata capaci-
tadi rigenerazione di fibre contenenti di-
strofina.

In uno studio recente, Z. Qu-Petersen
and Huard( 2002) hanno dimostrato
che 3 popolazioni di cellule di derivazio-
ne muscolare possono essere isolate dal
muscolo di topo normale in relazione al-
le loro capacita proliferative e alle loro
caratteristiche: la “early preplate “ (EP),
la“late preplate” (LP) ed unarara popo-
lazione di cellule proliferanti derivate
dallapopolazione LP.

Quest'ultima popolazione cellulare
esprime marker emopoietici, compren-
de cellule che mantengono il loro feno-
tipo per piti di 30 passaggi con un cario-
tipo normale e che puo differenziare in
muscolo, neuroni ed endotelio.

Il 1avoro fino ad ora condotto nel nostro
Istituto ha dimostrato (Torrente et Al
2001) che cellule positive sia per Scal
sia per CD34 purificate da tessuto mu-
scolare di topi newborn, in fase di pre-
plating definita pp6, sono multipotenti
in vitro e sono in grado di differenziare
sia in senso miogenico che multimieloi-
de.

Queste stesse cellule, isolate dal newborn
di topo esprimente lacZ sotto il controllo

del promoter della desmina o della tro-
ponina I sono state iniettate nella circo-
lazione arteriosa delle zampe posteriori
del topo mdx. Le cellule aderiscono fer-
mamente alla parete endoteliale e mi-
grano dalla circolazione nel tessuto mu-
scolare dell'ospite (osservazione avve-
nuta tramite microscopia intravitale).
L'analisi immunoistochimica ha dimo-
strato la colocalizzazione del LacZ e del-
ladistrofina nei muscoli iniettati.

A partire da questi promettenti risultati
abbiamo ritenuto opportuno estendere
I'analisi a cellule “staminali” di deriva-
zione muscolare ottenute da muscolo di
topi mdx.

Pochi sono i lavori presenti in letteratu-
rain merito alla presenza di tali elemen-
ti cellulari ottenuti da topo mdx. Uno di
questi e quello di Lee and ] Huard (2000)
nel quale viene dimostrato che cellule di
derivazione muscolare altamente puri-
ficate ottenute da topi mdx di 3 settima-
ne esprimono markers emopoietici ma
sono anche in grado di differenziare in
$enso osteogenico e miogenico.

In uno studio precedente, Bockhold
(1998) ha testato il “potenziale mioge-
nico” in termini di numero di cellule
miogeniche prodotte in coltura attorno
a miofibre isolate ottenute da muscolo
di topi controllo ed mdx in eta diverse.
Questo studio ha dimostrato una dimi-
nuzione del numero di cellule miogeni-
che attorno alle fibre eta-dipendente ma
senza unasignificativa differenza tra to-
po vecchio mdx e controllo, generando
la domanda circa il fatto che il deficit di
rigenerazione muscolare nel topo mdx
anziano sia da attribuirsi all' «esauri-
mento» delle cellule satelliti o al pro-
gressivo cambio dell’ <environment» ne-
uromuscolare.

Leradiazioni ad elevato grado di energia
bloccano le mitosi nelle cellule mioge-
niche in attiva replicazione ed inibisco-
no la rigenerazione; 1a notexina & un po-

tente miotossico che distrugge le fibre

muscolari mature ma risparmia le sin-
gole cellule, incluse le cellule satelliti;
nel muscolo non irradiato induce la rige-
nerazione.

L'iniezione di notexina nel muscolo irra-
diato e non irradiato di topi controllo ed
mdx, ed il successivo conto delle cellule
originanti da ogni fibra isolata mostra
chiaramente che la notexina induce
una proliferazione di cellule isolate nel
muscolo normale ma non nel muscolo
di topo mdx.

In relazione alla reazione alle radiazio-
ni, le cellule miogeniche possono essere
distinte in 3 gruppi: 1) cellule sensibili al-
le radiazioni, che muoiono dopo tratta-
mento; 2) cellule che sono resistenti e
possono formare muscolo ma non proli-
ferano quando coltivate; 3) cellule resi-
stenti alle radiazioni e mantenenti le lo-
ro capacita proliferative. Partridge ha di-
mostrato che il topo mdx manca di que-
sto terzo gruppo di cellule (Partridge JCS
2000).

Materiali e metodi

Animali: abbiamo analizzato animali
del ceppo mdx (C57Bl/10 ScSn Mdx) a
diverse eta, corrispondenti alle fasi prin-
cipali della malattia, e topi controllo
(C57B1/10) diparieta.

Sia per i topi mdx che per i controll,
ogni eta e stata valutata in almeno 2 set
sperimentali diversi:

— newborn

— 2-3settimanedivita , esordio della ma-
lattia

— 4-5settimane, picco di mionecrosi

— 8-12 settimane: rigenerazione delle
miofibre

— 20 settimane: recupero transitorio

Colture Cellulari: Tsolamento delle cel-
lule staminali dal tessuto muscolare pre-
levato dalle zampe anteriori e posteriori
di topi tramite dissociazione prima mec-
canica e poi enzimatica (soluzione con-
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tenente collagenasi tipo IX 0.2% e tripsi-
na 0.1%). La sospensione cellulare cosi
ottenuta viene seminatasu piastra, incu-
bata 2 37°C al 5% CO2 per 30 minuti 1
ora, poi la stessa sospensione viene tra-
sferita ad una nuova piastra (preplating
1-pp1), reincubata per 2 ore (pp2). Tali
passaggi sono ripetuti ogni 24 ore fino al
passaggio preplating 6.

Al fine di determinare il potenziale mio-
genico delle cellule, queste sono state
mantenute in terreno proliferativo fino
alla confluenza del 60-70%; dopodiche
le cellule venivano poste in terreno diffe-
renziativo e dopo 10-14 giorni in coltu-
ra, vengono contati i miotubi in ogni
step di preplating.

Al fine di determinare la capacita delle
cellule di differenziare in senso emopo-
ietico, le cellule sono state seminate in si-
stema metilcellulosa (GIBCO) .

Alfine di valutare la capacita di autorin-
novemento delle cellule , sono stati iso-
lati cloni da step pp2 e pp5 delle colture
normali e di mdx. Le cellule sono semi-
nate a “limited dilution” (da 1 cellula
per piastra a 100 cellule per piastra), va-
lutate quotidianamente tramite micro-
scopio a luce rovesciata.

Colorazioni immunoistochimiche;

Le cellule sono state piastrate su plastica;
alcune fissate in etanolo e poi incubate
con anticorpi primari quali: anti-
platelet endothelial cell adhesion mole-
cule-PECAM (1:100); anti-desmina
(1:50); anti-bcl2 (1:50), anti-fibro-
nectina (1:50), anti-slow myosin heavy
chain (1:50), anti-CD34 ed anti Stem
Cell Antibody (Scal) . Un altro gruppo di
cellule e stato fissato in formaldeide al
4% e permeabilizzato con 0.1% Triton X-
100 in PBS; successivamente incubate
con anticorpi primari: anti-nestina
(1:50), anti bIlI-tubulina (1:50), anti-
neurofilamento (1:50), anti Glial Fibril-
lare Acidic Protein (GFAP)-Cy3 (1:100).

Dopo |'incubazione con gli anticorpi pri-
mari (a temperatura ambiente per 20-

re), le cellule sono state trattate con anti-
corpi secondari specifici: FITC conjuga-
ted goat anti mouse (1:100, 1:200),
TRITC conjugated goat anti mouse
(1:100, 1:200), a temperatura ambiente
perlora

Analisi tramite Western Blot

Per I'analisi biochimica, le proteine so-
no state estratte sia da piastre contenenti
cellule in fase proliferativa sia in fase dif-
ferenziativa, a diversi preplating. Le pro-
teine estratte sono state separate su gel di
poliacrilamide al 6% e trasferite poi su
membrana di nitrocellulosa: Le mem-
brane sono state successivamente incu-
bate con anticorpi monoclinali diretti
controla desmina, la miosina, al beta tu-
bulinaed il neurofilamento.

Selezione di cellule Scal positive e nega-
tive tramite il sistema MiniMACS di sepa-
razione (Miltenyi Biotec) utilizzando an-
ticorpi coniugati a sfere magnetiche al fi-
ne di permettere la selezione positiva del-
le cellule sulla base di adesione alla co-
lonna magnetica.

Risultati

Caratterizzazione delle cellule in vitro

le cellule ottenute dal tessuto muscolare
di topi controllo ed mdx costituiscono
una popolazione eterogenea composta
da fibroblasti, adipociti, mioblasti e cel-
lule emopoietiche. Le cellule di deriva-
zione muscolare possono essere “arric-
chite” tramite la tecnica del preplating
in relazione alle loro caratteristiche di
adesione.

11 numero totale delle cellule (aderenti e
galleggianti) diminuisce in maniera di-
rettamente proporzionale all'aumento
dell'eta degli animali, sia nei controlli
chenei topi mdx.

Cluster di cellule galleggianti, traslucide
all'osservazione al microscopio a luce ro-

vescitasono osservate nei passaggi tardi-
vi di preplating (pp5-pp6) dei topi gio-
vani sia controlli che mdx. Il numero del-
le cellule galleggianti e lievemente mag-
giore nei newborn e negli mdx di 3 setti-
mane di vita rispetto ai topi controllo di
parieta.

i cloni ottenuti da muscolo di topi con-
trollosiada topi mdx sono in grado di dif-
ferenziare in senso miogenico e di for-
mare miotubi, dotati di capacita con-
trattile, sia di differenziare in senso emo-
poietico se posti in terreno di metilcellu-
losa. La capacita di formare miotubi
pero diminuiva all'aumentare dell'eta
dell'animale e questo & nettamente pill
marcato nel topo mdx rispetto al con-
trollo.

Tramitel'impiego dell'analisi immuno-
istochimica, & evidente che le cellule del-
le prime fasi di preplating esprimono
una bassa immunopositivita per la de-
smina ed altri markers di iniziale diffe-
renziazione miogenica (bcl2-MNF), at-
torno al 5-15%; mentre i preplating suc-
cessivi evidenziano un netto arricchi-
mento della componente muscolare.

In relazione a questo fatto, e da segnala-
re una diminuzione del numero di cel-
lule desmino positive all'aumentare
dell'eta degli animali, sia controlli che
mdx.

Analizzando ogni eta presa in conside-
razione:

topi newborn mdx e controlli: presenta-
no un numero sovrapponibile di cellule
staminali di derivazione muscolare, ca-
paci di formare cloni, di differenziare in
senso miocenico e di crescere in condi-
zioni tipiche delle colture mieloidi (me-
tilcellulosa). Le cellule esprimenti mar-
kers neuronali e quelle esprimenti mar-
kers miogenici sono in numero sovrap-
ponibile, con una lieve dominanza di
quelle miogeniche.

Topi di 2-3 settimane di vita (corrispon-
dente nel topo mdx all'esordio della ma-
lattia): le cellule possono formare cloni,
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differenziare sia in senso miocenico che
mieloide; le cellule esprimenti markers
monogenici e quelle esprimenti markers
neuronali sono simili nei 2 gruppi di ani-
mali.

Nei topi di 3 mesi di eta e di 6 mesi il nu-
mero globale delle cellule & nettamente
ridotto, permane comunque la capacita
di formare cloni, sebbene la capacita di
questi di differenziare in senso miogeni-
co e di formare miotubi sia ridotta ri-
spetto a quella delle cellule di topi pit
giovani. Inoltre le cellule ottenute da to-
po mdx difficilmente differenziano fino
allaformazione di miotubi. L'analisi im-
munoistochimica evidenzia che nel to-
po mdx le cellule desmino-positive sono
“rimpiazzate” da cellule esprimenti
markers neuronali (nestina, beta-tubu-
lina, neurofilamento, MAP2).

La riduzione di cellule miogeniche era,
nel topo mdx, piti marcata nei topi di 2-3
mesi di eta rispetto a quelli di 6 mesi, for-
se in relazione alla fase rigenerativa del-
lamalattia.

Nelle colture ottenute da topi controllo,
I'espressione di markers miogenici e di
markers neurogenici era in equilibrio.

L'analisi tramite Western Blot conferma
i dati immunoistochimici, in particolar
modo, i topi di 2-3 mesi di eta (corri-
spondente nell'mdx, alla fase di rigene-
razione delle miofibre) & evidente una
marcata diminuzione dell'espressione
della desmina e della miosina in rappor-
to all'mdx pit giovane suggerendo una
sorta di esaurimento della “riserva mio-
cenica”. Contemporaneamente i mar-
kers neuronali sono modestamente pit
rappresentai che nel topo pill giovane.
Nei topi controllo la diminuzione della
componente miocenica & pur evidente,
ma non corrisponde ad un aumento
dell'espressione della componente neu-
ronale.

Quando le cellule ottenute da topo mdx
sono sottoposte a sepazione tramite le sfe-
re magnetiche con selezione positiva per

lapresenza dell'anticorpo anti Scal (nel-
la fase pp5) confermano quanto gia de-
scritto da Huard ] etal, e cioe che le cellu-
le Scal positive presentano una buona
capacita di differenziare in senso mioce-
nico. Le nostre cellule Scal positive au-
mentano 1'espressione della desmina
con ['aumentare dei giorni in coltura
(piti cellule desmino postive dopo 8 gior-
ni in vitro rispetto a 4 giorni). Le cellule
Sca 1positive hanno una scarsa capacita
di differenziare in senso neuronale, nel
nostro modello sperimentale.

Al contrario le cellule Scal negative otte-
nute da topo mdx newborm esprime in
colturabassi livelli i desmino positivita,
mentre maggiore € |'espressione di mar-
kers neuronali.

Questi dati suggeriscono che:

« anche da selezione clonale, 1a popola-
zione di cellule ottenute da muscolo &
piuttosto eterogenea; queste cellule pos-
sono andare incontro a differenziazio-
ne miogenica, ematopoietica, neuro-
naleinvitro

e nel topo mdx e evidente una sorta di
“esaurimento” delle cellule di deriva-
zione muscolare commissionate in sen-
so miogenico, pill evidente attorno ai
2-3 mesi, fase che corrisponde al tenta-
tivo di rigenerazione muscolare fisio-
logicamente presente nell'animale.
Contemporaneamente € presente un
modesto incremento dei markers neu-
ronali espressi da tali elementi cellula-
1.

« Laselezione positiva per Scal nelle cel-
lule di derivazione muscolare dei topo
mdx newborn mostra una chiara pre-
dominanza dei markers miocenici in
vitro in rapporto alle cellule Scal nega-
tive. Al contrario queste ultime sem-
brano esprimere maggiormente mar-
kers di naturaneuronale.

L'insieme di questi risultati suggerisce
che nella popolazione di muscle-derived
stem cells ottenute da topo mdx potrem-
mo identificare 2 grossi gruppi di cellu-

le: quelle esprimenti lo Stem Cell Anti-
gen 1 (Sca 1 positive) e quelle invece ne-
gative per questo marker (Sca 1 negati-
ve).

Le cellule Sca 1 positive hanno una buo-
na espressione di markers miogenici in
vitro, che aumenta con il tempo in col-
tura (verosimilmente legata alla pro-
gressiva formazione di miotubi). Tale
componente miogenica si esaurisce pero
con 1'avanzare dell'eta dell'animale, in
relazione anche ai fisiologici processi ri-
generativi in atto nel muscolo distrofico
(in particolar modo attorno ai 2-3 mesi
divita)

Le cellule Scal negative invece hanno
una bassa e stabile nel tempo espressio-
ne di markers miocenici, mentre al com-
ponente neurogenica aumenta in ma-
niera significativa all'aumentare del-
I'etadell'animale.

ANNUARIO SCIENTIFICO

2003-2004



RICERGCHE

2003 RISULTATI

MICROTECNOLOGIE AL SERVIZIO DEL
PAZIENTE: AUSILI PER L' INTERAZIONE
TRA MEDICO E PAZIENTE

Cavalleri Matteo
e-mail: theos@bp.Inf.it

Linea di Ricerca n. 6: Bioingegneria
Tipo di Ricerca: Corrente
Periodo di svolgimento: 2003

Polo Scientifico: Bosisio Parini

Razionale

Negli ultimi anni sono stati realizzati al-
cuni sistemi per 1'identificazione auto-
matizzata del paziente. Tali sistemi per-
mettono di ottenere molteplici benefici,
tra cui la riduzione degli errori nella
somministrazione di terapie, la facilita-
zione e lavelocizzazione dell utilizzo del
record clinico elettronico, il migliora-
mento delle funzioni di sicurezza e di
controllo negli accessi alle informazioni
riguardanti il paziente, la semplificazio-
ne della raccolta dati finalizzata al con-
trollo di gestione. I sistemi fino ad oggi
utilizzati si basano principalmente sulle
tecnologie a barcode[1] e a transponder
passivi[2]. Sistemi realizzati con tecno-
logia barcode presentano pregi relativa-
mente al loro basso costo, ad una larga
diffusione, alla facilita di realizzazione e
alla elevata affidabilita di una tecnolo-
giadecennale. Di contro si rilevano delle
difficolta di interazione meccanica per
soggetti disabili, unitamente ai proble-
mi di praticita e di deteriorabilita. Per
quanto riguarda la tecnologia a tran-
sponder passivi, si evidenziano i pregi
della facilita di utilizzo e del costo ridotto
per transponder. Di contro si rileva I'ec-
cessiva onerosita del dispositivo che ef-
fettua la lettura del transponder passivo
e la significativa emissione di energia
elettromagnetica emessa dal dispositivo
di lettura, energia che cresce esponen-
zialmente con il crescere della distanza
operativa tra lettore e transponder, e che
risulta il piti delle volte inaccettabile ri-
spetto alle prescrizioni normative euro-
pee per gli ambienti sanitari.[3].

Inoltre tutti i sistemi sino ad oggi realiz-
zati non prevedono garanzie di sicurez-
za (ad esempio sisterni di non contraffa-
zione) nell'identificazione del paziente.
Basandosi sull'esperienza acquisita con
le tecnologie wireless nel corso dei pro-
getti di ricerca corrente 2001 “Sistema di
Orientamento, Navigazione e Guida al-
I'interno di edifici pubblici” e 2002 “Mi-
crotecnologie al servizio del paziente: au-
sili per I'orientamento in un istituto di

riabilitazione”, si ritiene possibile realiz-
zare un ausilio per I'interazione medi-
co-paziente che soddisfi i criteri di sicu-
rezza imposti dalle normative e conte-
stualmente superi i problemi che afflig-
gono i dispositivi esistenti.
Obiettivi
Con il presente progetto si propone di rea-
lizzare un prototipo di sistema di identi-
ficazione del paziente basato su tecnolo-
giewireless in radiofrequenza, avente ca-
ratteristiche di facile interazione con
1'utente, di portabilita (wearable device)
edielevatasicurezza.
Materiali e metodi
Attraverso |'adozione di tecnologie inno-
vative si individueranno soluzioni che
siano applicabili a comuni personal
computer, evitando la necessita di predi-
sporre costosi ed onerosi impianti ad hoc
nell'ambiente (ad esempio antenne ra-
dio). In particolare verranno sperimen-
tate microtecnologie wireless a corto rag-
gio per consentire 1'identificazione del
paziente all'interno di studi medici, am-
bulatori, locali per1'accettazione, etc..
Risultati attesi
- un prototipo del sistema di identifica-
zione
-unbrevetto di Invenzione Industriale.
Ricerche pregresse
Il Laboratorio di Bioingeneria ha gia rea-
lizzato in passato diverse apparecchiatu-
re originali. Detiene alcuni Brevetti Indu-
striali nel campo delle tecnologie Wireless.
Bibliografia
[1] Method and apparatus for the univo-
cal and permanent connection of conta-
iners for medical use to a given patient
(EU Patent n.0491900 - US Patent n.
5,508,499)
[2] Die Folgenden Angaben sind den vom
Anmelder eingereichten Unterla-gen en-
tnommen (DE Patentn. 197 08841A1).
[3] Tan KS, Hinberg I. “Effects of a wire-
less local area network (LAN) system, a
telemetry system, and electrosurgical de-
vices on medical devices in a hospital en-
vironment.“ Biomed Instrum Technol
2000 Mar-Apr;34(2):115-8
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Razionale ed obiettivi

Numerose patologie sono causate da mu-
tazioni puntiformi la cui identificazione

e necessaria per effettuare la diagnosi

molecolare. In alcuni casi il gene re-

sponsabile della patologia e noto ma e

comungque necessario procedere ad uno

screening molecolare usualmente con-

dotto analizzando gli esoni codificanti a

partire dal DNA genomico del paziente.

Nei casi in cui siano presenti uno o piu

geni candidatilo screening deve essere ef-
fettuato su un elevato numero di se-

quenze genomiche. L'identificazione di

una sostituzione nucleotidica necessita

inoltre di verifiche sperimentali che ne

possano confermare il ruolo patogeneti-

co. Questosi verifica in particolare nel ca-
so di mutazioni di splicing e missenso.

Inoltre, nel caso di geni espressi in tessu-

ti poco accessibili il solo materiale biolo-

gico a disposizione e il DNA genomico

del paziente e non € possibile effettuare

un'analisi di espressione.

Le mutazioni puntiformi possono coin-
volgere, con effetti patologici, regioni co-
dificanti o regioni non codificanti con
funzione regolatoria. L'effetto patogene-
tico di una sostituzione nucleotidica in
una regione codificante dipende dal do-
minio proteico interessato e dalla sosti-
tuzione aminoacidica risultante.

Per quanto riguarda le mutazioni in re-

gioni non codificanti si stima che il 15%

di mutazioni che causano patologia

nell'uomo alterino il pattern di splicing

e molte di queste sono verosimilmente lo-
calizzate a livello delle sequenze introni-

che. Le mutazioni di splicing possono

originare effetti diversi che vanno

dall'esclusione di uno o pitiesoni dal tra-
scritto all'attivazione di siti criptici al-

I'inclusione di regioni introniche nel

messaggero.

Ci proponiamo quindi di mettere a pun-

to un sistema di predizione che, a partire

daun gene di interesse, permetta di valu-

tare quale sia | 'effetto di sostituzioni nu-

cleotidiche che interessino regioni im-

plicate nella regolazione dello splicing.
A tal fine, mediante metodiche compu-
tazionali da noi in parte gia sviluppate e
applicate (Sironi et al Hum Genet, 2001;
Sironi et al FEBS Lett, 2002), € possibile
quantificare 1'efficienza di uno splice-
site valutando le probabili conseguenze
di una sua mutazione in relazione alle
caratteristiche della sequenza genomica
circostante. Intendiamo ulteriormente
affinare tali metodiche prendendo in
considerazione 'effetto di elementi mo-
dulatori esonici o intronici che possano
influenzare 1'attivita dei siti di splicing
adiacenti.

Lavalidazione dei modelli predittivi pre-
suppone la messa a punto di sistemi spe-
rimentali in vitro basati su PCR quanti-
tative (Real-time PCR).

Le metodiche piti utilizzate attualmente
per la ricerca di mutazioni puntiformi
sono rappresentate da DHPLC, DGGE,
SCCP e sequenziamento diretto; esse con-
sentono 1'analisi di sequenze non pitl
lunghe di 1000 bp, limitando quindi
I'analisi ad un singolo esone e rendendo
necessaria la reiterazione della procedu-
ra per ciascun esone codificante.

Intendiamo pertanto mettere a punto
uno strumento in grado di indirizzare
I'analisi molecolare verso quelle regioni
del gene di interesse in cui sia piti proba-
bile il verificarsi di una mutazione pato-
logica.

A questo scopo € necessario analizzare
ciascun residuo nucleotidico valutando
I'effetto di ogni possibile sostituzione sia
in termini di variazione aminoacidica
chedi effetto sul trascritto.

I primo passo & quello di stimare la pro-
babilita di mutazione di ciascun residuo
indipendentemente dall'effetto di tale
mutazione. I dati di mutazione disponi-
bili sono tuttavia affetti da una polariz-
zazione dovuta alla loro natura clinica,
in altre parole sono relativi, nella stra-
grande maggioranza dei casi, a muta-
zioni con effetto patologico in regioni co-
dificanti.
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E dunque necessario correggere le stime
tenendo conto di questa polarizzazione.
Unavolta ottenuta la probabilita di mu-
tazione (mutabilitd) e necessario deter-
minarne |'effetto. Nel caso di regioni co-
dificanti valuteremo ['affinita chimica
tra il prodotto aminoacidico wild-type e
quello mutato.

Per quanto riguarda |'effetto sul trascrit-
to utilizzeremo Support Vector Machines
(SVM) per classificarlo relativamente al-
lo splicing. Si tratta di un algoritmo di
classificazione che, oltre ad adattarsi ai
dati in ingresso, riesce a limitare i pro-
blemi derivanti da errori nelle sequenze
e dalla enorme dimensione dalle stesse.
Grazie alla base matematica che sup-
porta questo metodo e possibile 'traspor-
tare gli input dal loro spazio vettoriale in
un altro (tramite funzioni apposita-
mente studiate) dove e pit1 semplice ef-
fettuare una classificazione.

Attraverso |'analisi di parametri estratti
da una data sequenza genomica (dun-
que sia mutata che wild-type) lo stru-
mento riesce a identificare gli splice si-
tes.

Prevediamo una validazione in silico
analizzando il maggior numero possibi-
le di geni per i quali siano gia descritte
mutazioni puntiformi patologiche.

Lostep finale di questo progetto e la mes-
saapunto di un sistema integrato e alta-
mente automatizzato che fornisca al cli-
nico/biologo molecolare uno strumento
per orientare efficacemente la ricerca di
mutazioni puntiformi e 1a relativa inter-
pretazione diagnostica.
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Razionale ed Obiettivi
Risultati della prima fase

Il progetto nel corso del 2002 ha affron-
tato questi 2 punti:

1. possibilita di implementazione in am-
bito clinico in un setting riabilitativo
su soggetti di varia eta e con condizio-
ni diverse,

2. adattamento della classificazione alle
peculiarita dell 'eta evolutiva.

Attivita proposta per il presente
anno

Lafase diattuazione del presente anno ri-
guarda:

« il proseguo della partecipazione al grup-
po mondiale predisposto dall'OMS per
I'adattamento dell'ICF al bambino (eta
0 15anni).Lanostrastruttura e capofi-
ladel gruppo italiano. In questo ambito
si & avuto un primo incontro nel presen-
te anno a Washington dal 12 al 16 feb-
braio corrente mese.

« La formazione di medici e di operatori
della riabilitazione all'utilizzo della
classificazione generale e dell'adatta-
mento al bambino,

o La predisposizione di strumenti infor-
matici finalizzati alle elaborazioni sta-
tistiche,

casistica

« Lavalutazione sulle modalita di appli-
cazione dell'ICF nei flussi in corso di
predisposizione in alcune regioni atte
a monitorare |'intervento riabilitativo
(Veneto) e socio-sanitario (Campa-
nia) sulladisabilita,

« Lavalutazione sulle modalita di utiliz-
70 della classificazione per monitorare
gli interventi di assistenza sociale a sup-
porto di persone affette da disabilita cro-
niche,

« L'applicazione di ICD-10 (Internatio-
nal Classification of Diseases nella sua
decimarevisione) e dell' ICF secondo 1a
seguente griglia:

Risultati attesi nel secondo anno

« Completamento del processo di revi-
sione adattamento della versione per
I'eta evolutiva e avvio dei field trials

« Definizione della checklist perI'eta evo-
lutiva

o Implementazione dell'ICF in ambito
direportistica ufficiale sanitaria

« Miglioramento del percorso riabilitativo
attraverso una stretta correlazione fra
[.C.D.- .C.E e piano individualizzato di
trattamento riabilitativo

Definizione di una procedura informati-
ca di predisposizione di un flusso infor-
mativo fra servizi riabilitativi, Aziende
USLe Regioni.

Ambito territoriale di applicazione
Veneto Lombardia Puglia

Campania

a) eta evolutiva
Disabilita motorie
Disabilita cognitive
Disabilita relazionali
Pluridisabilita

b) eta adulta
Disabilita motorie
Disabilita cognitive
Disabilita relazionali
Pluridisabilita

BOHE HEEEXT
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Obiettivi intermedi del secondo
anno

La ricerca si basa sulla applicazione del-
laclassificazione, nelle sue varie compo-
nenti (funzioni e struttura del corpo, atti-
vita e partecipazione, fattori contestuali
ambientali e personali), sia all'inizio
chealla fine del trattamento riabilitativo
per:

v verificare 1'applicabilita della tasso-
nomia all'ambito riabilitativo ospe-
daliero ed extra-ospedaliero

v individuare le migliori strategie di ap-
plicazione della tassonomia ICF nei di-
versi contesti

« mettere a punto un programma di ad-
destramento degli operatori coinvolti
nella applicazione della tassonomia
sia all'interno dell'Istituto che
all'esterno le modificazioni registrate
dalla tassonomia ICF

v definire di linee di correlazione fra:
I.C.D., I.C.E, piano individualizzato di
trattamento, necessita di interventi di
assistenza integrativa e sociale
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eStudio della complessita fenotipica
delle epilessie attraverso un approccio
integrato di genetica, biochimica e
farmacogenetica

e Studio della funzione dell'Huntingti-

nain Drosophilae in neuroni di mam-
mifero

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



RICERCHE MINISTERIALI FINALIZZATE 2003 - (RAZIONALI)

STUDIO DELLA COMPLESSITA
FENOTIPICA DELLE EPILESSIE:
ATTRAVERSO UN APPROCCIO
INTEGRATO DI GENETICA, BIOCHIMICA
E FARMACOGENETICA

Prof. Emilio Clementi
e-mail: eclementi@bp.Inf.it

Linea di Ricercan. 5
Neurobiologia

Tipo di Ricerca: Finalizzata

Periodo di svolgimento
Dal 10/12/03 al09/12/05

Polo Scientifico: Bosisio Parini

Unita Operative e Collaborazioni
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Bosisio Parini (LC)
NR1 Neuroriabilitazione 1

IRCCS “Stella Maris” - Pisa
Ospedale Fatebenefratelli e Oftalmico
Milano
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Milano
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Lab. Biologia Molecolare

Universita degli Studi Federico IT
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Obiettivi

L'obiettivo generale ¢ studiare gli even-
tuali fattori ed i co-fattori che, insieme al-
le mutazioni genetiche gia descritte a ca-
rico di geni noti, concorrano a determi-
nare la complessita fenotipica osservata
nelle sindromi epilettiche famigliari,
condizionandone la eventuale resisten-
za ai farmaci. A questo obiettivo concor-
re l'identificazione di eventuali nuove
mutazioni di geni noti o nuovi geni ma-
lattia.

Motivazione e obiettivo finale del
programma

I meccanismi fisiopatologici alla base
delle sindromi epilettiche sono ancora
non definiti e le attuali classificazioni so-
no costruite sulla scorta delle manifesta-
zioni cliniche principali. Dati recenti in-
dicano per molte sindromi epilettiche
I'esistenza di mutazioni specifiche in ca-
nali di membrana per ioni (canali vol-
taggio-dipendenti al sodio, potassio, clo-
10) 0 in recettori canale (gabaergicie ni-
cotinici), o in proteine che portano a le-
sioni estese, con malformazione, della
corteccia cerebrale. Queste osservazioni
hanno portato ad una classificazione
“alternativa” delle epilessie sulla base
del difetto genetico sottostante. Tuttavia,
nella maggioranza dei casi, uno stesso
difetto genetico puoesitarein quadrife-
notipici anche molto diversi tra loro, an-
che all'interno della stessa famiglia. Un
ulteriore livello di complessita & legato
al fatto che molti dei pazienti affetti da
sindrome epilettiche (il 30 % di quelle su
base familiare) presenta farmacoresi-
stenza, non chiaramente correlata alla
manifestazione clinica principale, o al
difetto nel gene malattia.. Le ragioni di
questa non corrispondenza tra quadro
clinico, background genetico e resisten-
za ai farmaci non sono note. Una ipotesi
ragionevole € che alla complessita feno-
tipica delle sindromi epilettiche concor-
rano geni di suscettibilita, cioe geni che,
se mutati, portano all'espressione di pro-

teine dalla alterata funzione.

La combinazione degli effetti biologici

di queste proteine mutate con quelli do-

vuti al difetto nel gene malattia potreb-

bero originare una ampia varieta di alte-

razioni nella fisiologia cellulare, possi-

bilmente alla base della complessita del-

la presentazione clinica delle sindromi

epilettiche. L'obiettivo che ci proponia-

mo di raggiungere € studiare gli even-

tuali geni di suscettibilita che, insieme al-
le mutazioni genetiche gia descritte a ca-

rico di geni noti, concorrano a determi-

nare la complessita fenotipica osservata

nelle sindromi epilettiche famigliari,

condizionandone la eventuale resisten-

za ai farmaci. A questo obiettivo concorre

I'identificazione di eventuali nuove muta-
zioni di geni noti o nuovi geni malattia.

Criteri ed indicatori per la verifica

dei risultati finali raggiunti

[l criterio che guidera tutto lo studio e sa-

ra indicatore della bonta dell'approccio

seguitosaral'identificazione di una asso-
ciazionesignificativa tra mutazioni a ca-
rico di geni noti e non noti, inclusi even-

tuali geni di suscettibilita, e quadro cli-

nico. Ulteriore criterio sara la verifica de-

gli effetti biologici delle mutazioni iden-

tificate in modelli cellulari in vitro.

Obiettivi intermedi previsti

1. Selezione della casistica ed analisi di
mutazione e correlazione genotipo-
fenotipo

2. Costituzione di biobanche da pazienti
con forme selezionate delle patologie
inesame

3. Analisi di SNP associati a geni diretta-
mente o indirettamente coinvolti nel-
lesindromi epilettiche, sceltisullaba-
se delle possibili alterazioni nella fun-
zionalita cellulare ipotizzabili in base
sia alla mutazione nel “gene malat-
tia” sia ai dati clinici, inclusa la possi-
bile farmacoresistenza.

4. Realizzazione di modelli cellulari ed
animali per la caratterizzazione fun-
zionale delle nuove mutazioni identi-
ficate nello studio genetico e clinico de-
scrittoin 1e2.
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Criteri e indicatori per la verifica
dei risultati intermedi raggiunti

1.analisi del quadro clinico e dell'even-
tuale profilo di farmacoresistenza

2.analisi di linkage oppure di esclusione
diloci (eventualmente gia noti) in ba-
se al tipo e dimensione della famiglia
stessa ed identificazione di mutazioni.

3.isomorfismo tra quadro clinico-
strumentale e gli ipotizzabili effetti cel-
lulari e tissutali di mutazioni in geni
specifici.

Metodologia
WPL: caratterizzazione della casistica.

La casistica di pazienti affetti dalle se-
guenti patologie: Epilessie tipo sindro-
me di West criptogenica; Epilessie tipo
“mioclonica severa”; Epilessie geneti-
che tipo BENC, BFIC, ADNFLE e GEFS;
Epilessie familiari non riconducibili a
sindromi note; Epilessie sintomatiche
associate a malformazioni dello svilup-
po corticale su base genetica; Ritardo
Mentale familiare (X-linked) sindromi-
coverraselezionatadalle U01,2,3 4,5,6.

Per tutti i soggetti reclutati, e per ogni al-
tro membro affetto della famiglia si ese-
guira’ un prelievo di sangue per estra-
zione, stoccaggio di DNA e per il dosag-
gio dei neurotrasmettitori plasmatici
(glutammato e GABA) mediante HPLC.
La casistica selezionata verra sottoposta
ad analisi di mutazione per i geni re-
sponsabili delle forme di epilessia speci-
fiche rispetto alla diagnosi clinica.

Nei pazienti con epilessia familiare non
riconducibile ad una forma genetica-
mente nota verra condotto uno studio di
linkage oppure di esclusione in base alle
dimensioni e caratteristiche della fami-
gliae dellaforma di epilessia in esame.

WP2: Modelli animali e cellulari di epi-
lessia

Si genereranno modelli sperimentali per:
i) STK9; ii) KCNQ2; iii) una specifica

mutazione in KCNQ2 da noi identifica-
ta, associata ad un un fenotipo clinico
complesso con variabilita intrafamiliare
possibilmente legata ad un'alterata ome-
ostasi del calcio; iv) nuove mutazioni in
geni malattia o in altri geni coinvolti in
epilessia (identificati come da WP 1), o
in geni di suscettibilita (identificati co-
me da WP4). Lo studio delle mutazioni
riscontrate si avvarra di modelli cellulari
di espressione eterologa della proteina
mutata (oociti di X. laevis microiniettati
conil cRNA trascritto in vitro; cellule di li-
nee neuronali trasfettate con il cDNA di
interesse; UO7 ed 8). Si studieranno in
particolare i seguenti parametri: resi-
stenza alla morte cellulare per apoptosi
0 eccitotossicitada glutammato, ruolo
del nitrossido (UOG e 7); espressione di
geni pro ed antiapoptotici, funzionalita
mitocondriale, espressione di MAP chi-
nasi attivate dallo stimolo eccitotossico
(U06); capacita di differenziare verso
un fenotipo neuronale; attivita ed
espressione dei trasportatori per il glu-
tammato e loro regolazione farmacolo-
gica (UOG e 7). Le proprieta funzionali
dei canali voltaggio dipendenti e ligan-
do dipendenti saranno studiate median-
te tecniche elettrofisiologiche (voltage- e
patch-clamp; UO 8) e biochimiche (we-
stern blotting ed immunoprecipitazio-
ne; U07). Il ruolo funzionale delle subu-
nita KCNQ2 verra approfondito in un
modello murino di ablazione del gene
KCNQ2 disponibile nel laboratorio dell'
U08.

WP3: preparazione di una biobanca.

Dal sangue di individui affetti prove-
nienti da famiglie con forme di epilessia
interessanti da un punto di vista clinico
o genetico si isoleranno cellule linfobla-
stoidi che verranno immortalizzate con
virus di Estein Barr secondo la classica
procedura e conservate, dopo espansio-
ne,a-135C. Dalle linee cosi generate ver-
ra preparato RNA per eventuali studi di
espressione di geni specifici (U0 7).

WP4: analisi per polimorfismi a singola
base (SNP).

[ geni scelti in base alle caratteristiche in-
dicate nell'obiettivo 5 verranno analiz-
zati per la presenza di SNP utilizzando il
sito web http;//www.ncbi.nih.gov/SNP/.
Per ciascuno degli SNP selezionati verra
sintetizzata una coppia di primers con il
quale si amplifichera il DNA di pazienti
suddivisi in base alle caratteristiche cli-
niche inclusa la farmacoresistenza
(U07).

Trasferibilita dei risultati e dei pro-
dotti

[ risultati generati da questo progetto per-
metteranno di tradurre in termini fun-
zionali informazioni genetiche, e quindi
di legare risultati della ricerca di base
con aspettative della medicina clinica. Si
otterranno informazioni sul significato
funzionale di geni la cui sequenza & no-
ta ma la cui funzione rimane ignota, e,
sulla base delle informazioni ottenute in
modelli animali e cellulari, sara possibi-
le verificare la organizzazione funzio-
nale degli stessi processi nell'uomo. La
dissezione del meccanismo patogeneti-
co alla base della patologia epilettica, e
la verifica del coinvolgimento in queste
patologie di alterazioni della eccitabilita
neuronale e della morte cellulare pro-
grammata rappresenta la base per la pos-
sibile formulazione di strategie terapeu-
tiche innovative. In quest'ottica sara
estremamente importante anche lo stu-
dio delle basi genetiche della farmacore-
sistenza.

L'estensiva analisi molecolare su pa-
zienti con epilessia, la possibile identifi-
cazione di pattern mutazionali specifici
o di nuovi geni-malattia, si tradurra in
una ottimizzazione quali-quantitativa
del procedimento diagnostico in questa
classe di malattie. La diffusione dei risul-
tati conseguiti avverra attraverso la pub-
blicazione su riviste internazionali ed at-
traverso la comunicazione a congressi
scientifici.
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Base di partenza scientifica nazio-
nale o internazionale

Le sindromi epilettiche sono disturbi a

variaeziologia, con manifestazionie pro-
gnosi eterogenee, molte delle quali han-

no base genetica (1). L'analisi di fami-

glie con pit membri affetti da differenti

tipi di epilessia suggerisce pattern di ere-

ditarieta non solo monogenica ma an-

che oligo- 0 poligenica. Tra i fattori inte-

ressati possono essere coinvolti anche ge-
ni di suscettibilita, la cui esistenza e stata

recentemente provata.

Mutazioni di recettori gabaergici sono
stati identificati in diverse forme di epi-
lessie associate a convulsioni febbrili
(GEFS+) (2). Le GEFS+ sono un tipico
esempio di patologia complessa caratte-
rizzata dalla compresenza all'interno
della stessa famiglia di tipi epilessie sia
generalizzate che focali. Gli studi finora
condotti indicano che la complessita del-
la patologia puo essere correlata ad un'-
ereditarieta oligogenica essendo state ri-
portate anche mutazioni in subunita di
canali al sodio della famiglia SCNA (1).

Un altro gruppo di epilessie genetiche, le

convulsioni famigliari neonatali beni-

gne (BFNC), sono associate a mutazioni

insubunita di canali al potassio KCNQ2-

KCNQ3.1dati di letteratura piti recenti di-
mostrano che anche in questa sindro-

me, in associazione alle tipiche convul-

sioni neonatali, si possono osservare al-

tri differenti fenotipi epilettici (3).

Nelle altre forme di epilessia a carico di
canali noti finora, quali I'epilessia not-
turna del lobo frontale (ADNFLE) con
trasmissione autosomica dominante, do-
vuta a mutazioni in geni CHRNA4 e B2,
non si nota unaestrema variabilita feno-
tipica. Lo stesso dicasi per le quattro for-
me pill comuni di epilessie generalizza-
te: epilessie-assenze dell'infanzia e
dell'adolescenza, epilessia mioclonica
giovanile ed epilessia con crisi di grande
male al risveglio, che sono associate a
mutazioni nei geni codificanti per i ca-
nalialcloro (1).

Anche mutazioni in geni codificanti per
proteine che non svolgono funzione di
canale possono essere responsabili di
quadri epilettici complessi non spiegati
dallasingola mutazione.

Nella sindrome di West X-linked sono sta-
ti ad ora identificati due geni, STK9 che
codifica per unaserin-treonin kinasi im-
plicata nella regolazione della plasticita
sinaptica neuronale, ed ARX, un gene
omeotico che codifica per una proteina
implicata nella migrazione neuronale
tangenziale. Il quadro e ulteriormente
complicato dall'osservazione che muta-
zioni in ARX sono coinvolte anche
nell'epilessia mioclonica associata aspa-
sticita e ritardo mentale, in varie forme
di ritardo mentale sindromico e non sin-
dromico, e nelle lissencefalie associate ai
genitali ambigui.

Complessita fenotipica compare anche
in epilessie secondarie a malformazioni
cerebrali di origine genetica, quali lis-
sencefalia ed eterotopia, dovute 2 muta-
zioni genetiche in geni che codificano
per proteine coinvolte nei fenomeni di
migrazione neuronale: LIS1, DCX,
FLN1,FCMD e RELN (4).

Infine, la complessita fenotipica potreb-
be essere accresciuta anche da alterazio-
ni nei sistemi fisiologici di omeostasi del
sistema di neurotrasmissione, come e'
stato dimostrato in pazienti affetti da epi-
lessie parziali e generalizzate con altera-
zioni dei livelli plasmatici di neurotra-
smettitori tra cui il glutamato. Questi da-
tisono compatibili con la presunta pato-
genesi multifattoriale di questa malat-
tia.

La complessita e |'eterogeneita dei fatto-
ri coinvolti nella sindrome epilettica, &
ulteriormente rafforzata dall'osserva-
zione che il 30% delle epilessie su base fa-
miliare mostra farmacoresistenza.

Oltre ai geni per la multidrug resistance
anche geni di suscettibilita potrebbere es-

sere implicati in questi fenomeni.

1.Scheffer, T and Berkovic, S.E. Trends
Pharmacol. Sci. 24: 428-433, 2003

2.Wallace R.H.etal.,Nat. Gen. 28: 49-52,
2001

3.5ingh N.A.Nat. Gen. 18:25-29,1998

4 .Kato M. and Dobyns W. B. Hum. Mol.
Gen. 12: R89-R96, 2003

Articolazione

La ricerca si sviluppera nel corso dei due
anni.

La parte clinica del progetto verra avvia-
ta fin dal primo anno e proseguira poi
nel successivo. Consistera nella selezio-
ne di pazienti in base al quadro clinico,
neurofisiologico e neuroradiologico al
fine di individuare le sottopopolazioni
daindirizzare ad un eventuale studio ge-
netico. In particolare verranno selezio-
nati soggetti affetti da epilessie tipo sin-
drome di West criptogenica; epilessie ti-
po “mioclonica severa”; epilessie gene-
tiche tipo BENC, BFIC, ADNFLE e GEFS;
epilessie familiari non riconducibili a
sindromi note; epilessie sintomatiche as-
sociate a malformazioni dello sviluppo
corticale su base genetica; ritardo men-
tale familiare (X-linked) sindromico. In
questa fase saranno principalmente co-
involtele U0 1,2,3,4,5,6. Unostretto con-
fronto tra le diverse UO con compiti cli-
nici risulta prerequisito indispensabile
alla successiva riuscita del progetto.

Allo scopo verra attuato un coordina-
mento presieduto dall'UO1 in quanto si-
ta nello stesso Istituto dell'UO7 princi-
palmente responsabile della successiva
caratterizzazione genetica. Per quest'ul-
tima saranno svolti studi di correlazione
genotipo-fenotipo al fine di valutare |'as-
sociazione fra le mutazioni identificatee
la variabilita fenotipica. Sara svolta
un'attenta caratterizzazione clinica e
strumentale dei pazienti studiati in mo-
do da permettere una valutazione del fe-
notipo e dell'eventuale farmaco-resi-
stenza.
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Alloscopo, in tutti i soggetti reclutatisi re-
alizzera analisi di mutazione per i geni
responsabili delle forme di epilessia spe-
cifiche rispetto alla diagnosi clinica; nei
pazienti con epilessia familiare non ri-
conducibile ad una forma geneticamen-
te nota verra condotto uno studio di lin-
kage oppure di esclusione in base alle di-
mensioni e caratteristiche della famiglia
edellaformadiepilessia in esame.
L'analisi genetica sovraesposta verra
condotta dalle UO 2 e 7 sui campioni di
sangue inviati dalle UO 1,2,34,5,6.
Questa analisi genetica, insieme alla va-
lutazione del quadro clinico, permettera
di selezionare quei pazienti dai quali si
prepareranno linee cellulari immorta-
lizzate da linfociti. L' organizzazione e 1a
conservazione di questa biobanca avver-
rapressol'U07.

La validazione attraverso modelli cellu-
lari e animali iniziera anch'essa nel pri-
mo anno. Durante il primo semestre ini-
ziera lo studio relativo alle caratteristi-
che funzionali di mutazioni di gia iden-
tificate in particolare a carico dei canali
al potassio. Questo studio si protrarra per
18 mesi. In particolare programmiamo
di eseguire un approccio integrato di tec-
niche di biologia molecolare, elettrofi-
siologia, biochimica delle proteine, e far-
macologia per chiarire perché e con qua-
li meccanismi tali mutazioni sono re-
sponsabili della malattia. Inoltre, dal
momento che, oltre ad un alterato fun-
zionamento di subunita correttamente
processate ed inserite in membrana, mu-
tazioni di canali ionici possono alterare
I'espressione in membrana della protei-
na, interferendo con il complesso mec-
canismo di ripiegamento, maturazione,
assemblaggio e traffico verso la mem-
brana, ci proponiamo di dotarci degli
strumenti (anticorpi, cDNASs, costrutti va-
ri, proteine di fusione, . . .) necessari stu-
diare il traffico intracellulare delle subu-
nita, cosi come alterazioni di questo pos-
sano essere indotte dalle mutazioni ri-
scontrate.

Lo studio verra condotto principalmente
dall'U08 in collaborazione con 1a UO7.

Alterati livelli di neurotrasmettitori, in
particolare del glutammato, sono stati
dimostrati a livello plasmatico in mo-
delli animali di epilessia ereditaria, in
pazienti affetti da epilessie parziali e ge-
neralizzate e nei loro familiari di primo
grado. Nel secondo semestre del primo
anno iniziera lo studio, che si protrarra
per 12 mesi, sulla funzionalita cellulare
di glutammato e GABA e della funziona-
lita dei loro trasportatori da utilizzarsi
come possibili indicatori periferici di di-
sfunzione dei relativi sistemi neurotra-
smettitoriali a livello centrale. Questi stu-
diverranno condotti principalmente dal-
1aU06 in collaborazione conla UO7.

Nel secondo anno avverra lo studio delle
mutazioni di nuova identificazione pos-
sibilmente emerse dagli studi di correla-
zione genotipo-fenotipo, ivi inclusi i ge-
ni di suscettibilita e quelli eventualmen-
te coinvolti nella farmaco resistenza.

Lo studio avverra utilizzando una o pit
linee cellulari di derivazione neuronale.
Si studieranno sia aspetti biochimici,
che elettrofisiologici come descritto nel
WP2. Questi studi verranno condotti in
stretta coordinazione nelle U0 6,7,8.

Nei modelli cellulari portatori di muta-
zioni responsabili di epilessia familiare
verranno analizzate inoltre 1'attivita e
I'espressione dei trasportatori di glu-
tammato (la cui presenza e gia stata di-
mostratadal nostro gruppo in linee di ne-
uroblastoma umano SH-SY5Y), nonché
laloro regolazione farmacologica. Verra
inoltre studiata la funzionalita mito-
condriale, I'attivazione di pathways pro
ed antiapoptotici e di proteine apparte-
nenti alla famiglia delle MAP-kinasi (in
particolare p38 e JNK). Tali parametri
verranno analizzati sia a livello basale,
che dopo esposizione delle cellule a sti-
moli eccitotossici e/o eccitoprotettivi.
Questi studi verranno condotti essen-

zialmente dall'U06.

Lostudio del prodotto della proteina mu-
tata nel suo contesto naturale neuronale
e un passo di fondamentale importanza
per la caratterizzazione delle conse-
guenze funzionali indotte da mutazioni
responsabili di canalopatie neurologi-
che umane. Pertanto, oltre all'espres-
sione in cellule non-neuronali, ci pro-
poniamo, nel secondo anno, di allestire
colture neuronali embrionali o post-
natali da specifici ceppi di topi genetica-
mente-modificati e mancanti dell'espres-
sione costitutiva alcuni dei geni mutati
nei quadri sindromici epilettici di inte-
resse genetico clinico. In tali neuroni
sprovvisti del gene d'interesse, le protei-
ne mutate potranno essere reintrodotte
utilizzando tecniche di espressione ete-
rologa mediante vettori virali o non-
virali. Questi studi verranno condotti es-
senzialmente dall'UO8.

Output del programma

Il programma prevede di generare i se-
guenti elementi utili alla comunita
scientifica.

1. Pubblicazione di lavori scientifici,

2.un migliorinquadramento clinico del-
le sindromi epilettiche ed una mag-
gior conoscenza dei meccanismi pato-
genetici attraverso la definizione di
protocolli di analisi sistematica delle
sindromi epilettiche,

3. Generazione di una biobanca cellula-
re e di mRNA da pazienti con sindro-
me epilettica da utilizzarsi al fine di
studi di espressione dei singoli geni co-
involti.
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STUDIO DELLA FUNZIONE
DELL'HUNTINGTINA IN DROSOPHIIAE
IN NEURONI DI MAMMIFERO

Dr.Andrea Daga
e-mail: daga@unipd. it

LineadiRicercan.5
Neurobiologia

Tipo di Ricerca: Finalizzata

Periodo di svolgimento
Dal 10/12/03 al09/12/05

Polo Scientifico: Conegliano

Unita Operative e Collaborazioni
Universita degli Studi di Milano
IRCCS “E.Medea” di Conegliano

Obiettivi

Cisi propone di identificare le funzioni e
i bersagli molecolari ancora ignoti della
httnormale allo scopo di descrivere qua-

li di questi vengono modificati o alterati
dalla presenza della mutazione.

Motivazione e obiettivo finale del
programma

Gli obiettivi di questo progetto sono:

1. comprensione delle funzioni della
huntingtina normale

2. un'analisi genomica basata sull'uso
di DNA microarrays per 1'identifica-
zione di geni che interagiscono con D-
htt

Criteri ed indicatori per la verifica
dei risultati finali raggiunti

Pubblicazioni

Linee cellulari ed animali utilizzabili
per lo studio della huntingtina umanae
di Drosophila

Identificazione di geni che collaborano
allafunzione della huntingtina

Obiettivi intermedi previsti

Pubblicazioni e comunicazioni a con-
gressi

Generazione di alleli “loss and gain of
function” per il gene huntingtina di
Drosophila.

Determinazione della funzione del-
I'huntingtina di Drosophila

Determinazione della funzione del-
I'huntingtina di mammifero

Criteri e indicatori per la verifica dei ri-
sultati intermedi raggiunti

[ risultati intermedi (1° anno di attivita)
saranno verificati in un incontro tra le
unita, nell'ambito del quale saranno pre-
sentati i dati sperimentali ottenuti. Tali

dati saranno quantificabili come nume-
ro di abstracts da sottomettere a Con-
gressi, eventuali manoscritti in prepara-
zione o gia inviati per la pubblicazione,
applicazioni per brevetti.

Metodologia

Saranno generate Drosophilae transge-
niche che sovraesprimono la htt norma-
le e Drosophilae transgeniche nelle qua-
li I'espressione della htt é stata elimina-
ta, e 1'analisi molecolare e genetica dei
fenotipi osservati negli animali transge-
nici. La funzione della huntingtina sara
studiata utilizzando le numerose tecni-
che genetiche e molecolari che la Droso-
philaoffre. In particolare gli obiettivi pre-
fissi sono:

Dla generazione di alleli “loss of fun-
ction” nel gene htt di Drosophila per ca-
pire quali processi cellulari siano dan-
neggiati dalla mancanza della proteina
da esso codificata. Questi alleli saranno
generati preferenzialmente utilizzando
latecnologia della “RNA interference”.

2)la generazione di alleli “gain of fun-
ction”, ovvero |'analisi delle conseguen-
ze dovute alla sovraespressione della
huntingtina. Numerosi studi hanno in-
fatti dimostrato come spesso sia possibile
interferire con il processo biologico in
cui un gene ¢ coinvolto semplicemente
producendo in vivo una quantita di pro-
dotto genico molto pill elevata del nor-
male. Anche in questo caso, eventuali fe-
notipi osservati potranno aiutare a col-
locare la htt in un particolare processo
biologico.

Inoltre, la disponibilita dell'intera se-
quenza del genoma di Drosophila con-
sentira un'analisi genomica basata sul-
1'uso di DNA microarrays, per scoprire i
geni la cui espressione & modificata in
conseguenza alle variazioni dell'attivi-
tadella D-htt causate nell'‘animale in vi-
vo dalle mutazioni da noi generate.

I geni cosi identificati possono a buon di-
ritto essere considerati importanti per la
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funzione del gene di nostro interesse, ed
eventuali omologhi presenti nel geno-
maumano potrebbero rappresentare nu-
ovi geni candidati alla modulazione del
fenotipo Huntington.

Saranno utilizzate linee cellulari di topo
normale ottenute immortalizzando cel-
lule primarie prelevate da nucleo striato
di cervello di topi wild-type allo stadio
embrionale E18; queste cellule hanno
quindi due copie di huntingtina norma-
le, ciascuna con 7 ripetizioni CAG tipi-
che del gene di topo. Sono inoltre dispo-
nibili cellule di unalinea striatale di rat-
to, cellule ST14A, che esprimono anti-
geni e caratteristiche di neuroni striatali
nelle quali I'htt sana e presente nella do-
se allelica normale. Entrambe queste li-
nee cellulari verranno usate come siste-
ma per indagare il ruolo della htt wild-
type nel tessuto cerebrale di mammifero,
mentre fibroblasti di topo NTH3T? costi-
tuiranno un sistema per il suo ruolo nel
tessuto periferico. Mediante tecnica del-
I'RNA interference si induce in esse de-
gradazione dell'mRNAdella htt.
L'avvenuta deplezione del prodotto pro-
teico verra valutata mediante la tecnica
diwestern blot.

Le cellule che presentano deplezione
dell'htt al western blot; (II) I'espressione
del gene REST (mRNA) mediante PCR
semiquantitativa radioattiva e la distri-
buzione nucleo/citoplasmatica della
proteina corrispondente mediante we-
stern blot e immunocitochimica seguita
da analisi al microscopio confocale;
(IIT) 1'attivita della via apoptotica ca-
spasi dipendente mediante TUNEL assay.

Per quanto riguarda il modello cellulare
di RNAi in mammifero, da queste cellule
verra estratto ['mRNA totale e usato per
ibridare vetrini microchip su cui sono le-
gate tutte le sequenze espresse di topo no-
te e ignote (CDNA). La quantita di tra-
scritto prodotto per ogni singolo gene
nelle cellule deplete della huntingtina
verra analizzato e comparato con la
quantita corrispondente nella cellula

non trattata mediante analisi statistica.
Sara data particolare attenzione soprat-
tutto ai prodotti genici che risulteranno
differenzialmente espressi, in dipenden-
zadellamancanza dell'huntingtina nor-
male, tramammiferi e drosophila.

Trasferibilita dei risultati e dei pro-
dotti

E noto che i risultati dell'analisi dei mi-
croarray sia in Drosophila che nei mam-
miferi sono in grado di fornire un ampio
background di dati utilizzabili come
punti di partenza per ulteriori approfon-
dite analisi; questo potra ampliare le ri-
cerche sulla malattia di Huntington e di
conseguenza il materiale di supporto
per gli approcci farmacoterapeutici.
Inoltre i modelli di Drosophila che ver-
ranno prodotti sono innovativi e, poiche
e stato dimostrato piti volte che il mosce-
rino della frutta rappresenta una tappa
evolutiva chiave per lo studio della fun-
zione di un prodotto genico, questi mo-
delli animali potranno essere di grande
utilita per tutti gli studi futuri sulla pro-
teina huntingtina.

Base di partenza scientifica nazio-
nale o internazionale

La Corea di Huntington e una malattia
neurodegenerativa trasmessa genetica-
mente come carattere dominante ad in-
sorgenza ritardata e variabile. Il gene re-
sponsabile della malattia & noto e pro-
duce unaproteina ubiquitaria chiamata
huntingtina (htt). Nei soggetti affetti da
corea di Huntington € presente un'elon-
gazione del tratto poliglutaminico pre-
sente nella proteina normale. La htt mu-
tata quindi differisce dalla proteina nor-
male per la lunghezza del tratto poliglu-
taminico codificato dalla tripletta CAG.
Da questo punto di vista 1a Corea di
Huntington condivide lo stesso mecca-
nismo mutazionale rilevato in altre 8
malattie neurodegenerative (SCA 1,2, 3,
6,7,17,DPRLA, SBMA) pur presentando

un fenotipo specifico e distintivo. Gio che
distingue le diverse malattie da espan-
sione di CAG ¢ la proteina nella quale &
presente ['espansione. La funzione nor-
male delle proteine implicate nelle ma-
lattie da espansione di CAG & per lo pit
ignota: questo pone un ostacolo impor-
tante al chiarimento dei meccanismi pa-
togenetici e allo studio di possibili strate-
gie terapeutiche (La Spada AR & Taylor
JP.Neuron 38: 681-684,2003).

La conseguenza della mutazione nella
htt e 1a degenerazione dei neuroni stria-
tali che proiettano al globo pallido late-
rale e alla parte reticolata della substan-
tianigra.

La dominanza genetica della malattia e
evidenze sperimentali indicano che la
malattia e verosimilmente provocata da
una “gain of function” da parte della
proteina mutata. Recenti studi suggeri-
scono tuttavia che anche la modifica del-
la funzione della htt normale, come la
perdita della funzione neuroprotettiva,
possa costituire un meccanismo patoge-
netico importante. Precedenti studi sul-
la htt normale hanno dimostrato che
una possibile funzione fisiologica
dell'htt & promuovere la sopravvivenza
cellulare (Rigamonti et al., 2000 e
2001). Inoltre la htt normale supporte-
rebbe 1a produzione di un BDNF (Brain-
Derived Neurotrophic Factor), un fattore
neurotrofico essenziale per la sopravvi-
venza dellostriato (Zuccatoetal., 2001).

Dato che spesso la ricerca della funzione
di prodotti genici e difficile negli anima-
li superiori, in questo progetto useremo
un modello animale di indagine pit
semplice, la Drosophila Melanogaster,
che servira da riferimento per studi che
successivamente verranno condotti in
modelli murini di patologia o nel pa-
ziente. La Drosophila é stata largamente
utilizzata come modello per lo studio di
malattie neurodegenerative. In partico-
lare, € stato osservato che in Drosophila
I'espressione di poliglutamina e di htt
contenente un numero patologico di re-
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sidui glutaminici puo causare degene-
razione neuronale e che questa degene-
razione presenta caratteristiche istopa-
tologiche analoghe a quelle di modelli
di mammifero di Corea di Huntington.
Inoltre, il modello in Drosophila di
Corea di Huntington é stato sfruttato con
successo per identificare geni che posso-
no influenzare positivamente o negati-
vamente la neurodegenerazione causa-
tada poliglutamina.

Il modello animale in Drososphila po-
trebbe ora essere sfruttato per approfon-
dire il ruolo fisiologico della htt norma-
le, e per identificare le molecole coinvol-
te nelle vie metaboliche nelle quali htt e
attiva. Lo sviluppo contemporaneo di si-
mili studi in cellule striatali umane per-
metterebbe poi di poter disegnare con
maggior precisione i parallelismi tra fun-
zione svolta dalla htt nel moscerino e nei
mammiferi.

Articolazione

1 progetto proposto prevede la collabo-
razione di 2 Unita Operative, entrambe
con una notevole esperienza e ampie
competenze in biologia molecolare e ge-
netica, in particolare nella creazione ed
analisi di modelli animali di malattie ge-
netiche umane. L'Unita Cattaneo, inol-
tre, rappresenta uno dei gruppi di ricerca
pill conosciuti a livello internazionale
per quanto riguarda gli studi sul-
I'huntingtina.

Ruolo di ogni Unita Operativa nella rea-
lizzazione del progetto:

IRCCS “E. Medea” Polo di Conegliano: il
contributo di questa U.0. sara la genera-
zione di alleli “gain of function e loss of
function” per 1'huntingtina di Droso-
phila; I'analisi molecolare e genetica dei
fenotipi prodotti da tali alleli.

U.0. Cattaneo: il contributo di questa
U.0. sara: lo studio delle conseguenze
della modulazione della espressione di
htt in cellule di Drosophila e in linea
striatale murina mediante soppressione
(RNAI) o sovraespressione; caratterizza-
zione dei modelli cellularie animalia li-
vello morfo-fisiologico e biochimico-
molecolare e identificazione dei bersagli
molecolari dell'huntingtina normale
nei modelli animali e cellulari prodotti.

La comparazione dei risultati ottenuti
con i due approcci permettera una visio-
ne in prospettiva filogenetica della fun-
zione della htt e delle vie metaboliche
nelle quali essa gioca un ruolo chiave.

Output del programma

1) Linee transgeniche di Drosophila con

livelli modulati di espressione di D-
htt

2) Linee cellulari murine striatali con li-
velli modulati di espressione di htt

3) Anticorpi anti D-htt

4) Geni identificati come interagenti
conD-htt
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Unita Operative IRCCS “E. Medea”

RICERCHE - in ricerche Capofila altri Enti

MINISTERI AL o Lariabilitazione del bambino con ma-
lattie neurovegetative - Capofila IRCCS

MALATTIE Bambin Gesti - U.0. Medea Polo Scien-

tifico di San Vito al Tagliamento - Re-

N EURODEGENERATIVE sponsabile dott.ssa Monica Cazzagon

o1l ruolo della diagnosi precoce nel-

EX-ARTICOLO 56 LEGGE I'evoluzione del disturbo cognitivo del-

FINANZ. 200 3 le demenze e nella valutazione della ri-
sposta ai trattamenti: strategia integra-

(RAZIONALD tafinalizzata alla validazione di proto-
colli innovativi diagnostico-terapeu-
tici - U.0. Medea - Polo Scientifico di
Bosisio Parini - Capofila IRCCS S. Lucia
Responsabile prof. Carlo Ferrarese

« Studio multidisciplinare in alcune ma-
lattie neurodegenerative con demenza:
diagnosi precoce ed evoluzione clinica,
neuroimaging, trattamenti terapeutici
farmacologici e validazione dei per-
corsi riabilitativi motori e cognitivi, ri-
cerche eziopatogenetiche biologico-
molecolari nell'vomo e in modelli ani-
mali - Capofila IRCCS Don Gnocchi -
U.0. Medea - Polo Scientifico di Bosi-
sioParini - Responsabile prof. Carlo
Ferrarese
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LA RIABILITAZIONE DI BAMBINI CON

MAIATTIE NEURODEGENERATIVE
(IN PARTICOLARE SINDROMI ATASSICHE
E DISTONICHE):

PROTOCOLLI DI VALUTAZIONE E
RIEDUCAZIONE FUNZIONALE PER
REINSERIMENTO SOCIALE

Ente Capofila: Trccs Bambin Gesl
Roma

Responsabile del progetto
Dr. Di Rosa Giuseppe

Unita Operativa
Irces Eugenio Medea
Polodi Pasian di Prato

Dr.ssa Monica Cazzagon
e-mail: monica.cazzagon@pp.Inf.it

Linea di Ricercan. 2
Riabilitazione neuromotoria
e neuropsicologia funzionale

Tipo di Ricerca
Malattie Neurodegenerative
exart 56 legge finanziaria 2003

Periodo di svolgimento: 2005 - 2007

Polo scientifico
San Vito al Tagliamento (Pn)

Obiettivo finale del contributo al
programma dell'U.0. IRCCS “E.
Medea”

Obiettivo finale del contributo del
programma

Revisione e analisi della letteratura
scientifica relativa alle procedure di valu-
tazione e di trattamento dei disturbi del-
lastabilita (equilibrio) posturale neisog-
getti in eta evolutiva con quadri di alte-
razione funzionale o strutturale del
SN.C.

Definizione di profili posturografici del
controllo posturale in stazione eretta dif-
ferenziati per sesso e per eta dai 3 ai 12
anni con scansioni annuali per ottenere
delle curve normative confrontabili con
quelleriportate in letteratura.

Stesura di un protocollo di valutazione
comparativa clinico funzionale e postu-
rografica del ruolo svolto dal disturbo
del sistema oculomozione visione e del-
I'interazione visu-vestibolare nel contri-
buire a determinare il disturbo del-
l'equilibrio caratteristico delle forme
atassiche.

Criteri e indicatori per la verifica
dei risultati finali raggiunti

Punti2 e3:

— Verifica della coerenza statistica tra da-
ti clinici, funzionali e strumentali sia
nei bambini sani che affetti da Sin-
dromi atassiche

Obiettivi intermedi previsti
Obiettivi
Reclutamento e valutazione neuropsi-

cologica di pazienti DS e di controlli di
pari eta e grado di ritardo mentale.

Analisi degli aplotipi mitocondriali e
del genotipo ApoE, valutazione del dan-
no del DNA mitocondriale, del trasporto
di glutammato, studio di markers di
stress ossidativo, di difesa andiossidante
e di infiammazione in plasma, linfociti
e colture di fibroblasti dei pazienti.
Studio della relazione tra i predetti para-
metri biologici, i profili neuropsicologici
elarisposta ai trattamenti.

Criteri e indicatori per la verifica
dei risultati intermedi raggiunti

— Capacita di reclutamento, accuratez-
za diagnostica e gestione della casisti-
ca

— Validazione della Dementia Scale of
Down Sindrome per la valutazione del
deterioramento cognitivo in pazienti
con preesistente ritardo mentale

— Ricerca di alterazioni biochimiche su
un'ampia casistica di pazienti

— Dimostrazione di correlazioni e rap-
porti di causalita tra i vari meccani-
smi biologici.
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IL RUOLO DELLA DIAGNOSI PRECLINICA
NELL'EVOLUZIONE DEL DISTURBO
COGNITIVO DELLE DEMENZE E NELLA
VALUTAZIONE DELLA RISPOSTA Al
TRATTAMENTI:

INDIVIDUAZIONE DI UNA STRATEGIA
INTEGRATA FINALIZZATA ALLA
VALIDAZIONE DI PROTOCOLLI
INNOVATIVI DIAGNOSTICO-
TERAPEUTICI

Ente Capofila: Irccs S. Lucia- Roma

Responsabile del progetto
Prof. Carlo Caltagirone

Unita Operativa

IRCCS “E.Medea”

Prof. Carlo Ferrarese

e-mail: carlo ferrarese@unimib.it

Linea diRicercan.5
Neurobiologia

Tipo di Ricerca
Malattie Neurodegenerative
exart 56 legge finanziaria 2003

Periodo di svolgimento: 2004 - 2006

Polo scientifico: Bosisio Parini

Obiettivo finale del contributo al
programma dell'U.0. IRCCS “E.
Medea”

Tutti i soggetti Down (DS), a partire dal-
la terza-quarta decade di vita, presenta-
no gli stessi marker neuropatologici del-
la malattia di Alzheimer (AD) e nella
maggior parte dei casi sviluppano de-
menza. Ne consegue che la sindrome di
Down puo costituire un utile modello
per studiare i meccanismi patogenetici
dell'Alzheimer in una condizione pre-
clinica.

Su queste basi, obiettivi principali della
nostra unita saranno: 1) studio del pro-
filo clinico-neuropsicologico, neurora-
diologico, genetico e biochimico di sog-
getti DS e confronto con quello di altre
forme precliniche (MCI) e cliniche di de-
menza su base degenerativa (in partico-
lare I'AD), allo scopo di identificare fat-
tori predittivi dello sviluppo di demenza;
2) studio di markers biologici, in rela-
zione ad evoluzione clinica e risposta al
trattamento in tali pazienti.

Criteri e indicatori per la verifica
dei risultati finali raggiunti

Ricerca dell'incidenza nel campione DS
dialterazioni cognitive tipiche dell'AD.

Ricerca di correlazioni tra markers bio-
chimici periferici, profilo neuropsicolo-
gico, neuroradiologico e genetico.

Studio dell'assetto biochimico/neuro-
psicologico prima e dopo trattamento
con farmaci antiossidanti.

Comunicazioni a congressi internazio-
nalie pubblicazioni su riviste indicizzate.

Obiettivi intermedi previsti
Obiettivi

Reclutamento e valutazione neuropsi-
cologica di pazienti DS e di controlli di
pari eta e grado di ritardo mentale.

Analisi degli aplotipi mitocondriali e
del genotipo ApoE, valutazione del dan-
no del DNA mitocondriale, del trasporto
di glutammato, studio di markers di
stress ossidativo, di difesa andiossidante
e di infiammazione in plasma, linfociti
e colture di fibroblasti dei pazienti.
Studio della relazione tra i predetti para-
metri biologici, i profili neuropsicologici
elarisposta ai trattamenti.

Criteri e indicatori per la verifica
dei risultati intermedi raggiunti

— Capacita di reclutamento, accuratezza
diagnostica e gestione della casistica

— Validazione della Dementia Scale of
Down Sindrome per la valutazione del
deterioramento cognitivo in pazienti
con preesistente ritardo mentale

— Ricerca di alterazioni biochimiche su
un'ampia casistica di pazienti

— Dimostrazione di correlazioni e rap-
porti di causalita tra i vari meccani-
smi biologici.
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STUDIO MULTIDISCIPLINARE IN
ALCUNE MALATTIE
NEURODEGENERATIVE CON DEMENZA:
DIAGNOSI PRECOCE ED EVOLUZIONE
CLINICA, NEUROIMAGING,
TRATTAMENTI TERAPEUTICI
FARMACOLOGICI E VALIDAZIONE DI
PERCORSI RIABILITATIVI MOTORI E
COGNITIVI, RICERCHE
EZIOPATOGENETICHE BIOLOGICO-
MOLECOLARI NELL'UOMO E IN
MODELLI ANIMALI

Ente Capofila: Irccs Don Gnocchi
diMilano

Responsabile del progetto
prof. Raffaello Nemni

Unita Operativa

Irces Eugenio Medea

Prof. Carlo Ferrarese

e-mail: carlo ferrarese@unimib. it

LineadiRicercan.5
Neurobiologia

Tipo di Ricerca
Malattie Neurodegenerative
exart 56 legge finanziaria 2003

Periodo di svolgimento: 2004 - 2006

Polo Scientifico: Bosisio Parini

Obiettivo finale del contributo al
programma dell'U.0. IRCCS “E.
Medea”

Lo studio mirera ad individuare nuovi
markers biologici che permettano la dia-
gnosi precoce di malattia, confermando
nei pazienti le alterazioni funzionali e
molecolari del sistema glutammatergi-
co (trasportatori di glutammato) che
conducono al fenomeno eccitotossico e
alla conseguente degenerazione neuro-
nale. In questi pazienti i fondamentali
meccanismi biochimici e molecolari di
danno cellulare saranno verificatiin tes-
suti periferici facilmente reperibili (lin-
fociti e piastrine); in essi i processi ossi-
dativi, eccitotossici, basali e dopo som-
ministrazione in vitro di glutammato e
beta-amiloide, i meccanismi apoptotici
e di danno mitocondriale saranno stu-
diati anche in relazione ai sottotipi cli-
nici, alla quantificazione del deteriora-
mento cognitivo, ai dati di neuroima-
ging funzionale e della risposta terapeu-
tica. Differenti vie di traduzione del se-
gnale (p38,JNK, ERK ¥z e AKT) saranno
indagate nei linfociti o nei fibroblasti dei
pazienti al fine di individuare specifici
targets terapeutici per le differenti neu-
ropatologie. A tale scopo saranno inda-
gate anche eventuali correlazioni tra le
differenti tipologie di demenza e il relea-
se di citochine (i.e. IL4, IL6, TGF-b,. . .)
sia a livello basale sia dopo la stimola-
zione con LPS. Queste indagini verte-
ranno inoltre ad indagare il rapporto,
sempre pill emergente, tra infiamma-
zione e demenza.

Criteri e indicatori per la verifica
dei risultati finali raggiunti

Identificazione di markers biomolecola-
ri di malattia e stretta integrazione tra
studi biomolecolari e valutazioni clini-
che. Evidenza, mediante 1'analisi delle
viedi traduzione del segnale, di fattori as-
sociati alla patologia che potra permet-
tere a messa a punto di nuovi metodi di
diagnosi o di predittivita d'interesse an-
che perle industrie sanitarie nazionali.

Obiettivi intermedi previsti
Obiettivi

Capacita di reclutamento e seleziona-
mento della casistica. Conferma delle va-
lutazioni biochimiche inerenti la fun-
zionalita dei trasportatori di glutamma-
toe relative analisi molecolari. Studi mo-
lecolari e biochimici di patterns di tra-
duzione del segnale per differenziale le
demenze prese in esame. Identificazione
di modelli e markers periferici per le di-
verse patologie studiate, utilizzabili co-
me nuovi targets terapeutici e per la mes-
sa a punto di metodi diagnostici e pro-
gnostici.

Criteri e indicatori per la verifica
dei risultati intermedi raggiunti

Capacita di reclutamento di una diversi-
ficata casistica, accuratezza diagnostica
e gestione di pazienti reclutati.
Conferma delle alterazioni biochimiche
suunasignificativa casistica di pazienti.

Studio biochimico e molecolare di MPA-
Kinase, in condizioni basali e dopo espo-
sizione di glutammato e beta-amiloide.
Dimostrazione di correlazioni e rapporti
di causalita trai vari meccanismi biolo-
gici. Individuazione di markers periferici.
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o Caratterizzazione genetica delle epiles-
sie idiopatiche: studio di un'ampia casi-
stica afferente all'Istituto

e Disordini oculomotori nel Cerebral
Visual Impairment (C.V.I.): proposta di
un criterio classificatorio con valore
prospettico in un campione di 100 sog-
getti affetti da CVI

o Leucoencefalopatie genetiche: studio
clinico-neuroradiologico e genetico

« Studio dello sviluppo della specializza-
zione emisferica e delle competenze co-
municative in soggetti nati pretermine

e La percezione nella Sindrome di Wil-
liams: dai processi ai correlati neuro-
funzionali (Fase 1: sperimentazione di
un protocollo di valutazione originale
con prove computerizzate)

o Applicazione di materiali a memoria
di forma per ortesi in neuroriabilita-
zione

o Protocolli di valutazione e trattamento
riabilitativo nelle patologie reumati-
che croniche del bambino

e Lesioni cerebellari e turbe cognitivo-
comportamentali: studio nei tumori
dellafossa cranica posteriore in eta evo-
lutiva

o Plasticita neuronale nei soggetti con ce-
rebrolesioni acquisite: pattern di atti-
vazione cerebrale alla Risonanza Ma-
gnetica Funzionale in pazienti con dif-
ferente outcome cognitivo dopo trau-
macranico

o Variabilita fenotipica inter - e intra-
familiare nell' Osteogenesi Tmperfecta:
identificazione di loci modificatori, cor-
relazione genotipo-fenotipo e valuta-
zione di potenziali target molecolari
perun approccio farmacologico alla te-
rapia

« Induzione dell 'attivita osteoblastica in
vitro ed in vivo di soggetti con osteoge-
nesi imperfetta con fratture complesse
o pseudoartrosi mediante ['utilizzo di
matrici di supporto abase PCLed acido

hyaluronico

o Basi genetiche dell'Autismo e correla-
zione con la dimensione clinico fun-
zionale: un modello di intervento per
lasalute mentale

e Impulsivita come tratto psico-biolo-
gico trans-diagnostico: studio dei de-
terminanti genetici serotoninergici

o Disturbo dell'attenzione selettiva nella
dislessia evolutiva: un'ipotesi coliner-
gica

e L'attaccamento in un campione di
bambini maltrattati

« Studio delle competenze comunicative
pragmatiche in pazienti con Agenesia
del corpo calloso

e Valutazione della pragmatica lingui-
sticanei bambini con SLI

o Effetti del trattamento riabilitativo nei
bambini affetti da disfasia con o senza
anomalie parossistiche nel sonno N-
REM

o Caratterizzazione strutturale, tramite
NMR, dell'interazione in vitro tra Cal-
modulina e KCNQ2, un canale al po-
tassio mutate nelle epilessie famigliari
benigne

o Utilizzo del nitrossido come mezzo far-
macologico per ottimizzare le terapie
cellulari delle distrofie muscolari

o Stress ossidativo e difese antiossidanti
in cellule periferiche di pazienti con
Sindrome di Down e malattia di
Alzheimer

e Analisi mediante modello animale
(Drosophila melanogaster) della fun-
zione dei geni spastina (SPG4) e atla-
stina (SPG34)

e Meccanismo patogenentico del danno
cellulare indotto da mutazioni punti-
formi in geni strutturati del mtDNA:
unostudio in vitro

o Studio della tossicita del beta amiloide
nelle cellule neuronali: ruolo del ni-
trossido d'azoto (NO), di ceramide e di
p 75 nell'induzione della morte neuro-
nale in patologie neurodegenerative
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o Cinetiche di rimozione degli introni
del gene DMD: rilevanza per meccani-
smifisiologici e patologici di splicing

o Valutazione del reclutamento fisiolo-
gico di cellule staminali circolanti da
parte del tessuto muscolare

o Telemonitoraggio di pazienti domici-
liari con patologie critiche (T-DoPa)

o Implementazione di algoritmi Sup-
port Vector Machines per la predizione
dell'effetto patologico di mutazioni
puntiformi

o Sviluppo e sperimentazione sul campo
di un adattamento per 1'eta evolutiva
della classificazione dell ICF

Creazione di strategie di intervento e di
protocolli internazionali comuni nella
Riabilitazione delle Disabilita Neuro-
psichiche Complesse dell'Eta Evolutiva
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versita Brescia

La presente ricerca rappresenta il prose-
guo della ricerca corrente 2003 dal titolo
“Caratterizzazione genetica delle epiles-
sie idiopatiche: studio di un'ampia casi-
stica afferente all'Istituto”

Nel corso della precedente ricerca sono

state individuate 25 famiglie interessan-

ti dal punto di vista clinico per la ricor-

renza diepilessia. In particolare tra le fa-

miglie selezionate ci si € concentrati sul-

lostudio di due famiglie con convulsioni

benigne neonatali famigliari (BFNC)

che associavano alle tipiche crisi neona-

tali altri tipi di epilessia (una encefalo-

patie epilettica farmacoresistente) o al-

tre manifestazioni neurologiche (con-

vulsioni febbrili e crisi di emicrania con

aura). Mentre lo studio genetico funzio-

nale di unadelle due famiglie & stato con-
cluso ed & oggetto di pubblicazione (Bor-

gattietall. Neurology 2004) per|'altra fa-
miglia lo studio sara completato nel cor-

sodi questo secondo anno di ricerca.

Verranno inoltre studiate una serie di fa-
miglie dove ricorre in pitt membri una
epilessia ad esordio precoce classificabi-
le come Sindrome di West. Per ognuna
di queste famiglie (attualmente ne sono
state reclutate 5) verranno ricercate pos-
sibili mutazioni a carico dei geni STK9 e
ARX.

» Mutazioni del gene ARX sono state iden
tificate in 9 famiglie con RM (sindro-
mico e aspecifico) e diverse forme di
epilessia, come gli spasmi infantili, le
crisi miocloniche e distonie. Due muta-
zioni ricorrenti, presenti in sette fami-
glie, risultano dall'espansione dei trat-
ti di polialanina della proteina ARX.
Inoltre sono state identificate una “mis-
sense mutation” all'interno dei domi-
ni di ARX, e una “truncation muta-
tion”. Rimane comunque difficile da
spiegare la variabilita fenotipica asso-
ciata con lamutazione ARX (RMda lie-
ve a profondo, spasmi infantili, epiles-
sia mioclonica e distonia periferica)
anche se la delezione sembra avere ef-

fetti piti gravi rispetto alle due muta-

zioni poliA, con spasmi infantili pit
precoci, crisi miocloniche, grave RM e
grave disabilita neurologica.

o1l gene STK9 & un nuovo locus per
ISSX, ed & il secondo gene implicato ne-
gli spasmi infantili. 11 gene STK9, pre-
sente in diversi tessuti tra cui encefalo
fetale ed adulto, codifica una protein-
kinasi, della cascata delle MAP kinasi,
importanti regolatori della plasticita si-
naptica neuronale. Mutazione di que-
sto gene sono state descritte in due pa-
zienti con identico fenotipo (spasmi in-
fantili gravi ad esordio precoce, grave
arresto di sviluppo, ipsaritmia e grave
ritardo mentale), suggerendo che la
perdita della proteina funzionale STK9
causa grave ISSX e che il STK9 € il se-
condo locus per le WS/ISSX x-linked

Inoltre con 1'obiettivo di testare come
possibili “geni malattia” alcuni geni di
recente identificazione che codificano
per proteine coinvolte nel processo di mi-
grazione neuronale nel nostro laborato-
rio abbiamo isolato tramite esperimenti
mediante la tecnica del “doppio ibrido”
10 cloni possibili interattori di double-
cortin.

In questo primo anno di ricerca sono sta-
ti studiati i primi due cloni, ARA9 e
ABP620, precedentemente identificati.
Di ciascuno di essi € stata clonata la se-
quenza codificante completa in due tipi
di vettore di espressione che portano co-
me TAG per 1'identificazione con anti-
corpil'epitopo MYC el'epitopo HA (emo-
agglutinina). Con entrambe le proteine
portanti |'epitopo MJC e I'epitopo HA al-
I'NH2 terminale sono stati eseguiti espe-
rimenti di colocalizzazione con la prote-
ina doublecortin e di immunoprecipita-
zionein cellule COS.

[ risultati ottenuti indicano che la co-
espressione di DCX con ciascuno dei due
interattori (separatamente) seguita da
analisi di localizzazione € caratterizzata
da un alto grado di co-localizzazione di
DCX e ABP620, soprattutto per quanto ri-
guarda il citoscheletro.
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Alcontrario, per ARA9 si osserva solo una
parziale co-localizzazione con la protei-
na DCX, limitata alla periferia cellulare.
Esperimenti di coimmunoprecipitazio-
ne eseguiti con entrambe le proteine con-
fermano i risultati ottenuti a livello cel-
lulare. I dati di mmunoprecipitazione ot-
tenuti e la co-localizzazione subcellula-
retraDCXed i due interattori permette di
ipotizzare un coivolgimento dei due inte-
rattori nella migrazione neuronale e nel-
la deteminazione di altre forme di lis-
sencefalie per le quali non sono state an-
cora identificate mutazioni.

Nel prossimo anno esperimenti di coe-
spressione e colocalizzazione verranno
inoltre effettuati anche in altri linee cel-
lulari, ad esempio di origine neuronale
(SHSY-5Y). Verra definita la struttura ge-
nomica dei due geni corrispondenti agli
interattori sopradescritti e verra condot-
to uno screening di mutazioni sul DNA
dei pazienti mediante sequenziamento e
DHPLC.

A questo proposito continua la indivi-
duazione e classificazione di pazienti
portatori di malformazioni dello svilup-
pocorticale. Dei 173 soggetti sin qui indi-
viduati 81 presentano un quadro clini-
co classificabile come difetto di migra-
zione e per 42 le cause attualmente note
(genetiche e non) sono state testate ed
escluse. Quest ultimo gruppo di pazienti
puo essere pertanto considerato il grup-
podal quale successivamente individua-
re i pazienti sui quali testare “geni can-
didati” eventualmente individuati al ter-
mine della presente ricerca.

Trasferibilita

Questo progetto € stato ideato con
I'obiettivo di individuare nuovi geni re-
sponsabili di malformazioni dello svi-
luppo corticale. La loro identificazione
puo migliorare le nostre conoscenze ri-
spetto ai meccanismi che regolano nel-
['uomo lo sviluppo e la migrazione dei
neuroni e consentire in soggetti affetti di
chiarire il ruolo di possibili meccanismi
patogenetico

[ risultati attesi permetteranno di affina-
re le metodologie di inquadramento ge-
netico per le patologie prese in esame
contribuendo cosi ad indirizzare un cor-
retto counselling genetico. Inoltre con-
sentiranno di migliorare i criteri dia-
gnostici e relativa classificazione (at-
tualmente costruita solo su indicatori cli-
nici).

Infine queste metodologie potranno poi
essere utilizzate nell'ambito delle proce-
dure diagnostiche e prognostiche rico-
nosciute dal Servizio Sanitario Nazio-
nale.

N.5 pubblicazioni degli ultimi 5 an-
niinerenti il tema

Gleeson JG., Minnerath SR., Allen KM.,
Luo RF , Hong SE., Berg MJ, Kuzniecky
R,, Reitnauer PJ., Borgatti R., Mira AP,
Guerrini R., Holmes GL, Rooney CM,
Berkovich S., Sheffer I., Cooper EC., Ricci
S., Cusmai R., Crawford TO., Leroy R.,
Anderman E., Whelless JW., Dobyns WB.,
Ross ME., Walsh CA. Characcterization
of mutations in the gene doublecortin in
patients with double cortex syndrome.
Annals of Neurology 1999;45(2):146-
153

BorgattiR., Triulzi F, Zucca C., Piccinelli
P, Balottin U., Carrozzo R., Guerrini R.
Bilateral Perisylvian Polymicrogyria in
three generations. Neurology 1999; 52:
1910-1913

Guerreiro MM, Anderman E, Guerrini R,
Dobyns WB, Kuzniecky R, Silver K, Van
Bogaert P, Gillain C, David P, Ambrosetto
G, Rosati A, Bartolomei F, Parmeggiani
A, Paetau R, Salonen O, Ignatius J,
Borgatti R, Zucca G, Bastos AC, Palmini
A, Fernandes W, Montenegro MA, Cendes
E Anderman E Familial Perisylvian
Polymicrogyria (FPP): a new familial
syndrome of cortical maldevelopment.
Ann Neurol 2000;48:39-48

Borgatti R, Zucca C, Piccinelli P, Radice
L, Tofani A, Benti R, Triulzi E: Unilateral
Periventricular Nodular Heterotopia
Associated With Diffuse Areas Of Cere-
bral Functional Abnormalities. Journal
of Child Neurology 2000; 15: 622-626

Piccinelli P, Borgatti R, Perucca E, To-
fani A, Donati G, Balottin U: Frontal
Nonconvulsive Status Epilepticus As-
sociated With High-Dose Tiagabine
Therapy In A Child With Familial Bi-
lateral Perisylvian Polymicrogyria. Epi-
lepsia 200041 (11):1485-1488
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Introduzione

Il termine CVI circoscrive il danno visivo
nel soggetto cerebropatico al solo aspetto
sensoriale, senza fare alcun riferimento
alla presenza di anomalie oculomotorie.
Tuttavia in eta evolutiva esiste una stret-
ta interdipendenza tra danno visivo ed
anomalie oculomotorie. Nella prima par-
te dello studio abbiamo selezionato un
campione di 128 soggetti studiati dal
punto di vista neurologico e neuroradio-
logico. Nella seconda parte verra appli-
cato un protocollo di studio originale
per valutare i disturbi oculomotori asso-
ciati al Cerebral Visual Impairment.

Soggetti

Sono stati selezionati 128 soggetti (55
Femmine e 73 Maschi) affetti da CVI al-
I'interno della casistica di pazienti affe-
renti al Centro Regionale di Ipovisione
dell'TRCCS E. Medea di Bosisio Parini.
L'eta della prima valutazione & compre-
satra3e 216 mesi (et media: 53,3 me-
si). 49 soggetti (38%) sono nati a termi-
nee 79 (62%) sono pretermine (37 setti-
mane) con etd gestazionale media di
31 8settimane (range 24-37). 11 peso ne-
onatale medio € di 2422,2 g (range 790-
4640g). Dei 128 pazienti arruolati nello
studio, 109 (85%) presentano una para-
lisi cerebrale infantile classificata secon-
do i criteri di Hagberg: 85 (78,7%) come
tetraparesi spastica, 12 (11,1%) come di-
plegia spastica, 5 (4,0%) come emipare-
si spastica, 1 (0,9%) come tetraparesi di-
stonica, 3 (2,7%) come tetraparesi mista
e 4 (3,7%) come diplegia atassica; i re-
stanti 19 soggetti presentano un quadro
di ritardo psicomotorio.

Per 72 soggetti (56%) ¢ stata posta dia-
gnosi di epilessia sintomatica: nel 57%
generalizzata (41 soggetti) e nel 43%
parziale (31 soggetti).

La valutazione psicometrica ha eviden-
ziato un livello cognitivo gravemente de-
ficitario nella maggior parte del nostro
campione: solo 14 soggetti (11%) pre-
sentano un QI tra 50 e 75 e solo 2
(1,5%)>75.

L'indagine neuroradiologica (RM ence-
falo) documenta in tutti i pazienti la pre-
senza di quadri lesionali o malformativi
che coinvolgono le radiazioni ottiche, la
corteccia calcarina e/o le aree associati-
ve.

Metodi

La metodica consistera nell'applicazio-
ne diun protocollo durante la visita ocu-
listica che i pazienti effettuano presso il
Servizio di Oculistica. Per le particolari-
ta del disturbo studiato, lo studio della
motilita oculare avverra mediante fil-
mato, in modo da poter essere studiato a
parte.

[ parametri inseriti nel protocollo saran-
no:

—mantenimento della fissazione
—scanning dell'ambiente

—movimenti saccadici intenzionali di-
retti al target: (fenomeno dell'avoi-
ding).

—movimenti di inseguimento (smooth
purssuit)

—strabismo

—nistagmo

—deviazioni parossistiche dello sguardo
(paroxismal ocular deviation).

Finalita della ricerca:

— Elaborare un criterio classificatorio
dei disordini oculomotori nel CVI.

— proporre un protocollo diagnostico
che comprenda i disturbi summen-
zionati e che permetta lo studio del-
1'evolutivita di questi disturbi.
Ribadiamo che un tale strumento &
del tutto assente nella letteratura in-
ternazionale.
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Premessa

Nell'ultimo decennio la possibilita di ef-
fettuare in modo diffuso e, talvolta, ripe-
tuto nel tempo studi neuroradiologici
nei bambini affetti da encefalopatie ad
eziologia non nota, ha incrementato in
modo considerevole la conoscenza della
patologia della sostanza bianca. E stato
cosi possibile sia identificare nuove ma-
lattie neurodegenerative, sia caratteriz-
zare patologie genetiche non progressive
della sostanza bianca. Peraltro, a tutt'og-
gi, circa il 50% dei pazienti con leucoen-
cefalopatie rimane senza diagnosi (Dev
Med Child Neurol 2001 43: 705-712.)

E noto che pazienti con sindrome 18¢-
presentano alterazioni neuroradiologi-
che della sostanza bianca (Am ] Med Ge-
net 1996,67:172-8 ;AINR 1996 17: 1843-
8) ed esistono evidenze che queste alte-
razioni debbano essere correlate ad aplo-
insufficienza del gene che codifica per
una proteina “myelin basic protein”
(MBP) che gioca un ruolo essenziale nel-
laformazione della mielina nel SNC (Am
J Med Genet 1997 74:422-31). In modelli
animali (long evans shaker rats) muta-
zioni del gene MBP determinano un qua-
dro di dismielinizzazione associato a sin-
tomatologia neurologica (atassia, epiles-
sia) (Neuroscience Let-ters 2002 330:17-
20) mentre non sono mai state descritte
mutazioni del gene MBP nell'uomo.

Obiettivo

11 progetto si pone diversi obiettivi: “in

primis” la rivalutazione clinica e neuro-

radiologica di tutti i soggetti afferiti nel

periodo 2000/2003 all' TRCCS Medea nei

quali sia stata documentata una leuco-

encefalopatia ad eziologia sconosciuta

al fine di identificare gruppi omogenei

di pazienti e famiglie informative in cui

procedere con ulteriori indagini biochi-

miche e molecolari. In particolare il pro-

gettoe mirato aselezionare casi con alte-
razioni neuroradiologiche similia quel-
le descritte nei pazienti con sindrome

18q-; nei quali effettuare I'analisi mole-

colare del gene MBP.

Articolazione del progetto

Si prevede di arruolare nello studio circa
120 pazienti nei quali & gia stata effet-
tuataunaindagine RMN e documentata
unaleucoencefalopatia.

Tutte le indagini neuroradilogiche ver-
ranno rivalutate col fine di definire la lo-
calizzazione e I'estensione delle altera-
zioni della sostanza bianca sovratento-
riale e la presenza di alterazioni infra-
tentoriali. Verranno inoltre valutati : le
alterazioni della sostanza grigia, la pre-
senza 0 meno di un corpo calloso assot-
tigliato, il coinvolgimento del cervellet-
to. Nel caso di RMN seriate verra definita
I'evolutivitao meno delle lesioni. In ba-
se ai dati della RMN dell'encefalo i pa-
zienti verranno distinti in gruppi omo-
genei, secondo la classificazione neuro-
radiologica proposta da van der Knaap
(Radiology 1999 213:121-133)
Larivalutazione clinica prevedra la rico-
struzione dell'albero genealogico per 3
generazioni, |'anamnesi patologica pre-
e post-natale, 1'eta d'insorgenza della
sintomatologia neurologico ed il decor-
soclinico. Verranno inoltre acquisiti i da-
ti relativi all'esame obiettivo neurologi-
co, allaseverita del ritardo mentale , agli
esami elettrofisiologici (EEG, VNG, PEV,
ABR), agli esami biochimici e alle anali-
si citogenetiche - e/0 molecolari - gia ef-
fettuate.

L'analisi molecolare del gene MBP verra
effettuata suun gruppo selezionato di ca-
si che presentino caratteristiche neuro-
radiologiche compatibili con i quadri as-
sociati a delezione in 18q.
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Background

La presente ricerca rappresenta il prose-
guimento dello studio svolto nel 2003 i
cui risultati hanno permesso di docu-
mentare la presenza di asimmetrie emi-
sferiche in bambini nati pretermine di
et corretta compresa trai 7 e 12 mesi. [
dati ottenuti confermanoI'ipotesi di una
precoce specializzazione emisferica per
quanto riguarda il linguaggio e l'espres-
sione emozionale. In linea con lo studio
di Holowka e Petitto (2002) nel corso del-
la lallazione € stata rilevata un'asim-
metria buccale destra compatibile con
una maggiore attivazione dell'emisfero
sinistro per le competenze linguistiche.
Parallelamente durante il sorriso si € os-
servata un'asimmetria buccale sinistra
cherifletterebbe un maggiore coinvolgi-
mento dell'emisfero destro in associa-
zione ai processi emozionali. Inoltre so-
no state rilevate differenze tra i soggetti
nati pretermine e i quelli nati a termine.
Tali osservazioni suggeriscono una ca-
ratterizzazione neurofunzionale distin-
ta dei bambini prematuri rispetto ai sog-
getti di controllo in termini di funziona-
lita emisferica. Le differenze potrebbero
essere dovute ad un diverso processo ma-
turativo del SNC di questi soggetti anche
inassenza disegni clinici associati (Hup-
pietal., 1996). Cio rimanda alla necessi-
ta di indagare 1'andamento della pre-
senza di asimmetrie emisferiche nei sog-
getti pretermine facendo riferimento in
modo pil stringente al momento evolu-

tivo in cui si effettuano le osservazioni.
Poiché la RC2003 (vedi relazione) ha

rappresentato uno studio pilota, nel cor-
50 del quale ¢ stato necessario tra 1'altro
implementare uno strumento semiau-
tomatico per l'analisi dei movimenti
buccali, costituito da un software appo-
sitamente sviluppato presso il nostro
Servizio di Ingegneria Clinica, occorro-
no ulteriori conferme ai risultati gia otte-
nuti.

Inoltre, poiché lo studio delle asimme-
trie funzionali di carattere precognitivo

e connesso alle modalita intersoggettive

adottate dal bambino nella relazione
con I'adulto di riferimento (Trevarthen,
1996), ai fini di uno studio approfondito
delle competenze comunicative dei bam-
bini nati pretermine appare indicato
considerare tali aspetti ampliando il pro-
tocollodi indagine

Obiettivi

o verificare se la caratterizzazione neu-
rofunzionale emisferica riscontata nei
soggetti pretermine € associata al gra-
dodi prematurita;

e indagare se esiste un andamento evo-
lutivo specifico dell'asimmetria emi-
sferica nei pretermine attraverso un
confronto piul stringente con soggetti
di controllo suddivisi per eta su base cir-
camensile;

e analizzare la competenza espressiva-
comunicativa dei soggetti pretermine
tramite un'osservazione strutturata
dell'interazione madre-bambino (pa-
radigma Still-Face).

Soggetti

Grazie alla collaborazione gia attivata

con I'Unita Operativa di Patologia Neo-

natale dell'Ospedale “Manzoni” di Lec-
cosara possibile reclutare:

40 bambini prematuri (eta gestazionale

< 37° settimana) suddivisi per sesso e di

eta corretta compresa trai7 e 12 mesi, di

cui:

a) 20 soggetti a basso rischio biologico
(eta gestazionale > 32° settimana e
peso appropriato per |'eta gestaziona-
le);

b) 20 soggetti ad alto rischio biologico
(eta gestazionale < 32° settimana o
peso inadeguato rispetto all'eta).

Tutti i bambini dovranno presentare nel-

la norma le seguenti indagini cliniche:

esame neurologico neonatale, ecografia
cerebrale, fondo dell'occhio.

Il gruppo di controllo sara costituito da

40 bambini nati a termine, sani, suddi-

visi per sessoe di etd compresa trai7 e 12

mesi.
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Metodo

La procedura sperimentale relativa allo
studio delle asimmetrie emisferiche € sta-
tadescritta in dettaglio nella relazione fi-
nale Ricerca Corrente 2004. Per quanto
riguarda |'analisi delle competenze co-
municative ed espressivo-emozionali in
relazione alle modalita intersoggettive
adottate dal bambinosi applichera il pa-
radigma Still-Face. La procedura Still-
Face, che e stata ampiamente validata
dalla ricerca sperimentale (Adamson e
Frick, 2003) prevede la video registrazio-
ne della diade madre-bambino durante
tre diverse fasi della durata di due minu-
ti ciascuna. Nel corso della prima e della
terza fase, definite rispettivamente Play
e Reunion,lamadre viene istruita ad in-
teragire con il bambino come fa abitual-
mente a casa. Durante la fase interme-
dia, definita S/, alla madre viene data
la consegna di guardare il bambino ri-
manendo immobile e con un'espres-
sione neutra, senza sorridere, parlare o
toccare il bambino. Uno degli scopi prin-
cipalidi questa consegnaé produrre una
condizione controllata di stress relazio-
nale che permette di verificare 1a rispo-
staemozionale del bambino.

Bibliografia

— Adamson L.B., Frick].E., (2003) “The
Still-Face: A history of a shared experi-
mental paradigm”, Infancy, 4(4),
451-473.

— Holowka S., Petitto L.A. (2002) "Left
hemisphere cerebral specialization
for babies while babbling”, Science,
297,1515.

— Huppi PS., Schuknecht B., Boesch C.,
Bossi E., Felblinger J., Fusch C.,
Herschkowitz N. (1996) “Structural
and neurobehavioral delay in postna-
tal brain development of preterm in-
fants” Pediatr Res39(5),895-901.
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Razionale ed obiettivi

La sindrome di Williams (incidenza
1/20000 nati) costituisce un modello per
lo studio delle relazioni genotipo fenoti-
po molto utilizzato a livello internazio-
nale.

Numerosi gruppi hanno in corso studi
sui diversi aspetti clinici, cognitivi, gene-
tici e neuroanatomici. Presso il nostro
Istituto € in corso un follow up di alme-
no 60 soggetti, seguiti costantemente da
anni; a fianco degli aspetti clinici sono
stati condotti disegni di ricerca, con col-
laborazioni nazionali ed internazionali.
La prosecuzione degli studi nella linea
di ricerca impostata consente pertanto
sial'implementazione di una considere-
vole massa di dati gia raccolti che la im-
postazione di studi di follow up longitu-
dinale che sono di grande utilita clinica
e poco rappresentati in letteratura. La at-
tivazione di collaborazioni anche inter-
nazionali e necessaria anche in conside-
razione della rarita della Sindrome: solo
un ampliamento anche numerico delle
casistiche consente di ottenere dati si-
gnificativi.

Gli ultimi studi presenti in letteratura
possono essere riportati all'interno di al-
cune linee comuni:

o definizione/descrizione delle modalita
di funzionamento cognitivo e di orga-
nizzazione dei singoli processi: studi
prevalentemente di tipo psicologico e
cognitivo, con caso controllo, sia con
altre popolazioni patologiche che con
la popolazione generale, in prevalenza
trasversali. Rari studi longitudinali.

o descrizione delle caratteristiche clini-
che (per apparato): studi di incidenza
e piti raramente di andamento diacro-
nico di patologie. Studi in prevalenza
trasversali

e ricerca di correlazioni genotipo/feno-
tipo in ambito cognitivo con I'obiettivo
di individuare i geni determinanti al-
I'interno della regione deleta. Sono
condotti basandosi in prevalenza su

soggetti con delezioni particolari; gli
studi su popolazione con delezione tipi-
caesu correlazioni di tipo clinico, con-
dotti nell'ultimo decennio, non sono ri-
sultati particolarmente informativi

e Studio morfoanatomico cerebrale
(MRI ed alcuni casi autoptici) e neuro-
funzionale (EP e in un singolo lavoro
fMRI con indagine per le funzioni udi-
tive) con lo scopo di individuare diver-
sita di organizzazione strutturale che
funzionale

o Linee di intervento riabilitativo (rari la-
vori, in prevalenzasingle case)

Emergono progressivamente dati che
orientano verso una alterazione nella or-
ganizzazione delle strutture a partire dal-
lavitaembrionale, con ricaduta sullo svi-
luppo e sulla evoluzione e con una tra-
iettoria evolutiva anomala. All'interno
di questa cornice vengono ad essere pro-
gressivamente portati i dati cognitivi,
comportamentali e clinici che progres-
sivamente vengono specificati. Aperto re-
sta tuttora il problema della funzione e
del ruolo dei singoli geni presenti nella
regione.

Si propone pertanto un progetto di ricer-
cacon|'obiettivodi:

« Definizione delle strategie cognitive uti-
lizzate in ambito percettivo dai soggetti
SW: per singoli elementi (featured) vs
configurali. Individuazione dei pro-
cessi e loro confronto con la organizza-
zione nei soggetti normodotati.

o Individuazione di modalita di attiva-
zione anomale delle strutture cerebrali
in compiti percettivi: studio delle corre-
lazioni struttura funzione in ambito
percettivo. Studio in fMRI di casi SW se-
lezionati e confrontati con casi con-
trollo.

e Individuazione di coinvolgimento del
sistema dopaminergico nella determi-
nazione del quadro clinico: blink rates.
Studio con caso controllo (normodo-
tati ed altre patologie)
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[l progettosi articola su due anni:

nellaprimafase (Ianno), verranno som-
ministrati i tests sperimentali cognitivi a
tutti i soggetti SW reclutati; verranno
inoltre individuati i soggetti normadota-
ti come casi controllo. Verra condotto lo
studio del blink rate sulla intera popola-
zione.

Nella seconda fase (II anno) verra con-
dotto lostudio con fMRI e verranno com-
pletate le analisi statistiche sui dati rac-
colti.

Stadi operativi:

— messa a punto di un protocollo origi-
nale divalutazione per1'eta evolutiva;

—messa a punto di software dedicato
(sia per la somministrazione del tests
cheper'analisi dei dati).

— somministrazione del protocollo a pa-
zienti (per classi omogenee di patolo-
gia) e a soggetti controllo (matching
peretamentale ed etd cronologica)

— successivo (2° anno) studio con meto-
diche di imaging neurofunzionali dei
processi indagati

Materialie Metodi
o Casisticae criteri di inclusione:
e soggetti controllo:
e anamnesi negativa
ecta>4anni
e soggetti con sindrome di Williams:

eeta cronologica e eta mentale > 4
anni

e assenza di danno neuromotorio di
entita tale da impedire la prova

e assenza di disturbi percettivi speci-
fici
o determinazione eta mentale
e prove individuate:

e blinking rates (spontaneo o provo-
cato)

o Tests sperimentali mirati ad eviden-
ziare strategie in ambito percettivo
(featured vs configural) nell'ana-
lisi e riconoscimento di volti ed
espressioni espresse dai volti.;

o Tests sperimentali per attenzione vi-
siva
e modalita di somministrazione:
o materialestandard

* prove computerizzate
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Razionale

[l settore dei dispositivi ortesici da utiliz-

zare in riabilitazione per ovviare a defi-

citdifunzione, conosce una crescita mol-
to lentae solo episodicamente si ha unsi-
gnificativo trasferimento di tecnologie.

La mancanza di informazioni e compe-

tenze relativamente alle pill recenti ac-

quisizioni della ricerca sui materiali in-

novativi rende spesso frustrante la ricer-

cadaparte del clinico di soluzioni piti ef-

ficienti peri propri pazienti.

Un limite del settore non adeguatamen-
te affrontato e la mancanza di elementi
attuatori che possano parzialmente rein-
tegrare le funzionalita perdute o aiutare
nel processo del loro recupero.

Se infatti i componenti di tipostrutturale
hanno beneficiato dell'impiego di “nuo-
vi” materiali (leghe di alluminio e tita-
nio) per |'alleggerimento dei dispositivi
poco o nulla e stato fatto per consentirne
lamovimentazione.

I componenti di tipo strutturale presen-
tano ulteriori limitazioni per la loro rigi-
dita che se in parte viene sfruttata per
compensare parte della funzione persa,
dall'altra determina ulteriori limitazio-
ni poiché la catena cinetica a cui vengo-
no applicate tali ortesi deve sopportare
unvincolo aggiuntivo.

Tipico esempio sono le ortesi per il con-
trollo della caduta del piede durante la
fase di oscillazione del passo, che con
qualsiasi modalita di presa all'articola-
zione tibio-tarsica posteriore, laterale,
anteriore o anterolaterale con i materia-
liin uso (plastica, fibra di carbonio) sta-
bilizzano il piede in posizione neutra.
Tali ortesi sono le piu diffuse in ambito
riabilitativo poiché il mancato controllo
del piede & la piti frequente menomazio-
ne da ovviare per consentire il ripristino
della deambulazione nei pazienti con le-
sioni del sistema nervoso centrale.

Il compenso tipicamente assicurato da
queste tradizionali ortesi induce una ri-

duzione del difetto di clearance del pie-

de, riducendo 1'inefficienza dinamica
conseguente agli scompensi sul piano
frontale e la riduzione della lunghezza
del passo, ma introduce un vincolo rigi-
do alla caviglia che diviene elemento li-
mitante la progressione e la propulsione
infase di appoggio.

Viene infatti ad essere bloccata la fisiolo-
gica traslazione anteriore della tibia in
fase iniziale e centrale di appoggio, e la
propulsione generata dalla plantifles-
sione in fase terminale di appoggio.

L'utilizzo di materiali innovativi a me-
moria di forma divaria naturae una pro-
spettiva estremamente interessante di in-
novazione applicativa proprio perché va
asoddisfare unasentita esigenza di dina-
micita delle ortesi per il piede, totalmen-
te disattesa allo stato attuale.

La pseudoelasticita e/o il recupero di for-
ma di questi nuovi materiali consenti-
rebbe di restituire capacita di controllo
in fase di oscillazione, associata a reale
funzionale facilitazione della progres-
sione e propulsione in fase di appoggio.
Inoltre la adattabilita dei materiali a me-
moria diforma permetterebbe altresi diin-
dividualizzare forma e funzione delle orte-
si in rapporto alle problematiche dinami-
chefunzionali del singolo paziente.

Se il problema e molto sentito per il con-
trollo del piede, altrettanto e forse ancor
pili rilevante e 1a necessita di ortesi inno-
vative per difetti di funzione attiva della
mano.

In questo caso cisi trova di fronte ad orte-
si che hanno caratteristiche di assoluta
staticita strutturale e quindi sono poco
efficaci anche per mantenere la mobili-
ta passiva di un sistema multisegmenta-
rio ad elasticita variabile qual'e la ma-
no. Inoltre quando vengono proposte or-
tesi con funzioni attuative |'utilizzo di sti-
molazione elettrica direttamente appli-
cata a livello muscolare o di motori elet-
trici rende tali ortesi o poco tollerate, o
scarsamente utilizzabili oltre che pove-
re in termini di risultato funzionale.
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Sommare quindi per un segmento fun-
zionale complesso ed essenziale qual &
lamano le caratteristiche dei materiali a
memoria di forma alla possibilita di si-
nergico utilizzo di microattuatori pro-
grammabili quali i nanomuscoli, avreb-
be un effetto dirompente in termini inno-
vativi su una vastissima popolazione di
pazienti, quantificabile in diverse centi-
nai di migliaia di persone. Si pensi che
solo per eventi vascolari acuti ogni anno
si stima nella sola Italia in circa 50.000
persone il numero di nuovi pazienti con
rilevanti problematiche a livello dell'ar-
to superiore ed in particolare della ma-
no.

La mancanza di comunicazione fra

mondo dell'innovazione tecnologica ed

in particolare dei nuovi materiali, e cli-

nica della riabilitazione ha generato

questo pesante ritardo di evoluzione del

settore. Alla poverta di proposte indu-

striali, si contrappone perd una grande

richiesta di utilizzo dell'innovazione tec-
nologica che peressere fruibile deve vede-
re scendere in campo sinergicamente e

contestualmente tecnologia, tecnici, me-
dici e pazienti per progettare e testare re-

cupero di funzioni altrimenti completa-

mente ed inesorabilmente perse.

Materiale e metodi

Verranno reclutati 20 pazienti di cui 10
adulti e 10 bambini affetti da patologie
con disabilita elettive a carico dell'arto
superiore o dell'arto/o arti inferiori con
difficolta nel cammino (tipicamente pa-
zienti emiplegici).

[ pazienti verranno sottoposti ad esame
clinico accurato.

In seguito effettueranno delle valutazio-
ni funzionali utilizzando delle ortesi tra-
dizionali in attivita della vita quotidiana
che implicano I'utilizzo degli arti infe-
riori o delle mani (cammino, alimenta-
zione, presa).

Le valutazioni funzionali saranno costi-
tute da scale funzionali e di autonomia
(FIM,WeeFIM, Scala di Melbourne,
GMFM).

In seguito verranno effettuate valutazio-
ni strumentali (gait analisys, analisi dei
movimenti manuali, consumo di ossi-
geno).

[ pazienti verranno poi dotati di ortesi in-
novative progettate sumisurae secondo
le necessita del singolo soggetto e costru-
ite con materialia memoria di forma.

Seguira un periodo di training dei pa-
zienti all'uso di queste nuove ortesi.

Al termine i pazienti verranno ritestati
con le medesime prove somministrate in
precedenza per valutare i possibili van-
taggi attesi in maggior efficacia, confort
e minor dispendio energetico.
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Il trattamento riabilitativo motorio (ci-
nesiterapia, terapia occupazionale, uso
di ortesi ed ausili) nelle patologie reu-
matiche croniche giovanili ha trovato
negli ultimi anni grande diffusione nel-
lacomune pratica clinica.

Scopo del lavoro fino ad orasvolto  stato
quello di verificare e dimostrare I'effi-
caciadi tale trattamento.

A tal fine abbiamo valutato circa 60 pa-
zienti, parte dei quali sono stati sottopo-
sti al trattamento riabilitativo e parte
hanno svolto funzione di controllo.

[ dati cosi ottenuti sono stati pubblicati
ed esposti a vari convegni.

Insintesi il risultato di tale [avoro € stata
la dimostrazione anche statisticamente
significativa dell'efficacia del tratta-
mento riabilitativo.

Come sempre accade all'acquisizione di
nuove conoscenze si € accompagnata la
nascita di nuovi dubbi e di nuove curio-
sitd.

In particolare il quesito principale & di-
ventato quale tipo di trattamento risulti
pitefficace fraivari proponibili.

La letteratura a questo proposito & molto
povera e anche gli atteggiamenti clinici
che abbiamo avuto modo di osservare in
alcuni centri europei sono spesso mar-
catamente diversi gli uni dagli altri.

A cio aggiungiamo I'osservazione, rica-
vata dalla letteratura e da noi stessi otte-
nuta attraverso la valutazione del con-
sumo energetico, di una imperfetta per-
formance cardiorespiratoria di questi pa-
zienti.

Ne consegue 1'intenzione di proseguire
lostudio pervalutare e confrontare le va-
rie metodologie riabilitative in primo lu-
ogo differenziando due linee principali
di trattamento caratterizzate dalla pre-
senza o meno negli atti riabilitativi diun
lavoro di condizionamento aerobio ed
eventualmente individuando con il pro-
seguire della ricerca ulteriori sottogrup-

piditrattamento da testare.

Materiali e metodi

Valutazione di un gruppo di pazienti
(20-30) attraverso la somministrazione
dei consueti test clinici, di innovativi esa-
mi strumentali quali la valutazione del
consumo energetico e la termografia.

Invio al trattamento riabilitativo suddi-
videndo i pazienti in 2 gruppi il primo
dei quali verra sottoposto a mobilizza-
zione passiva intensiva, il secondo a trat-
tamento di mobilizzazione attivo e con-
dizionamento aerobio.

Rivalutazione dei due gruppi a termine
del trattamento e a tre mesi di distanza.
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I tumori della fossa cranica posteriore
rappresentano i pitt comuni tumori cere-
brali maligni dell'eta evolutiva, con inci-
denzaseconda solo alla leucemia. Le per-
centuali di soprawvivenza di questi pa-
zienti sono aumentate progressivamen-
te negli ultimi 20 anni e, grazie ai nuovi
protocolli oncologici, anche 1'outcome
dei pazienti ¢ in costante miglioramen-
to. Nonostante questi miglioramenti, so-
no ancora frequenti gli esiti abreveae a
lungo termine che contribuiscono a ren-
dere difficoltosa la ripresa delle attivita
scolastiche, lavorative e la vita relazio-
nale. In particolare, come molti studi di-
mostrano, lo sviluppo di problemi co-
gnitivi e comportamentali contribuisce
in modo significativo nella determina-
zione di un outcome sfavorevole.

I pazienti che hanno subito interventi

per tumori della fossa cranica posteriore

presentano frequentemente problemi ne-
uropsicologici caratterizzati da diminu-

zione del livello intellettivo complessivo,

presenza di turbe di tipo mnestico, lin-

guistico, attentivo, delle funzioni esecu-

tivee visuo-motorie con conseguenti dif-
ficolta di apprendimento. I principali fat-
tori di rischio sono rappresentati dal tipo

di trattamenti subiti, in particolar modo

dalla radioterapia, dall'eta piti giovane

ai trattamenti e dal tempo intercorso dal-
la diagnosi alla valutazione. Questi pro-

blemi sono spesso associati a problemi

di tipo emotivo-psicologico principal-

mente caratterizzati da isolamento, chiu-
sura relazionale, ansia e depressione che

nell'insieme determinano difficolta di

adattamento e di tipo relazionale.

Obiettivi

[ risultati ottenuti con i progetti di ricer-
ca degli anni 2001-2002-2003 hanno
permesso di identificare i principali di-
sturbi neuropsicologici e comportamen-
tali dei pazienti in eta evolutiva con esiti
di tumore cerebrale della fossa cranica
posteriore e di studiarne le correlazioni
con I'eta alla diagnosi, 1a sede del tumo-
reed i protocolli di terapia effettuati. Con
la prosecuzione della ricerca nell'anno
2004 ci si propone di aumentare ulte-
riormente il numero dei pazienti valuta-
ti e il numero dei controlli per meglio de-
finirel'outcomee le correlazioni con i ti-
pidi trattamenti oncologici effettuati.

Considerata, infatti, 1a eterogeneita della
diagnosi e quindi la difficolta ad indivi-
duare gruppi omogenei per diagnosi e
trattamenti effettuati |'aumento del nu-
mero dei pazienti coinvolti nella ricerca
risulta fondamentale. Ci si propone, inol-
tre, di proseguire lo studio avviato nel
2003 relativo ai trattamenti riabilitativi
in pazienti post-tumorali e post-trau-
matici: anche se i risultati ottenuti dal
punto di vista clinico sono incoraggian-
ti, per effettuare uno studio che convali-
di tale efficacia & necessario ampliare an-
cora il numero dei pazienti studiati.

In ambito psicologico si avviera uno stu-
dio relativo ai vissuti emotivi dei genito-
ri, analizzando in particolar modo i cam-
biamenti che inevitabilmente si verifica-
no all'interno del contesto familiare do-
poladiagnosidi tumore cerebrale.
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Background del progetto

[l trauma cranico & una condizione pato-
logica caratterizzata da complessi esiti ne-
urologici che coinvolgono le capacita mo-
torie, cognitive e comportamentali ed e
pertanto una affezione acquisita del Siste-
maNervoso potenzialmente disabilitante.
Il grado di recupero a distanza e dopo ria-
bilitazione neurologica in soggetti con
trauma cranico non sembra essere lega-
to solamente alla sede ed all'estensione
della lesione focale ma anche ad un dif-
ferente pattern di attivazione corticale
che si instaura grazie ai fisiologici mec-
canismi di plasticita neuronale propri di
ciascun individuo. L'interpretazione bio-
chimica di tali meccanismi di recupero
risulta di pit facile comprensione ri-
guardo gli aspetti motori mentre presen-
ta una maggiore complessita relativa-
mente alle funzioni cognitive.

Il trauma cranico, indipendentemente
dallasuatipologia, determina lesioni ce-
rebrali coinvolgenti sempre i lobi fron-
tali e temporali cui si associa un quadro
di danno assonale diffuso con I'insor-
genza di una sindrome da disconnessio-
ne con conseguente compromissione di
aree cerebrali deputate alle attivita inte-
grative e alle vie associative. Ne conse-
gue la compromissione dei processi at-
tentivi, elaborativi e di memoria, base
dello sviluppo cognitivo, di qualsiasi ap-
prendimento e azione finalizzata.
Dall'integrazione delle abilita selettiva-
mente compromesse nel trauma cranico
deriva la cosidetta “memoria di lavoro”
(working memory) che & una funzione
cognitiva complessa la cui compromis-
sione determina I'incapacita di gestione
nelle attivita della vita quotidiana con
conseguente marcata disabilita.

Negli ultimi anni sono numerosi gli stu-
didi attivazione cerebrale (esecuzione di
compiti di memoria di lavoro) condotti
su soggetti sani, mediante |'utilizzo del-
la Risonanza Magnetica Funzionale
(fRMN), una tecnica nuova di neuroim-
magine sicura e non invasiva che per-

mette, accanto ad una buona definizio-

ne del danno tessutale, il monitoraggio
dei cambiamenti metabolici e riorga-
nizzativi del SNC a seguito di una lesio-
ne. Tale tecnica si basa sul principio se-
condo cui in condizioni fisiologiche I'at-
tivita neuronale determina un incremen-
to del flusso cerebrale non accompagna-
to da un simile aumento di consumo di
ossigeno tissutale: la conseguente ridu-
zione della concentrazione di desossie-
moglobina nelle venule a valle dei capil-
lari porta ad un aumento del segnale in
immagini di risonanza magnetica op-
portunamente acquisite. La deossiemo-
globina funziona quindi come un mez-
zo di contrasto “endogeno” per misura-
re le attivazioni cerebrali Nell'ambito
delle cerebrolesioni acquisite 1'impiego
di tale tecnica ha riguardato prevalente-
mente |'etd adulta e casistiche numeri-
camente limitate. Studi su pazienti con
esiti di trauma cranico hanno docu-
mentato i processi di riorganizzazione
funzionale nelle aree cerebrali rispar-
miate dalla lesione, mostrando un pat-
tern di attivazione esteso a pill aree corti-
cali e evidenziando una attivazione an-
che di aree controlaterali, fisiologica-
mente non coinvolte nel processo cogni-
tivo in esame. Non esistono al momento
attuale studi in letteratura riguardo l'in-
terpretazione dei dati di Risonanza Ma-
gnetica Nucleare Funzionale in relazione
al profilo cognitivo a distanza dal trauma
cranico. Scopo dello studio che propo-
niamo e quello di verificare se esiste una
correlazione significativa tra il profilo co-
gnitivo, in termini di capacita attentive,
mnestiche ed operative, e il pattern di at-
tivazione corticale visibile alla fRMN in
pazienti con esiti di trauma cranico mo-
derato o grave con un quadro neurora-
diologico di danno assonale diffuso.
L'elaborazione di tali dati potrebbe for-
nire indicazioni per la comprensione dei
meccanismi di plasticita neuronale utili
ai fini del chiarimento dei processi di re-
cupero clinico e per la stesura di linee
guidadi programmi riabilitativi peri pa-
zienti che hanno subito trauma cranico.
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Obiettivi principali

Gli obiettivi principali dello studio che
proponiamo possono essere pertanto
identificati nei seguenti punti:

e identificazione di pattern di attivazio-
ne cerebrale nei soggetti con trauma
cranico e in un campione congruo di
soggetti sani.

eanalisi delle aree di attivazione alla
fRMN istituendo correlazioni con para-
metri clinici e neuropsicologici.

e confronto con i dati di letteratura ri-
guardo ai pazienti con trauma cranico

e valutazione dei percorsi di attivazione
alternativi capaci di modificare le sin-
gole competenze cognitive.

o rilevazione di parametri funzionali uti-
liperlastesuraela conduzione del pro-
gramma riabilitativo

possibilita di mettere a punto un pro-
gramma riabilitativo mirato e di verifi-
care le modalita di riorganizzazione ce-
rebrale nello stesso paziente fin dalla fa-
sesubacuta.

Metodologie

In una casistica ampia di pazienti con
esiti di trauma cranico moderato o seve-
ro (circa 30 soggetti) verranno selezio-
nati 6 pazienti con le seguenti caratteri-
stiche:

e etasuperiore ai 14 anni

e anamnesi negativa per precedenti ma-
lattie neurologiche, ritardo intellettivo,
problemi psicologici 0 comportamen-
tali

« fase stabilizzata degli esiti (almeno do-
pounannodall'evento)

« quadro neuroradiologico di danno as-
sonalediffuso.

« alla valutazione cognitiva QI>70 e de-
ficit neuropsicologici (attenzione, me-
moria, funzioni esecutive) di grado va-
riabile

o assenza dilesioni midollari e di un gra-
ve deficit motorio o sensoriale

e non in trattamento farmacologico con
farmaci noti per interazioni con le ca-
pacita cognitive

Verranno inoltre valutati, con i medesi-
mi protocolli, un numero congruo di
soggetti sani, con etd comparabile al
campione in studio, da utilizzare come
controllo.

[ pazienti e i soggetti di controllo verran-
no sottoposti ad una valutazione multi-
disciplinare e all'applicazione di una
fRMN.

Valutazione multidisciplinare:
e Anamnesi e visita neurologica

o Visita ORL e esame audioimpedenzo-
metrico

o Visita oculistica e ortottica

« Valutazione psicometrica con tests stan-
dardizzati (livello cognitivo)

« Valutazione neuropsicologica standar-
dizzata (attenzione, memoria e fun-
zioni esecutive)

eRilettura della Risonanza Magnetica
Nucleare standardizzata.

Applicazione fRMN:

Valutazione neuroradiologica dei pa-
zienti selezionati mediante fMRI con test
motori, sensoriali, cognitivi. Come pro-
tocollo specifico per 1'indagine di fMRI i
soggetti eseguiranno due compiti moto-
ri alternati, di cui uno altamente stereo-
tipato (movimenti delle dita della mano
destra in ordine stereotipato) e uno con
importanti richieste attenzionali (movi-
menti delle dita in ordine randomizza-
to) e di working memory. Il confronto di
simili compiti rivela, in soggetti norma-
li, 1'attivazione dei circuiti attenzionali
e di controllo della memoria (es. regioni
prefrontali, giro del cingolo, regioni pa-
rietali posteriori). Una volta eseguito un
esame MRI strutturale standard, la scan-
sione fMRI, implica una permanenza
nello scanner per 10 minuti circa.
Grazie alla sequenza di acquisizione

echo-planare (TR 3000; TE 60 msec;

Flip angle 90°) & infatti possibile acqui-
sire un intero volume cerebrale in 3 se-
condi, e quindi un largo numero di volu-
mi cerebrali (160), tale da permettere in-
ferenze statistiche nel singolo soggetto

Duratadella ricerca

12 mesi, con la possibilita di una prose-
cuzione per la verifica dell'efficacia di
trattamenti riabilitativi in ambito co-
gnitivo.
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L'osteogenesi imperfetta (0.1.) € unasin-
drome ereditaria caratterizzata da altera-
zioni qualitative e quantitative del colla-
geneditipoT, la piti diffusa proteina strut-
turale dell'organismo, responsabile della
resistenza dell'osso e di tutte le strutture di
sostegno. Ne consegue una displasia del
tessuto connettivo la cui espressione prin-
cipale € una particolare fragilita ossea,
che si rende evidente con fratture ricor-
renti, tendenza a deformazioni della co-
lonna vertebrale e delle ossa lunghe, ri-
tardo di chiusura della fontanella crani-
ca.Le mutazioni responsabili dell'0.1. pos-
sono colpire un gene localizzato sul cro-
mosoma 17, che codifica le informazioni
per la produzione delle catene «1 del col-
lageneT; in altri casi & interessato un gene
sitosul cromosoma 7 e codificante le cate-
ne a2 del collagene 1. Vengono cosi pro-
dotte catene a1 0 &2 difettose o in quanti-
ta inferiore al normale; ne deriva un col-
lagene meno resistente del normale e di
conseguenza una aumentata fragilita os-
sea. I'elevata variabilita clinica della sin-
drome & dovuta principalmente al tipo di
mutazione presente.

Si possono distinguere:

e mutazioni che provocano una ridotta
sintesi del collagene I, caratteristiche
dell'0.1.ditipo IA

e mutazioni strutturali che comportano
alterazioni della struttura delle catene
alea?2, responsabili di tutti gli altri ti-
pidiO.L

La correlazione tra modificazioni gene-
tiche e quadro fenotipicodell'0.I. & com-
plessa poiché I'evoluzione naturale del-
la malattia per le caratteristiche specifi-
che della stessa & condizionato dalla ca-
sualita degli eventi traumatici che puo
comportare significative differenze mor-
fologiche e funzionali anche tra soggetti
con lostesso patrimonio genetico.

Lacolonna risente comunque in mini-
ma misura degli eventi traumatici ri-
spetto alle ossa lunghe, pertanto un'ana-
lisi delle modificazioni indotte dallo svi-

luppo staturale, da ormoni o da farmaci

trova a questo livello un marker di mag-
giore significativita statistica e puo esse-
re analizzata sia mediante radiografie
del profilo laterale della vertebra sia me-
diante una densitometria ossea (DEXA)
ma anche indirettamente con una den-
sitometria ad ultrasuoni distale eseguiti
alivello delle falangi della mano.

I trattamento con farmaci diretti a ri-
durre il catabolismo osseo si € dimostra-
tonegli ultimi anni particolarmente effi-
cace nel trattamento di soggetti con 0.1.
sia nella fascia adulta sia nella fascia pe-
diatrica, come rilevato dall'esame densi-
tometrico osseo., dalla riduzione del nu-
mero di fratture e delle deformita verte-
brali, tuttavia un certo numero di pa-
zienti, indipendentemente dalla gravita
del deficit genetico non ha ottenuto ri-
sultati significativi pur con tempi e do-
saggi adeguati.

Precedentemente all'utilizzo dei bisfosfo-
nati ai fini di incrementare la fase osteo-
genetica e stata effettuata una sperimen-
tazione con ormone della crescita che ha
dato alcuni risultati positivi particolar-
mente nelle forme a minore gravita.

Non vi sono attualmente studi control-
lati sull'associazione di tale ormone con
ibisfosfonati.

L'attivita fisica particolarmente nel sog-
getto in accrescimento appare impor-
tante per determinare il livello di picco
di massa ossea, per cui |'attivita fisica ri-
sulta particolarmente importante a tale
fine prima dei 20 anni. Il rapporto tra
massa ossea e attivita fisica puo essere ve-
rosimilmente ridotto nell'osteogenesi
imperfetta per la ricorrenza di fratture
nonché per il timore di fratturarsi.

Negli ultimi 3 anni sono stati pubblicati
alcuni lavori diretti allo studio dei poli-
morfismi per geni correlabili all'osteo-
porosi in particolare per i recettori della
vitamina D (VDR), del collagene tipo TAl
(COLIAL) e dei recettori della calcitoni-
na (CTR) in gruppi di donne ed uomini
oltre i 45 anni. Appare interessante valu-
tare i pazienti con O.I. per tali polimorfi-
Smi.
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Materiali e metodi

Dopo |'approvazione da parte del nostro
comitato etico sono stati reclutati 20 pa-
zienti affetti da osteogenesi imperfetta sia
per deficit quantitativo che qualitativo
del collagene. I pazienti afferivano alla
nostra osservazione per un periodo me-
dio di tre/sei settimane per valutazioni
cliniche e per trattamento riabilitativo.

Valutazione dei livelli di motricita

Realizzata mediante scala di valutazio-
ne standardizzata delle posture e delle se-
quenze motorie dalla posizione supina
allaseduta, alla statica eretta, al cammi-
no (Gross Motor Function Measure)
G.MEM.

Valutazione delle autonomie della vita
quotidiana mediante scala WeeFIM
(Functional Independence Mearure for
children).

Valutazione della morfologia ver-
tebrale

Teleradiografia del rachide in carico nel-
la posizione eretta o seduta nelle proie-
zioni antero-posteriore e laterale: misu-
razione mediante griglie millimetrate
delle deformita dei corpi vertebrali sui
piani laterali. Il test viene eseguito an-
nualmente.

Densitometria ossea

Misurazione della densita ossea alivello
vertebrale mediante assorbimetria a rag-
gi Xin doppiaenergia. L'esposizione alle
radiazioni e minima e la procedura e di
rapida esecuzione. Il test viene eseguito
annualmente.

Densitometria ad ultrasuoni distale ese-
guiti a livello delle falangi della mano,
innocua di basso costo e con significati-
va correlabilita al rischio fratture, I'esa-
me fornisce inoltre indicazioni sull'ela-
sticita dell'osso. 11 test viene eseguito
ogni 6 mesi.

Marker biochimici del ricambio
05se0

Sono stati valutati gli elettroliti plasma-
tici specifici (Ca, P), la calcitonina espres-
sa in pg/m, l'osteocalcina espressa in
ng/mL, il propeptide C terminale espres-
so in ng/m ed i Pyrilinks-D urinari
espressi in nmolDPD/mmol creatinina,
tali valori verranno testati ogni 6 mesi
per complessive 4 valutazioni di follow-
up persingolo paziente.

Valutazioni genetiche

Dalle valutazioni iniziali proposte per la
prima parte della ricerca sono state sele-
zionate quelle che dai recenti dati di let-
teratura potevano avere maggiore signi-
ficativita per cui dai prelievi effettuati e
conservati sono in corso le estrazioni ge-
netiche per i recettori della vitamina D
(VDR), del collagene tipo A1 (COLIAL)
e dei recettori della calcitonina (CTR).

Stato attuale della ricerca

Il gruppo di 20 pazienti affetti da osteo-
genesi imperfetta era di eta compresa tra
i18mesiedil9anni.

12 pazienti erano prepuberi.

I follow-up e stato di 9 mesi, avendo per
alcuni pazienti informazioni anche pre-
cedenti atale periodo.

[ pazienti hanno eseguito le valutazioni
di protocollo ed il trattamento farmaco-
logico con neridronato.

Tutti i pazienti hanno impostato un trat-
tamento riabilitativo, tuttavia per la
complessita della patologia e le diversita
individuali alcuni soggetti hanno pre-
sentato significativa riduzione delle ca-
pacita motorie.

[ test evidenziano che alcuni pazienti
hanno valori bassi nei punteggi della
GMFM che comportano bassi livelli di at-
tivita motoria e di conseguenza anche se
non linearmente di riduzione delle auto-
nomie nelle attivita quotidiane WeeFIM.

Le valutazioni biochimiche non eviden-
ziano anomalie specifiche degli elettro-
liti in particolare calcio e fosforo, mentre
la calcitonina, |'osteocalcina, il propep-
tide C terminale ed i Pyrilinks-D urinari
presentano modificazioni dalla norma

I propeptide C terminale tende ad in-
nalzarsi per situazioni di incrementato
riassorbimento osseo: nei nostri pazienti
con migliore livellodi motricita ad ecce-
zione del soggetto piti piccolo i valori era-
no relativamente bassi anche se spesso
superiori alla norma. (p<0,01)

Viceversa I'osteocalcina, indice di depo-
sizione ossea mostrava significativi in-
nalzamenti in alcuni pazienti con mi-
gliori livelli di motricita.

[ dati preliminari ottenuti dalla densito-
metria ossea ad ultrasuoni eseguita nei
pazienti trattati con bisfosfonati mostra-
no sia migliori livelli di densita ossea re-
lativa e/o migliori livelli di UBPI (ultra-
sound bone profile index) correlabile
all'elasticita ossea ed al rischio di frattu-
ra, in soggetti attivi rispetto a soggetti se-
dentari.

Il quadro morfologico vertebrale & stato
accuratamente inquadrato e verra veri-
ficato a distanza di un anno per quanti-
ficare specifiche ed attese modificazioni.

[ test genetici sono in corso di attuazione
e verranno successivamente correlati ai
dati clinici raccolti e a quanto osservato
nella popolazione normale con osteopo-
rosisenile.
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L'attivita osteoblastica  riferita normale
nell'osteogenesi imperfetta (0.1.) mala
matrice connettivale prodotta e quanti-
tativamente o qualitativamente deficita-
ria. I tempi di riconsolidazione per frat-
ture composte non appaiono diversi dal-
la norma, ma frequentemente sono pre-
senti consolidazioni viziose e rischio di
fratture subentranti sullo stesso livello.

[ bisfosfonati migliorano la densita os-
sea inibendo |'attivita degli osteoclasti e
a livello strutturale incrementando lo
spessore della corticale ossea, senza ef-
fetto sulla componente trabecolare o
spongiotica che viceversa puo percen-
tualmente ridursi.

La componente trabecolare appare parti-
colarmente importante per le caratteristi-
cheelastiche dell'0sso e comporta una mi-
gliore resistenza alle sollecitazioni vibra-
torie. La conformazione strutturale della
spongiosa e particolarmente correlata al
carico e alle attivita dinamiche a cui e fi-
siologicamente sottoposto 1'0sso.

L'effetto dei bisfosfonati sulla struttura
ossea e stato studiato anche in eta pedia-
trica e sembra comportare una riduzio-
ne media del numero di fratture, miglio-
rando in alcuni casi la componente
strutturale vertebrale con significativo
incremento dell'altezza dei corpi verte-
brali, particolarmente evidente in alcuni
casi trattati, tuttavia in alcuni pazienti,
particolarmente a livello delle ossa lun-
ghe la struttura ossea appare modificata
in direzione opposta con quadri di osteo-
petrosi, ispessimento della corticale e ri-
duzione della trabecolare, con conse-
guente aumento della rigidita ossea e ri-
schio di fratture e prolungamento dei
tempi di consolidazione.

Precedentemente all'utilizzo dei bisfo-
sfonati ai fini di incrementare la fase
osteogenetica é stata effettuata una speri-
mentazione con ormone della crescita
che ha dato alcuni risultati positivi parti-

colarmente nelle forme a minore gravita.

Non vi sono attualmente studi control-
lati sull'associazione di tale ormone con
i bisfosfonati, una sperimentazione in
tal senso € in progetto all'interno del co-
mitato scientifico dell'0.I. di cui siamo
parte.

In alcuni pazienti la ripetizione della
frattura sulla stessa sede, che risulta piu
fragile dopo una prima frattura, pone
I'indicazione dopo i 3 anni di eta del pa-
ziente ad un trattamento chirurgico.

La riduzione dell'attivita fisica conse-
guente a fratture ripetute puo portare a
consolidazioni viziose e a quadri di pseu-
doartrosi, ovvero alla formazione di tes-
suto fibroso anziché osseo sui monconi
di frattura con conseguente instabilita
funzionale.

L'intervento chirurgico particolarmente
alivello delle ossa lunghe degli arti infe-
riori con I'applicazione di mezzi di sin-
tesi all'interno dell'osso richiede due o
pill osteotomie che comportano un ac-
corciamento dell'arto creando comun-
que uno scompenso funzionale quando
monolaterale, situazione frequente nel-
le forme tipo T e IV (di gravita minore ed
intermedia).

I1 trattamento chirurgico in tali patolo-
gie non viene realizzato in fase di urgen-
za, dove la trazione o un gesso tradizio-
nale rappresentano 1'approccio pit fre-
quente, ma utilizzando strumentazioni
su misura per il paziente: e frequente la
necessita di correggere dapprima un la-
to (es. femore e/0 tibia sn) e dopo 3 mesi
I'altro lato. In tal caso si puo prospettare
di intervenire dapprima sul lato meno
COMPromesso e successivamente su quel-
lo piti deformato.

Durante il primo intervento & possibile
asportare frammenti ossei nell'area di
osteotomia, sottoporli in vitro ad un trat-
tamento che ne faciliti 1a crescita e se effi-
cace reimpiantarli sull'altro lato al fine
di ridurre la dismetria o trattare even-
tuali pseudoartrosi presenti.
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Atale fine possono essere utilizzate ma-

trici di gel abase di acido yaluronico (so-

stanza normalmente presente nei con-

nettivi e gia ampiamente utilizzata in cli-
nica) su cui far crescere cellule della li-

nea osteoblastica prelevate dal paziente

in presenza di fattori stimolanti la cre-

scita ossea.

Affinché le cellule prelevate mantenga-
no la loro caratteristica di differenzia-
zione verso la linea osteoblastica e non
verso quella pitr aspecifica fibroblastica
e indispensabile che una serie di fattori
bioumorali e biomeccanici agiscano sul
tessuto in coltura e su quello successiva-
mente impiantato.

Particolarmente nel soggetto in eta di
crescita |'attivita fisica ed il carico mec-
canico appaiono fondamentali a tale sco-
po, sostanze quali 'ormone della cresci-
ta possono facilitarlo, mentre i difosfo-
nati possono evitare la distruzione della
struttura ossea gia formata.

In ambito di ricerca in vitro vi sono ri-
sultati positivi realizzati dal gruppo del
CNR di Napoli in collaborazione con il
Rizzoli di Bologna, esperienze similari
sono gia in corso anche in altri gruppi di
ricerca internazionale con iniziali speri-
mentazioni sia sull'animale che sul-
['uomo.

L'utilizzo di supporti per cellule stami-
nali della linea connettivale e gia entra-
to nella pratica clinica per lesioni della
cartilagine.

Isostituti ossei attualmente in studio pre-
vedono1'uso di materiali di origine natu-
rale, semisintetica, sintetica, in grado di
permettere la rigenerazione del tessuto
osseo (osteoconduttivita) o, nella mi-
gliore delle ipotesi, di stimolarla (osteo-
induttivita). Nel trattamento di casi cli-
nici in cui non € disponibile sufficiente
0sso autologo per 1'autotrapianto, uno
dei materiali di origine naturale attual-
mente in uso € 0sso eterologo privato del-
la componente cellulare, sterilizzato,
processato per ottenere |'opportuna for-

ma. L'osteoconduttivita della struttura
tridimensionale naturalmente porosa,
ottimale per la necessaria vascolarizza-
zione, e 1a presenza nella matrice extra-
cellulare organica di fattori di crescita
osteogenici (Ops, BMPs), rilasciati nel-
I'organismo ospite dopo 1'impianto, favo-
riscono il processo di osteointegrazione.

I problemi che possono generarsi dal-
I'uso di tali sostituti sono riconducibili
principalmente all'origine eterologa
dell'osso (infezioni, reazioni immunita-
rie, rigetto); inoltre la difficolta di posi-
zionamento e integrazione dovuti a scar-
sa modellabilita dell'impianto possono
ugualmente comprometterne |'esito.

Una risposta a tali problematiche € stata
data dalla progettazione e produzione di
materiali sintetici e semisintetici, facil-
mente modellabili e reperibili; tuttavia
la lunga procedura di preparazione e la
mancanza di osteointegrazione perma-
nente osservata in vivo hanno spinto i ri-
cercatori a progettare impianti polime-
rici totalmente biodegradabili, organiz-
zati in strutture tridimensionali porose,
per migliorare I'osteoconduzione, favo-
rire 1a vascolarizzazione, e, quindi, la ri-
generazione 0ssed.

E possibile usare polimeri naturali, co-
meil collagene e I'acido ialuronico, chi-
micamente o fisicamente modificati per
renderne le proprieta pili rispondenti a
quelle richieste per le differenti applica-
zioni.

La scoperta e |'isolamento di vari fattori
osteogenici hanno permesso la messa a
punto di sistemi in cui il supporto biode-
gradabile (spugne, idrogeli iniettabili,
sospensioni composte per lo piti da col-
lagene occasionalmente combinato con
acido ialuronico) funge da veicolo tem-
poraneo per il rilascio controllato di tali
sostanze: il processo rigenerativo € in-
dotto nell'organismo ospite che sopperi-
sce alla naturale degradazione del-
I'impianto con la progressiva formazio-

nedinuovo tessuto.

Peril trattamento di lesioni, danni di mo-
deste dimensioni, sostituzioni di zone di
0ss0 con anatomia non particolarmente
complicata, & possibile ricorrere a sosti-
tuti cellulari in cui il materiale costitui-
sce loscaffold perla deposizione di cellu-
le, da reimpiantare/impiantare nel pa-
ziente.

La progettazione di tali sostituti prevede
la scelta sia del tipo di cellule da coltiva-
re sia del materiale da adottare. Le cellu-
le possono essere cellule adulte, gia dif-
ferenziate (osteoblasti/osteociti, condro-
citi) oppure cellule progenitrci (midollo
0sseo, periosteo, pericondrio) che, rispet-
to alle prime hanno il vantaggio di avere
una velocita di duplicazione piti elevata
ma lo svantaggio di potersi, in alcuni ca-
si, differenziare in modo indesiderato ge-
nerando un tessuto non richiesto.

[ materiali devono possedere come ne-
cessarie caratteristiche: compatibilita
sia con la linea cellulare prescelta sia
con |'ospite; proprieta meccaniche simi-
li all'osso da sostituire; biodegradabilita
controllata in modo tale da consentire
continuita fra impianto e osso durante
larigenerazione del tessuto.

Aseconda delle applicazioni sono dispo-
nibili materiali soffici, di origine sinteti-
ca, semisintetica, naturale, e materiali
duri, come metalli o ceramici; inoltre &
possibile ottenere scaffold di durezza in-
termedia utilizzando materiali compo-
siti.

Tra i materiali testati per l'ingegneria
dei tessuti si ricordano: acido polilattico
(PLA); acido poliglicolico (PGA); poli-
caprolattone (PCL) molecole naturali
modificate e non, come collagene o aci-
do ialuronico; materiali duri come me-
talli o ceramici, tra cui differenti formu-
lazioni di tricalciofosfato (TCP), idros-
siapatiti naturali e sintetiche; combina-
zioni di idrossiapatite-TCP
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Materiali e metodi

La sperimentazione prevede lo studio di
soggetti con osteogenesi imperfetta da de-
ficit quantitativo e qualitativo del colla-
gene in cui e programmato un interven-
toadue tempi sugli arti inferiori.

Il campione sara composto da 2 soggetti
perogni gruppo in eta prepubere, in trat-
tamento con bisfosfonati, terapia nor-
malmente applicata nella maggior par-
te dei pazienti affetti da 0.1.

[ pazienti effettueranno una preparazio-
ne pre-chirurgica con training di tre me-
si composto da esercizi attivi di rinforzo
degli estensori lombari, nuoto, training
di cammino su tappit roulant se deam-
bulanti o attivita sportiva in carrozzina
su pista di atletica, nuoto 3 volte 1a setti-
mana.

Tutti i pazienti verranno valutati me-
diante:

Scala di valutazione funzionale motoria
G.M.EM.

Test di forza manuale (grip test) con ap-
parecchiaturastandardizzata.

Valutazione delle autonomie mediante
scala WeeFIM

Studio del consumo di ossigeno.

Densitometria ad ultrasuoni delle dita
all'ingresso ed ogni 3 mesi

Valutazione dei cataboliti urinari del
collagene (piridinolino) all'ingresso ed
ogni 3 mesi

Valutazione dei marker di deposizione
ossea (osteocalcina) all'ingresso ed ogni
3 mesi

Studio radiografico di una vertebra e di
un osso lungo target all'ingresso a 6 me-
siead 1 anno.

Densitometria ossea DEXA dei livelli lom-
bari e femorali all'ingressoe ad 1 anno.

Prelievo di un frammento osseo in sede
di trattamento chirurgico. Il trattamen-
to chirurgico verra eseguito presso il
Reparto di Ortopedia Pediatrica di Bre-

scia (responsabile P.C. Brunelli) che fa
parte dell'equipe multidisciplinare
dell'Associazione O.1. Italiana

Le cellule del paziente verranno utilizza-
te solo per tale scopo e non conservate
per altri fini.

L'innesto di un impianto protesico pud
pero comportare problematiche di natu-
ra diversa, compresa la perdita di fun-
zionalita della protesi stessa.

La causa fondamentale che dal punto di
vista biomeccanico pud compromettere
lastabilita a lungo termine di una prote-
si, per esempio di una protesi d'anca, o
chiodi intramidollari & il diverso com-
portamento meccanico che compete al
tessuto osseo ed alla protesi.

La densita e la conformazione dei tessuti
di un femore naturale nonché la sua or-
ganizzazione interna sono il risultato di
un continuo rimodellamento cellulare.

In un sistema osso-protesi i carichi ven-

gono trasferiti attraverso la protesi,

all'osso nelle sue estremita. Tale feno-

meno € noto come “stress-shielding”

(protezione da stress) e comporta come

effetto il riassorbimento osseo delle zone

meno sollecitate. Infatti le ridotte solle-

citazioni dell'osso protesizzato, confron-

tate con le normali condizioni di carico

precedenti all'impianto della protesi cau-
sa,secondo la legge di Walff, un riadatta-

mento osseo caratterizzato dalla perdita

di massasia in termini di maggiore poro-
sita sia come assottigliamento, e forma-

zione di 0sso in eccesso alle due estremi-

ta della protesi

Per evitare o quanto meno ridurre le fe-

nomenologie descritte, si puo analizzare

lapossibilita di utilizzare polimeri come

rivestimento di sistemi protesici per ap-

plicazioni ortopediche.

In accordo con 'obiettivo di chirurghi

ed ortopedici, cioe al fine di ottimizzare

lariparazione ossea in termini tempora-

li, qualitativi e pratici, questo lavoro con-
siste nella ricerca delle migliori condi-

zioni biomeccaniche che diano luogo al-

lapratica di endoprotesi.

In particolare, il progetto consiste nel ri-
coprire chiodi intramidollari con poli-
meri biodegradabili che abbiano una du-
plice funzionalita:

- stabilizzazione della protesi
- rilascio di farmaci e/o growth factors
- scaffolds perla crescita di osteoblasti

I materiali candidati per tale applicazio-
ne sono PCL (policaprolattone), miscele
di PCL ed polimeri naturali (es. agaro-
sio) e compositi costituiti da PCL e
Fosfati di Calcio.

[l vantaggio di utilizzare il PCL consiste,
indipendentemente dalla elevata bio-
compatibilita ed ottimale biodegradabi-
lita, e la facile processabilita che puo av-
venire a temperatura ambiente median-
te solventi ed allo stato fuso con tempe-
rature che non superanoi60°C.

L'ottimizzazione del materiale per il rive-
stimento di chiodi e/o protesi avverra me-
diante la caratterizzazione chimica fisi-

ca delle diverse composizioni, la defini-

zione di tecnologie per la preparazione

di rivestimenti e scaffolds, la caratteriz-

zazione meccanica. Cinetica di assorbi-

mentod' acquae rilascio farmaci.

Il quadro verra poi analizzato nella sua
mediante Rx seriate.

Ambiti di applicazione

Sebbene 1'osteogenesi imperfetta siama-
lattia relativamente rara (>1:10.000 na-
ti) nell'ambito del gruppo Italiano ven-
gono attualmente seguiti piti di 200 pa-
zienti affetti, inoltre la patologia essendo
ormai ben definita in ambito di deficit
genetico e biochimico appare un valido
modello applicativo per altre situazioni
di ritardata, alterata o insufficiente con-
solidazione ossea, nonché in tutti i casi
in cui e necessaria |'asportazione di par-
ti ossee per patologie neoplastiche o trau-
matiche complesse.

I tempi di realizzazione di tale progetto
vannoda 122 anni.
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Background del progetto

L'autismo € un disturbo Generalizzato
dello Sviluppo caratterizzato da un pat-
tern di ritardi/atipie a carico dello svi-
luppo sociale, comunicativo verbale e
non verbale e da forme limitate, ripetiti-
ve e stereotipate del comportamento, de-
gli interessi e delle attivita (A.PA. 1995).
L'autismo ha un esordio nei primi anni
divita, alterando i normali processi evo-
lutivi e di sviluppo cognitivo. Accanto al-
le forme francamente autistiche nelle
classificazioni diagnostiche (DSM-1V,
ICD-10) vengono descritti quadri clinici
frustri definiti “non altrimenti specifica-
ti” che rappresentano uno “Spettro” ab-
bastanza ampio del disturbo stesso spe-
cie nella prima infanzia (Autism Disor-
ders Spectrun ADS).

Il disturbo autistico, ed ancor di pit i di-
sturbi dello spettro autistico, risultano es-
sere eterogenei sia nella presentazione
clinica, che nella modalita di sviluppo,
strettamente associata al funzionamen-
to cognitivo. Mentre fino a 10 anni fa la
prevalenza del disturbo era stimata in-
tornoa 2-4su 10000, gli ultimi studi sug-
geriscono una prevalenza fino a 6/1000
con un tasso stimato di 1 su 500 nati sesi
considerano i disturbi dello spettro auti-
stico (Prior M 2003).

Diversi studi familiari, sui fratelli e sui
gemelli dimostrano come la componen-
te genetica sia un fattore importante di
suscettibilita alla malattia. (Fonbonne
et al 1999, Bailey et al 1996, Rutter et al
1990). Il tasso di concordanza per la ma-
lattia tra gemelli omozigoti & stimato at-
torno al 64%, per i gemelli eterozigoti al
9% ed il rischio di avere la stessa malat-
tia e tra il 3-4% per un bambino che ab-
bia un fratello affetto da autismo , circa
75 volte maggiore della popolazione ge-
nerale. L'ereditabilita, cioe la quota diva-
rianza del disturbo spiegata da fattori ge-
netici e stimata tra 80% e 90% (Folstein
SE and Rosen-Sheidley B 2001). Come
in altre malattie complesse, I'ipotesi ge-

netica prevede che la malattia dipenda

dall'effetto combinato di diversi loci, po-
stisu cromosomi differenti ed interagen-
ti tra loro e con I'ambiente. Il numero
minimo stimato dei geni coinvolti va da
2-10a>10-15 adimostrazione dell'ete-
rogeneita genetica. Ciascun gene avreb-
beun ruolo eziologico “parziale” nel de-
terminare il fenotipo (geni ad effetto
“minore”): livelli di gravita fenotipica
diversa, sino a giungere alla malattia
conclamata, dipenderebbero dagli effetti
complessi della interazione tra loci. lasu-
scettibilita all'autismo comporterebbe
anche la suscettibilita a manifestazioni
di forme piti lievi di ADS o “sottosoglia”.
Questo modello fornisce una base biolo-
gica all'ipotesi clinica di spettro del di-
sturbo autistico e spiega la vasta gamma
di espressioni fenotipiche che si rilevano
nella pratica clinica.

Per identificare i geni coinvolti nella su-
scettibilita all'ADS sono state utilizzate
differenti strategie, dalla citogenetica al-
la biologia molecolare, inclusi studi di
linkage estesi all'intero genoma e studi
di associazione con geni candidati.

Tra i risultati piu significativi |'identifi-
cazione di un primo gene per 1'Autismo
in 7q [che premetterebbe di distinguere
tra forme di Autismo con e senza asso-
ciati disturbi del linguaggio (Collabora-
tive Linkage Study on Autism 2001). ela
identificazione sul cromosoma 15q11-
13 (area coinvolta anche nelle Sindromi
di Prader Willi e di Angelman) di un lo-
cus responsabile per il comportamento
ripetitivo e stereotipo nell'Autismo (Shao
et al 2003). Altre regioni cromosomiche
di interesse si trovano in 2q, 6q, 7q, 10q e
16q (IMGSAC 1998, Philippe et al 1999,
Risch et al 1999, Ashley-Koch et al 1999,
Persicoetal 2001, Buxbaum et al 2001).

Sono state recentemente descritte muta-
zioni a carico dei geni NLGN3 e NLGN4,
entrambi sul cromosomaX; in casi fami-
liari di autismo (Jamain et al 2003).
Questi geni sono candidati ideali per un
analisi di mutazione nei soggetti della
nostra casistica.
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Le indagini relative ad altri geni candi-
dati suggeriscono un possibile ruolo di
Reeln, FMR1, FMR?2; Triptofano Idros-
silasi, Recettore Dopaminergico DRD3,
promotore per il trasportatore della sero-
tonina (SHTTLPR) e c-HRAS (Herault et
al 1993.), e per il gene GABRB3 localiz-
zato all'interno della regione deleta nel-
la sindrome di Angelman e Prader-Willi
in 15q11-q13, anche se tuttora manca-
no evidenze definitive.

Il problema attuale &, quindji, |'esistenza
di un disturbo eterogeneo sul piano cli-
nico e genetico con importanti ripercus-
sioni sull'intervento riabilitativo e quin-
disulla prognosi dei pazienti autistici.

Obiettivi principali

L'obbiettivo finale del progetto € un mi-
glioramento della conoscenza dell'ezio-
logia dell'Autismo e delle patologie ad es-
socorrelate.

La comprensione delle basi biologiche del-
la malattia, il raffinamento della iden-
tificazione del fenotipo e la conoscenza
delle loro interrelazioni reciproche sono
premesse indispensabili per ricostruire
sunuove basi i percorsi diagnostici/ iden-
tificativi della patologia e proporre mi-
gliori strategie di intervento e terapia.

I raggiungimento di tale scopo e conse-
guibile attraverso:

a) l'identificazione di una popolazione
di pazienti autistici omogenea sul piano
nosografico e di profilo funzionale;

b) lo studio dell'associazione genetica
dell'Autismo e dei diversi profili funzio-
nali con possibili geni candidati ed inun
secondo tempo con le regioni cromoso-
miche identificate come sede di possibili
loci di suscettibilita alla malattia (7q31,
16p, 15q11-13,2q,6q21 e 10q).

Sara quindi possibile valutare I'impatto
dei geni candidati o delle regioni cromo-
somiche a rischio non solo con diagnosi
categoriali ma anche con profili funzio-
nali e valutare |'interazione tra i diversi
loci di suscettibilita alla malattia nel de-
terminare fenotipi funzionali differenti.

Materiali e Metodi

Il campione clinico deriva dalla popola-
zione dei pazienti seguiti attualmente se-
guiti dalla Unita di Psicopatologia NR2-
dell'Tstituto Scientifico E. Medea.

Il disegno sperimentale prevede che il
campione sia raccolto secondo metodo-
logie complementari, sia con uno sche-
ma caso-controllo tradizionale (Risch
and Botstein, 2003) e con uno schema
TDT (Transmission Disequilibrium
Test) dove il “caso” & il paziente affetto
edil “controllo” & rappresentato dai cro-
mosomi non trasmessi della coppia geni-
toriale (Spielman RSetal 1993)
Particolare attenzione verra inoltre dedi-
cata alla raccolta di famiglie con pit di
un soggetto affetto (MULTTPLEX).
Diagnosi clinica

Verra seguito un percorso di diagnosi cli-
nicasecondo le linee guide suggerite dal-
la Child Neurology Society e dalla
American Academy of Neurology
(1999). La diagnosi sara posta utiliz-
zando 1 criteri diagnostici del DSM-IV e
dell' ICD-10.

Definizione del fenotipo funzionale:

e Valutazione neuropsichiatria:
Childhood Autism Rating Scale (CARS)
(Schopler et al., 1988); 1' Autistic Dia-
gnostic Observation Schedule (ADOS -
G) (Lordet al 1999). Queste scale saran-
nosomministrate da clinici esperti e spe-
cificamente addestrati all'uso di queste
scale ed autorizzati dagli Autori delle
stesse.

e Per |a valutazione del funzionamento
cognitivo globale saranno utilizzati i
seguenti strumenti in base alle caratte-
ristiche del paziente: Leiter, Griffith |
Stanford Binet (1964), Scale Weschler:
WPPSI (1973) e WISC-R (1986);

o Valutazione del profilo di sviluppo neu-
ropsicologico: -valutazione linguistica
con esame del linguaggio recettivo/
espressivo e analisi della pragmatica
della comunicazione; -prove di svilup-
po e organizzazione motoria; valuta-
zione psico-educative: somministra-

zione della Scala Vineland per il livello
adattivo (Sparrow et al., 1984) e PEP-R;
analisi delle funzioni esecutive e Nepsy.

Indagine genetica

In seguito a consenso informato raccol-
to dai genitori del paziente, in accordo ai
criteri internazionalmente riconosciuti,
verranno prelevati 5-10 ml di sangue ve-
noso dal paziente e dalla coppia genito-
riale o da un soggetto di controllo, nel ca-
s01 genitori non vogliano o non possano
partecipare allo studio.

Riuscire a definire 1'architettura geneti-
ca di un tratto genetico complesso (co-
me 1'autismo ed i disturbi dello spettro
autistico) e identificare le singole com-
ponenti del tratto e scomporle negli ele-
menti base risulta essere un'operazione
difficile. Nell'attualita la metodologia
pill appropriata per questo genere di in-
dagini prevede di utilizzare un approc-
cio di Associazione genetica, tramite tec-
niche e strategie definite di Linkage
Disequilibrium (Risch & Botstein,
2003), particolarmente sensibile nella ri-
levazione di suscettibilita genetica ai di-
sordini multifattoriali.

Verranno quindi esplorate le seguenti as-
sociazioni:

a- con geni gia identificati quali:
NLGN3, NLGN4 e un gene candida-
to il Trasportatore della Serotonina.

b- Verranno analizzate le sequenze ge-
nomiche alla ricerca di nuovi geni
candidati nelle regioni critiche in
2q,7q,15q

Grazie a tecniche e metodologie bioin-
formatiche, verranno selezionate delle
sub-regioni cromosomiche critiche, do-
ve verra indagata la presenza di poli-
morfismi significativi (SNP o Polimor-
fismi a Singoli Nucleotidi) e degli aplo-
tipi da essi derivabili di cui sara possibile
verificare 1'associazione genetica. A se-
guito di un dato di associazione positiva,
sara possibile 1'identificazione di quegli
specifici polimorfismi che sono respon-
sabili della componente eziopatogeneti-
carelativa al gene coinvolto.
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Razionale

L'impulsivita e stata frequentemente de-
scritta come tratto associato in misura
pill 0 meno grave alla psicopatologia
(ADHD, ansia, depressione, disturbo bor-
derline di personalita, disturbi del com-
portamento alimentare etc.) risultando
essere una dimensione transnosologica.
Tuttavia essa e stata caratterizzata in mo-
di diversi a seconda del disturbo in cui e
stata studiata: nell'ADHD come tenden-
zaa “sparare” le risposte prima che le do-
mande vengano terminate, nella de-
pressione come tentativi di suicidio, nel
disturbo borderline di personalita come
tendenza all'acting out e all'assunzione
di condotte a rischio etc. Infine, uno stile
di risposta impulsivo e stato anche evi-
denziato in alunni con disturbo specifi-
co di comprensione della lettura. A fron-
te della complessita di tale dimensione,
Barratt e Patton (1983) hanno proposto
una definizione dell'impulsivita inclusi-
va delle diverse espressioni, cognitive e
comportamentali, osservate, e cioe come
la tendenza a rispondere rapidamente e
ad agire senza riflettere o pianificare e ad
assumere condotte a rischio (risk-taking)

e, pill in generale, come scarsa capacita
controllo e autoregolazione delle risposte.

La presenza di tante differenti descrizio-
ni dell'impulsivita ha comportato lo svi-
luppo di diversi strumenti di misura tra
cui questionari, auto- o etero-sommi-
nistrati e test cognitivi spesso tra loro
non correlati. Barrate colleghi hanno in-
fatti evidenziato che, mentre i questio-
nari che misurano |'impulsivita sono in
genere tra loro correlati, gli altri tipi di
test che misurano 1'impulsivita, come
ades. il Matching Familiar Figure Test di
Kagan (1966) in genere non correlano
con questionari che descrivono una di-
mensione comportamentale. Per questo
motivo, per ottenere una completa de-
scrizione dell'impulsivita nella psicopa-
tologia nelle sue diverse manifestazioni,
¢ importante utilizzare sia questionari

che test cognitivi.

Tra i questionari specifici nel misurare
I'impulsivita nei bambini vengono uti-
lizzati: 1a Scala globale del comporta-
mento Esternalizzato della Child Beha-
vior Check-List (Achenbach), le scale
“Restless/Impulsive” e “Hyperactive/ im-
pulsive” della scala “Conners' Parent
Rating Scale”.

Studi recenti suggeriscono |'importanza
del fattore eta e sesso nell'espressione cli-
nica della Depressione in eta evolutiva
con comportamenti piti esternalizzati
caratterizzati da irrequietezza motoria,
impulsivita, comportamenti aggressivi
ed oppositivi nei maschi piccoli e mag-
giore tendenza a comportamenti inter-
nalizzati di ritiro sociale ed ansia nelle
adolescenti. Questo puo essere legato a
fattori biologici e culturali.

Una certa relazione tra iperattivita/im-
pulsivita e depressione € derivabile an-
che dalla osservazione clinica che bam-
bini ADHD spesso crescendo manifesta-
noun Disturbo dell Umore.

[ test neuropsicologici che misurano
I'impulsivita valutano in generale: 1a ve-
locita di risposta (I'impulsivita si carat-
terizza per tempi brevi accompagnati da
un alto numero dierrori) e la capacita di
inibire I'esecuzione di risposte prepoten-
ti, sia motorie che verbali. Tra le misure
piti utilizzate ci sono la rapidita della ri-
sposta nel Matching Familiar Figure
Test (MFFT-Kagan) e nel test della Torre
di Londra, il numero di errori al
Continuous Performance Test (CPT) e il
numero di percorsi corretti al test Walk
don't walk (Batteria TaeCh-Robertson)
(inibizione risposta motoria) e lo Stroop
(inibizione verbale).

La capacita di autoregolazione, e quindi
il controllo esercitato sulla risposta, &
un'importantissima funzione esecutiva
alla base di qualsiasi attivita di problem
solving sia cognitivo che interpersonale.
Come tutte le funzioni esecutive, anche
la funzione inibitoria e coordinata a li-
vello del lobo frontale.
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Gli studi che hanno esplorato le manife-
stazioni neuropsicologiche dei depressi,
descrivono prevalentemente la presenza
di significative difficolta attentive e rigi-
dita del pensiero, misurato attraverso
WCST (Merriam et al. 1999; Channon,
1996; Fossati e al. 2001) e prove di fluen-
zaverbale (Fossati, 2003). Gli studi rela-
tivi alla impulsivita, utilizzando stru-
menti comuni alla ricerca su bambini
ADHD, sono pochi e recenti e non sempre
chiari. In particolare, Palladino et al
(1997) trovano una relazione tra stile
impulsivo di risposta, misurato attraver-
so gli indici di accuratezza e di velocita
di risposta al test MF20 e percezione sog-
gettiva di disagio emotivo, valutata at-
traverso il CDI. Tale studio e stato svolto
su un campione non clinico di bambini.
La relazione tra impulsivita/irrequie-
tezza sul piano neuropsicologico e de-
pressione e suggerita dall'osservazione
clinica di una discreta probabilita (%)
dei bambini con diagnosi di ADHD di ma-
nifestare in preadolescenza un Disturbo
dell'umore (Achenbach).

Questo studio suggerisce quindi un'ana-
logia tra l'impulsivita espressa da de-
pressi ed ADHD in eta evolutiva, con pre-
stazioni caratterizzate da tempi di rispo-
sta brevi ed elevato numero di falsi allar-
mi al test MF20. Resta tuttavia dubbio co-
me questo stile di risposta impulsivo pos-
sa conciliarsi con I'osservazione clinica
nei pazienti depressi di rallentamento
psicomotorio ed indecisione.

Un'altra analogia tra pazienti depressi
ed ADHD riguarda le difficolta attentive e
la riluttanza ad affrontare compiti non
automatizzati che richiedono sforzo
mentale. Le difficolta attentive osservate
inentrambi i gruppi clinicissi riferiscono
a prove di attenzione selettiva, le quali
comportano ['attivazione del giro cin-
golato anteriore (Ravnkildeet al. 2002).

La manifestazione comportamentale
dell'impulsivita avviene quindi sotto for-
me diverse negli individui sani o affetti
da patologie psichiatriche (es nella de-

pressione sotto forma di condotte suici-
darie, nell'ADHD sotto forma di scelte im-
pulsive), anche se, in accordo a recenti
studi la disfunzione neuropsicologica
e/o neurobiologica sottostante appare es-
sere condivisa da tutti questi soggetti
(Swann et al 2002). In particolare, sia
all'impulsivita che all'aggressivita nelle
varie categorie diagnostiche sembra, in-
fatti, essere sottesa una comune origine
psicobiologica: una disfunzione del si-
stema serotoninergico (Lesch et al 2000).
Questo e un sistema ad alto controllo ge-
netico: ricordiamo il gene regolatore del
trasportatore della serotonina, la tripto-
fano Idrossilasi e la Mono amino ossidai
edi geni codificanti per i recettori seroto-
ninergici: SHT1A, SHT2.

Obiettivo

Questo studio si propone in primo luogo
di fornire una descrizione dei comporta-
menti impulsivi e di irrequietezza ri-
scontrati in bambini ed adolescenti de-
pressi ed in secondo luogo di precisare la
relazione tra questi comportamenti
esternalizzati e lostile di risposta e le dif-
ficolta attentive in un gruppo di bambi-
ni ed adolescenti depressi confrontati
conun gruppo di controllo.

In secondo luogo si propone di valutare
la quota di impulsivita nel corso del
Disturbo da Deficit di Attenzione e Iper-
attivita sia da un punto di vista compor-
tamentale che neuropsicologico.

Edinfinesi propone di investigare la pos-
sibile correlazione tra il profilo compor-
tamentale e neuropsicologico rilevato
nei diversi disturbi (ADHD e Depres-
sione) e |'assetto genetico di alcuni mar-
catori genetici del sistema serotoniner-
gico.
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Sebbene la Dislessia Evolutiva (DE) sia
comunemente considerata una disfun-
zione linguistica, precisamente fonolo-
gica (Ramus, 2003), recenti evidenze
sperimentali sembrano indicare che i de-
ficit fonologici possano essere causati da
primari disturbi multi-modali (e.g., visi-
vie uditivi) dell'attenzione selettiva (Ha-
ri&Renvall, 2001).

La nostra ipotesi prevede che una di-
sfunzione dell'attenzione selettiva sia il
“cuore” della DE (Facoetti et al., 2003).
Infatti, 1'abilita di focalizzare rapida-
mente 1'attenzione, aumentando ['ela-
borazione del “segnale” e riducendo
I'elaborazione del “rumore”, € la fun-
zione cruciale implicata nella procedu-
ra seriale di apprendimento della lettura
(i.e., via sub-lessicale) (Cestnick & Col-
theart, 1999).

Nel sistema nervoso centrale la funzione
di attenzione selettiva spaziale e associa-
ta ad aree del lobo parietale posteriore e
della giunzione parieto-temporale (Cor-
betta et al. 2000), che ricevono proiezio-
ni di tipo colinergico dalle aree del Basal
forebrain. Studi su scimmie rhesus sem-
brano confermare che un tono coliner-
gico reso deficitario a livello della cor-
teccia intraparietale determina altera-
zioni dell'attenzione selettiva spaziale
(Davidson & Marrocco 2000).

Recentemente |a letteratura ha riportato
che in individui adulti, non dementi,
1'allele €4 del locus APOE, allele che con-
ferisce un elevato rischio di morbidita
per lamalattia di Alzheimer, sembra con-
dizionare alterazioni specifiche dell'at-
tenzione selettiva (Greenwood et al.
2000).

Studi in pazienti con Alzheimer e studi
invitro suggeriscono un legame tra l to-
no colinergico centrale e APOE, nel sen-
so che sembra che 1'allele €3 potenzi gli
effetti protettivi degli agenti neurotrofici
nei neuroni colinergici, anche se non so-
no adisposizione dati conclusivi.

Obiettivo

L'obiettivo della ricerca € verificare se
nei dislessici varianti genetiche a livello
di geni candidati del sistema colinergico
o I'allele €4 per 'APOE, sono in linkage
disequilibrium con il deficit dell'atten-
zione selettiva, specificamente alterata
nei dislessici.

La ricerca proposta rappresenta anche
una novita in termini di studio pura-
mente neurospicologico. Nessuna ricer-
ca in ambito neuroscientifico ha infatti
studiato sia la componente spaziale che
quella temporale dell'attenzione seletti-
va nel medesimo campione di soggetti
conDE.

La procedura sperimentale prevede un
campione di circa 150 soggetti con di-
slessia evolutiva; il bambino dislessico
deve svolgere un test sperimentale di at-
tenzione spaziale (45 minuti) durante i
quali deve rispondere ad una serie di sti-
moli visivi e successivamente ad una se-
rie di stimoli uditivi con un agito.
Verranno somministrate delle prove neu-
ropsicologiche sulle capacita di lettura e
calcolo, che completano 1'indagine cli-
nica di routine svolta in Istituto Scien-
tifico (45 minuti). Si raccoglie la saliva
perl'analisi del dna al bambino ed ai ge-
nitori. Infine il genitore ed il bambino
(se di eta compresa tra gli 11-18 anni)
compilano dei questionari sul compor-
tamento. La collaborazione puo esten-
dersi anche ad ogni fratello di eta com-
presa tra i 7 e i 18 anni per l'appro-
fondimento delle componenti ereditarie;
lavalutazione del fratello includera una
batteria di tests neuropsicologici sulla ca-
pacita di lettura, il test dell'attenzione
spaziale e la compilazione dei questio-
nari sul comportamento da parte del
bambino (se di etd compresa tra gli 11-
18 anni) e dei genitori. Infine verra rac-
colto un campione di saliva. Verra reclu-
tato inoltre un campione di volontari sa-
ni (circa 20 bambini). La valutazione
del volontario sano includera una batte-
ria di tests neuropsicologici sulle capaci-
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ta di lettura e di calcolo, il test dell'at-
tenzione spaziale e la compilazione dei
questionari sul comportamento da parte
del bambino (se di eta compresa tra gli
11-18 anni) e dei genitori. Infine verra
raccolto un campione di saliva.

Il paziente viene reclutato tra i bambini
dislessici che vengono ricoverati in
Istituto Scientifico (circa 4/mese) oppu-
re tra coloro che stanno frequentando la
Riabilitazione (con diagnosi gia confer-
mata) (circa 2/mese); inoltre verranno
ricontattati i dislessici (145) che hanno
in passato partecipato alla ricerca cor-
rente 2001 “STUDIO DI LINKAGE TRA
FENOTIPI QUANTITATIVI DELLA DIS-
LESSIAE GENI CANDIDATT” proponen-
do loro la partecipazione all'attuale (si
prevedono circa 3/mese). In questo mo-
do il reclutamento dovrebbe essere di cir-
ca 9 dislessici al mese, fino a garantire
un campione di circa 150 dislessici entro
i due anni. Il numero di fratelli reclutati
non ha un limite minimo né massimo.
Verra reclutato inoltre un campione di
volontari sani (circa 20 bambini) in
unascuola elementare (ancora non pre-
cisabile) per il controllo della metodica
sull'attenzione spaziale.

Geni candidati per il sistema colinergico
e I'APOE verranno tipizzati per ogni sog-
getto del campione e per i genitori biolo-
gici. Si valutera se esiste una correlazio-
ne travarianti alleliche di geni candidati
e misure quantitative dell'attenzione se-
lettiva nei dislessici e se queste sono tra
loroin linkage disequilibrium.

Geni candidati

Geni che codificano per

1. i recettori per 'acetilcolina di tipo ni-
cotinico: CHRNA7 CHRNA3
CHRNA4 CHRNB2

2. I'enzima acetilcolintransferase
(ChAT) CHAT

3. il trasportatore vescicolare dell’ace-
ticolina (VAChT) SLC18A3

4. APOE
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Background

«Il comportamento di attaccamento &
quella forma di comportamento che si
manifesta in una persona che consegue
0 mantiene una prossimita nei confron-
ti di un'altra, chiaramente identificata,
ritenuta in grado di affrontare il mondo
in modo adeguato. Questo comporta-
mento diventa evidente ogni volta che la
persona € spaventata, affaticata o mala-
ta, e si attenua quando si ricevono con-
fortoe cure» (Bowlby, 1988).

L'attaccamento del bambino all'adulto
chessi prende cura di lui puo essere sicu-
ro, quando egli ha la possibilita di con-
tare sulla presenza di un caregiver di-
sponibile e in grado di rispondere ai suoi
bisogni, oppure insicuro quando cio
non si verifica perché il caregiver & as-
sente o presente in modo intermittente
(attaccamento evitante/ansioso-
resistente) . Pitl recentemente € stato indi-
viduato da Mary Main (1990) un altro
stile di attaccamento, denominato disor-
ganizzato, in base al quale le risposte
comportamentali del bambino di fronte
alla figura di accudimento appaiono in-
spiegabilmente disorganizzate, conflit-
tuali e inesplicabili (es. congelamento,
stereotipie..).

Gli studi che hanno analizzato I'attac-
camento come fattore di rischio psicopa-
tologico hanno trovato un'associazione
tra questo pattern di attaccamento e la
presenza di comportamenti sia esterna-
lizzanti che internalizzanti (Lyons-
Ruth, 1996), sintomi dissociativi (Car-
Ison, 1998), condotte antisociali (Troy &
Sroufe 1987).

[ pattern di attaccamento disorganizza-
to sembra essere ['effetto diretto di com-
portamenti spaventanti o di traumi, o
1'effetto secondario di caregivers spaven-
tati che non hanno risolto le loro espe-
rienze di trauma o di perdita (Main &
Hesse, 1990). T dati sperimentali sosten-
gono questo tipo di ipotesi; sono state in-
fatti trovate associazioni tra attacca-
mento disorganizzato e maltrattamen-

to, esperienze genitoriali di lutto non ri-
solto, abuso d'alcool e di droghe.

Recentemente € stata inoltre trovata
un'associazione tra polimorfismi (48bp
e 521 C/T promoter) del gene per il recet-
tore D4 (DRD4) e |'attaccamento disor-
ganizzato in campioni di bambini non a
rischio (Lakatos et al., 2000; 2002;
2003), mentre mancano studi di questo
tipo su campioni ad alto rischio.

Obiettivi

L'obiettivo generale di questo studio € di
approfondire gli antecedenti e i correlati
cognitivi ed emotivi dell'attaccamento
disorganizzato. In particolare, lo studio
si pone i seguenti obiettivi specifici: 1) va-
lutare l'interazione Gene (DRD4) X Am-
biente (Maltrattamento) sull'attacca-
mento; 2) analizzare 1'associazione tra
patterns di attaccamento (con partico-
lare attenzione a quello D), funziona-
mento cognitivo (attenzione) e sviluppo
emotivo.

Metodologia

1. Campione: Il campione sara costituito
da 30 bambini vittime di maltratta-
mento €/o trascuratezza, temporane-
amente accolti in Comunita di Pronto
Inter-vento per Madri e Figli, di eta
compresatrail2ei 18 mesie 30 sog-
getti di controllo (appaiati per sesso,
eta e, possibilmente, livello socioeco-
NOmico).

2. Strumenti: L'attaccamento nella pri-
ma infanzia verra studiato attraverso
una procedura strutturata di osserva-
zione, definita Strange Situation (Ain-
sworth etal., 1978), progettata in mo-
do da determinare I'attivazione gra-
duale e di intensita crescente dei pat-
tern di attaccamento nel bambino.
Tale procedura comporta un livello di
stress moderato, della durata di circa
20 minuti, costituito da sette brevi epi-
sodi di separazione e riunione con la
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madre. La valutazione del funziona-
mento cognitivo ed emotivo verra ef-
fettuata attraverso procedure struttu-
rate di laboratorio, come ad esempio
“The Laboratory Temperament Asses-
sment Battery” (Goldsmith & Roth-
bart, 1996) per'analisi di alcune emo-
zionidibase (paura, rabbia, gioia).

11 prelievo del materiale biologico, con-
siderata 1'eta dei partecipanti, verra ef-
fettuato attraverso I'asportazione di cel-
lule epiteliali boccali tramite delle appo-
site spatoline (per una descrizione della
procedura di estrazione del DNA si veda
Lakatos et al., 2000). Le genotipizzazio-
ni verranno effettuate “in cieco” da un
biologo non a conoscenza dei pattern di
attaccamento.

Prodotti attesi

La valutazione delle componenti am-
bientali e genetiche dell'attaccamento
madre-bambino puo fornire un impor-
tante e significativo contributo in merito
alla formazione del legame di attacca-
mento, con particolare attenzione a quel-
lodisorganizzato. L'approfondimento di
tale pattern di attaccamento, che risulta
essere dalla letteratura sull'argomento
un fattore predittivo di psicopatologia,
potra avere notevoli implicazioni clini-
che nell'intervento sui bambini ad alto
rischio psicosociale.

I progetto di ricerca e strutturato in mo-
do da prevedere, oltre alle ordinarie co-
municazioni circal'avanzamento dei la-
vori e dei risultati raggiunti, dati che sa-
ranno la base per pubblicazioni in rivi-
ste internazionali “peer reviewed” e cita-
te nei Current Contents. In considerazio-
ne dei tempi di attuazione del program-
ma, tre anni, e dei tempi intercorrenti tra
la sottomissione di un lavoro scientifico
e lasua comparsa sulla stampa scientifi-
ca internazionale (media: 1 anno), si
puo ritenere che i primi dati possano ve-
dere la pubblicazione a 3 anni dall'ini-
ziodellaricerca.
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Razionale

Il coinvolgimento delle strutture di con-
nessione callosali nelle funzioni psichi-
che superiori ha visto di recente un rin-
novarsi dell'interesse nei ricercatori.
Specificamente, il contributo del corpo
calloso allo sviluppo delle abilita lingui-
stiche e sempre pit chiamato in causa.

Alcuni studi mostrano che bambini con
disturbi specifici di linguaggio, cosi pure
con dislessia presentano dei deficit nella
trasmissione callosale, siano essi rilevati
nella modalita tattile, visuo-motoria o at-
traverso compiti di lettura tachistoscopi-
ca lateralizzata (Fabbro, Pesenti, Faco-
etti, Bonanomi, Libera, Lorusso, 2001
Fabbro, Tavano, Libera, 2002, Markee,
Brown, Moore, Theberge, 1996, Moore,
Brown, Markee, Theberge, Zvi, 1996,
Wennekes, Njiokiktjien, 1991). In genera-
levie accordo nell'interpretare questi dati
come indici del ruolo che il corpo calloso
svolgerebbe nei processi linguistici.

Quest'ipotesi verrebbe corroborata dalla
scoperta di disturbi di linguaggio in sog-
getti con agenesia del corpo calloso. Tut-
tavia, i dati a questo riguardo non sono
di univoca interpretazione. Dalla secon-
da meta degli anni '70 ai primi anni '90,
una serie di studi ha evidenziato, da un
lato, specifici deficit linguistici in pa-
zienti con agenesia, in particolare di tipo
fonologico (Dennis, 1981, Jeeves e Tem-
ple 1987, Temple e Ilsey, 1993, Temple,
Jeeves, Vilarroya, 1989, Temple, Jeeves,
Villaroya, 1990). Atri autori mettevano in
evidenza piuttosto la caduta a livello mor-
fosintattico (Sanders, 1989, Sorensen,
1997), altri ancora ponevano maggiore
enfasi su difficolta di tipo pragmatico
(Dennis, 1981). D'altro canto, autorevoli
ricercatori sostenevano che i quadri di age-
nesia, confrontati con quelli dei pazienti
commissurotomizzati, presentassero una
totale assenza non solo di deficit linguisti-
ci (Sauerwin, Lassonde, 1994) ma anche
di deficit di trasferimento callosale (Las-
sonde et al. 1981, Lassonde, Sauerwein,

Chicoine, Geoffroy, 1991).

Mentre € stato confermato il fatto che i

sintomi da disconnessione interemisfe-

rica sono meno intensi negli individui

con mancanza congenita del corpo cal-

loso rispetto ai quadri operati chirurgi-

camente, il postulato della sostanziale in-
tegrita delle funzioni psichiche, sia lin-

guistiche sia di comunicazione intere-

misferica negli individui con agenesia e

statasoppiantato da unafiorituradi con-
tributi empirici e teorici avvenuta nel-

1'ultima decade.

Nello specifico, si riporta la rimarchevo-
le lentezza nel trasferimento callosale in-
teremisferico, mentre 1'accuratezza, sa-
rebbe relativamente risparmiata rispetto
ai controlli, benché di qualita subotti-
male (Aglioti et al., 1998, Geffen et al.

1994).

Risulta, pertanto, interessante chiedersi
se nei casi di agenesia il parziale recupe-
ro funzionale ascritto all'alto grado di
plasticita neurologica, non comporti un
costosostanziale in termini evolutivi am-
pii. Gisi chiede, ciog, «se il recupero non
implichi modalita di elaborazione
dell'informazione “subottimali”, che so-
no veramente buone, ma mai buone ab-
bastanza come nelle forme di organiz-
zazione neuronale che emergerebbero
in circostanza disviluppo normali» (Re-
illy, Bates, Marchman, 1998, p. 338).
Pare dunque rilevante indagare quali
conseguenze a lungo termine abbia la
lentezza nella comunicazione interemi-
sferica sullo sviluppo delle abilita lin-
guistiche, che sono fortemente lateraliz-
zate negli individui con sviluppo tipico.

Crescente attenzione € stata recente-
mente dedicata allo studio delle abilita
pragmatiche di comunicazione nei pa-
zienti con agenesia. Brown e Paul
(2000) e Stickles, Schilmoeller e Schil-
moeller (2002) riportano spiccate diffi-
colta nella comprensione pragmatica in
tre casi di agenesia, uno dei quali, G., &
stato seguito per ben 23 anni. Stickles et
al. (2002) riportano che G. mostrava
spesso difficolta d'accesso lessicale e nu-
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merose parafasie semantiche e verbali.
Brown et al. (2000) descrivono presta-
zioni inadeguate nell'interpretazione di
proverbi e una peculiare “omissione”
del riferimento agli stati mentali in com-
piti di descrizione di storie figurate. Gli
autori, che non approfondiscono |'even-
tuale presenza di deficit nelle teorie della
mente associate a tale particolare omis-
sione, riportano l'impatto di un lin-
guaggio tanto concreto nella comunica-
zione e nelle relazioni interpersonali dei
loro pazienti. Paul, Van Lancker Sidtis,
Schieffer, Dietrich, Brown (2003) studia-
no 10 pazienti con agenesia e con not-
male QI, relativamente alle abilita lin-
guistiche di tipo pragmatico e trovano
che i pazienti non hanno difficolta con
la comprensione del significato letterale
delle parole, ma cadono nell'interpre-
tazione di proverbi. Inoltre, questi autori
riscontrano  specifiche difficolta nel-
I'analisi degli aspetti non segmentali del-
la comunicazione (contorni intonazio-
nali).

A questo proposito, & da osservare come
deficit di tipo pragmatico, legati alla ca-
pacita di riconoscere il significato di
espressioni figurate, metaforiche, o iro-
niche e di controllare e riconoscere la
prosodia che connota il significato psi-
cologico delle espressioni verbali, sono ti-
picamente riscontrati in pazienti con le-
sioni destre (Joannette et al., 2003,
Reilly, Bates, Marchman, 1998). Il con-
tributo dell'emisfero destro al processa-
mento di informazioni linguistiche “so-
fisticate” come quelle appena descritte
dovrebbe risultare particolarmente diffi-
cile nell'agenesia callosale, proprio per-
che I'integrazione fra i due emisferi non
¢ altrettanto efficiente che nei soggetti
senza danni cerebrali.

In aggiunta a cio, vi € un dato evolutivo
strettamente legato al quadro delle
strutture comunicative linguistiche sin
qui delineato. Si consideri che le abilita
linguistiche di tipo pragmatico sono tra-
dizionalmente studiate in rapporto alle

abilita narrative, come mostra uno spe-
cial issue in Brain e Language del 1998
(vol. 61). In tale linea, si pone enfasi sul
fatto che, nei bambini con percorso di svi-
luppo tipico, le competenze morfo-
sintattiche sono per lo pili completa-
mente acquisite entro il primo ciclo del-
la scuola elementare, mentre le abilita
narrative seguitano a svilupparsi fino
all'eta adulta, specie per quanto riguar-
da la componente valutativa della nar-
razione (Labov, et al. in Dennis, 1998) e
la capacita di inferire e descrivere con
esplicitezza gli stati mentali dei protago-
nisti delle storie. Tali abilita cominciano
ad essere padroneggiate trai7ei10 anni
di eta. Mentre I'influenza dei processi di
alfabetizzazione su questo accelerarsi
dello sviluppo pragmatico e assoluta-
mente plausibile e spesso indagato (Ste-
in e Glenn, 1979), assai meno si sa del
contributo delle sviluppo delle strutture
neurologiche che consentono 'integra-
zione interemisferica. Tra queste struttu-
re vi &, ovviamente, il corpo calloso, che
termina i processi di mielinizzazione
proprio intorno ai 10 anni.

Oggetto del presente studio e a) la valu-
tazione delle abilita comunicative prag-
matiche in un campione di pazienti con
agenesia del corpo calloso; b) 1'appro-
fondimento delle relazioni tra tali abili-
ta pragmatiche e le altre competenze di
tipo linguistico (a livello fonologico, les-
sicale, sintattico e semantico; ¢) la co-
struzione di un quadro “dinamico” del-
I'evolversi delle competenze linguistiche
attraverso un disegno di ricerca di tipo
longitudinale.

Materiali e metodi

Campione. Il campione selezionato nel
presente studio € costituito da otto pa-
zienti con le seguenti caratteristiche: a)
agenesia del corpo calloso, completa o
parziale, non associata ad altre malfor-
mazioni; b) livello di funzionamento in-

tellettivo almeno ai bassi limiti della nor-

ma (QI tot. > 70). Tale campione € stato
precedentemente testato nel corso di due
ricerche correnti del 1997 e 2003 (Age-
nesia del corpo calloso isolata o associa-
ta ad altre malformazioni, Responsabi-
le: R. Borgatti; Disturbi di Linguaggio
nelle agenesie del corpo calloso, Respon-
sabile: F Fabbro).

Procedura. Gli otto pazienti precedente-
mente esaminati verranno sottoposti al-
la seguente serie di prove: 1) prove clini-
che sulle abilita linguistiche; 2) prove di
comprensione pragmatica di proverbi e
metafore, prove di comprensione e pro-
duzione di differenti andamenti proso-
dici delle medesime espressioni lingui-
stiche; 3) prove di produzione verbale di
tipo descrittivo e narrativo; 4) prove sulle
teorie della mente, di primo e secondo or-
dine.

1) TEST CLINICI DELLE ABILITA LINGUI-
STICHE. I pazienti saranno testati con
una batteria per la valutazione del lin-
guaggio come follow-up a distanza di al-
cunianni. Peripazientitrai4ei12 anni
si eseguira la batteria messa a punto da
Fabbro (1999), mentre per i pazienti
maggiori di 12 anni di eta verra sommi-
nistrata la batteria di Paradis (1987).

2) TEST DI COMPRENSIONE E PRODUZIONE
PRAGMATICA. Sard somministrato il test
diJoannetteetal. (1990). Lo stesso test sa-
ra proposto a dei controlli, appaiati a cia-
scun paziente per eta, preferenza ma-
nualee livello socio-economico.

3) PRODUZIONE LINGUISTICA. Si condurra
un'analisi accurata dell'eloquio cosid-
detto “spontaneo” (elicitato con una
traccia d'intervista semistrutturata e
condomande aperte), e dell'eloquio nar-
rativo sia elicitato in un compito aperto
di descrizione di storie figurate (1a Storia
del Nido, tratta da Paradis, 1987, che di-
spone di recenti norme italiane, relati-
vamente alla complessita linguistica,
Tavano et al., in preparazione), sia elici-
tato in un compito aperto di tipo pretta-
mente narrativo (il racconto di una nota

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



RICERCHE MINISTERIALI CORRENTI 2004 -

(RAZIONALI)

fiaba). Dei protocolli verbali si studie-
ranno estensivamente produttivita e
complessita linguistica, frequenza e tipo-
logia di errori morfo-sintattici, frequen-
zaetipologia delle componenti valutati-
ve, ossia il riferimento a stati mentali (va-
lutazione del lessico mentalistico), ric-
chezza delle componenti narrative spon-
taneamente individuate nelle storie ed
esplicitate nella narrazione (per il proto-
collodi codificasi fara principalmente ri-
ferimento ai lavori, gia citati, di Reilly et
al., 1998 e Tavanoetal., 2004).

4) Test sulle teorie della mente di primo
e secondo livello. Ai pazienti saranno
somministrate le prove di comprensione
delle teorie della mente proposte da
Happe (1984).

Obiettivi della Ricerca

Documentata nel precedente (si veda la
relazione finale della ricerca corrente
2003) studio una forte associazione di di-
sturbi di linguaggio e deficit di trasmis-
sione interemisferica nell'agenesia del
corpo calloso, si vuole approfondire:

a)la persistenza di difficolta linguistiche
nel corso dello sviluppo e la natura di
queste continuita. Ci si chiede, cioe, se
inalcune abilita linguistiche si puo as-
sistere ad un recupero pill marcato ri-
spetto ad altre, 0 se esse restano egual-
mente compromesse rispetto ai con-
trolli di pari eta,

b)la presenza di deficit di tipo pragmati-
co nei pazienti con agenesia del corpo
calloso che presentano disturbi speci-
fici di linguaggio e la natura di tale
correlazione;

¢)la presenza o assenza di deficit di tipo
pragmatico, rilevate con la batteria
pragmatica e con 1'analisi dei proto-
colli spontanei, nei pazienti con age-
nesia che non presentano uno specifi-
co disturbo di linguaggio. Si ipotizza,
infatti, che tali difficolta comunicati-
ve siano meno facilmente riconoscibi-

li nelle prove strutturate e sperimenta-
li tradizionalmente adottate nello stu-
dio delle agenesie callosali (cfr.
Dennis, 1998, Sorensen, 1997, Stickles
etal.,2002);

d)1'eventuale associazione, in questi pa-
zienti, delle difficolta linguistiche a dif-
ficolta specifiche nella rappresenta-
zione degli stati mentali.

Tempi di realizzazione

Fase di reclutamento. Nel corso del pri-
mo mese si provvedera a richiamare i pa-
zienti invitandoli a partecipare alla ri-
cerca.

Fase di raccolta dati. Dal secondo al
quarto mese di svolgimento dello studio
si testeranno i pazienti che avranno dato
il loro consenso, con la procedura su in-
dicata. Parallelamente si raccoglieran-
noidatidicontrollo.

Fase di analisi dei dati. Nei due mesi
successivi si codificheranno i dati testo-
logici e relativi alla produzione lingui-
stica spontanea e li si analizzeranno dal
punto di vista statistico.

Fase finale. Nella restate parte dell'anno
sistendera la relazionefinaleecisi dedi-
chera alla preparazione di almeno tre
manoscritti da sottoporre a referaggio
per la pubblicazione (uno su rivista na-
zionale e due internazionali).
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Negli ultimi vent'anni, lo studio dello svi-
luppo delle abilita pragmatiche nei bam-
bini si e focalizzato su due problemi prin-
cipali: 1) l'interazione tra competenza
linguistica e competenza comunicativa
nei primi anni divita (da0a3) (Dewset
al. 1996, Evans et al. 1988); 2) lo studio
di soggetti con patologie che disturbano
le abilita pragmatiche, quali soggetti au-
tistici o soggetti con lesioni frontali o
all'emisfero destro (Joanette et al.
2003). In entrambi i casi, lo studio delle
abilita pragmatiche si serve di strumenti
prevalentemente qualitativi (scale di giu-
dizio rispetto alle diverse abilita) che,
pur offrendo utili indirizzi, non permet-
tono una valutazione quantitativa che
individui indici predittivi di difficolta o
disturbo, e quindi non consentono la de-
finizione di un profilo completo delle
abilita pragmatiche nei bambini (Vo-
sniadou et al. 1984, Zurer Pearson 1990,
Papagnoetal 1995, Pozzoli 1999). Lava-
lutazione del linguaggio attraverso pro-
ve formali nei bambini dai 4 ai 12 anni e
oggi possibile attraverso la sommini-
strazione dell'Esame del linguaggio nei
bambini dai 4 ai 12 anni (Fabbro 1999).
Risulta quindi importante costituire
una batteria di valutazione della comu-
nicazione pragmalinguistica nei bam-
bini dai 4 ai 12 anni, idealmente asso-
ciabile all'Esame del linguaggio, che
comprenda prove di tipo qualitativo e
prove di tipo quantitativo. [ bambini con
disturbo specifico del linguaggio (Speci-
fic Language Impairment, SLI), in par-
ticolare con disturbo della comprensio-
ne (codice ICD-10, F80.2) accanto a pro-
blemi di comprensione e produzione
morfosintattica, presentano rilevanti dif-

ficolta nell'elaborazione di aspetti prag-

matici del linguaggio, quali 1a produ-
zione e 1a comprensione di informazioni
implicite, I'uso dei pronomi e la modu-
lazione dell'informazione verbale attra-
verso l'intonazione (Friemoth et al.
1990, Bishop 1997).

Tali difficolta concorrono a rendere pitl
difficile il raggiungimento di una fun-
zionalita comunicativa completa.
Risulta pertanto di fondamentale im-
portanza la valutazione delle abilita
pragmatiche in soggetti con disturbo spe-
cificodel linguaggio.

Obiettivi del progetto

1)Individuare un insieme di prove, in-
clusi test formali, per la valutazione
delle abilita pragmatiche nella comu-
nicazione linguistica i bambini dai 4
ai 12 anni.

2) Standardizzare le prove individuate.
Materiali e metodi
Partecipanti

[ partecipanti al progetto saranno divisi
in due gruppi principali:

1) Bambini con sviluppo normale
2) Bambini con patologia

I bambini con patologia saranno costi-
tuiti da due sottogruppi: a) bambini con
disturbo specifico della comprensione
del linguaggio (F80.2); b) bambini con
disturbo autistico ad alto funzionamento.
All'interno dei gruppi si operera una di-
stinzione tra bambini dai 4 ai 6 anni e
bambini dai 7 ai 12 anni, in conformita
alla batteria per I'Esame del linguaggio
(Fabbro 1999) e ai risultati evolutivi del-
le ricerche sulla produzione narrativa
(Tavano et al. in preparazione). La di-
stribuzione dei soggetti € riassunta nella
tabella 1.

Eta | Partecipanti | Partecipanti con | Partecipanticon| Totale
Controllo DSL (F80.2) Autismo AF | partecipanti
4-6 50 10 10 70
7-12 50 10 10 70
140
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Fasi del progetto
Lostudiostato € organizzato in tre fasi:

1) Individuazione e adattamento all'ita-
liano di uno o piti strumenti di valu-
tazione delle abilita pragmatiche nei
bambini e negli adulti presenti nella
letteratura internazionale;

2) Studio della produzione narrativa e
spontanea (conversazione struttura-
ta) nei bambini utilizzando indici di
tipo pragmatico;

3) Costituzione di una batteria pragma-
tica per bambini da 4 a 10 anni, se-
condo laseguente proposta:

Prove

1. Gioco libero. Conversazione semi-
strutturata.

2. Riferimento:

1. Gioco di costruzioni cooperativo
insieme all'operatore (semistrut-
turato, valutazione della com-
prensione e della produzione dei
dimostrativi).

2. Ordinamento di figure e narrazio-
ne.
3.Inferenze:

1. Metafore del tipo X € Y (compren-
sione=06 items; Produzione con sti-
moli figurativi =6 items)

2. Impliciti (comprensione=6 items)

3.Teoria della mente: il cesto di Sally
(comprensione 6 items)

4. Atti linguistici

1. Comprensione di affermazioni, or-
dini,domande espliciti (6 items)

2. Elicitazione di affermazioni, ordi-
ni, domande espliciti con buratti-
ni (6items)

5.Prosodia affettiva

1. Comprendere il tono affettivo di
enunciati registrati semplici e
complessi (10 items)

6. Racconto di unastoriafigurata

7.Racconto di unafiaba conosciuta

Tempi di realizzazione

Il progetto prevede una prima fase di stu-
dioe preparazione dei materiali della du-
ratadi 3 mesi, seguita da unafase disom-
ministrazione della durata di 5 mesi.
Infine, & prevista una fase di elaborazio-
ne dei dati e invio per pubblicazione del-
laduratadi4 mesi.

Risultati attesi

Pubblicazione di almeno tre articoli su
riviste internazionali e un articolo su
unarivista nazionale.
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La Disfasia evolutiva o Disturbo
Specifico del Linguaggio (DSL)
Specific Language Tmpaired Children
(SLI) & diagnosticata in quei bambini
che manifestano una discrepanza tra il
dominio dell'acquisizione del linguag-
gio, che appare ritardato o deficitario, e
gli altri ambiti dello sviluppo. In questi
soggetti non esistono tracce di deficit sen-
soriali (ad esempio sordita), ridotte pre-
stazioni intellettive (ad esempio Sin-
drome di Down), danni neurologici (ad
esempio paralisi cerebrali infantili) o
gravi disturbi relazionali (ad esempio
autismo), € presente tuttavia un deficit
notevole sul piano linguistico.

Si ritiene che i maschi siano maggior-
mente colpiti rispetto alle femmine con
un rapporto di 3:1. 11 20% presenterebbe
una preferenza manuale sinistra o mi-
sta. La meta dei bambini con DSL avreb-
be un familiare con lo stesso problema e
numerosi bambini presenterebbero una
storiadi ripetute otiti.

E stato inoltre ipotizzato che, in assenza
di altre patologie primarie (deficit co-
gnitivi, relazionali, socio-ambientali, ne-
uromotori o sensoriali), alcune forme di
epilessia, se presenti, possano giocare un
ruolo chiave come possibile fattore inte-
ragente sullo sviluppo del linguaggio. 11
DSL assume in tal caso una maggior
complessita, in quanto I'esordio del-
I'epilessia compromette seriamente ed
improvvisamente le abilita linguistiche,
sia a livello di ricezione che di produzio-
ne, una volta che queste si sono svilup-
pate normalmente. Questo quadro clini-
co & noto come Sindrome di Landau-
Kleffner (LKS), conosciuta anche come
“Afasia acquisita associata a crisi epilet-
tiche ed anomalie parossistiche in EEG”.
Siritiene che unaconcausa di questo de-
terioramento linguistico, che puo insta-
urarsi in qualche giorno o in qualche set-
timana, sia 1a comparsa di una epilessia
correlata ad anomalie parossistiche

(PA) nel sonno, che colpiscono soprat-

tutto le regioni temporali a livello bilate-

rale o temporo-parietali e la loro fre-

quenza aumenta durante il sonno ad on-
de lente, nello specifico al passaggio dal-

lo stadio 1 allo stadio 2 del sonno [3],

raggiungendo valori superiori all'8% del-
la durata del sonno (Duvelleroy-Hom-

metetal., 1995).La presenza di tali ano-

malie sarebbe rilevata circa nel 50% dei

bambini con Disturbi Specifici del Lin-

guaggio [7, 8]. Negli ultimi anni la ri-

cerca si e concentrata sull'analisi delle

possibili relazioni del disturbo linguisti-

cocon le anomalie parossistiche che com-

paionoduranteil sonno ad onde lente.

Glistudi hanno rilevato che I'attivita pa-
rossistica si manifesta piti frequente-
mente nei bambini con un disturbo re-
cettivo (60%) rispetto ai bambini con di-
sturbo espressivo (20%) e la presenza di
tale attivita contribuisce ad aggravare il
disturbo linguistico. Si reputa che piti &
piccolo il bambino al momento della
comparsa del blocco del linguaggio, peg-
gioresara la prognosi per il recupero lin-
guistico. Molti studi hanno dimostrato
che nella LKS I'epilessia e le anomalie
elettroencefalografiche in veglia e sonno
tendono a regredire spontaneamente fi-
no ascomparire nell'adolescenza.

Secondo Gascon e coll. [10] il recupero
dall'afasia al termine delle anomalie sa-
rebbe incompleto, ma si riscontra che la
comprensione del linguaggio scritto pre-
cederebbe quella del linguaggio orale.
Alcune ricerche [5] affermano che le
anomalie parossistiche abbiano delle ri-
percussioni anche su tutti i processi di ap-
prendimento scolastico, per esempio la
letturae lascrittura, poiché hannodelle
forti influenze in principal modo sulle
funzioni mnestiche (memoria a breve
termine) e attentive, ma anche sulla fles-
sibilita cognitiva, sulla denominazione
di figure, sulla fluenza, sui compiti vi-
suo-percettivi e di coordinazione moto-
ria. [4,13].

Tra i trattamenti proposti per la ridu-
zione delle ripercussioni neuropsicolo-
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giche e limitare gli effetti che una pro-
lungata afasia potrebbe avere nelle rela-
zioni interpersonali del soggetto, quello
pit utilizzato & quello farmacologico
(Valproato di Sodio), che sembra essere
efficace in misura parziale o transitoria:
esso “ripulisce” il tracciato dall'attivita
parossistica in sonno, pur essendo in di-
scussione 'efficacia diretta sulla ridu-
zione delle difficolta di tipo linguistico.
Un recente studio di Holmes & Riviello
[11] ha riscontrato risposte positive alla
somministrazione di tale farmaco nei
bambini con un DSL associata ad una
precoce insorgenza delle anomalie pa-
rossistiche con un conseguente miglio-
ramento nelle abilita linguistiche.

Nel corso dell'anno 2003 1'Istituto
Scientifico “E. Medea” ha effettuato una
ricerca che intendeva indagare circa il
ruolo dei parossismi nella riabilitazione
delle afasie e disfasie.

In tale ricerca 9 soggetti sono stati sotto-
posti a riabilitazione logopedica e tera-
pia farmacologica con Depakin, per una
diagnosi di DSL associata ad anomalie
parossistiche in sonno che superavano il
10% del tracciato EEG totale.

Si & riscontrato che, dopo 6 mesi dal-
I'introduzione del farmaco, I'evoluzione
del linguaggio e stata positiva e il trac-
ciato EEG e migliorato, con la riduzione,
un decremento o la scomparsa dei pa-
rossismi precedentemente ritenuti gene-
ralizzati.

Obiettivi del Progetto

Vogliamo concentrarci sulla riabilita-
zione logopedica dei bambini affetti da
disfasia con 0 senza anomalie parossisti-
chenel sonno N-REM.

Talesceltae motivata dal fatto che finora
il trattamento logopedico e stato utiliz-
zato piti come puro strumento per il recu-
pero del linguaggio e il controllo del suo
sviluppo che come focus d'attenzione pri-
vilegiato. Cercheremo di:

evalutare ['efficacia della terapia logo-
pedica nei vari tipi di DSL e nei DSLcon
anomalie parossistiche all'EEG, consi-
derando come indicatore il rendimen-
to nel test neurolinguistico prima e do-
po il trattamento logoterapico, inda-
gando inoltre su quali siano le tecni-
che logoterapiche maggiormente utili
ed indicate peri diversi tipi di DSL;

« analizzare specificamente ['effetto del-
lariabilitazione logopedica abbinata a
quella farmacologica con valutazione
dello sviluppo clinico sul piano lingui-
stico e cognitivo e 1'auspicabile ridu-
zione o scomparsa dei parossismi nel
sonno con l'elettroencefalografia. A
questo scopo, verranno seguite le tappe
dell'iter terapeutico utilizzato nel cor-
so del 2003 per monitorare 1'anda-
mento e gli sviluppi del quadro clinico
del soggetto.

Materiali e Metodi
Partecipanti

Cisipropone di esaminare almeno 75 pa-
zienti reclutati tra le sedi di San Vito al
Tagliamento e di Pasian di Prato, affetti
da DSL (diagnosi posta secondo i criteri
diagnostici dell'TCD-10), che siano stati
sottoposti ad un esame EEG e che abbia-
no effettuato un ciclo logoterapico di al-
meno Un anno 0 ancorain corso.

Scrupolosa attenzione sara prestata alla
ricostruzione dei dati anamnestici, in
particolare perun'eventuale familiarita,
oltre all'esame neurologico, alla valuta-
zione neuropsicologica, alla valutazio-
ne neurolinguistica e alla registrazione
EEG poligrafica in veglia e sonno e/o
una registrazione EEG prolungata poli-
graficadi 24 ore in sonno.

I soggetti verranno allora distinti in due
gruppi.
Specificatamente, il gruppo 1) sara for-

mato dai pazienti DSL con EEG nella
normae il gruppo 2) sara formato dai pa-

zienti DSL con EEG parossistico.

Strumenti

Per la diagnosi di Disturbo Specifico del
Linguaggio (DSL) verra utilizzato il si-
stema di classificazione internazionale
delle sindromi e dei disturbi psichici e
comportamentali (ICD-10), in cui ven-
gono distinti il Disturbo specifico del-
|'articolazione [F80.0], il Disturbo del
linguaggio espressivo [F80.1], il Distur-
bo della comprensione del linguaggio
[F80.2] e il Disturbo espressivo e recettivo
acquisito (Afasia acquisita con epilessia:
Sindrome di Landau-Kleffner) [F80.3].

Per la valutazione neuropsicologica sa-
ranno necessari:

—Scala d'Intelligenza Stanford-
Binet, forma L-M per i bambini di
un'etacompresatrai2eil4anni.

— WPPSI - Wechsler Preschool and Pri-
mary Scale of Intelligence di Wech-
sler per i bambini di un'eta compresa
trai4ei6anni.

—WISC-R - Scala di intelligenza
Wechsler per bambini Riveduta di
Wechsler (1994) per i bambini di
un'etacompresatrai6e 14 anni.

Per la valutazione neurolinguistica del-
I'eloquio spontaneo e dello sviluppo lin-
guistico saranno necessari:

o TPL (Test del Primo Linguaggio di G.
Axia) per bambini di un'eta compresa
trai12ei36mesi.

oTVL (Test di Valutazione del Lin-
guaggio di Cianchetti e Fancello) per
bambini di un'eta compresa trai30e i
71 mesi.

o Esame del Linguaggio nel bambi-
no (acuradiE Fabbro) peribambini di
un'etacompresatrai4eil2anni.

Per 1a valutazione dell'esame EEG sa-
ranno indispensabili:

— una registrazione EEG poligrafica
in veglia e sonno spontaneo pomeri-
diano con attivazioni e/o, dove possi-
bile, una registrazione EEG dinamica
poligrafica di 24 ore in sonno nottur-
no con lo scopo di analizzare la strut-
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tura della veglia, del sonno spontaneo
enotturno, la reattivita al risveglio;

— una registrazione EEG poligrafica in
corso di presentazione di stimolazio-
ne luminosa intermittente, perva-
lutarne gli effetti a livello cerebrale.

Fasi del Progetto e tempi di realiz-
zazione

1) Ricerca e approfondimento biblio-
grafico di articoli e scritti pertinenti
all'argomento all'interno della lette-
ratura (2 mesi).

2) Selezione ed individuazione dei sog-
getti con le caratteristiche soprascritte
(I mese).

3) Studio delle prestazioni all'esame del
linguaggio, neuropsicologico e al
tracciato EEG in sonno prima e dopo
il trattamento logopedico e, nel caso
dei soggetti in trattamento farmaco-
logico, valutazione dell'andamento e
degli sviluppi del quadro clinico spe-
cifico per ogni paziente (3 mesi).

4) Sintesi ed analisi dei dati emersi (3
mesi).

5) Stesura della relazione conclusiva e
invio per pubblicazione (3 mes).

Risultati attesi

Ci si auspica di riscontrare un significa-
tivo miglioramento delle abilita lingui-
stiche in tutti i soggetti che affrontano
unaterapia logopedica di almeno un an-
no, in particolar modo nei soggetti che
presentano un DSLin produzione.
Siattende inoltre una differenza nel ren-
dimento al test di controllo del linguag-
gio dopo almeno un anno di terapia lo-
gopedica trasoggetti che presentano ano-
malie parossistiche in sonno rispetto a
quelli che non ne manifestano.

Ci'si aspetta che i soggetti sottoposti a te-
rapia farmacologica associata a quella
logopedica dimostrino un migliora-
mento nel tracciato EEG, con la riduzio-
ne e/0 scomparsa dei parossismi, e nel
rendimento al test del linguaggio, con il
recupero delle lacune precedentemente
rilevate.

Bibliografia

e Chilosi AM., Cipriani P, Bottari P
(1987): Deficit a lungo termine nella
disfasia congenita: problemi di inqua-
dramento clinico e ipotesi interpretati-
ve (pp 64-89).

« Classificazione internazionale delle sin-
dromi e dei disturbi psichici e compor-
tamentali. Decima revisione (1995).
Masson, Milano: Organizzazione Mon-
dialedella Sanita.

e Craib AR., Perry M. (1982) Manuale
EEG Seconda Edizione, Beckman
Analytical.

e Croona C., Kihlgren M., Lundberg S.,
Eeg-Olofsson 0., Eeg-Olofsson K.
(1999) Neuropsychological findings
in children with benign childhood epi-
lepsy with centrotemporal spikes,
Developmental Medicine & Child
Neurology, 41: 813-818.

eDeonna T, Zesiger P, Davidoff V,
Maeder M., Mayor C., Roulet E. (2000):
Benign partial epilepsy of childhood: a
longitudinal neuropsychological and
EEG study of cognitive function,
Developmental Medicine & Child Neu-
rology, 42: 595-603.

e Fabbro E (2000): Language Disorders
in Children: an Introduction, Child
Development and Disabilities, 1,9-12.

e Fabbro F, Zucca C. (2000): Acquired
Neuropsychological Disorders in
Children with Epilepsy, Child Develop-
ment and Disabilities, 1,23-29.

eFabbro F, Zucca C., Molteni M.,
Borgatti R. (2000): EEG Abnormalities
During Slow Sleep in Chidren With
Developmental Language Disorders,

Child Development and Disabilities, 1,
41-48.

e Fabbro F, Alberti B. (2002): Il bambino
eillinguaggio, Ghedimedia (Milano).

e Gascon G., Victor D., Lombroso C.T,
Goodglass H. (1973): Language
Disorder, Convulsive Disorder and

Electroencephalographic Abnorma-
lities, Archive Neurological, 28: 156-
162.

eHolmes G.L., Riviello J.J. (2001):
Treatment of childhood idiopathic lan-
guage deterioration with Valpronate,
Epilepsy & Behavior, 2(3): 272-276.

e Leonard L.B. (1998): Verso una spiega-
zione dei Disturbi di Linguaggio nei
bambini: il valore dello studio cross-
linguistico, Psicologia clinica dello svi-

luppo, 3,453-462.

e Mantovani J.E (2000): Autistic regres-
sion and Landau-Kleffner syndrome:
Progress o confusion?, Developmental
Medicine & Child Neurology, 42: 349-
353.

e Picard A. (1999): Sleep EEG and deve-
lopmental dysphasia, Developmental
Medicine & Child Neurology, 41: 141-
143 (Letter).

e Robinson R.0., Baird G., Robinson G.,
Simonoff E. (2001): Landau-Kleffner
syndrome: course and correlates with

outcome, Developmental Medicine &
Child Neurology, 43: 243-247.

e Roulet Perez E., Davidoff V., Prelaz A-
C., Morel B., Rickli E, Metz-Lutz M-N.,
Braem P.B., Deonna T. (2001) Sign lan-
guage in chilhood epileptic aphasia
(Landau-Kleffner syndrome),
Developmental Medicine & Child Neu-
rology, 43: 739-744.

e Rustioni D. (1997) Indagine conosciti-
va delle relazioni tra i sistemi di com-
prensione e produzione verbale nei
bambini da 4.0 2 6.6 anni, Saggi Anno
XXIII (2): 65-80.

e Sabbadini L., Volterra V., Leonard L.B.,
Colgi Campagnoli M.G.: Bambini con
disturbo specifico del linguaggio:
aspetti morfologici, Giornale Neuro-
psich. Eta Evolutiva, 7,3:213-222.

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



RICERCHE MINISTERIALI CORRENTI 2004 -

(RAZIONALI)

CARATTERIZZAZIONE STRUTTURALE,
TRAMITE NMR, DELL'INTERAZIONE IN
VITRO TRA CALMODULINA E KCNQ2,
UN CANALE AL POTASSIO MUTATO
NELLE EPILESSIE FAMIGLIARI BENIGNE

Dr.ssa Maria Teresa Bassi
e-mail: bassi@bp.Inf.it

LineadiRicercan.5
Neurobiologia

Tipo di Ricerca: Corrente
Periodo di svolgimento: 2004

Polo Scientifico: Bosisio Parini

Premesse

L'analisi genetica mutazionale di unafa-
miglia con convulsioni neonatali beni-

gne (BFNC) ha permesso 1'identifica-

zione di una nuova mutazione nel cana-

le al potassio KCNQ2, uno dei due geni in-
sieme a KCNQ3 responsabili dell'insor-

genza di questa forma di sindrome epi-

lettica. Per spiegare la variabilita e la

complessita del quadro clinico osserva-

bile nei 4 individui affetti della famiglia,

(BENC isolata in due di essi, oppure asso-

ciata o a lieve ritardo mentale 0 a una

grave encefalopatia epilettica) associate

alla presenza di questa nuova mutazio-

ne si e resa necessaria una approfondita

caratterizzazione funzionale della muta-
zione stessa. L'alterazione aminoacidica

coinvolge un residuo molto conservato

all'interno della famiglia dei canali

KCNQ, ed al contempo parte del sito di le-

game del canale stesso con la calmodu-

lina, una proteina sensore del Ca intra-

cellulare.

Dati preliminari ottenuti in cellule di
hamster (CHO) sull'attivita del canale
mutato indicano che la presenza della
mutazione determina apparentemente
solo una riduzione della voltaggio di-
pendenza rispetto a quella osservata nel
canale normale.

Obiettivi

Studiare 1a possibile variazione dell'in-
terazione del subunita KCNQ2 mutata
con la calmodulina. E stata infatti re-
centemente descritta e confermata (Wen
& Levitan, 2002; Najera et al., 2002)
I'interazione fra la metalloproteina cal-
modulina e diversi membri della fami-
glia dei canali al potassio voltaggio-
dipendenti KCNQ. Lo studio € stato con-
dotto con la metodica del two-hybrid
system in lievito, e confermato con espe-
rimenti di imunoprecipitazione. In en-
trambi gli studi il sito di interazione con
la calmodulina corrisponde a due seg-
menti peptidici non contigui, corrispon-

denti a due alfa eliche disposte sul ver-

sante citoplasmatico del canale e sepa-

rate dauna regione giunzionale. I dueseg-
menti mostrano una spiccata cooperati-

vita nel legame, mentre la regione giun-

zionale sembra non avere alcun ruolo.

Identificare: le basi strutturali dell'inte-
razione fra il segmento 501-529 di
KCNQ2 ela calmodulina.

Determinare il significato della muta-
zione identificata nella famiglia BFNC ri-
spetto alla stessa interazione.

Metodologia

Si procedera allasintesi di polipeptidi sin-
tetici che coprono la regione di KCNQ2

coinvolta nell'interazione con la calmo-

dulina tenendo conto delle caratteristi-

chediidrofobicita e idrofilicita della pro-

teina.

Tali peptidi verranno quindi posti in solu-
zione con calmdulina a diverse concen-

trazioni ed ogni mix verra analizzata in

spettrometria di risonanza magnetica

nucleare con la quale valutare le modi-

ficazioni conformazionali indotte nella

calmodulina, ottenuta come proteina ri-

combinante, dal peptide wild type, dal

peptide mutato, e da un peptide che si-

mula uno stato di fosforilazione da PKG

noto per sfavorire in vivo l'interazione

fraledue proteine. Siritiene con cio di ac-
quisire informazioni importanti sia sul-

la base strutturale della interazione fra

calmodulina e KCNQ2 sia sull'altera-

zione indotta dalla mutazione patoge-

netica.
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L'NO svolge un ruolo importante nella fi-
siologia muscolare. Dati dalla letteratu-

ra suggeriscono che le NO sintasi siano

attivate durante il processo di miogenesi.

Nostri dati preliminari dimostrano che

I'NO favorisce 1a fusione di cellule satel-

liti tra di loro e di cellule satelliti a mio-

tubi. Inoltre, NO regola 1'omeostasi del

calcio, modulando la funzionalita dei re-
cettori/canale intracellulari per la ria-

nodina e l'inositolo 1,4,5, trisfosfato,

nonché 'attivita dei canali voltaggio di-

pendenti per il calcio, delle sue pompe, e

dei suoi trasportatori. In aggiunta, NO

promuove la mitocondriogenesi, regola

il bilancio energetico cellulare e proteg-

ge le miocellule dalla morte per apopto-

si. Infine, NO ha azione vasodilatante ed

angiogenetica. Molte di queste azioni

dell'NO sono attribuibili ad una genera-

zione di NO stimolata dall'esercizio mu-

scolare stesso: la NO sintasi specifica del

muscolo (NO sintasi I1) si trova infatti

localizzata nel complesso della distrofi-

nae puoessere stimolata durante la con-

trazione muscolare. NO, quindi, pare es-

sere un agente protettore del muscolo du-
rante 'esercizio. Queste osservazioni sono

sostanziate da un importante correlato pa-
tologico: nella distrofia di Duchenne, par-

te del danno origina da una ridotta fun-

zione della NO sintasi Ty, dovuto alla sua

localizzazione ectopica dell'enzima nel ci-
tosol per mancanza di un corretto e fun-

zionale complesso distrofina-sarcoglica-

noin questa patologia.

Obiettivi

Obiettivo generale di questo studio e va-
lutare 1a possibilita di utilizzare 1'NO co-
me farmaco, o co-farmaco, in grado di
migliorare la funzionalita muscolare in
pazienti distrofici.

Questa finalita sara raggiunta attraverso
I'impiego di modelli in vitro ed in vivo
della patologia distrofica, attraverso le
tappe sperimentali successive di seguito
esposte:

i)Valutazione del ruolo di NO nel mi-
gliorare il grafting in vivo di cellule
staminali (mesoangioblasti) capaci di
rigenerare _muscolo scheletrico.
Questo obiettivo sara raggiunto me-
diante studi condotti utilizzando me-
sangioblasti sani marcati con colo-
ranti vitali che ne permettano la trac-
ciabilita in vivo. In un primo gruppo
sperimentale i mesangioblasti saran-
no esposti ad NO prima della loro ini-
zione intra-arteriosa in animali knoc-
kout per a-sarcoglicano. In un secon-
do gruppo i mesangioblasti saranno
iniettati in animali alimentati con
una dieta contenente donatori di NO.
L'analisi di preparati muscolari me-
diante immunoistochimica con mar-
canti appropriati, combinata con sag-
gi di funzionalita fisiologica in mu-
scoli isolati, permettera di correlare
I'indice di fusione dei mesangioblasti
al muscolo distrofico, 1'aspetto istolo-
gico e lo stato funzionale del muscolo.
Valuteremo inoltre il bilancio energe-
tico muscolare. Questi dati saranno
correlati anche con i parametri di fun-
zionalita muscolare i vivo (attivita
creatin chinasica serica e test di eserci-
zio prolungato).

Valutazione del ruolo di NO nel miglio-
rare il grafting 77 vivo di cellule stami-
nali (mesoangioblasti) capaci di rigene-
rare muscolo scheletrico. Questo obietti-
vo sara raggiunto mediante studi con-
dotti utilizzando mesangioblasti sani
marcati con coloranti vitali che ne per-
mettano la tracciabilita in vivo. In un pri-
mo gruppo sperimentale i mesangiobla-
sti saranno esposti ad NO prima della lo-
ro inizione intra-arteriosa in animali
knockout per a-sarcoglicano. In un se-
condo gruppo i mesangioblasti saranno
iniettati in animali alimentati con una
dieta contenente donatori di NO.

L'analisi di preparati muscolari me-

diante immunoistochimica con mar-

canti appropriati, combinata con saggi
difunzionalita fisiologica in muscoli iso-
lati, permettera di correlare | 'indice di fu-
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sione dei mesangjoblasti al muscolo di-
strofico, |'aspetto istologico e lo stato fun-
zionale del muscolo. Valuteremo inoltre
il bilancio energetico muscolare. Questi
dati saranno correlati anche con i para-
metri di funzionalita muscolare iz vivo
(attivita creatin chinasica serica e test di
esercizio prolungato).
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Numerose evidenze indicano 1'esistenza
diun aumento dello stress ossidativo nel-
la Sindrome di Down (DS) e nella ma-
lattia di Alzheimer (AD), probabilmente
correlato ad un'alterazione dei sistemi
antiossidanti. Il glutatione, in particola-
re, € un importante antiossidante intra-
cellulare che protegge le cellule da nu-
merosi agenti pro-ossidanti e svolge un
ruolo di detossificazione nei confronti
dei prodotti di perossidazione lipidica
qualiI'HNE, altamente neurotossico.
Tuttavia, gli studi che riportano un'alte-
rata omeostasi del glutatione (GSH) in
queste patologie sono controversi.

Nei pazienti DS 1'incremento di attivita
della SOD1, il cui gene & localizzato sul
cromosoma 21, associato ad una minor
attivita di agenti free-radical scavenger,
quali la glutatione perossidasi e la cata-
lasi, conduce ad un incremento della pe-
rossidazione lipidica.

Anche nei pazienti AD, sebbene i livelli to-
tali dii GSH appaiano invariati a livello
cerebrale rispetto ai controlli, I'attivita di
enzimi coinvolti nel metabolismo del
GSH sembra alterata nelle aree cerebrali
maggiormente colpite, probabilmente
in risposta ad una maggior esposizione
ad insulti ossidativi. Markers di perossi-
dazione lipidica come I'HNE risultano,
inoltre, incrementati in vivo nel tessuto
cerebrale e nel liquido cefalorachidiano
dei pazienti con AD. I livelli di glutatione
transferasi, un enzima che rimuove le al-
deidi coniugandole al GSH, sono ridotti
nel CSF e nel cervello dei malati AD. La
maggior parte degli studi finora citati so-
no stati effettuati su materiale autoptico
proveniente da pazienti negli stadi avan-
zati di malattia. Un nostro precedente
studio mostra una maggiore suscettibi-
lita allo stress ossidativo anche in cellule
periferiche quali i fibroblasti di pazienti
con AD sporadico. In particolare, I'espo-
sizione di fibroblasti all'HNE determina
un incremento dei ROS intracellulari ed
una riduzione del trasporto di glutam-
mato solo nei soggetti AD, mentre non de-

termina alcun effetto nei controlli sani.

I pretrattamento con GSH o NAC (pre-
cursore del GSH) & in grado di prevenire
completamente 1'azione tossica dell'al-
deide. L'esposizone ad HNE determina
gli stessi effetti nei fibroblasti dei con-
trolli solo previa deplezione delle riserve
di GSH ad opera di butionin-sulfoximi-
na (Begni 2003, in press). Tali osserva-
zioni portano ad ipotizzare una com-
promissione sistemica delle difese anti-
ossidanti endogene nell'AD. Una ridu-
zionesignificativa dei livelli di GSHe sta-
ta recentemente dimostrata nei linfociti
di pazienti con AD familiare (Cecchi C.

1999).

Obiettivi della presente ricerca

Per verificare se |'alterazione del sistema
del glutatione sia una caratteristica in-
trinseca delle cellule di soggetti con Sin-
drome di Down o con malattia di Alzhei-
mer o secondaria ai processi degenerati-
vi, il presente studio si propone di valuta-
re lo stress ossidativo, le difese antiossi-
danti, la maggior suscettibilita ad agenti
ossidativi esogeni e la risposta a tratta-
menti antiossidanti in linfociti e fibro-
blasti di pazienti e controlli.

- Livelli di glutatione basale e dopo
esposizione ad agenti ossidanti

I livelli di GSH totale ed il rapporto
GSH/GSSG verranno determinati me-
diante HPLC in condizioni basali e dopo
incubazione con HNEed H,0..

- Determinazione dei livelli di gluta-
tione legato alle proteine. Tali livelli ver-
ranno analizzati nei fibroblasti in coltu-
ra mediante studi di Western blot con uti-
lizzo di anticorpi monoclonali anti-
GSH, in condizioni basali e dopo tratta-
mento con composti pro o antiossidanti.

- Livelli di mRNA e funzionalita dei tra-
sportatori di cistina

Tali trasportatori, appartenenti al sistema
Xc-, mediano il controtrasporto cistina
(in)glutammato (out). La cistina intra-
cellulare viene successivamente ridotta a
cisteina ed incorporata nel glutatione.
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Il trasporto di cistina verra valutato a li-
vello basale e dopo trattamento con
agenti pro ed antiossidanti e differenti
concentrazioni di glutammato.

- Correlazione tra trasporto di glu-
lammato Na'-dipendente e trasporto
dicistina

Laridotta attivita dei trasportatori di glu-
tammato, incrementando i livelli extra-
cellulari dell'aminoacido eccitatorio,
puo influenzare ['attivita dei trasporta-
tori di cistina influendo cosi sulla sintesi
del glutatione. Inoltre verra valutata
I'azione degli inibitori del trasporto di
glutammato sui livelli di glutammato
(mediante HPLC) e di glutatione (glu-
cys-gly) intracellulari.

- Attivita degli enzimi coinvolti nel me-
labolismo del glutatione

In particolare verra analizzata la fun-
zionalita della gamma-glutamil cistein
sintetasi (y-GCS), GSH perossidasi, della
GSSG reduttasi e della glutatione-S-
transferasi.

Le GST sono una famiglia di enzimi im-
plicati nella detossificazione di aldeidi,
mediante formazione di addotti.
L'isoenzima A44, in particolare, facilita
laconiugazione tra GSHe HNE.

- Valutazione dei livelli basali di ROS
intracellulari e mitocondriali e loro
correlazione con ilivelli di glutatione.

- Studio dell'effetto di differenti agenti
antiossidanti (vitamina E, vilamina
C) suiparamelrisopra citats.

- Studio del genotipo APOE e correla-
zione con stato 0ssidativo.

Pubblicazioni inerenti la proposta di ri-
cercacorrente:

— Ferrarese C., Begni B., Fumagalli L.,
Brighina L., Tagliabue E., Zoia C.P;
Impaired modulation of glutamate
uptake in fibroblasts from Alzheimer
patients; Society for Neuroscience, 32°
Congresso, Orlando, USA, 2002, 6 No-
vembre; 786.14

— B. Begni, L.Fumagalli, L. Brighina, S.
Andreoni, C. Ferrarese; Studio del-
I'interazione tra eccitotossicita e stress
ossidativo in fibroblasti di pazienti
con Malattia di Alzheimer; XIII Con-
gresso SINPF 9-12 Luglio 2002,
Milano.

— B. Begni, L. Brighina, L. Fumagalli, S.
Andreoni, C. Ferrarese; Excitotoxicity
and oxidative stress in fibroblasts
from Alzheimer disease patients;
FENS 3rd Forum of European Neuro-
science, July 13-17,2002, Paris

— L. Fumagalli, B. Begni, L. Brighina, C.
D'Orlando, S. Andreoni, R. Garofolo,
C. Ferrarese; Modulazione del traspor-
to di glutammato da parte della PKC
nelle piastrine e nei fibroblasti dei pa-
zienti affetti dalla malattia di Alzhei-
mer; XXXIIT Congresso SIN 14-18 Set-
tembre 2002, Napoli.

— L. Brighina, B. Begni, L.Fumagalli, S.
Andreoni, M. Frigo, C. Ferrarese; Pro-
tective role of glutathione against oxi-
dative stress-induced impairment of
glutamate transport in fibroblasts
from Alzheimer disease patients;
XXXIII Congresso SIN 14-18 Settem-
bre 2002, Napoli.

— Begni B, Brighina L, Fumagalli L,
Andreoni S, Castelli E Francescani C,
Del Bo R, Bresolin N, Ferrarese C.;
Altered glutamate uptake in periphe-
ral tissues from Down sindrome pa-
tients; Neuroscience Lett 2003,

343(2):73-6
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Poiché 1'analisi genetica in pazienti ed
in modelli animali vertebrati & comples-
sa e laboriosa, nel nostro laboratorio
sfruttiamo 1a grande conservazione
strutturale e funzionale che i geni di
Drosophila (il comune moscerino della
frutta) possiedono con i geni umani per
generare modelli di malattia in un orga-
nismo pitl semplice e manipolabile.
modelli in organismi invertebrati per-
mettono di utilizzare potenti metodi ge-
netici per individuare i “pathways” cel-
lulari in cui sono coinvolti questi geni
malattia, consentendo di delucidarne la
loro funzione fisiologica e possibilmente
il meccanismo patogenetico alla base
delle malattie.

Il progetto prevede 'uso della Droso-
phila come modello per lo studio della
funzione di due dei geni coinvolti nella
paraplegia spastica ereditaria (HSP),
SPG4 e SPG3a. Le proteine codificate da
questi geni sono rispettivamente Spa-
stina e Atlastina, caratterizzate struttu-
ralmente come “nucleotide binding pro-
teins”. Gli omologhi di Drosophila dei
geni codificanti per queste proteine sono
stati identificati e clonati nel nostro labo-
ratorio e sono stati denominati D-spa-
stinae D-atlastina.

I progetto riguardante la D-spastina e la
continuazione delle ricerche gia svolte
con successo su questo gene nel passato.
Utilizzando Drosophila come modello
abbiamo infatti dimostrato che laspasti-
naesercita una funzione di destabilizza-
zione dei microtubuli, come indicato
dalla loro marcata diminuzione a se-
guito di sovraespressione e dal loro au-
mento e ispessimento causato dall'as-
senza di spastina. Poiché 1a funzione di
questa proteina era in precedenza com-
pletamente ignota, questo ha rappresen-
tato un notevole passo in avanti non solo
nella determinazione del ruolo fisiologi-
co della spastina, ma anche nella com-
prensione dei meccanismi patologici del-
laHSP.

La creazione di un modello di Droso-
Dhila per1'atlastina, come gia dimostra-
to per la spastina, dovrebbe consentire di
chiarire la funzione biologica anche di
questo gene in modo rapido ed efficien-
te. Per questo motivo, questo progetto si
propone di creare un modello animale
di SPG3a in Drosophila e di continuare
ad usare il modello esistente di SPG4 per
accrescere le conoscenze sulla funzione
dellaspastina.

Obiettivi
Gli obiettivi di questo progetto sono:

1. analisi funzionale delle mutazioni pa-
tologiche introdotte nel gene spastina
di Drosophila allo scopo di determi-
narne il meccanismo patogenetico

2. analisi del ruolo della sumizzazione,
una modificazione secondaria analo-
ga all'ubiquitinizzazione, nella fun-
zione dellaD-spastina.

3. creazione di un modello in Drosophi-
la per la paraplegia dovuta a muta-
zioniin SPG3a

4. Generazione di mutazioni loss of fun-
ction, in particolar modo utilizzando
la tecnologia dell'RNA interference,
nel gene D-atlastina.

Generazione di mutazioni gain of fun-
ction per il gene D-atlastina. Tali muta-
zioni saranno ottenute grazie a sovrae-
spressione delle proteina normale e di
forme contenenti mutazioni analoghe o
identiche a quelle patologiche.
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Background

Neuropatia ereditaria di Leber, sindrome
di Leigh, encefalomiopatia, sono tra i fe-
notipi associati a mutazioni puntiformi
missense di geni del mtDNA codificanti
peptici. Sebbene alcune di queste muta-
zioni, come la mutazione 11778/ND4,
siano tra le prime descritte nel gruppo
ora molto numeroso di variazioni pato-
gene del mtDNA, per alcune di esse sussi-
stono ancora molti interrogativi sui mec-
canismi cellulari che traducono la lesio-
ne molecolare in fenotipo clinico.

Studi condotti nel modello cellulare degli
ibridi citoplasmatici (cibridi) sia nel no-
stro laboratorio che in altri Centri hanno
permesso la identificazione di pattern spe-
cifici di danno cellulare associato a modi-
ficazioni di peptidi mitocondriali, rile-
vanti nella comprensione della patogene-
si delle mutazioni stesse. Questi lavori pre-
liminari dimostrano 1'utilita di tale siste-
masperimentale quale modello perlostu-
dio funzionale delle mutazioni puntifor-
mi dei peptidi del mtDNA, e per ['esplo-
razione di strategie di trattamento.

Obiettivi
o definire lamodalita di attivazione apo-

ptotica associata alle mutazioni del
complesso T del mtDNA

o definire il trigger molecolare alla base
del danno cellulare osservato in cibridi
contenenti mutazioni LHON esposte a
stress metabolico

e esplorare il fenotipo biochimico e fun-
zionale delle mutazioni 14459 e 13513,
associate a neuropatia di Leber, disto-
nia e sindrome di Leigh, sia su fibro-
blasti che su cibridi

eestendere gli studi gia acquisiti su ci-
bridi ottenuti da linea di osteosarcoma
umano a linee ottenute con cellule
ospiti neuronali

esperimentare nel modello cellulare
I'effetto di possibili modulatori sia ne-
gativi che positivi rilevanti nella pato-
genesi 0 nel possibile trattamento delle

forme morbose indagate

Medodi
Linee cellulari

Si trarra beneficio dalla ampia varieta di
linee di cibridi costruita nel corso dei pre-
cedenti anni di ricerca. In particolare so-
no gia stabilizzate le linee omoplasmi-
che per le seguenti mutazioni puntifor-
mi in peptidi codificati dal mtDNA:
11778/ND4 (in aplogruppoJ e U)
3460/ND1 (inaplogruppo])

14484/ND6 (in aplogruppo])
14459/ND6

8993/A0

In eteroplasmia e disponibile la linea
con lamutazione 13513/ND5.

Per ognuna delle linee di cibridi & dispo-
nibile la corrispondente linea di fibro-
blasti dai quali sono stati ottenuti i cito-
plasti utilizzati per 1a fusione cellulare.
Per la creazione di linee di cibridi a par-
tire da cellule ospiti neuronali, verranno
utilizzate le cellule neuronali umane
SH-SY5Y in grado di differenziarsi in pre-
senza di acido retinoico, che verranno
sottoposte a trattamento per indurre la
deplezione permanente o transitoria di
mtDNA, e poi fuse con citoplasti ottenuti
dalla enucleazione in presenza di cito-
calasina B di fibroblasti o mioblasti di
controllo o patologici.

Analisi della via apoptotica attivata.

E gi stato dimostrato che I'esposizione
astress metabolico (deprivazione di glu-
cosio) attiva in cibridi mutati la cascata
apoptotica nel giro di 24 ore. Mediante il
monitoraggio dei vari effettori della
apoptosi (caspasi, citocromo c, AIE etc. )
verra definita la via apoptotica attivata
in questo modello cellulare.

Sintesi dell'ATP

Poiche dati preliminari hanno indicato
una rapida deplezione di ATP indotta in
linee mutate da stress metabolico, verra
studiato 1'effetto delle varie mutazioni
sulla cinetica di sintesi dell' ATP, e tale da-
to verra correlato con i risultati ottenuti
negli esperimenti di cui sopra.
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Studio funzionale in cibridi con nuo-
ve mutazioni(13513 0 14459)

Le analisi condotte saranno: studio della
respirazione endogena, curve di crescita
edisoprawvivenza, produzione di ROS, li-
vello e funzionalita delle difese antiossi-
danti, livello di sintesi ATP

Studio dell'effetto delle mutazioni ND6
eND5 sull'integrita del complesso L

Mediante tecnica di separazione in gel
nativo mono e bi-dimensionale e suc-
cessivo zimogramma su blot verra stu-
diato il grado di assemblaggio del com-
plessoTin linee mutate.

Studlio dell'effetto di modulatori positi-
vi o negativisul profilo funzionale del-
le linee mutate.

Verranno testate condizioni verosimil-
mente implicate nel precipitare il danno
metabolico in linee con mutazioni asso-
ciate a2 LHON (esposizione a testostero-
ne, estradiolo, BSO, deplezione parziale
di mtDNA). Come parametro precoce di
stress metabolico verranno seguite le va-
riazioni nel contenuto di GSSG e GSH ed
il loro rapporto. Questi elementi sono ri-
sultati essere tra i pit1 precoci marker di
attivazione stress-dipendente nelle linee
testate.

In modo analogo verra testata 1'espo-
sizione a sostanze potenzialmente utili
nel modulare positivamente il profilo
funzionale delle linee mutate (idebeno-
ne, cysteina, tocoferolo, etc.).
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Razionale

Diverse evidenze sperimentali hanno sug-
gerito che le vie di trasduzione del segna-
leattivatedap75",il recettore a bassa af-
finita per le neurotrofine, portano ad al-
terazioni simili a quelle indotte dalla
proteina beta amiloide (AB) invitro, sug-
gerendo quindi che 1'interazione di AR
con p75"" possa mediare i fenomeni di
citotossicita indotti da AB in corso di pa-
toplogie neurodegenerative quali lama-
lattia di Alzheimer oppure nella sindro-
me di Down. Il recettore p75"", tuttavia,
nel sistema nervoso centrale, ha un ruo-
lo ancora non ben compreso: in alcunisi-
stemi cellulari (neuroni simpatici) in-
fatti induce crescita e differenziamento,
in altri (ippocampo) induce sviluppo
dendritico/assonale oppure morte a se-
conda dello stadio della cultura cellula-
re. Comprendere il signaling e le funzio-
nidip75"" & quindi rilevante per capire
quanto sia importante la sua attivazione
da parte di AB nelle malattie degenerati-
ve. I risultati ottenuti da questo studio
nel primo anno forniscono una caratte-
rizzazione seppur incompleta del ruolo
della via degli sfingolipidi e delle NO sin-
tasi nel promuovere e regolare il segnale
apoptogeno generato dap75" . In parti-
colare si e dimostrato il ruolo diretto del-
le sfingomielinasi acide, attivate in segui-
to ad attivazione di p75™", e del ceramide
daesse generato, nella generazione del se-
gnale apoptotico specifico di questo recet-
tore. Le sfingomielinasi neutre al contra-
rio potenziano il processo apoptotico.

Obiettivi

I diversi quesiti aperti dallo studio che ri-
chiedono uno studio sperimentale ade-
guato nel prosieguo della ricerca, sono i
seguenti:

i) Analisi delle vie metaboliche interme-
die che connettono 1'attivazione della
sfingomielinasi neutra con la genera-
zione di NO da parte della NO sintasi

endoteliale.

In particolare pare ragionevole ana-
lizzare il ruolo della sfingosina 1 fo-
sfato (S1P). Questo sfingolipide & gene-
rato intracellularmente da ceramide
per opera di ceramidasi acida e neutra
e di una sfingosina chinasi. La S1P
puo essere esportata nello spazio ex-
tracellulare ed attivare recettori speci-
fici, accoppiati a proteine G eterotri-
meriche in grado di attivare la via del-
la fosfatidilinositolo 3'chinasi/Akt,
che a sua volta attiva eNOS mediante
fosforilazione su uno specifico residuo
diserina

i) Analisi dei meccanismi molecolari al-
labase della protezione da parte di NO
dalla_morte apoptotica indotta da
p75 " Poiché lasfingomielinasi acida
pare giuocare un ruolo cruciale nel-
I'inizio del segnale apoptogeno me-
diato dalla attivazione di p75" stu-
dieremo se NO inibisce questo enzima
ed il meccanismo sottostante a questa
azione del mediatore gassoso. In par-
ticolare valuteremo se 1'azione di NO
e: a) mediata dalla generazione di
GMP ciclico; b) diretta sulla sfingo-
mielinasi; ¢) mediata da azione su al-
tre proteine con funzione regolatoria
sulla sfingomielinasi acida; d) se me-
diata da regolazione delle vie intracel-
lulari di riciclo di quest'ultimo enzi-
ma. Se ¢ e d si dimostreranno veri,
identificheremo le proteine 0 i passag-
giintracellulari regolati da NO.

iii) Comprensione del ruolo di necdina
nelle vie di segnale accese da p75™
Questi studi saranno condotti in mo-
delli neuronali e non di patologie de-
generative, in cui vakluteremo indici
specifici di morte e differenziamento
cellulare. Utilizzando plasmidi espri-
menti necdina valuteremo il ruolo del-
la proteina sui fenotipi apoptotico o
differenziativo indotti da p75"™" , valu-
tando se necdina puo indurre un cam-
bio nel destino della cellula una volta
trattata con agonistid p75".

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



RICERCHE MINISTERIALI CORRENTI 2004 - (RAZIONALI)

Mediante microarrays si valutera an-
che il possibile ruolo della proteina
nell'indurre trascrizione di specifici
geni correlati con apoptosi o differen-
ziamento.

iv) Studio della somiglianza o diversita

del segnale acceso da p75 quando

stimolato da agonisti fisiologici (NT-e
BDNF) o quando attivatoda AB. Le ba-
si molecolari ottenute nei tre punti pre-
cedenti ci permetteranno di compara-
re e comprendere la eventuale diversi-
t2 nel segnale originato da p75
quando attivato da agonisti diversi.
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Dal momento in cui si e scoperta la pre-
senza di porzioni non codificanti nei
pre-mRNA eucariotici, gli sforzi si sono
concentrati sui segnali che ne regolano
la rimozione e sulla loro possibile fun-
zione. Oggi & noto che le sequenze intro-
niche aumentano in numero e dimen-
sione con |'aumentare della complessita
degli organismi viventi, indicando che
le sequenze non codificanti debbano ave-
re un ruolo, forse regolatorio, nello svol-
gimento di alcuni processi cellulari.
Anche il numero di trascritti che posso-
no originarsi da uno stesso gene attra-
verso eventi di splicing alternativo au-
menta fortemente in organismi piti com-
plessi ed € stato ipotizzato che la modu-
lazione della lunghezza intronica possa
rappresentare un ulteriore livello di rego-
lazione dello splicing negli eucarioti su-
periori.

Il gene umano della distrofina, localiz-
zato sul braccio corto del cromosoma X
(Xp21), e il pit1 lungo fino ad ora identi-
ficato; esso si estende per pitidi 2.5Mb e
occupa circa lo 0.1% del genoma uma-
no. Il gene & costituito da 79 esoni piut-
tosto piccoli che codificano per un mes-
saggero di circa 14 kb indicando che so-
10100.6% del gene & costituito da porzio-
ni codificanti. La distrofina presenta
dunque gli introni pit1 lunghi che siano
mai stati descritti. L'attivita di ricerca
svolta dal nostro gruppo ci ha portato al-
le seguenti osservazioni:

— I'estrema lunghezza degli introni del-
ladistrofina e conservata nei vertebra-
ti ma le porzioni introniche che pre-
sentano elevata omologia di sequenza
tra organismi diversi (uomo, topo,
Fugu) rappresentano una percentua-
le minima della lunghezza intronica
totale (Pozzoli et al. Genome Res, sub-
mitted).

— |'espansione intronica e stata in parte
determinata dall'accumulo nel tem-
po di sequenze ripetute (Pozzoli et al.
Genetics 2002)

— gli esoni out-of-frame della distrofina
presentano splice sites significativa-
mente piti forti se paragonati a quelli
degli esoni in-frame e sono separati
da introni significativamente piti lun-
ghi (Sironi et al. Hum Genet 2001,
Pozzoli et al. Genetics, 2002).

— il gene umano della distrofina presen-
ta almeno 16 trascritti derivanti da
splicing alternativo della regione del
rod-domain eil pattern di splicing e al-
terato in pazienti DMD e BMD (Sironi
etal. FEBS Lett, 2002).

Verra in seguito messo a punto un mo-
dello in grado di valutare la proporzione
di molecole rimosse nel tempo per cia-
scun introne in funzione della distribu-
zione di probabilita del relativo tempo di
rimozione. Mediante algoritmi di otti-
mizzazione € possibile identificare i para-
metri relativi a tali distribuzioni che me-
glio approssimano i dati sperimentali.
Questo ci permettera di valutare I'ordine
di rimozione degli introni e ci dara infor-
mazioni sul meccanismo di rimozione.

Auspichiamo che lo studio qui proposto
possa fornire indicazioni riguardanti:

— I'eventuale ruolo/presenza di elemen-
ti cis-acting che determinano la velo-
cita di rimozione di una sequenza in-
tronica

- l'influenza della lunghezza di cia-
scun introne sulla propria cinetica di
rimozione

— imeccanismi che regolano lo splicing
alternativo fisiologico e patologico nel-
laregione genica interessata
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Il presente progetto € la continuazione
della Ricerca Corrente 2003 titolata: “Va-
lutazione del comportamento di una
popolazione di cellule staminali mul-
tipotenti ottenute da tessuti adulti di fo-
Di affetti da diversi tipi di distrofia mu-
scolare (md, dy2j) e delle potenziali-
la terapeutiche”

RAZIONALE: T muscoli di topi affetti da

diverse forme di distrofia muscolare van-
no incontro dopo la nascitaa cicli di rige-
nerazione e degenerazione. La continua

domanda di precursori miogenici du-

rante il corso della malattia, implica il re-
clutamento di cellule addizionali da

una popolazione cellulare indifferen-

ziataed autorinnovantesi.

L'adattabilita allo stress muscolare e di
significativa importanza nello sviluppo
muscolare e nellasua funzionalita.
L'esercizio, in particolar modo se inten-
50, induce un danno muscolare che por-
ta al rilascio di proteine intracellulari,
chemochine e citochine (Shek & She-
phard, 1998).

Questa inflammazione locale puo in-
durre 1'attivazione di precursori musco-
lari mononucleati, chiamati cellule sa-
telliti, che sono localizzati al di sotto del-
la membrana basale della fibra musco-
lare (Bischoff et al. 1986). La velocita
con la quale le cellule miogeniche si ac-
cumulano alivello dell'area danneggia-
ta, fa presupporre la presenza di una fon-
te alternativa alle cellule satelliti. Il mu-
scoloscheletrico adulto contiene una ra-
ra popolazione di progenitori che danno
origine sia a linee miogeniche sia emo-
poietiche (Quetal., 1998; Torrente et al.,
2001; Gussoni et al.,1999; Jackson et
al.,1999). Questo fatto suggerirebbe che
il compartimento rigenerativo del mu-
scolo scheletrico adulto possa anche con-
formarsi all'archetipo gerarchico di un
altro tessuto adulto autorigenerante co-
me il midollo osseo.

I progenitori del midollo osseo con capa-
cita multidifferenziativa possono nego-
ziare la circolazione e generare muscolo

ed osso (LaBarge Ma and Blau HM.
2002 Kuznetsonetal., 2001).

Con lo scopo di delineare il ruolo delle
cellule circolanti nel corso di riparazio-
ne muscolare continua, come nel caso
della patologia distrofica, ci prefiggiamo
di analizzare le cellule Scal positive pre-
senti nel sangue e nel muscolo di topi di-
strofici e di controlli di pari eta, in rela-
zione ai diversi stadi della malattia ed al-
lostress muscolare.

A partire da nostri studi precedenti, ab-
biamo isolato Muscle Derived Stem Cells
(MDSCs) e cellule staminali circolanti
d'origine midollare (CSCs) utilizzando
I'espressione di un marker di superficie
quale lo Stem Cell Antigen 1 (Sca-1).

Abbiamo analizzato il comportamento
di questi progenitori ottenuti sia da topi
mdx/mdx di diverse eta sia da controlli e
valutato la loro capacita di differenziare
in cellule muscolari in seguito ad uno
stress muscolare intenso quale quello in-
dottodaun'oradinuoto.

Abbiamo dimostrato che la diminuzione
delle cellule Sca 1 positive circolanti as-
sociato ad un aumento delle stesse di de-
rivazione muscolare, si accompagna ad
unincremento della concentrazione del-
la citochina infiammatoria TNFa nel
muscolo di topi distrofici sottoposti ad
esercizio intenso.

Tale correlazione inversa tra il numero
delle cellule Sca 1 positive nel sangue e
quelle nel muscolo dopo I'esercizio nel to-
po distrofico, suggerisce che proprio I'in-
cremento di TNFa nel muscolo distrofico
danneggiato possa esserel fattore prima-
riamente coinvolto nell'induzione della
mobilizzazione delle cellule Sca 1 circo-
lanti da parte del muscolostesso.

Lo sforzo muscolare inoltre pare avere un
ruolo attivatore della differenziazione in
senso miogenico (in vitro) delle cellule
Scal positive di derivazione ematica.

Il muscolo sottoposto astress, rilascia nu-
merosi fattori, alcuni noti, altri ancora
oggetto di speculazioni; pertanto nume-
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rosi altri eventi possono essere implicati
in questo reclutamento di cellule stami-
nali dalla circolazione ematica al mu-
scolo distrofico.

In un lavoro precedentemente condotto
dal nostro gruppo, e stato dimostrato che
un sottogruppo di cellule Sca 1 positive é
in grado esprimere L-selectina e CD44
(Torrente Y, 2003).

11 CD44 & una molecola che media il rol-
ling, in vitro in condizioni fisiologiche,
delle cellule staminali emopoietiche su
ligandi endoteliali quali le E-selectine
(Charles],2001).

A partire ad questi dati i prefiggiamo di
proseguire gli studi nel seguente modo:

1) Valutazione dell'espressione di ligan-
di di molecole di adesione all'endotelio
vascolare, sempre in condizioni di sforzo
e di riposo tramite al tecnica della mi-
croscopia intravitale.

2)approfondimento dello studio del com-
portamento delle cellule Scal circolanti
nel sangue venoso e presenti nel tessuto
muscolare in condizioni di sforzo e di ri-
poso, sia in topo controllo che mdx (co-
me modello per la distrofia muscolare di
Duchenne) e del topo DY2j (come mo-
dello della distrofia muscolare congeni-
tada deficit parziale di merosina)

3) analisi istologica e tramite ELISAdi ci-
tochine del muscolo 24 ore dopo lo sfor-
zo muscolare e di riposo (sia nei 2 mo-
delli di topi distrofici che nei controlli)

4) Valutazione ulteriore della capacita
multidifferenziativa di tali linee cellula-
re e di eventuale differenza di tali capa-
cita dopo attivita muscolare intensa

5) Verifica dell'origine midollare o ema-
tica delle cellule Scal positive tramite
I'impiego di i topi eterozigoti DesLacZ
(nei quali il gene reporter LacZe selettiva-
mente espresso sotto controllo della de-
smina) sottoposti ad esercizio muscolare.

Background

La distrofia muscolare di Duchenne &
unamalattia ereditaria legata al cromo-
soma X, trasmessa con carattere recessi-
vo causata dalla mancanza della protei-
na distrofina a livello dei tessuti musco-
lari. 11 modello animale della distrofia
muscolare di Duchenne ¢ il topo mdx,
che presenta una mutazione puntiforme
a livello dell'esone 23 del gene della di-
strofina. Tale difetto molecolare com-
porta un deficit di espressione di distrofi-
naalivello della fibra muscolare e rende
I'animale un discreto modello speri-
mentale per la terapia genica. Trale 2 e
le 8 settimane dalla nascita, 1a pit1 parte
delle fibre muscolari vanno incontro al-
meno ad un ciclodi degenerazione/ rige-
nerazione, come dimostrato dall'accu-
mulo di fibre contenenti centralizzazio-
ni nucleari.

L'adattabilita allo stress muscolare & di
significativa importanza nello sviluppo
muscolare e nella sua funzionalita.
L'esercizio, in particolar modo se inten-
50, induce un danno muscolare che por-
ta al rilascio di proteine intracellulari,
chemochine e citochine (Shek & She-
phard, 1998).

Questa infiammazione locale puo in-
durre |'attivazione di precursori musco-
lari mononucleati, chiamati cellule sa-
telliti, che sono localizzati al di sotto del-
la membrana basale della fibra musco-
lare (Bischoff et al. 1986). La velocita
con la quale le cellule miogeniche si ac-
cumulano alivello dell'area danneggia-
ta, induce il sospetto della presenza di
una fonte alternativa alle cellule satelli-
ti. [l muscolo scheletrico adulto contiene
una rara popolazione di progenitori che
danno origine sia a linee miogeniche sia
emopoietiche (Qu et al., 1998; Torrente
et al., 2001; Gussoni et al.,1999; Jackson
et al.,1999). Questo fatto suggerirebbe
che il compartimento rigenerativo del
muscolo scheletrico adulto possa anche
conformarsi all'archetipo gerarchico di
un altro tessuto adulto autorigenerante

come il midollo osseo.

I progenitori del midollo osseo con capa-
cita multidifferenziativa possono nego-
ziare la circolazione e generare muscolo
ed 0sso (LaBarge Ma and Blau HM. 2002
Kuznetsonetal.,2001)

Nonostante i numerosi studi condotti
sulle cosiddette Muscle Derived Stem
Cells (MDSCs) ottenute da muscolo mu-
rino normale, esistono solo pochi studi
inerenti alla valutazione del comporta-
mento fenotipico e funzionale delle cel-
lule ottenute ad topi distrofici, in rela-
zione ai processi rigenerativi, agli stress
muscolari. Bockhold (1998) ha testato il
potenziale miogenico, in termini di cel-
lule miogeniche prodotte in coltura at-
torno allasingola miofibra isolata.

Questo studio ha mostrato una diminu-
zione eta dipendente del numero delle
cellule miogeniche che si accumulano
attorno ad ogni fibra, ma nessuna diffe-
renza tra topo vecchio mdx e controllo,
formulando cosi 1'ipotesi che il falli-
mento della rigenerazione nel topo di-
strofico potesse essere attribuito ad un
“esaurimento” delle cellule satellite piut-
tosto che a cambiamenti progressive
nell'ambiente muscolare.

Pertanto 1a maggioranza delle cellule
muscolari puo essere vista come una po-
polazione di transizione, coinvolta nei
processi riparativi minori giornalieri.
Questa popolazione & mantenuta in vita
da una pool di riserva che puo avere le
proprieta di cellule staminali committed
ed essere attivata da un danno muscola-
re severo. Le cellule circolanti possono
entrare nel muscolo tramite al circola-
zione e giocare un ruolo fondamentale
nei meccanismi riparativi. E di owvio in-
teresse trovare le strategie di aumento
dellaloroefficacia (Partridge 2002).

I lavoro fino ad ora condotto nel nostro
Istituto in collaborazione con la Clinica
Neurologica dell' Universita degli studi
di Milano ha dimostrato (Ausenda C,
1997; Bresolin N, 1997, D'Angelo MG,
1999, Torrente et al 2001) che cellule po-
sitive sia per Scal sia per CD34 purificate
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da tessuto muscolare di topi newborn, in

fase di preplating definita pp6, sono mul-
tipotenti in vitro e sono in grado di diffe-

renziare sia in senso miogenico che mul-
timieloide. Queste stesse cellule, isolate

dalnewborn ditopo esprimente lacZ sot-
to il controllo del promoter della desmi-

na o della troponina I sono state inietta-

te nella circolazione arteriosa delle zam-

pe posteriori del topo mdx. Le cellule ade-
riscono fermamente alla parete endote-

liale e migrano dalla circolazione nel tes-
suto muscolare dell'ospite (osservazione

avvenuta tramite microscopia intravita-

le). L'analisi immunoistochimica ha di-

mostrato la colocalizzazione del LacZ e

della distrofina nei muscoli iniettati.

Un recente lavoro condotto da Torrente
(2003) ha permesso di identificare
I'espressione a livello delle MDSCs della
molecola di adesione L selectina una mo-
lecola di adesione indispensabile per la
migrazione transendoteliale di cellule di
derivazione ematica e midollare.

Con lo scopo di delineare il ruolo delle
cellule circolanti nel corso di riparazio-
ne muscolare continua, come nel caso
della patologia distrofica, ci prefiggiamo
di analizzare le cellule Scal positive pre-
senti nel sangue e nel muscolo di topi di-
strofici e di controlli di pari eta, in rela-
zione ai diversi stadi della malattia ed al-
lostress muscolare.

Risultati fino ad ora ottenuti

Caratterizzazione delle cellule in
vitro

> Le cellule di derivazione muscolare
possono essere “arricchite” tramite 1a
tecnica del preplating in relazione alle
loro caratteristiche di adesione . I clo-
ni ottenuti da muscolo di topi control-
losiada topi mdx sono in grado di dif-
ferenziare in senso miogenico e di for-
mare miotubi, dotati di capacita con-
trattile, sia di differenziare in senso
emopoietico se posti in terreno di me-
tilcellulosa.

Andando poi a testare al capacita mul-

tidifferenziativa delle cellule Scal posi-
tive purificate sia da sangue che da tes-
suto muscolare, abbiamo osservato

che queste cellule differenziavano in

senso miogenico, mieloide, endotelia-

le e neuronale. Le cellule Scal negati-

ve invece hanno una bassa e stabile

nel tempo espressione di markers mio-
genici, mentre al componente neuro-

genica aumenta in maniera significa-

tiva all'aumentare dell'eta dell'ani-

male.

» L'insieme di questi risultati suggerisce
che nella popolazione di muscle-
derived stem cells ottenute da topo
mdx potremmo identificare 2 grossi
gruppi di cellule: quelle esprimenti lo
Stem Cell Antigen 1 (Sca 1 positive) e
quelle invece negative per questo mar-
ker (Sca 1 negative) . Le cellule Sca 1
positive hanno unabuona espressione
di markers miogenici in vitro, che au-
menta con il tempo in coltura (verosi-
milmente legata alla progressiva for-
mazione di miotubi). Tale compo-
nente miogenica si esaurisce pero con
I'avanzare dell'eta dell'animale, in re-
lazione anche ai fisiologici processi ri-
generativi in atto nel muscolo distrofi-
co (in particolar modo attorno ai 2-3
mesi divita)

Abbiamo gia condotto uno studio preli-
minare circa l'influenza di uno sforzo
muscolare intenso (nuoto di 1 ora) sul
comportamento delle cellule Scal posi-
tive isolate sia dal muscolo che dal san-
gue.
Nei topi mdx di 3 mesi, "attivita musco-
lare induce una diminuzione delle cel-
lule Scal positive a livello del circolo
ematico (25.9%di cellule Scal+ nei topi
mantenuti a riposo al confronto del 10 %
nei topi distrofici sottoposti allo sforzo).

Al contrario, nei muscoli ottenuti da ani-
mali sottoposti allo stress dell'esercizio
muscolare, il numero delle cellule Scal
positive aumenta moderatamente ri-

spetto a quello delle Scal positive otte-

nute dai topi mantenuti a riposo. Questo
fatto suggerisce un possibile recluta-
mento delle cellule Scal positive dal san-
gue al muscolo in condizioni di sforzo.

L'analisi tramite ELISA ha mostrato un
aumento significativo dei valori di TNF
alfa nei muscoli prelevati da topi mdx 24
ore dopo lo sforzo muscolare. Queste cito-
chine possono facilitare 1'adesione delle
cellule circolanti all'endotelio vascolare
attraverso un aumento di ligandi di mo-
lecole di adesione.

L'analisi delle cellule Scal positive otte-
nute da sangue di topi nuotatori e non
nuotatori, sia mdx che controlli, quando
seminate su un monolayer di una linea
muscolare murina C2C12, presentano
una migliore capacita di fusione e di for-
mazione di miotubi quando ottenute ad
campioni di topi nuotatori.

L'insieme dei dati fino ad ora ottenuti
suggerisce che |'esercizio induce una se-
riedi eventi che facilitano il reclutamen-
todi cellule circolanti.

In un lavoro precedentemente condotto
dal nostro gruppo, & stato dimostrato che
un sottogruppo di cellule Sca 1 positive é
in grado esprimere L-selectina e CD44
(Torrente Y, 2003).

11CD44 & una molecola che media il rol-
ling, in vitro in condizioni fisiologiche,
delle cellule staminali emopoietiche su
ligandi endoteliali quali le E-selectine
(Charles],2001).

A partire ad questi dati i prefiggiamo di
proseguire gli studi nel seguente modo:

1) Valutazione dell'espressione di ligan-
di di molecole di adesione all'endotelio
vascolare, sempre in condizioni di sforzo
e di riposo tramite al tecnica della mi-
croscopia intravitale.

2)approfondimento dello studio del com-
portamento delle cellule Scal circolanti
nel sangue venoso e presenti nel tessuto
muscolare in condizioni di sforzo e di ri-
poso, sia in topo controllo che mdx (co-
me modello per la distrofia muscolare di
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Duchenne) e del topo DY2j (come mo-
dello della distrofia muscolare congeni-
tada deficit parziale di merosina)

3) analisi istologica e tramite ELISAdi ci-
tochine del muscolo 24 ore dopo lo sfor-
zo muscolare e di riposo (sia nei 2 mo-
delli di topi distrofici che nei controlli)

4) Valutazione ulteriore della capacita
multidifferenziativa di tali linee cellula-
re e di eventuale differenza di tali capa-
cita dopo attivita muscolare intensa

5) Verifica dell'origine midollare o ema-
tica delle cellule Scal positive tramite
I'impiego di

i topi eterozigoti DesLacZ (nei quali il ge-
ne reporter LacZ e selettivamente espres-
s0 sotto controllo della desmina) sotto-
posti ad esercizio muscolare.

METODICHE che verranno impie-
gate:

Protocollo di esercizio muscolare: i topi
mdx/mdx/C57Bl/10ScSne C57Bl/10ScSn
di1e3 mesidieta,sonodivisiin 2 sotto-
gruppi. Un gruppo verra sottoposto a test
del nuoto per un'ora 24 ore prima del sa-
crificio, ed uno sara tenuto a riposo. I topi
eterozigoti DesLacZ che esprimono il ge-
ne reporter della beta galattosidasi sotto
al sequenza regolatoria della desmina
verranno sottoposti al medesimo eserci-
ziomuscolare.

Verranno poi eseguite biopsie muscolari
del muscolo tibiale anteriore di ogni
gruppo e su di esse svolta un'analisi isto-
logica ed un dosaggio tramite ELISA di
citochine infiammatorie, quali TNF al-
fa, INF gamma, IL1, IL6.

Colture Cellulari:

Le cellule di midollo osseo ottenute dai
topi mdx/mdx/C57Bl/10ScSn, DesLacZ
e dai controlli C57Bl/10ScSn sono state
ottenute tramite il lavaggio della tibia e
del femore con il terreno RPMI 1640
(Gibeo Life Technologies, Grand Island,
NY, USA) addizionato di 10% di Siero feta-
ledivitello.

I campioni di sangue, ottenuti dai diver-
si gruppi di animali, saranno diluiti in
Iscoves modified Dulbeccos medium 1:3
(IMDM). Le cellule moninucleate sa-
ranno raccolte tramite centrifugazione.
Le cellule staminali del tessuto musco-
lare saranno isolate dal tessuto preleva-
todalle zampe anteriori e posteriori di to-
pi tramite dissociazione prima meccani-
ca e poi enzimatica (soluzione conte-
nente collagenasi tipo IX 0.2% e tripsina
0.1%).La sospensione cellulare cosi otte-
nuta viene seminata su piastra, incuba-
taa37°Cal 5% CO2 per 30 minuti/1 ora,
poi la stessa sospensione viene trasferita
ad una nuova piastra (preplating 1-
ppl), reincubata per 2 ore (pp2). Tali
passaggi sono ripetuti ogni 24 ore fino al
passaggio preplating 6. Le cellule mono-
nucleate sia ematiche che muscolari sa-
ranno poi risospese in PBS e le cellule pu-
rificate Scal positive sottoposte a selezio-
ne positiva tramite Sca-1 multi-sort kit.

Al fine di determinare il potenziale mio-
genico delle cellule, queste saranno
mantenute in terreno proliferativo fino
alla confluenza del 60-70%; dopodiche
le cellule venivano poste in terreno diffe-
renziativo e dopo 10-14 giorni in coltu-
ra, vengono contati i miotubi in ogni
stepdi preplating.

In alcuni esperimenti verra utilizzata an-
che la tecnica di studio della capacita d
differenziare in senso miogenico tramite
lafusione delle cellule marcate con il co-
lorante PKH26 con un monolayer di
(2C12

Al fine di determinare la capacita delle
cellule di differenziare in senso emopo-
ietico, le cellule sono state seminate in si-
stema metilcellulosa.

Alfine di valutare la capacita di autorin-
novemento delle cellule , sono stati iso-
lati cloni da step pp2 e pp5 delle colture
normali e di mdx . Le cellule sono semi-
nate a “limited dilution” (da 1 cellula
per piastra a 100 cellule per piastra), va-
lutate quotidianamente tramite micro-

scopio a luce rovesciata.

Colorazioni immunoistochimiche:

Le cellule sono piastrate su plastica; alcu-
nefissate in etanolo e poi incubate con an-
ticorpi primari quali: anti-platelet endot-
helial cell adhesion molecule-PECAM: an-
ti-desmina; anti-bcl2, anti-fibronectina,
anti-slow myosin heavy chain, anti-CD34
ed anti Stem Cell Antibody. Un altro grup-
po di cellule ¢ stato fissato in formaldeide
al 4% e permeabilizzato con 0.1% Triton
X-100 in PBS; successivamente incubate
con anticorpi primari: anti-nestina, anti
bIII-tubulina, anti-neurofilamento, anti
Glial Fibrillare Acidic Protein (GFAP)-Cy3.

Microscopia intravitale e colorazione in vi-
vodelle molecole di adesione endoteliali

Le cellule Scal positive isolate tramite
MACS verranno poi incubate con il rea-
gente di rilascio multi-sort ed incubate
con l'anticorpo anti CD34 biotinilato; ri-
sospese poi con microbeads paramegne-
tici coniugati con anti biotina. Dopo la
selezione delle diverse sottopopolazioni,
Sca-1+CD34+,Sca-1+CD34-, Sca-1-CD34-+,
ogni frazione cellulare viene analizzata
perlapurezza.

Verra eseguita un'analisi al FACScan flow
cytometer utilizzando un software Cell
Quest (Becton Dickinson, Mountain View,
CA, USA) per una citometria a 2 colori per
anti-CD34 FITC and anti-Sca-1 PE. Sise-
lezionera il gruppo di cellule Scal
+/CD34 -, in base all'esperienza prece-
dentemente acquisita (Torrente, 2003)
che mostrava un capacita migratoria mi-
gliore rispetto agli altri sottogruppi.

Per questi esperimenti verra impiegato
un microscopio intravitale (Olympus
BX50WI) equipaggiato di un obbiettivo
ad immersione acquosa (Olympus
Achroplan, focal distance 3.3 mm, NA
0.5). Le MDSCs saranno colorate con il
colorante sopravitale BCECE

Le cellule purificate, saranno poi incu-
bate con gli anticorpi anti-E, and P-
selectin, anti-MAd CAM-1, e I'isoti-po di
controllo (anti-hu-man Ras), marcati uti-
lizzando Alexa Fluor 488 labeling kit ed
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iniettate endovena nell'animale. 20 mi-
nuti dopo, gli animali sono anestetizzati
e perfusi attraverso il ventricolo sinistro
(Piccio et al., 2002). La muscolatura
striata dei vasi sara visualizzata tramite
al microscopia intravitale .
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PREMESSA

La telemedicina nasce dall'integrazione
delle conoscenze derivanti dall'area me-
dica, informatica e delle telecomunica-
zioni. Quantunque ci siano stati grossi
progressi in ciascuno di questi settori, la
spinta piu forte alla crescita della tele-
medicina e giunta dal rapido progresso
dei sistemi di telecomunicazione avve-
nuto nell ultimo decennio.

A fronte di tale significativa evoluzione
della tecnologia, non sie pero finora assi-
stito ad una analoga evoluzione dei ser-
vizi medici potenzialmente connessi
all'uso dei servizi di telecomunicazione.
Laragione é forse da cercarsi nella man-
canza di modelli e protocolli applicativi,
capaci di coniugare le potenzialita della
tecnologia con le necessita del cittadino
paziente e con le complessita dell'orga-
nizzazione sanitaria.

Tra i servizi di telecomunicazione oggi
disponibili, esistono ambiti con elevatis-
sime potenzialita di impiego in area cli-
nica sia per la loro diffusione, che per la
lorosemplicitad'uso.

Ad esempio si prevede che labanda larga
raggiunga la totalita degli ospedali e
1'80 % delle scuole entro la fine del 2004.
Entro due o tre anni la domanda di con-
nessione tramite banda larga sara soddi-
sfatta su tutto il territorio nazionale.
Questosignifica che al domicilio delle fa-
miglie sara sempre piti facile disporre di
mezzi trasmissivi potenti e facenti parte
diuna consuetudine di uso quotidiano.

Ancora, si consideri il caso della telefo-
niamobile. In Europa il numero assolu-
todi abbonati a servizi di telefonia mobi-
le ha ormai raggiunto quota 277 milio-
ni, con una densita di 73,4 ogni 100 abi-
tanti. In termini assoluti il paese con il
maggior numero di abbonati ¢ la Ger-
mania (56 milioni), ma I'Italia &, dopo
il Lussemburgo, il paese che conosce la
maggior diffusione della telefonia cellu-
lare, con quasi 49 milioni di abbonati ed

una densita di 84,2 ogni 100 abitanti

(Fonte Eurostat, 2002). Le nuove gene-
razioni di telefoni mobili offrono elevate
possibilita tecniche: sono multifunzio-
nali, hanno schermi a colori e microca-
mere, capacita di collegamenti video,
bande di trasmissione dati sempre pil
ampie. Il tutto a costi contenuti.

Le possibilita di utilizzo di questi servizi
di telecomunicazione in ambito medico
spaziano dal teleconsulto all'home care,
dal telemonitoraggio all'accesso ad in-
formazioni cliniche.

L'obiettivo diventa pertanto quello di
porre il paziente al centro del sistema,
cercando di costruirgli intorno i servizi
di cui necessita, in modo tale che si inte-
grino con gli oggetti di vita quotidiana, e
mirando contemporaneamente ad una
maggiore “deospedalizzazione” della sa-
nita.

Ad esempio il paziente disagiato o im-
possibilitato a muoversi puo vivere in
ambito familiare alcune fasi della ma-
lattia o del recupero senza che cio deter-
mini un aumento del rischio causato
dal mancato monitoraggio del suo stato.
Ancora, la sorveglianza delle condizioni
fisiche di un paziente da una sede remo-
ta puo ridurre il rischio di ricadute nei
pazienti cronici e contemporaneamente
ottimizzare la frequenza dei ricoveri,
che vengono disposti solo quando le con-
dizioni del paziente lo richiedano real-
mente, liberando cosi risorse per altri pa-
zienti conmaggiore urgenza.

Diventa dunque teoricamente possibile
garantire una pitl puntuale continuita
dell'assistenza, una piti dettagliata docu-
mentazione delle terapie ed un piti accu-
rato controllo dei risultati con due ulte-
riori benefici attesi: 1a qualita della vita
del paziente, che risulta salvaguardata
ed addirittura migliorata, e la spesa sani-
taria, che viene contenuta e probabil-
mente ridotta.
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Obiettivi del programma

L'obiettivo del progetto & quello di svi-
luppare modelli di telemonitoraggio
avanzati, basati sull impiego di diverse ti
pologie di reti telematiche, per consenti-
re lavalutazione remota dello stato di sa-
lute del paziente domiciliare affetto da
patologia critica.

In particolare ci si prefigge la definizio-
nedi protocolli clinici innovativi che sia-
no in grado di sfruttare alcune tecnolo-
gie di trasmissione audio-video di larga
diffusione, dunque sempre piu facil-
mente reperibili al domicilio del pazien-
te senza 1a necessita di attrezzature spe-
ciali.

I perimetri di applicazione di queste tec-
nologie, le indicazioni d'uso, la loro effi-
cacia, le eventuali limitazioni d'impiego
saranno oggetto di studio.

Lo scopo ultimo e di costruire protocolli
clinici ed individuare modalita gestionali
che consentano |'impiego di strumenti di
telecomunicazione diffusi sul territorio
nella pratica clinica quotidiana, puntan-
do ad una riduzione delle durata della de-
genza, ad una miglior qualita di alcuni
servizi sanitari e ad un utilizzo piu effi-
ciente delle risorse disponibili.

Workpackages, protocolli e meto-
dologie

Il progetto si articola in una serie di ma-
crofasi finalizzate: alla realizzazione e
alla sperimentazione dei protocolli cli-
nici di monitoraggio a distanza; alla im-
plementazione di kit tecnologici da di-
stribuire sul territorio presso le singole fa-
miglie cooptate nello studio; all'analisi
costoy/efficacia delle procedure e tecno-
logie adottate.

Iworkpackages previsti sono i seguenti:

1) Definizione, analisi e modellizzazio-
ne di protocolli clinici per il monitorag-
gioadistanza

Lostudioe rivolto a pazienti affetti da pa-
tologie critiche (ad es.pazienti che ab-
bianosubito interventi di chirurgia orto-

pedica, trattamenti chemodenervanti, te-
rapie farmacologiche peril controllo del-
le distonie), rientrati presso il loro domi-
cilio dopo la dimissione dall'ospedale
e/odal centro specializzato.

Nel corso del workpackage vengono sele-
zionate casistiche specifiche significati-
ve per numerosita e tipologia, ponendo
particolare attenzione alla zona di resi-
denza dei pazienti in relazione alla ga-
ranzia di copertura offerta dai fornitori
diservizi di comunicazione.

Si effettua una analisi organizzativa dei
processi di erogazione della cura, sia stu-
diando i protocolli normalmente utiliz-
zati, sia disegnando nuovi protocolli spe-
cifici per il telemonitoraggio.

2) Realizzazione di sistema per la gestio-
ne off-line di messaggi multimediali

I protocolli di telemonitoraggio ideati
vengono tradotti in un sistema integrato
di gestione delle comunicazioni, che
consente |'acquisizione 24 ore al giorno
e 7 glornisu 7 dei messaggi inviati dal pa-
ziente stesso. 11 personale medico viene
dotato degli strumenti per I'analisi off-
line di tali messaggi e per la generazione
dirisposte.

3) Implementazione e diffusione di kit
domiciliari per telemonitoraggio

La strumentazione a domicilio del pa-
ziente € costituita da kit differenziati in
base ai servizi di comunicazione dispo-
nibili sul territorio. T kit vengono realiz-
zati con tecnologie correntemente di-
sponibili ed a basso costo, ponendo par-
ticolare attenzione a garantire 1a massi-
mafacilita d'uso. La fase i messa in ope-
ra del kit a domicilio viene adeguata-
mente curata.

4) Formazione e supporto

[ pazienti individuati nel corso del wor-
kpackage 1) vengono adeguatamente
istruiti all'uso dei kit da personale spe-
cializzato, prima delle dimissioni.
Istruzioni per il corretto impiego dei kit
vengono anche rese disponibili on-line
via Internet, utilizzando le metodologie

tipiche della formazione a distanza.

Ulteriore supporto viene garantito me-
diante la possibilita di accesso ad un call-
center, anche tramite videochiamate.

5) Sperimentazione

[ pazienti vengono monitorati presso il
loro domicilio, applicando i protocolli di-
segnati nel corso del workpackage 1).
Durante questa fase le famiglie coinvolte
nello studio vengono monitorate anche
mediante griglie e questionari per valu-
tare la soddisfazione nell'uso dello stru-
mento di telemonitoraggio.

6) Validazione dei risultati

Le performance ottenute con il sistema
tradizionale e quelle ottenute con il si-
stema di telemonitoraggio vengono mes-
se a confronto da auditor non coinvolti
nella fase di sperimentazione, che verifi-
cano e validano il raggiungimento degli
obiettivi di progetto, sia dal punto di vi-
stadel costo/efficacia, sia dal punto di vi-
stadella qualita del servizio.

Risultati attesi e trasferimento al
SSN

Risultati attesi

Protocolli di telemonitoraggio per pa-
zienti domiciliari con patologie critiche
(sindromi del primo motoneurone)

Kit di telemonitoraggio a basso costo e di
facile impiego, basati sull'impiego di tec-
nologie a larga diffusione.

Sistema di gestione delle comunicazioni
tra paziente domiciliare e centro ospe-
daliero di riferimento.

Trasferibilita al SSN

I protocolli di telemonitoraggio, i kit ed
il sistema di gestione sono immediata-
mente utilizzabili da ospedali pubblici
con casistiche di pazienti che devono sot-
toporsi a trattamenti specifici per la spa-
sticita (chirurgici o farmacologici). In
particolare & possibile prevedere che nel
corso del progetto il prototipo venga col-
laudato anche nell'ambito di aziende
ospedaliere, al fine di garantire la massi-
ma trasferibilita verso il Servizio
Sanitario.
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Le mutazioni puntiformi possono coin-
volgere con effetti patologici, regioni co-
dificanti o regioni non codificanti con
funzione regolatoria. Per valutare
'effetto patogenetico di unasostituzione
nucleotidica in una regione codificante
e necessario studiare il dominio proteico
interessato. Una parte importante al-
l'interno delle mutazioni patologiche
nell'uomo & occupata da sostituzioni
che alterano il pattern di splicing e dan-
no luogo ad effetti diversi che vanno
dall'esclusione di uno o piti esoni dal tra-
scritto all'attivazione di siti criptici al-
I'inclusione di regioni introniche nel
messaggero. Data |'incidenza delle mu-
tazioni puntiformi sulle patologie uma-
neel'impossibilita di procedere ad un se-
quenziamento diretto delle sequenze ge-
nomiche interessate da tali mutazioni
(soprattutto per una difficolta nel reperi-
re i tessuti in cui i geni sono espressi, ma
anche per i tempi dilatati dell'analisi spe-
rimentale) 1'implementazione di un si-
stema di predizione che, a partire da un
gene 0 pitl geni di interesse, permetta di
valutare quale sia |'effetto di sostituzioni
nucleotidiche risulta di particolare inte-
resse, anche dal punto di vista della dia-
gnosi.

Background

L'algoritmo che si desidera implemen-
tare, dopo aver ottenuto la probabilita di
mutazione di un singolo nucleotide,
quantifica ['efficienza di uno splice-site
valutando le probabili conseguenze di
una sua mutazione in relazione alle ca-
ratteristiche della sequenza genomica
circostante. Vengono poi scelte le posi-
zioni che con maggiore probabilita pos-
sono generare mutazioni patologiche.
Sono previsti ulteriori affinamenti del
metodo prendendo in considerazione
'effetto di elementi modulatori esonici o
intronici che possano influenzare
l'attivita dei siti di splicing adiacenti.
Per la corretta identificazione di uno spli-
ce-site, e quindi anche per il riconosci-

mento degli effetti di una mutazione che
possa alterare questo meccanismo, € im-
portante riuscire ad identificare sequen-
ze consenso maggiormente sensibili. Tra
i fattori coinvolti nel meccanismo di spli-
cing, la lunghezza delle sequenze non
codificanti fiancheggianti 1'esone si e ri-
velata unavariabile importante e quindi
anche le nostre metodologie statistiche
utilizzate per il calcolo delle matrici con-
senso dovranno tener conto di queste ul-
teriori informazioni. Attraverso 1'analisi
comparata di sequenze introniche, eso-
niche, pseudoesoniche e di geni compo-
sti esclusivamente della parte codifican-
te, si prevede anche la definizione di oli-
gonucleotidi che all'interno di una se-
quenza funzionino da silencer o da en-
hancer displicing, in grado cioe di inibi-
re 0 incrementare |'inclusione dell'eso-
ne all'interno della sequenza codifican-
te e che in un certo senso caratterizzano
lastrutturaesonica.

Metodi computazionali

Unendo i diversi parametri e le prece-
denti nozioni relative ai meccanismi di
trascrizione si intende realizzare uno
strumento flessibile, che sia in grado di
classificare I'effetto sul trascritto relati-
vamente allo splicing. Per ottenere que-
sto scopo verra utilizzato un approccio
basato sul Support Vector Machines
(SVM). Questa tipologia di algoritmi di
classificazione, oltre ad adattarsi ai dati
in ingresso, riesce a limitare i problemi
derivanti da errori nelle sequenze e dalla
enorme dimensione dalle stesse. Dopo la
fase di implementazione, 1'algoritmo
verra inoltre validato con i dati relativi al-
le mutazioni patologiche reperibili tra-
mite database dedicati.

Prodotto finale

Il sistema integrato e altamente auto-
matizzato che si intende ideare fornira
al clinico/biologo molecolare uno stru-
mento per orientare efficacemente la ri-
cerca di mutazioni puntiformi e la rela-
tiva interpretazione diagnostica.

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



RICERCHE MINISTERIALI CORRENTI 2004 -

(RAZIONALI)

Riassunto relazione attivita svolta
nel corso del 2003 (I anno)

Le mutazioni puntiformi possono coin-
volgere con effetti patologici, regioni co-
dificanti o regioni non codificanti con
funzione regolatoria. Si stima che circa
il 15 % delle mutazioni patologiche nel-
I'uomo agisca alterando il pattern di spli-
cing del gene interessato. Gli effetti delle
mutazioni di splicing sono vari e difficil-
mente prevedibili a priori, andando
dall'esclusione di uno o piti esoni dal tra-
scritto all'attivazione di siti criptici, al-
I'inclusione di regioni introniche nel
messaggero. Per valutare |'effetto pato-
logico delle mutazioni & necessario pri-
ma di tutto comprendere a fondo il mec-
canismo di splicing. La presenza di se-
quenze ben definite come il 3' e il 5' spli-
ce site e il branch point & necessaria ma
non sufficiente a definire il confine tra
introne ed esone. Altre sequenze conte-
nute negli esoni come ESE (Exonic
Splicing Enhancer) e ESS (Exonic
Splicing Silencer) ricoprono un ruolo
importante nella definizione degli esoni.
Mutazioni puntiformi all'interno degli
introni possono creare nuovi esoni at-
traverso |'attivazione di pseudoesoni (ov-
vero sequenze introniche che presentino
caratteristiche compatibili con quelle di
un esone, ma che normalmente non so-
no incluse nel trascritto). Non sono noti,
ad oggi, i meccanismi molecolari per
cui questi pseudoesoni pur possedendo
apparentemente tutte le caratteristiche
proprie di un esone generalmente non
vengano considerati tali.

Durante il corso di quest'anno sono stati

identificate un gran numero di queste se-
quenze dopo aver selezionato 110 geni

ben studiati e noti. Esse sono poi state

analizzate dal punto di vista delle loro ca-
ratteristiche di splicing procedendo a se-

lezioni ulteriori per identificare due set
(uno di controllo e 1'altro sperimentale)

da confrontare con esoni reali per iden-

tificare elementi che possano spiegare la
loroesclusione dei trascritti.

Sono state identificate 3 sequenze mag-
giormente presenti negli pseudoesoni
per le qualisi e proceduto ad una verifica
sperimentale che, per uno di essi, ha con-
fermato la natura di repressore di spli-
cing. Unendo i diversi parametri di spli-
cing (branch point, consensus value in
5'e3', ESE, ESS precedentemente noti e
identificati nel corso di questo studio) e
le precedenti nozioni relative ai mecca-
nismi di trascrizione si intende identifi-
care un algoritmo in grado di classifica-
re |'effetto sul trascritto relativamente al-
losplicing. Per ottenere questo scopo ver-
ra utilizzato un approccio basato sul
Support Vector Machines (SVM). Questa
tipologia di algoritmi di classificazione,
oltre ad adattarsi ai dati in ingresso, limi-
taiproblemi derivanti da errori nelle se-
quenze e dalla enorme dimensione dalle
stesse. L'algoritmo verra validato con i
dati relativi alle mutazioni patologiche
reperibili tramite database dedicati. Esso
verra poi implementato mediante un sof-
tware dedicato, integrato e automatizza-
to. Nelle nostre intenzioni fornira al cli-
nico/biologo uno strumento per orien-
tare efficacemente la ricerca di mutazio-
ni puntiformi e la relativa interpretazio-
ne diagnostica.
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Background

Laclassificazione del funzionamento del-
lasalute e della disabilita pubblicata dal-
I'OMS nel 2001 ha rappresentato un pas-
so avanti importante nell 'affrontare il pro-
blema della descrizione accurata, etiolo-
gia aspecifica, universalistica e cross-cul-
turale del funzionamento umano asso-
ciato a condizioni di salute. Tale nuovo
modello concettuale di riferimento é par-
ticolarmente rilevante per la descrizione
della disabilita in particolare in condi-
zioni nelle quali la disabilita deriva da
complesse interazioni tra componenti di-
verse: anatomiche, funzionali, persona-
li, sociali, contestuali. Questo & partico-
larmente vero per ['eta evolutiva. Un re-
cente studio pubblicato dal nostro gruppo
(Battaglia et al, Dev. Med. Child Neurol.,
2004) ha dimostrato la applicabilita della
classificazione, nel suo impianto concet-
tuale generale, all'eta evolutiva, eviden-
ziando tuttavia la necessita di un adatta-
mento specifico per'eta evolutiva.

Nel corso del precedente anno (2003)
nell'ambito di un mandato OMS, il grup-
podi lavoro internazionale di cui fa par-
te il responsabile di questa ricerca ha
completato un adattamento della classi-
ficazione ICF per I'eta evolutiva, svilup-
pando nel contempo 4 checklists eta-
specifiche (vedi report RC2003).

Obiettivi

Laricercasi propone di testare in unaco-
orte di bambini di eta 0-18 afferente ai
centri della Nostra Famiglia in Italia,
Brasile e Sudan,

—lafunzionalita delle checklist preparate,

—la completezza della classificazione
adattata,

—la consistenza interna delle informa-
zioni raccolte con tale strumento

—la correlabilita dei dati cosi raccolti
conscale funzionali validate

dalla raccolta dati della sperimentazio-
ne sul campo verranno tratte le indica-
zioni per eventuali ulteriori adattamenti

o modificazioni, in modo da poter arri-

vare alla proposta finale all'OMS della
versione ICF-CY entro i primi mesi del
2005.

Un ulteriore obiettivo della ricerca, pro-
pedeutico al precedente, & rappresentato
dalla diffusione di una formazione
strutturata presso gli operatori delle
strutture dell'TRCCS “E. Medea” e degli
operatori di strutture pubbliche e private
presenti nelle sedi regionali dell'TRCCS.

Metodi

Per i field trials verranno completate le
checklist e i questionari correlati per al-
meno 3 bambini per ognuna delle 4 fa-
sce di et identificate in ognuna delle
strutture identificate come sedi della ri-
cerca.

In concomitanza con la compilazione
delle checklist verranno raccolti dati rela-
tivi alla tipologia della struttura, 1a stra-
tegia della codificazione, la composizio-
ne delle equipes. Per ognuno dei bambi-
ni codificati presso il Centro di Cone-
gliano verranno inoltre completate le
piu diffuse scale valutative disponibili
(WAIS/WISC, GMFM, FIM/WeeFIM,
SF36). La correlazione tra items quanti-
ficati secondo tali scale e graduazione
nel qualificatore comune assegnato ai
codici sui quali tali items mappano, ver-
ra testata con metodi statistici.

Almeno 2 bambini per fascia di eta ver-
ranno inoltre codificati utilizzando la
forma estesa della classificazione, rile-
vando la completezza e esaustivita delle
informazioni codificabili.

Per le iniziative di formazione verranno
sviluppati i moduli formativi gia struttu-
rati in ambito Disability Italian Network
(DIN), identificabili come corso base e
COIS0 avanzato.

Nel corso dell'anno verranno organizza-
ti ed effettuati un numero di eventi for-
mativi sufficienti a garantire la operati-
vita del personale coinvolto nella speri-
mentazione sul campo e nella imple-
mentazione a pitt ampio raggio della clas-
sificazione ICF in ambito riabilitativo.
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Premessa

La riabilitazione delle disabilita neurop-
sichiche complesse dell'eta evolutiva ha
attraversato negli ultimi decenni unara-
pida evoluzione.

E una disciplina giovane (si pu dire sia
nata nella seconda meta del secolo scor-
s0) e come tale in rapido cambiamento.
Si € passati dall'epoca dell'ospedalizza-
zione (intorno agli anni '50) a quella
dell'istituzionalizzazione e della terapia
ad oltranza (anni '60, 70) all'integra-
zione spinta (dalla fine degli anni '70 in
poi).

L'approccio riabilitativo nel tempo &
cambiato per cui si e passati dalle terapie
pluriquotidiane, con rischi di accani-
mento terapeutico, 4 trattamenti mirati
alle specifiche esigenze del singolo bam-
bino disabile, della sua famiglia e del
suo ambiente sociale.

(Questi cambiamenti sono stati favoriti ol-
tre che dalla fisiologica maturazione del-
la giovane disciplina anche dall'evolu-

zione delle conoscenze scientifiche, in

particolare nel campo della genetica,

dallo sviluppo di sempre piti sofisticati si-
stemi di diagnosi, dalle pitt documenta-

te conoscenze sulla prognosi e sugli out-

come, dall'affinarsi dei sistemi di misu-

razione di questi, dai piti frequenti con-

fronti scientifici internazionali, con con-

sensus conference, elaborazione di Linee

Guida, fino ai piu recenti sistemi di

Evidence Based Medicine e Evidence

Based Rehabilitation, che cercano di da-

re appunto scientificita e chiarezza alla

materia.

Razionale

Nonostante questa evoluzione, 1a riabi-
litazione delle disabilita neuropsichiche
complesse dell'eta evolutiva e ancora
lungi dall'essere una materia univoca e
universalmente condivisa. Ancora oggi
si assiste al fiorire, accanto a interventi
basati su dati scientifici aggiornati e con-

divisi, di tecniche di discutibile affidabi-

lita, senza alcun fondamento clinico-
scientifico, che, oltre 2 non garantire al-
cun miglioramento della disabilita, ri-
schiano di essere peggiorativi per i bam-
bini e periloro genitori.

I motivi di queste anomalie risiedono
fondamentalmente nella non guaribili-
ta di queste situazioni, nella loro com-
plessita, nelle ancora ridotte conoscenze
sulle cause di queste (si pensi all'auti-
smo infantile e all'ADHD), con la conse-
guenza che genitori disperati, pur di fare
il massimo per il loro bambino, cadono
nelle trappole di persone senza scrupoli
che i illudono inutilmente e che li di-
stolgono da quelle che sono invece le te-
rapie piu corrette.

Comunque, pur rimanendo nell'ambito
di queste ultime, i vari centri di riabilita-
zione e gli operatori della riabilitazione
in genere tendono inevitabilmente a per-
sonalizzare gli interventi con il tempo,
rendendoli via via piti diversi nonsolo ri-
spetto a quelli che si compiono in altre
parti del mondo, ma anche rispetto a
quantosi fa nel centro piti vicino.

Questa tendenza alla personalizzazione
si abbina poi ad una scarsa attitudine al
confronto e alla comunicazione fra ad-
detti ai lavori, in tal modo riducendo que-
gli scambi di esperienze che invece sa-
rebbero un importante fattore di crescita
per l'intera disciplina, nonché un ostaco-
loallacomparsadi approcci discutibili.

Background

L'TRCCS Medea dell'Associazione La
Nostra Famiglia da circa 60 anni ormai
si occupa con riconosciuta competenza
e scientificita di riabilitazione delle disa-
bilita neuropsichiche complesse dell'eta
evolutiva e ha quindi tutta 1'autorevo-
lezza per definire contatti e collabora-
zioni internazionali in questo campo (al-
cuni peraltro giain atto).
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Obiettivi

1. Effettuare una ricognizione sugli ap-
procci riabilitativi nelle disabilita neu-
ropsichiche complesse dell'eta evolu-
tiva nelle varie regioni italiane, nei
Paesi europei e nei Paesi non europei
chesi affacciano sul Mediterraneo

2. Definirne i punti di contatto e quelli di
divergenza

3.Individuare delle linee di collegamen-
to comuni, e proporre un utilizzo al-
largato almeno di quelle evidence ba-
sed

4.Creare una rete internazionale di Isti-
tuti che lavorino per la crescita della
riabilitazione neuropsichica dell'eta
evolutiva

5. Organizzare un convegno internazio-
nale sullo stato dell'arte della riabili-
tazione neuropsichica dell'eta evolu-
tiva

Metodologia

Articolazione triennale:

1°anno:

e individuazione casistica con separa-
zione dei diversi tipi di disabilita

e individuazione degli Istituti e/o delle

Universita nei vari Paesi europei ed ex-
traeuropei

o avvio dei contatti

e elaborazione interviste e questionari
da sottoporre ai responsabili dei sud-
detti Istituti

o invio di questi ai destinatari
o visite ad alcuni dei suddetti Istituti
2°anno

o studio dei dati rilevati con le interviste e
con levisite

o raffronto delle diverse modalita di ap-
proccio

« individuazione degli elementi comuni

« primo confronto con i colleghi degli al-
tri Paesi

estesura di possibili linee di intervento
comuni e condivise

3°anno

o definizione interattiva delle modalita
diapproccio riabilitativo nei vari Paesi

« individuazione per i diversi tipi di disa-
bilita neuropsichiche di specifiche li-
nee guida internazionali di intervento

« individuazione e discussione dei punti
critici

estesura di protocolli di intesa interna-
zionale sull'argomento

e convegno internazionale finale in cui
vengono riportati i dati della ricerca

o definizione di programmi successivi
per le necessarie verifiche nel tempo

Ricadute

1)innalzamento della qualita dell'in-
tervento riabilitativo in questo parti-
colare e complesso ambito, a tutto van-
taggio dei piccoli pazienti

2)creazione di punti di riferimento at-
tendibili scientificamente e condivisi
internazionalmente che guidino le
scelte di politica sanitaria in questo
ambito

3) incremento delle relazioni nazionali
e internazionali dell'TRCCS Medea
(Universita, Istituti Scientifici, ecc.)
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o Le neuropatie ottiche ereditarie a pato-
genesi mitocondriali come modello di
neurodegenerazione selettiva
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Obiettivi principale (ed eventuali
obiettivi secondari) del progetto

1) determinazione della sequenza di
eventi che porta alla morte cellule uma-
ne con mutazioni del mtDNA mitocon-
driale associate a LHON e mutazioni nel
gene OPA1 associate ad ADOA

2) identificazione delle condizioni stres-
sogene in grado di mimare in-vitro gli
eventi osservati in-vivo, ed analisi dei
possibili determinanti nella espressivita
del quadro patologico

3) studio dei meccanismi di neuroprote-
zione attivati o attivabili in vari tipi cel-
lulari e invivo.

Breve sintesi delle conoscenze gia
disponibili sull'argomento

Le neuropatie ottiche ereditarie su base
mitocondriale sono delle patologie gene-
tiche, dovute a mutazioni sia del DNA mi-
tocondriale che nucleare, con le caratte-
ristiche del processo neurodegenerativo
specifico per determinate classi di neu-
roni (Carelli et al. Prog Ret Eye Res
2004;23:53-89). Le cellule target per la
neurodegenerazione sono le cellule gan-
glionari della retina, ['ultima stazione
cellulare che proietta il proprio assone
sul cervello, formando il nervo ottico. Le
due forme piti comuni, le cui basi gene-
tiche sono ora note, sono la Neuropatia
Ottica Ereditaria di Leber (LHON) e
I'Atrofia Ottica Autosomica Dominante
(ADOA). La LHON e dovuta a mutazioni
puntiformi del DNA mitocondriale che
colpiscono differenti subunita del com-
plesso T della catena respiratoria mito-
condriale (nucleotidi 11778/ND4,
3460/ND1 e 14484/ND6). L' ADOA & asso-
ciata a mutazioni che inducono aploin-
sufficienza nel gene OPA1, una proteina
dinamino-correlata coinvolta nei pro-
cessi di fissione/fusione e biogenesi del

network mitocondriale.

In entrambe queste patologie i pazienti
perdono la visione centrale in seguito ad
una progressiva (ADOA) o acu-
to/subacuta (LHON) degenerazione di
probabile natura apoptotica delle cellule
ganglionari della retina, come indicato
dall'assenza d'inflammazione e dal-
I'inefficacia di qualsiasi terapia, inclusi
gli steroidi. Le attuali conoscenze pato-
genetiche suggeriscono un deficit bioe-
nergetico e/0 un aumentato stress 0ssi-
dativo che predispongono le cellule ad
una pit facile attivazione dei meccani-
smi di morte apoptotica, che invivosi tra-
duce nella degenerazione preferenziale
delle fibre a piccolo calibro e scarsa mie-
linizzazione componenti il fascio papil-
lomaculare. La predisposizione alla mor-
te apoptotica sembra essere una via fina-
lecomune perlaLHON e |'ADOA.
Tuttavia la disfunzione mitocondriale
che sottende a questa predisposizione &
diversa nelle due patologie. Nella LHON
sono chiaramente documentati un defi-
cit della sintesi di ATP con i substrati del
complesso I e un incremento dello stress
ossidativo. Il conseguente deficit bioe-
nergetico puo alterare il trasporto asso-
nale della popolazione mitocondriale
lungo il nervo ottico, con conseguenze
patologiche prevalenti sulla parte ini-
ziale non-mielinica e quindi altamente
energia-dipendente. L' di stress ossidati-
vo pud invece avere molteplici conse-
guenze tra le quali una depressione nel-
le capacita di trasporto del glutammato
e una piu specifica sensibilita al danno
della componente mielinica del nervo ot-
tico. Nell'ADOA puo esserci un deficit del-
la sintesi di ATP, ed esperimenti di sop-
pressione genica di OPA1 indicano gravi
alterazioni morfologiche a carico delle
cristae mitocondriali, frammentazione
del network mitocondriale ed apoptosi.
La frammentazione del reticolo mito-
condriale potrebbe alterare 1'omeostasi
intracellulare degli ioni calcio, che rego-
lano vari eventi del processo apoptotico.
Quindi, una complessa interrelazione
tra deficit bioenergetico, stress ossidati-
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vo, eccitotossicita, organizzazione del
network mitocondriale nella cellula, li-
velli mitocondriali di calcio e apoptosi
cellulare entrano in gioco nel determi-
nare la degenerazione delle cellulare
ganglionari della retina. Questi sono an-
che i temi centrali in altre malattie neu-
rodegenerative, come il Parkinson dove
un difetto del complesso T ha un ruolo di
primo piano, la paraparesi spastica con
mutazioni nella paraplegina e difetto
del trasporto assoplasmatico, alcune for-
me di Charcot-Marie Tooth legate a mu-
tazioni nel gene della mitofusina, una
proteina analoga all'OPA1 implicata nel-
la fissione/fusione mitocondriale, e nel-
la sclerosi laterale amiotrofica, dove la
recente dimostrazione di un legame spe-
cifico tra SOD e Bcl-2 (Pasinelli et al.
Neuron 43: 19; 2004) sembra poter spie-
gare la predisposizione patologica al-
1"apoptosi dei motoneuroni spinali e cor-
ticali dei soggetti con forma familiare di
SLA associata a mutazioni della Cu-Zn-
SOD.

Quali nuove conoscenze/informa-
zioni il progetto si prefigge di pro-
durre?

L'approfondimento e la comprensione

dei meccanismi che, a partire da una
anomalia genetica nota, perturbando in
vario e subdolo modo la funzionalita mi-
tocondriale, conduce a quadri di morte

neuronale selettiva, e la identificazione

delle condizioni che ottenute da pazien-

tie portatori di 5 tipi diversi di mutazioni

del mtDNA associate a LHON. Sono gia a
state sviluppate nel laboratorio del re-

sponsabile della ricerca le linee di cibridi

da osteosarcoma contenenti le mutazio-

ni 11778, 3460, 14484, 14459, 13505, e

sono disponibili sempre nello stesso labo-
ratorio linee di cibridi di controllo carat-

terizzate sia a livello genetico (aplotipo)

chealivello funzionale.

Metodologia

Cibridi neuronali verranno ottenuti uti-
lizzando come cellule donatrici fiblo-
blasti da pazienti o di controllo enuclea-
ti dopo esposizione a citocalasina B (ci-
toplasti), che verranno fusi in con una
delle due linee neuronali precedente-
mente deplete del loro mtDNA. La deple-
zione verra ottenuta dopo esposizione a
rhodamina 123 per la linea NT2, dopo
esposizione a bromuro di etidio per la li-
nea SH-SY5Y. L'identita molecolare delle
linee cibride ottenute verra verificata di-
rettamente.

Accanto alle linee di cibridi, che garanti-
scono un output maggiore e costante di
materiale cellulare da utilizzarsi nei vari
esperimenti, verranno studiati anche i fi-
broblasti ottenuti dai pazienti, al fine di
verificare quali risposte siano diretta-
mente conseguenza dell'assetto geneti-
co mitocondriale, quali rappresentino
una caratteristica legata al genoma nu-
cleare, e quali infine siano conseguenza
del processo di cibridizzazione. Tnoltre, i
fibroblasti ottenuti dai pazienti sono le
uniche linee cellulari utilizzabili per lo
studio delle mutazioni del gene OPAl
diagnosticate nei pazienti con ADOA.
Infine la disponibilita di tessuto musco-
lare bioptico e di tessuto oculare e nervo-
so autoptico permettera indagini immu-
no-istochimiche atte a valutare il danno
ossidativo (nitrotirosina), e alcune atti-
vita enzimatiche (superossido-dismu-
tasi etc.) nel tessuto selettivamente affet-
to dal processo neurodegenerativo (reti-
naenervo ottico).

Parametri di funzionalita, sopravviven-
za emorte cellulare

Su tutti i tipi cellulari prima descritti ver-
ranno studiati i seguenti parametri:

1) crescita cellulare e consumo di ossi-
geno; 2) ATP totale; 3) trasporto del glu-
tammato, analisi funzionale e biomole-
colare presenza ed efficienza dei sistemi
di difesa antiossidanti sia solubili (GSH)
che enzimatici (catalasi, SOD, glutatio-

ne perossidasi e reduttasi); 4) produzio-
ne di ROS e presenza di modificazione
proteiche ROS dipendenti (e.g. nitrosila-
zione); 5) equilibrio o disequilibrio dei
fattori pro- e anti-apoptotici; 6) morfo-
logia del network mitocondriale e dina-
mica degli eventi di fissione/fusione; 7)
dinamica e distribuzione del calcio in-
tracellulare; 8) numero medio di mole-
cole di mtDNA/cellula nelle diverse linee
testate

Condizioni stressogene

Leseguenti condizioni, note come in gra-
do di indurre uno stato di stress metabo-
lico 0 verosimilmente in grado in parti-
colari circostanze di determinarlo, ver-
ranno testate:

—sostituzione nel mezzo di coltura del
glucosio con il galattosio

—esposizione a glutammato (per le linee
NT2, sensibili al glutammato in quan-
to dotate di recettori)

—esposizione a testosterone

—esposizione a agenti depletori di GSH
(BSO) o neurotossine

Nelle varie condizioni verranno monito-
rati i parametri pit significativi tra quel-
li sopra elencati, con |'obiettivo di deter-
minare per ogni linea e per ogni condi-
zione

a) la sequenza di eventi culminanti in
morte cellulare con riferimento a quelli
che determinano lascelta delle modalita
necrotica o apoptotica

b) la morfologia del network mitocon-
driale e 1a relazione con le modalita di
morte cellulare in atto

¢) le modalita di difesa messe in azione
dalle cellule delle varie linee testate

d) i markers pit efficienti in grado di mo-
nitorare la catena di eventi.

Meccanismi di neuroprotezione

Verranno testate condizioni o sostanze
in grado di fornire neuroprotezione. Tra
gli altri verranno testati glutatione, mi-
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toQ, idebenone e altri antiossidanti, co-
me trolox o spin trap agents, nelle linee
NT2, sensibili al glutammato, verra te-
statala memantina

Correlazione genotipo/fenotipo e analisi
dellaespressivita clinica

Verra studiata una ampia popolazione
di soggetti e famiglie con LHON e ADOA,
con una registrazione delle condizioni
associate allo svilupparsi della patolo-
gia, 'influenza di possibili modificatori
genetici e ambientali, al fine di definire i
fattori che determinano la variabilita del-
la penetranza e la tessuto specificita che
accomunalaLHON e laADOA.

Trasferibilita dei risultati e dei pro-
dotti

L'approfondimento e la comprensione

dei meccanismi che, a partire da una

anomalia genetica nota, perturbando in

vario e subdolo modo la funzionalita mi-
tocondriale, conduce a quadri di morte

neuronale selettiva, e la identificazione

delle condizioni che favoriscono o acce-

lerano tale processo patologico o vice-

versa lo rallentano o contrastano, han-

no ricadute che vanno ben oltre il conte-

sto di malattia specifica nel quale lo stu-

diosi compie.

[ risultati di questa ricerca potranno esse-
re facilmente traslati a malattie ben pit

diffuse della LHON o della ADOA, quali

PD, SLA, CMT, che presentano scenari

con rilevanti parallelismi sul piano dei

meccanismi patogenetici, e che quindi

con le prime possono condividere molti

dei passaggi cruciali e delle possibili solu-
zioni in termini di trattamento o preven-

zione.

Valore aggiunto dell'aggregazione
tra soggetti diversi che partecipa-
no al progetto

Le U.0. partecipanti sono gia impegnate
in una collaborazione caratterizzata da
complementarieta e efficienza, come di-

mostrato dalla quantita e qualita della
produzione scientifica. La consolidata
esperienza nella creazione e manipola-
zione di cibridi acquisita dalla U.0.
IRCCS Medea, permette grazie alla am-
pia popolazione di soggetti con muta-
zioni LHON (monitorata presso le U.0.
Neurologia Bologna e Milano), sia diret-
tamente che grazie a collaborazione con
gruppi europei, di poter disporre di un
ampio numero di linee testabili dal pun-
to di vista funzionale e biochimico, con
particolare attenzione ai meccanismi di
induzione e regolazione di stress ossida-
tivo e apoptosi (U.0. Biologia Bologna),
di eccitotossicitd e neuroprotezione
(U.0. Milano Bicocca). Il tutto stretta-
mente controllato sul piano molecolare
(U.0. Milano Policlinico), anche grazie
ai risultati di analisi su microarrays ef-
fettuati presso il laboratorio collaboran-
te del Prof. Cortopassi (UC Davies).

Articolazione

Fase 1: raccolta della casistica e dei tes-
suti, prima sistematizzazione con anali-
si dettagliata delle possibili correlazioni
genotipo/fenotipo  (U.0. Neurologia
Bologna e Policlinico Milano)

Oltre 60 gruppi familiari LHON portatori
sia delle mutazioni classiche ai nucleo-
tidi 11778/ND4, 3460/ND1, 14484/ND6
del DNA mitocondriale, che di mutazio-
ni piti rare recentemente descritte.
Inoltre, sono stati diagnosticati anche al-
cuni gruppi familiari con ADOA portato-
ri di specifiche mutazioni nel gene
OPA1, alcune delle quali gia riportate in
letteratura, altre nuove. Tutti questi pa-
zienti vengono caratterizzati clinica-
mente e molecolarmente, sia in termini
di mutazioni patogene che di aplogrup-
po mitocondriale. Verra inoltre costruito
un database comune nel quale possono
essere sistematicamente registrate oltre
alle caratteristiche cliniche e molecola-
ri dei pazienti, anche tutte le informa-
zioni che possano permettere ['identi-

ficazione di parametri predittivi di peme-

tranza e espressivita delle varie mutazio-
ni patogene.

Tutti i nuovi pazienti verranno sottopo-
sti, previo consenso informato, a prelie-
vo bioptico cutaneo per 1'isolamento di
fibroblasti.

Fase 2: costruzione delle linee cellularie
la verifica del loro status funzionale di
base (U0 Medea, U.0. Biologia Bologna,
U.0.Neurologia Milano Bicocca),

Creazione e stabilizzazione delle linee di
ibridi citoplasmatici (cibridi) da osteo-
sarcoma: Fibroblasti verranno ottenuti
previo consenso informato mediante
biopsia cutanea da pazienti con quadro
clinico LHON o LHON-plus, portatori di
mutazioni LHON non affetti, individui di
controllo. Le colture, verranno diretta-
mente utilizzate o saranno destinate ad
enucleazione (King & Attardi, Meth
Enzymol. 264: 304; 1996). Per la crea-
zione di linee cibride, i citoplasti cosi otte-
nuti verranno fusi in DMSO-PEG con cel-
lule rho®. La successiva crescita in me-
dium selettivo permettera 1'isolamento
di cloni di cibridi che verranno sottopo-
sti ad analisi molecolare (UO Neuro-
logia Bologna) per confermare I'iden-
tita genetica acquisita. Nel corso del
mantenimento delle linee verra periodi-
camente controllata I'identita moleco-
lare e il contenuto relativo di mtDNA.

Creazione e stabilizzazione delle linee
rho® neuronali: Le linee neuronali uma-
ne NT2 e SH-SY5Y verranno sottoposte a
trattamento cronico con bromuro di eti-
dio, con rodamina 123 o con altre so-
stanze in grado di determinare deplezio-
ne selettiva di mtDNA, con 1'obiettivo di
isolare cloni interamente deprivati di
mitDNA.

Creazione e stabilizzazione delle linee di
cibridi neuronali: Utilizzando NT2 o SH-
SY5Y reserho® come ospiti verranno cre-
ati, con lo stesso metodo utilizzato perla
linea di osteosarcoma, cibridi neuronali
con le diverse varianti di mtDNA. Non es-
sendo qui possibile la doppia selezione
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(Uridina e Br-Desossiuridina), la sicu-
rezza sulla identita nucleare dei cibridi
verra ottenuta mediante diretto control-
lo molecolare utilizzando polimorfismi
specifici.

Determinazione dei parametri funzio-
nali su linee sperimentali e di controllo:

Vitalita in mezzo standard e selettivo. La
vitalita di fibroblasti o cibridi verra mo-
nitorata in funzione del tempo di incu-
bazione nel medium standard (gluco-
sio 4.5¢/1), sia in medium privo di glu-
cosio/contenente galattosio sia nel mez-
7o glucosio in presenza di ImM BSO
(condizioni di stress);

Capacita di respirazione anche dopo
pre-incubazione con I'inibitore del
Complesso I rotenone. La respirazione
cellulare verra misurata monitorando
direttamente il consumo di ossigeno in
medium contenente piruvato. La mede-
sima valutazione verra ripetuta dopo
pre-incubazione delle cellule per 4 ore
in rotenone per testare la resistenza delle
singole linee a questo inibitore specifico
del complesso

[ livelli di GSH e GSSG saranno misurati
con il metodo enzimatico (Floreani,
Free Rad Res 26: 449; 1997); |'attivita del-
la glutatione reduttasi verra misurata
con la procedura enzimatica accoppiata
a glutatione reduttasi (Prohaska, ]
Neurochem 27: 1379, 1976), la glutatio-
ne reduttasi con il metodo di Carlberg (J
Biol.Chem 150:5475; 1975 ), la catalasi
con il metodo di Aebi (Meth Enzymol
105: 121;1984), e la SOD con il metodo
di Oberlay (Meth Enzymol 105: 457,
1984). T livelli cellulari di ATP verranno
determinati utilizzando il metodo della
luciferina-luciferasi, utilizzando il
BioOrbit ATP monitoring kit.

Dinamica e distribuzione del calcio libe-
ro cellulare in linee patologiche e di con-
trollo.

La concentrazione di calcio libero cito-
solico nei fibroblasti ADOA verra valuta-
ta con la sonda fluorescente Fura-2, in

condizioni basali, mentre 1'entita del de-
posito del reticolo endoplasmico verra
misurata dopo aggiunta di tapsigargina,
inibitore delle SERCA. I livelli di calcio
nei mitocondri verranno determinati do-
po trastezione dei fibroblasti con aequo-
rina ricombinante indirizzata ai mito-
condri (in collaborazione con il prof.
Rosario Rizzuto, Universita di Ferrara).

Efficienza dei trasportatori del glutam-
mato nelle varie linee cellulari parentali
o ripopolate con mitocondri con mtDNA
mutato o di controllo. Il trasporto di glu-
tammato sodio-dipendente ad alta affi-
nita e stato calcolato come differenza tra
le disintegrazioni per minuto (dpm), ot-
tenute in presenza e in assenza di sodio,
ed espresso come picomoli di glutam-
mato/mg di proteine/30 minuti. La con-
centrazione proteica verra determinata
mediante metodo di Bradford.

Fase 3: Valutazione del morfologia del
network mitocondriale e del numero me-
dio di molecole di mtDNA/cellula nelle
diverse linee testate (U.0. Biologia evo-
luzionistica Bologna e U.0. Neurologia
Policlinico)

Lamorfologia mitocondriale verra valu-
tata sia nei cibridi/fibroblasti LHON che
nei fibroblasti ADOA incubati in glucosio
(con o senza BSO) o in galattosio, cari-
cando le cellule con MitoTracker Red. La
velocita della fusione mitocondriale ver-
ra determinata dopo trasfezione delle cel-
lule con una GFP fotoattivabile indiriz-
zata ai mitocondri, in collaborazione
con R.YJoule, Bethesda, mediante mi-
croscopia confocale, usando il software
Metamorph/Metafluor ~ (Karbowski M.
etal.,]. Cell Biol. 2004, 164,493-499).

La velocita di fusione verra determinata
anche dopo trasfezione dei fibroblasti ADOA
conil gene OPAlwte con il dominante ne-
gativo del gene di Drp1 (Drp1-K38A) che
impedisceil processodifissione.

La proporzione di mtDNA per cellula sia
sufibroblasti che cibridi verra testata me-
diante quantitative PCR con primers spe-

cifici.

Fase 4: valutazione delle modificazioni,
rispetto alle condizioni basali, a livello
di difese antiossidanti e di equilibrio dei
fattori pro- e anti-apoptotici indotte nel
modello cellulare da condizioni di stress
e di neuroprotezione. (U.0. Medea, U.0.
Biologia Bologna, U.0. Neurologia
Milano Bicocca).

La presenza, l'entita, e la sequenza tem-
porale degli eventi cellulo-lesivi in linee
parentali e cibride sia in condizioni basa-
li che di stress verranno analizzate in
questa fase.

Il variare del rapporto intracellulare
GSH/GSSG, ritenuto un sensibile marker
dell'efficienza delle difese antiossidanti
della cellula verra monitorato nelle va-
rie condizioni con il metodo enzimatico.
Analogamente verranno rilevate le pro-
porzioni di residui di tirosina nitrosilata
nei vari compartimenti cellulari. Le cel-
lule verranno raccolte ed i mitocondri in-
tatti verranno separati. Le proteine con-
tenute nei mitocondri isolati e nella fra-
zione citoplasmatica verranno separate
in SDS-PAGE, trasferite su membrana in
nitrocellulosa e esposte a anticorpi anti-
nitrotirosina. La presenza e la quantita
di residui tirosina nitrosilati verra quan-
tificata con un sistema di analisi di im-
magini.

I medesimi parametri verranno poi valu-
tati in presenza di:

- condizioni 0 sostanze potenzialmente
precipitanti il danno cellulare: inibitore
dellasintesi di GSH (BSO), esposizione a
testosterone, a glutammato (per le linee
NT2), crescita in galattosio, deplezione
parziale di mtDNA.

- condizioni o sostanze potenzialmente
in grado di garantire protezione. Tra gli
altri verranno testati: glutatione, MitoQ,
idebenone, memantina,

Verra studiato se 1'eventuale deficit ener-
getico possa influenzare il tipo di morte
a cui vanno incontro i cibridi/fibroblasti
LHON nel mezzo galattosio.
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Infatti, nonostante il significativo rila-
scio del citocromo ¢ dai mitocondri, non
e stata rilevata alcuna attivazione della
caspasi-3 . Dal momento che la morfo-
logia nucleare dei cibridi LHON & di tipo
apoptotico e si € osservato DNA ladde-
ring, e possibile che si tratti di un tipo di
morte caspasi-indipendente.

II coinvolgimento di un processo auto-
fagico con intervento di proteasi lisoso-
miali tipo catepsine, verra definito deter-
minando se la sopravvivenza cellulare
sia significativamente aumentata dalla
preincubazione con inibitori specifici
(pepstatina A, E-64, etc.) . L'eventuale ri-
lascio di catepsine nel citoplasma, verra
analizzato mediante immunofluore-
scenza.

Se invece gli inibitori delle catepsine ri-
sulteranno inefficaci, analizzeremo il
possibile coinvolgimento di AIF ed En-
donucleasi G, verificando il loro rilascio
dai mitocondri nel citoplasma, determi-
nando i livelli nelle frazioni citosoliche e
mitocondriali isolate dai cibridi LHON
incubati in galattosio, mediante immu-
noblotting ed immunofluorescenza.

Lo studio del trasporto di glutammato
verra effettuato a livello basale, per valu-
tare lacinetica di trasporto a diverse con-
centrazioni di glutammato extracellu-
lare, e dopo esposizione agli agenti neu-
roprotettivi previsti nella ricerca, per va-
lutare 1'eventuale modulazione farma-
cologica di questo parametro, mante-
nendo una concentrazione di glutam-
mato di riferimento.

Verra infine studiata l'espressione dei tra-
sportatori e una loro eventuale modifi-
cazione ossidativa. Quest'ultimo punto
verra effettuato mediante immunopre-
cipitazione di EAAT1 e immunoblot con
un anticorpo specifico contro gli addotti
della 4-idrossinonenale, un noto pro-
dotto di perossidazione lipidica. Infine i
composti neuroprotettivi impiegati dalle
altre unita verranno testati per verificare
una eventuale modulazione del traspor-
todi glutammato.

Fase5

Sperimentazione dell'effetto di sostanze
conferenti protezione: L'effetto di so-
stanze e condizioni potenzialmente pro-
tettive dallo stress ossidativo e dalla mor-
te apoptotica verra testato nelle diverse
condizioni genetiche e nei vari contesti
cellulari (fibroblasti, cibridi da osteosar-
coma, linee neuronali). Le cellule sa-
ranno preincubate con le diverse mole-
colee poi mantenute in galattosio oppu-
re trattate con BSO per tempi definiti. La
vitalita sara determinata mediante il sag-
gio spettrofotometrico del MTT e la mor-
te mediante conta dei nuclei condensa-
ti, marcati con Hoechst; composti neu-
roprotettivi verranno testati per verifica-
re una eventuale modulazione del tra-
sporto di glutammato.

Output del programma
Prodotti

- Database integrato di dati clinici e mo-
lecolari relativo alla pitt ampia popola-
zione italiana con LHON 0 ADOA

- Collezione di linee immortali di cellule
umane con mutazioni patogeniche del
mtDNA caratterizzate siasul piano mole-
colare che funzionale.

- Linee immortali neuronali umane de-
plete di mtDNA (rho®), disponibili per
la creazioni di cibridi con diverse tipolo-
gie genetiche di mtDNA.

Informazioni

- Informazioni su condizioni che in si-
tuazioni di accentuata suscettibilita ge-
neticamente determinata od acquisita
possono condurre ad attivazione di dan-
no neuronale selettivo

- Informazioni su sostanze e condizioni
che possono rappresentare elementi di
protezione nei confronti delle condizio-
nidicuisopra

Obiettivi intermedi previsti

- caratterizzazione funzionale delle li-
nee da osteosarcoma con tutte le diverse
mutazioni patogene e le varianti poli-
morfe pil comuni

- creazione e stabilizzazione delle linee
neuronali con il medesimo repertorio di
varianti del mtDNA

- strutturazione del database clinico-
molecolare
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eRicerca Regionale Finalizzata n.

RICERCHE 22/03/01 - Regione Veneto - “Criteri di
selezione e valutazione di sicurezza ed
FINALIZZATE efficacia della stimolazione cerebrale
in pazienti distonici” - D.G.R.V.n. 3241
REGIONALI del 30/11/01 - Polo Scientifico di Cone-
gliano Veneto - Responsabile: dr.
Andrea Martinuzzi
(REALIZZATE e Ricerca Regionale Finalizzata n. 81/02
OINCORSODIREALIZZAZIONE: Regione Veneto - “Paraparesi spastica
ANNI 2003-2004) ereditaria associata ai geni SPG3 (atla-
(RAZIONALI) stina) e SPG4 (spastina): analisi gene-

tica e funzionale in modello animale e
cellulare” - D.GR. V. n. 3604 del
13/12/02 - Polo Scientifico di Cone-
gliano Veneto - Responsabile: dr.
AndreaDaga

e Ricerca Sanitaria Finalizzata Regione
Veneto anno 2004 - “Modulazione del-
laneurogenesi nel cervello adulto: uno
studio clinico e sperimentale” - Ente
Coordinatore: Azienda USSL n. 7 -
Pieve di Soligo - Polo Scientifico di
Conegliano Veneto - Responsabile: dr.
Andrea Martinuzzi

e Ricerca Sanitaria Finalizzata Regione
Veneto anno 2004 - “Continuita tera-
peutica e qualita percepita da utenti
giovani adulti con esiti da cerebrole-
sione acquisita” - Ente Coordinatore:
USSLn. 6 - Vicenza - Polo Scientifico di
Conegliano Veneto - Responsabile: dr.
Alec Vestri
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CRITERI DI SELEZIONE E VALUTAZIONE
DI SICUREZZA ED EFFICACIA DELLA
STIMOLAZIONE CEREBRALE IN
PAZIENTI DISTONICI

Responsabile: Andrea Martinuzzi

Polo Scientifico:
Conegliano Veneto (TV)

Collaborazioni:
U.0.diNeurochirurgia dell'Azienda
Ospedaliera S. Maria della Misericordia
di Udine

Tipo diricerca:
Ricerca Regionale Finalizzata
n.22/03/01

Date di inizio - fine:
27.12.2001-27.08.2004

Lineadiricerca:
Riabilitazione Neuromotoria e
Neuropsicologia Funzionale

Razionale

La ricerca coinvolge 2 U.0.: il Polo
Veneto dell' TRCCS “E. Medea” e I'U.0. di
Neurochirurgia dell'azienda ospedalie-
ra S.Maria della Misericordia di Udine.

Obiettivi della ricerca sono i seguenti:

— Identificazione degli elementi predit-
tivi di una buona riuscita dell'in-
tervento di posizionamento di stimo-
latore cerebrale profondo in soggetti
condistonia generalizzata

— Descrizione delle principali complica-
zioni rilevate nella casistica trattata
dalle20.0.

— Individuazione e sperimentazione di
protocolli di screening pre-intervanto
edifollow-up post intervento.

Risultati

Sono stati studiati in modo dettagliato e
sistematico oltre 30 pazienti di varia eta
affetti da distonia generalizzata giudica-
ta sulla base dell'anamnesi e dell'osser-
vazione clinica come primaria. Il proto-
collo messo a punto ha permesso una ri-
classificazione in almeno 4 casi, nei qua-
li sono state individuate cause genetico-
molecolari (mutazione nel gene DYT1),
o anatomiche (lesioni focali dei nuclei
dellabase) del quadroclinico.

2 soggetti (1 con apparente distonia pri-
maria ed 1 con mutazione DYT1) sono
stati sottoposti a impianto DBS, nel pri-
mo caso monolaterale, nel secondo bila-
terale.

Il follow-up ha dimostrato un netto
drammatico miglioramento (modifica
di oltre 50% e della scala BEM per la di-
stonia) nel caso con mutazione DYT1,
ed un miglioramento solo parziale nel
primo caso (modifica di 10% della scala
BFM). In entrambi i casi le modificazio-
ni si sono manifestate progressivamente
nel corso dei mesi post-intervento.

Non sono state descritte complicazioni
chirurgiche. Tuttavia nel caso con im-
pianto monolaterale i € riscontrata una
modificazione delle abilita linguistiche
stimolazione-dipendente.

Vista |'esperienza clinica, il protocollo di
follow-up ha incorporato ulteriori stru-
menti di indagine in ambito linguistico.

Prodotti
Protocollo di valutazione pre-intervento

Protocollo di valutazione e follow-up
post-intervento.

PARAPARESI SPASTICA EREDITARIA
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PARAPARESI SPASTICA EREDITARIA
ASSOCIATA A GENI SPG3 (ATLASTINA)
E SPG4 (SPASTINA):

ANALISI GENETICA E FUNZIONALE IN
MODELLO ANIMALE E CELLULARE

Responsabile: Andrea Daga

Polo Scientifico:
Conegliano Veneto (TV)

Tipo diricerca:
Ricerca Regionale Finalizzata n.81/02
Regione Veneto

Date di inizio - fine:
11.06.2003-10.06.2005

Linea di ricerca:
Neurobiologia

Obiettivi del progetto

— Creazione di modelli in Drosophila
per le forme SPG3 e SPG4. La funzione
dei geni per spastina e atlastina sara
studiata utilizzando le numerose tec-
niche genetiche e molecolari che la
Drosophila offre.

— Sviluppo di modelli cellulari perlostu-
dio di HSP in linee cellulari di mam-
mifero (HeLa o COS), e di Drosophila
(S2) trasfettate con i cDNA della spasti-
naeatlastina umanae di moscerino.

— La generazione di anticorpi specifici
per determinare la localizzazione en-
dogena delle proteine e il pattern di
espressione nei vari tessuti e nelle va-
rie fasi dello sviluppo della Droso-
phila.

Risultati
- Clonaggio di D-atlastinae D-spastina.

[cDNA corrispondenti all'atlastina e alla
spastina di Drosophila sono stati clonati
eseguendo una RT-PCR da RNA totale
purificato da teste di Drosophila adulta.
L'analisi della sequenza ha dimostrato
che entrambi i geni, denominati D-
atlastinae D-spastina, mostrano unaele-
vata omologia con le loro controparti
umane

- Costruzione dei plasmidi per la sovrae-
spressione transgenica (gain of fun-
ction)

Abbiamo anche generato costrutti per
I'espressione transgenica di D-atlastina
e D-spastina inserendo i cDNA da noi iso-
lati nel vettore di trasformazione pUAST,
che ci consentiranno di analizzare le
conseguenze della sovraespressione di
queste due proteine in modo tessuto spe-
cifico sfruttando il sistema binario per
I'espressione genica UAS/GAL4. Linee
transgeniche di Drosophila sono gia sta-
te ottenute per microiniezione dei co-
strutti descritti.

- Costruzione dei plasmidi per I'RNA in-
terference (loss of function)

Alloscopo di ottenere mutanti loss of fun-
ction, abbiamo utilizzato la tecnica
dell'RNA interference inducibile per via
transgenica. I costrutti adatti a questo
scopo sono stati prodotti e microinietta-
ti, e le corrispondenti linee transgeniche
sono oradisponibili.

[ reagenti genetici ottenuti saranno usa-
ti perstudiare in maniera dettagliata i fe-
notipi dovuti a loss e gain of function dei
geni D-atlastina e D-spastina in Droso-
phila.
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MODULAZIONE DELLA NEUROGENESI
NEL CERVELLO ADULIO:
UNO STUDIO CLINICO E SPERIMENTALE

Responsabile: Andrea Martinuzzi

Polo Scientifico:
Conegliano Veneto (TV)

Ente Responsabile:
Azienda USSLn.7 Pievedi Soligo

Tipo di ricerca:
Ricerca Sanitaria Finalizzata Regione
Veneto anno 2004

Date di inizio - fine: 2005-2007

Linea di ricerca: Neurobiologia

Obiettivi

Questa ricerca si propone di affrontare
due quesiti di particolare rilevanza per
la comprensione del ruolo della neuro-
genesi nella patologia umana e dei mec-
canismi che possono portare ad una sua
modulazione:

— Qualee quantosiail ruolo che le modi-
ficazioni del potenziale di neurogene-
si del SNC hanno in condizioni clini-
che caratterizzate da esiti complessi co-
gnitivi alungo termine,

— Quali siano i segnali molecolari in
grado di promuovere o inibire la neu-
rogenesi e quali siano le vie metaboli-
cheattivate.

Lo studio affrontera il primo quesito uti-
lizzando la volumetria ippocampale co-
me indice indiretto del mantenimento
del potenziale di neurogenesi di tale
area, correlandolo con misure funzio-
nali e con markers bioumorali specifici,
ed il secondo mediante analisi su micro-
arrays del pattern di espressione evocato
in-vitro in colture primarie da ippocam-
po embrionale di ratto da condizioni
pro-neurogeniche o anti-neurogeniche.

In dettaglio quindi 1a ricerca si pone i se-
guenti obiettivi:

1) Valutare 1a volumetria ippocampale
in soggetti con deficit cognitivi da ce-
rebrolesione acquisita recente, e le
sue modificazioni nel tempo.

2) Correlare i dati ottenuti in 3) con dati
funzionali cognitivi e livelli sierici di
BDNF;

3) Esplorare il pattern di espressione di
cellule neuronali staminali di ratto.

4) Descrivere le modificazioni del pat-
tern descritti in 1) indotte da farmaci
della classe degli SSRI 0 da altri agen-
ti farmacologici.

Materiali e Metodi

Parte Sperimentale Clinica

1)Misurazione del volume dell'ippo-
campo e dell'amigdala separatamen-
te in soggetti con deficit cognitivi da ce-
rebrolesione acquisita recente o sotto-
posti a radioterapia per neoplasia del
SNC, e le sue modificazioni nel tempo

2)Valutare eventuali correlazioni tra sin-
tomatologia cognitiva, in particolare
con le funzioni cognitive supportate
dall'ippocampo, sintomatologia psi-
chiatrica soprattutto depressivae pos-
sibili alterazioni dei volumi delle
strutture suddette.

3)Valutare le eventuali correlazioni fra
volumetria e alterazioni ormonali
(cortisoluria) e dei livelli serici di
BDNF.

4)Fornire un potenziale strumento di
monitoraggio e di indice di risposta
all'eventuale trattamento della tera-
pia antidepressiva.

Verranno inclusi pazienti con cerebro-
lesione acquisita o sottoposti a tratta-
mento con irradiazione per neoplasia ce-
rebrale (entrambi non occorsi prima di
30gg) reclutati presso il Dipartimento di
Neuroscienze e presso ['URNA di Pieve
di Soligo.

Criteri diinclusione:

Soggetti

1)dientrambi i sessi
2)dietacompresatrail4ei50anni

3)con diagnosi di TBI moderato o grave
senza lesioni dirette alle strutture tem-
porali (almeno 12 soggetti)

4)sottoposti a ciclo di radioterapia cra-
niospinale per tumori del SNC (alme-
no 12 soggetti)
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Criteri di esclusione:

Soggetti

1) dieta inferiore a 14 e superiore a 50
anni

2) Affetti da abuso e/o dipendenza da
alcol e altre sostanze

3) terapiain attocon farmaci SSRI

4) Affetti da depressione ricorrente,
PTSD, distimia, disturbo bipolare, di-
sturbo d'ansia, schizofrenia, distur-
bo schizoaffettivo

5) Portatori delle seguenti patologie in-
ternistiche:

6) Patologieepatiche

7) Patologie cardiovascolari
8) Patologie metaboliche
9) Patologie endocrine
10)Patologie renali
11)Patologie ematologiche

12)Turbe emocoagulative (leucosi,
trombocitosi, porpora trombotica
trombocitopenica)

13)Patologie neurologiche (demenza,
epilessia, Parkinson, stroke)

14)Malattie infiammatorie croniche in-
testinali

15)Donne in gravidanza o che allattano

16)Criteri di esclusione per 1'esecuzione
della RMN: claustrofobia, portatori
di pace-maker o di protesi ferroma-
gnetiche e del cristallino

Test di laboratorio

Verranno effettuati prelievi ematici per
la valutazione di: cortisolemia, ACTH,
TSH, FT4,e BDNF

Verra effettuata raccolta delle urine nelle
24h per2 giorni per la misurazione dal-
lacortisoluria delle 24 h.

Test psicometrici

1) Test per la valutazione neuropsicolo-
gica delle funzioni ippocampali: Test
dispan di cifre, test di memoria di pro-
sa, test di apprendimento di coppie di
parole, testdi apprendimentodi 10 pa-
role; e di funzioni frontali (FABIT=
Frontal Assessment Battery)

2)M.IN.I. Mini International Neuro-
psychiatric Interview (Sheehan and
Lecrubier, 1994)

3)Scala di Hamilton per la Depressione
(HDRS): e unascala che registra e mi-
sura la presenza e |'intensita di speci-
fici sintomi depressivi. Comprende 17
items che devono essere compilati
dall'intervistatore sulla base della pro-
pria esperienza clinica e delle condi-
zioni del pazienti al momento del col-
loquio. I punteggi di cut-off sono stati
fissati, sulla base di numerosi riscontri
clinici, sui seguenti valori: 0-7: assen-
za di depressione; 8-15: depressione
minore; = 16: depressione maggiore.
La scala e stata ampiamente validata
e correla con le principali scale utiliz-
zate per la misurazione dell'intensita
dei sintomi depressivi (Hamilton M.A.,
1980).

4)Beck Depression Inventory (BDI). La
Beck Depression Inventory € unascala
di autovalutazione per la misurazione
dell'intensita dei sintomi depressivi. E
costituita da 21 items, ciascuno gra-
duato secondo una scala di quattro li-
velli di intensita crescente (daoa3).1l
punteggio totale puo essere compreso
tra 0 e 63. E stata utilizzata in nume-
rosi studi psichiatrici ed ha unavalidi-
ta empirica, non diagnostica. E sensi-
bile alle variazioni di intensita dei vis-
suti depressivi e si e mostrata affidabi-
le in studi test-retest, cosi come nella
valutazione di gruppi diagnostici dif-
ferenti (Beck, Beamesderfer 1974). I
punteggi di cut-off per i diversi livelli
di gravita sono arbitrariamente defi-
niti come segue: 0-12: normale; 13-

20: depressione lieve; 21-30: modera-
ta; 30: severa. Valori al i sopra di 16 so-
no considerati in molti studi, indicati-
vidundisturbo depressivo in atto.

5)Scala di Hamilton per 1" Ansia (HAS).
Comprende 14 items, alcuni dei quali
si riferiscono a segni clinici che I'in-
tervistatore deve rilevare durante il col-
loquio (la cui durata non deve supe-
rare i 30 minuti)

6)State-Trait Anxiety Inventory (STAI).
Comprende due scale di autovaluta-
zione (STAI Y1 e Y2) che misurano
I'ansia di stato e l'ansia di tratto.
Ciascuna scala e costituita da 20
items. L'ansia di stato rappresenta
I'ansia espressa dal paziente in quel
preciso momento ed & sensibile agli
eventi maggiori o minori della vita.

Acquisizioni delle immagini ed
Analisi

Le immagini verranno ottenute me-
diante 1'uso dell'apparecchiatura di Ri-
sonanza Magnetica Nucleare ad 1 Tesla
(Picker-Marconi, Polaris 1.0T) dell'Uni-
ta Operativa di Neuroradiologia del-
1'Azienda Ospedaliera di Padova. Per tut-
ti i pazienti verra eseguito uno studio
standard cerebrale senza mdc con se-
quenze T1 assiali e sagittali, DP/T2 e
FLAIR assiali e coronali T2, che com-
prendono 1'area che va dal forame occi-
pitale al vertice e dal piano frontale fino
a quello occipitale e regione temporale
bilaterale. Per lo studio volumetrico ver-
ra effettuata una sequenza T1 pesata 3D
volumetrica, ottenendo 108 sezioni sa-
gittali da 1,0 mm, con TE di 4,5 msec,
TR di 25 msec e con matrice 192x256.
Con tale sequenza otteniamo una ac-
quisizione del volume parenchimale se-
condo piani sagittali che potranno esse-
re ricostruiti con ottima definizione se-
condo piani assiali e coronali. L'uso di ta-
le tecnica T1 pesata consente una buona
definizione anatomica ed una significa-
tiva differenziazione tra la corteccia e la
sostanza bianca.
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L'esame volumetrico acquisito verra tra- | cazione del software DCMSuite, un pro- | DCMSuite, sviluppato da Studio Synthe-
sferito alla work-station per la rielabora- | dotto in grado di visualizzare, elaborare, | sis S.A: si compone di vari moduli, di cui
zione delle immagini, la delimitazione | archiviare, inviare, stampare e refertare | cinquesono quelli principali:

delle regioni d'interesse (ROT) edisucces- | immagini digitali provenienti da sistemi

sivi calcoli volumetrici mediante I'appli- | che aderiscono allostandard DICOM 3.

DCMService

Storage Service Class Provider (SCP)
Query/Retrieve SCP

Multi threaded

Livelli di protezione configurabili
Porte multiple d’ascolto

DCMMonit

Monitoraggio in tempo reale delle connessioni al DCMService

DCMQuery

Query/Retrieve SCU, per interrogare il nodo DICOM locale o nodi remoti
Storage Service SCU per spedire le immagini
Import di serie DICOM da directory

DCMView

Visualizzazione di serie multiple

Ottimizzazione della LUT

Zoom dell'immagine

Flip dell’'immagine

Setup del livello di grigio

Disegno di regioni di interesse (ROI) in modo manuale e semiautomatico/interattivo

Analisi delle immagini di tipo qualitativo e quantitativo

Riformattazione delle serie secondo gli assi principali

Esportazione dei dati elaborati in formato ACII

Export di volumi in vari formati ANALYZE, VOX e Pinnacle, eventualmente mediante FTP

Export di immagini DICOM in vari formati immagine standard (TTFE JPEG, PCX GIE, BMP)

Conversione in formato DICOM di immagini TIFF o RAW

Importazione in formato DICOM di immagini acquisite con scanner CR o provenienti da acquisizioni
con driver TWAIN

Esportazione dei dati elaborati in formato ASCIT
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CONTINUITA TERAPEUTICA E QUALITA
PERCEPITA DA UTENTI GIOVANI ADULTT
CON ESITI DA CEREBROLESIONE
ACQUISITA

Responsabile: Alec Vestri

Polo Scientifico:
Conegliano Veneto (TV)

Ente Coordinatore:
USSLn. 6 - Vicenza

Tipo diricerca:
Ricerca Sanitaria Finalizzata Regione
Veneto anno 2004

Date di inizio - fine: 2005-2007

Lineadiricerca:
Riabilitazione Neuromotoria e
Neuropsicologia Funzionale

Valutazione della qualita percepita da
pazienti che transitano nei diversi servi-
zi di riabilitazione ospedaliera fino alla
proposta di inserimento sociale, fami-
gliare, lavorativo - Ricerca, applicazione
e validazione di uno strumento di valu-
tazione.

Obiettivi

1.Tradurre, adattare e rendere utilizza-
bile uno strumento di misura della qua-
lita percepita dei servizi nell'area speci-
ficadelle cerebrolesioni acquisite.

2.Individuare gli indicatori di qualita
dei servizi.

3.Valutare la qualita percepita da utenti
e familiari nelle diverse fasi della ria-
bilitazione: acuta, post-acuta precoce,
post-acuta tardiva, esiti. Cio all'inter-
no di due province venete che vedono
presenti nel proprio territorio di perti-
nenza sia unita ospedaliere specializ-
zate nella riabilitazione di cerebrole-
sioni quali Unita per la Riabilitazione
delle Turbe Neuropsicologiche Acqui-
site - Pieve di Soligo, Treviso, Unita
Gravi Cerebrolesioni - Vicenza e |'uni-
ta di riabilitazione funzionale del-
I'ULSS 7 di Pieve di Soligo ospedale ci-
vile di Vittorio Veneto che servizi terri-
toriali preposti all'inserimento socia-
le, famigliare e lavorativo anche di per-
sone con esiti da cerebrolesioni

4.Rappresentare il livello di soddisfazio-
ne dell'utente in riferimento a:

— accessibilita

— equitad'accesso

— accoglienza

— sicurezza/fiducia

— organizzazione

— economicita

— comprensione dei processi di cura e
riabilitazione

— informazione

— adeguatezza della prestazione

— continuita del servizio di cura e riabi-
litazione offerto

— umanizzazione del servizio

— comunicabilita

5.Individuare le criticita in riferimento
alla qualita percepita.

6.Individuare le strategie pit efficaci nel-
la rilevazione continua della qualita
percepita dei servizi e conseguente defi-
nizione dei costi di gestione del proces-
so di rilevazione della qualita percepi-
tadall'utente

Materiali e Metodi

Strumenti

Questionario PQRS-Montreal 1.0 adat-
tato.

Pacchetto statistico SPSS

PC portatile per archiviazione e analisi
dati

Procedure

Fasel.

1. Studio dei processi esistenti di valuta-
zione della qualita percepita dagli
utenti, nelle seguenti Unita Operative:
UGC, Unita di Medicina Fisica e Ria-
bilitazione, URNA - e strutture extra
ospedaliere - SILD, SHA - delle ULSS 6
e 7 che partecipano alla ricerca.

2. Analisi dei parametri di trasferibilita e
ditrasferimento del paziente tra le uni-
taeiservizi territoriali.

3. Studio e applicazione degli indicatori
e dei parametri di valutazione per la
qualita erogata da servizi di riabilita-
zione acuta e post-acuta delle cerebro-
lesioni nelle diverse fasi del percorso

4. Analisi dei sistemi di controllo conti-
nuodella qualita percepita:

— Questionari e scale

— Interviste telefoniche

— Interviste individuali

— Focus group

— Utficio relazioni con il pubblico

— Incontri, seminari e psicoeducazione

5.Analisi dei costi di gestione per la rile-
vazione da parte di un'azienda sanita-
ria locale della qualita percepita da
utenti giovani adulti con cerebrolesio-
ne acquisita in tutto il suo iter terapeu-
tico nel passaggio tra i vari servizi ospe-
dalieri e territoriali.
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Fase 2.

6. Adattamento del questionario di rive-
lazione dati per le diverse unita opera-
tive

7.Procedura di rilevazione:

Analisi retrospettiva mediante gli indi-
catori controllabili

Somministrazione del questionario da
parte di personale estraneo alla speci-
fica struttura di cui si valuta la qualita
percepita, in ambiente fisico estraneo
allestrutture sanitarie.

Inizio del periodo di 18 mesi di raccol-
tadati dei pazienti in carico ai servizi
Somministrazione del questionario da
parte di personale estraneo alla speci-
fica struttura di cui si valuta la qualita
percepita, in ambiente fisico estraneo
allestrutture sanitarie.

Fase 3.

8. Statistiche descrittive ed inferenziali
del database costituito.

9. Analisi approfondita delle criticita che
distinguono qualita percepita e quali-
taerogata.

Modalita e tempi di esecuzione
Fase 1 - 3 mesi

Studio preliminare e analisi delle pro-
cedure critiche per la rilevazione della
qualita percepita

Lo studio viene eseguito dai referenti
scientifici di ogni struttura che parteci-
pa, coordinati dal responsabile scientifi-
codellaricerca (IRCCS “E.Medea”).

Fase 2 - 18 mesi
Raccolla dei dati

Operatori incaricati dal gruppo di ricer-
ca, mediante utilizzo degli strumenti
adattati.

Fase3- 3 mesi

Analisi critica dei dati.

Acarico del responsabile scientifico della

ricerca (IRCCS "E.Medea") e dei partner
del progetto.

Risultati prevedibili e possibili ri-
cadute per il Servizio Sanitario
Regionale

Determinazione delle procedure piti effi-
caci di rilevazione continua della perce-
zione di qualita dei servizi nell'ambito
delle cerebrolesioni acquisite.

1. Descrizione dei livelli di qualita perce-
pitadagli utenti.

2. Proposta di linee guida alla Regione
peril miglioramento della qualita ero-
gatadai servizi.

3.Proposta di indicazioni da fornire ai di-
rigenti e agli operatori dei servizi.

4. Elaborazione di una carta dei servizi
in grado di fornire agli utenti le infor-
mazioni sulla rete dei servizi nella sua
globalita.

5.Evento divulgativo dei risultati agli ad-
detti ai lavori e alla popolazione (edu-
cational program)
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RICERCHE TELETHON 2003-2004 - (RAZIONALI)

ePilot study of ACE inhibitor in
RICERCHE TELETHON McArdle's Disease - Polo Scientifico di
Conegliano Veneto - Responsabile: dr.

Andrea Martinuzzi

e Leber's Hereditary Optic Neuropathy:
Systematic Investigation of Energy
Depletion and Oxidative Stress and the-
ir Relevance to Cell Death, Using

(REALIZZATE Cybrid Cell Lines with 11778, 3460,
0 INCORSO DI REALIZZAZIONE: 14484 and 14459 Mutant Mitochon-
ANNI 2003-2004 dria” - classificato con n® GGP02323 -
(RAZIONALI) Polo Scientifico di Conegliano Veneto -

Responsabile: dr. Andrea Martinuzzi

e Molecular and functional analysis of
the drosophila homolog of human
apoptosis inducing factor (aif)- Polo
Scientifico di Conegliano Veneto -
Responsabile: dr. Andrea Daga

e Language and reading in Duchenne
Muscular Dystrophy: neuropsycholo-
gical evalutation- Polo Scientifico di
Bosisio Parini - Responsabile: dr.ssa
Anna Carla Turconi
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RICERCHE TELETHON 2003-2004 -

(RAZIONALI)

PILOT STUDY OF ACE INHIBITOR
INMCARDLE'S DISEASE

Responsabile: Andrea Martinuzzi

Polo Scientifico:
Conegliano Veneto (TV)

Collaborazioni:

Dipartimento di Medicina Clinicae
Biotecnologia Applicata, Universita di
Bologna

Tipo di ricerca: Telethon

Date inizio - fine;
25.03.2004-25.03.2005

Linea di ricerca: Neurobiologia

Premesse

I progetto trae origine dall'osservazione
(1) che un polimorfismo inserzione/de-
lezione nel gene per 1'enzima conver-
tente |'angiotensina (ACE) associato a
minore attivita ACE & prevalente in pa-
zienti che presentano forme cliniche pit
lievi della miopatia da difetto di miofo-
sforilasi (miopatia di McArdle). Lo stesso
polimorfismo & anche piti frequente in
atleti che eccellono in specialita sportive
caratterizzate dalla resistenza e in reclu-
te che presentano una migliore risposta
all'allenamento alla resistenza (2,3).
L'ipotesi & che riducendo artificialmente
['attivita ACE con un inibitore come il
Ramipril, un farmaco comunemente
usato per trattare |'ipertensione e 1a in-
sufficienza cardiaca congestizia, si possa
riprodurre la condizione di quei pazienti
con il fenotipo piti lieve di malattia, e si
possa determinare una attenuazione dei
sintomi della malattia quali intolleran-
za all'esercizio, mioglobinuria indotta
dallo sforzo e debolezza muscolare fissa.
Tale ipotesi € ulteriormente sostenuta da
studi che hanno dimostrato in pazienti
in trattamento con Ramipril per proble-
mi cardiovascolari un aumento della for-
za e della resistenza all'esercizio (4).

Disegno dello studio

11 disegno scelto & un doppio cieco ran-
domizzato controllato contro placebo
“n of one”, con due braccia nelle quali
ogni partecipante sia alternativamente
esposto al farmaco o al placebo.

[ partecipanti sono pazienti di entrambi
isessiedietatrai18ei55annicondia-
gnosi di miopatia di McArdle stabilita
biochimicamente e/o molecolarmente.
Data la natura di studio pilota I'obiettivo
direclutamento e stato fissato a 8 soggetti.
Obiettivi primari sono: i) modificazioni
significativi della VO2max misurata du-
rante prova da sforzo incrementale su ci-
clo ergometro; ii) modificazioni signifi-
cative del metabolismo dell'ATP a riposo
e dopo sforzo misurato mediante spet-

troscopia NMR muscolare.

Obiettivi secondari sono: modificazioni
della qualita di vita percepita dai pa-
zienti rilevata mediante SF36 o WHO-
DASTI.

Unavisita medica ed esami ematici sono
previsti per ogni soggetto dopo un mese
dall'inizio del trattamento per rilevare
eventuali effetti indesiderati.

Lo studio € stato approvato dal comitato
d'etica delle rispettive Istituzioni e regi-
strato nell'anagrafe ministeriale degli
studi clinici. Sia il farmaco che il place-
bo, in forma non riconoscibile, sono sta-
ti gentilmente offerti dalla ditta produt-
trice (Aventis Pharma).

Risultati

Il reclutamento ¢ iniziato il 9 Luglio
2004 ed ha finora arruolato 6 soggetti (4
maschi e 2 femmine, etda media
37.33+9.3), che sono stati casualmente
assegnati a trattamento con placebo o
farmaco attivo. In questo gruppo vi sono
due coppie di fratelli discordanti sia per
genotipo ACE che per severita clinica.
Tutti i soggetti hanno completato il pre-
visto protocollo di valutazione, e nessu-
no ha lamentato o presentato segni di ef-
fetti indesiderati.

Conclusioni e prospettive
Prevediamo di completare 1'arruola-
mento nei prossimi 2 mesi, ed i risultati
in termini di efficacia saranno disponi-
bili entro la fine dell'anno. Si puo gia ri-
levare come in tutti i soggetti finora arru-
olati il trattamento sia stato ben tollera-
to, senza alcuno degli effetti indesiderati
comunemente associati al trattamento
con ACE inibitori.

Bibliografia
1) MartinuzziAet al. Ann.Neurol. 2003

2) Montgomery H et al. Lancet 1999;
353:541

3) Williams AG et al. Nature 2000;
403:614

4) Onder Getal. Lancet 2002; 359: 926
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RICERCHE TELETHON 2003-2004 -

(RAZIONALI)

LEBER'S HEREDITARY OPTIC
NEUROPATHY: SYSTEMATIC
INVESTIGATION OF ENERGY DEPLETION
AND OXIDATIVE STRESS AND THEIR
RELEVANCE TO CELL DEATH, USING
CYBRID CELL LINES WITH 11778, 3460,
14484 AND 14459 MUTANT
MITOCHONDRIA

Responsabile: Andrea Martinuzzi

Polo Scientifico:
Conegliano Veneto (TV)

Ente capofila:
Istituto di Neurologia dell'Universita di
Bologna

Collaborazioni:

Dipartimento di Biologia
Evoluzionistica dell' Universita di
Bologna, Dipartimento di Biochimica
dell'Universita di Bologna

Tipo di ricerca: Ricerca Telethon

Date di inizio - fine:
01.01.2003-31.12.2004

Linea di ricerca: Neurobiologia

Il progetto coinvolge 4 U.0.: L'Istituto di
Neurologia dall' Universita di Bologna, il
Dipartimento di Biologia Evoluzioni-
stica dell' Universita di Bologna, il Dipar-
timento di Biochimica dell' Universita di
Bologna, e il Polo Veneto dell' TRCCS “E.
Medea”.

Obiettivi

— caratterizzare il quadro fenotipico fun-
zionale di ibridi cellulari (cibridi) con-
tenenti le prinicipali mutazioni pato-
gene per la neuropatia ereditaria otti-
cadiLeber (LHON),

— definire il ruolo dello stress ossidativo
nella patogenesi cellulare della
LHON,

— caratterizzare la modalita di morte cel-
lulare osservata in cellule LHON sotto-
poste astress.

Risultati

— Cibridi LHON presentano una riduzio-
ne della capacita respiratoria totale
senza una alterazione evidente della
attivita del complesso I della catena re-
spiratoria nelle mutazioni

11778/ND5 e 14484/ND6.

— Nelle stesse linee si riscontra una ele-
vata produzione di specie reattive
dell'ossigeno ed una modificazione
delle difese antiossidanti,

— Esposte a stress le cellule contenenti
mutazioni LHON vanno incontro ara-
pida attivazione della cascata apopto-
tica che tuttavia sembra essere caspasi
indipendente,

— L'attivazione di apoptosi coincide con
una marcata riduzione della sintesi di
ATP nelle cellule mutate.

Prodotti

Severe Defect of Complex I-Dependent
ATP Synthesis Shapes the Mitochondria-
Driven Path of Apoptotic Cell Death in
Lebers Hereditary Optic Neuropathy
(LHON).

Valerio Carelli, Bologna Italy, Anna
Ghelli, Bologna Italy, Alessandra Barac-
ca, Bologna Italy and Andrea Marti-
nuzzi, Conegliano, TV, Italy. (2004)
Neurology, submitted.
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RICERCHE TELETHON 2003-2004 - (RAZIONALI)

MOLECULAR AND FUNCTIONAL Obiettivi e risultati

ANALYSIS OF THE DROSOPHILA Lo scopo di questo progetto € stato lo stu-
HOMOLOG OF HUMAN APOPTOSIS dio della funzione di AIF (Apoptosis
INDUCING FACTOR (AIF) Inducing Factor) in Drosophila. Il no-

strointeresse in questa proteina era dovu-
to al suo possibile ruolo nell'apoptosi
non mediata da caspasi, owero una via
alternativa di morte cellulare. Poiché i fe-
nomeni apoptotici hanno grande im-
portanza nelle malattie neurodegenera-
tive, si voleva capire quanto la neurode-
generazione cosiddetta caspasi indipen-

Responsabile: Andrea Daga

Polo Scientifico: dente potesse essere cruciale nell'insor-

Conegliano Veneto (TV) genza di queste patologie usando la Dro-
sophila come modello per capire il nor-

Tipo di ricerca: Ricerca Telethon male ruolofisiologico di AIE

Date diinizio - fine: A questo fine, abbiamo generato nume-

24.04.2001-24.04.2003 rosi mutanti per il gene AIF di Droso-

phila. Grazie al metodo della RNA inter-
ference abbiamo eliminato I'espressione
del gene, abbiamo sovraespresso la pro-
teina AIF per via transgenica nella sua
forma normale e deleta. Sullabase di da-
ti ottenuti nei mammiferi quest'ultima,
che manca della sequenza di localizza-
zione mitocondriale, dovrebbe essere un
induttore dell'apoptosi ancor piti forte di
ATF normale.

Linea di ricerca: Neurobiologia

Poiché AIF € ritenuto un attivatore del-
I'apoptosi, ci saremmo aspettati che la
sua assenza causasse una diminuzione
e la sua sovraespressione un aumento
del normale livello di apoptosi osservato
nellosviluppo di Drosophila.

L'eliminazione della proteina in drosop-
hila causa un fenotipo letale a livello em-
brionale molto precoce. Tuttavia, i nostri
dati hanno dimostrato che questa letali-
tanon € in alcun modo correlata ad una
diminuzione della morte cellulare em-
brionale. Allo stesso modo, la sovrae-
spressione di AIF pur risultando letale
non modifica in nessun modo la nor-
male apoptosi che avviene nell'embrio-
ne. Quindi possiamo dire che in Dro-
sophila non sembra che AIF sia in alcun
modo un induttore di morte cellulare,
ma abbia una funzione diversa, non cor-
relata a fenomeni apoptotici.
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RICERCHE TELETHON 2003-2004 -

(RAZIONALI)

LANGUAGE AND READING DISORDERS
IN DUCHENNE MUSCULAR DYSTROPHY:
NEUROPSYCHOLOGICAL EVALUATION

Responsabile: Anna Carla Turconi
Polo Scientifico: Bosisio Parini (LC)

Tipo diricerca:
Ricerca Telethon UILDM Grant number
GUP04001

Date di inizio - fine:
gennaio 2005 gennaio 2007

Lineadiricerca:
Riabilitazione Neuromotoria e
Neuropsicologia Funzionale

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD)
is a fatal recessive x-linked muscular dis-
ease caused by the absence of dystro-
phin. Dystrophin isoforms are also ex-
pressed in the cerebral neocortex and in
the cerebellum. Cognitive impairment is
described in 1/3 of DMD patients, partic-
ularly in patients carrying deletions in
thedistal part of the gene.

Difficulties in verbal skills and reading
abilities are more frequently described
in English speaking patients. These ob-
servations suggest that in some cases
dystrophinopathy may be associated to
language disorders.

Aims of the study are: 1) to describe the
language and reading ability in a group
of Italian DMD children, 2) to clarify the
nature of the language and reading defi-
cits

Methods: We will recruit 40 children af-
fected by Duchenne Muscular Dystrophy,
20 children with Spinal Muscular Atro-
phy and 20 children with Osteogenesis
Imperfecta.

Language and Reading abilities are ana-
lysed through specific battery for lan-
guage and reading. To exclude addi-
tional cognitive deficits attention/exe-
cutive functions domain and memory
and learning domain thought a
Developmental Neuropsychological
Assessmentwill be evaluated.

Preliminary Results: the majority of
our patients showed difficulties in recep-
tive language. Reading difficulties were
found for some of the patients: for half of
them, these difficulties were specific (not
correlated with intellectual level). A dis-
sociation between the auditory (good)
and visual (impaired) modalities, both
in attention and in memory tasks was
found.

Conclusion: These preliminary results
suggest that language attention and
memory deficits are present in Du-
chenne children. More detailed studies
(are the proposed one) are mandatory to
clarify first of all the cognitive deficit
then the possible correlation with the
dystrophin gene. An early identification
of the language and eventually atten-
tion/memory difficulties, would be im-
portant to support DMD children in their
learning course.
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ALTRE RICERCHE
(SOLOTITOLI)

« Regione Lombardia - Progetto FSE n.
158691 - Dispositivo Multimisura
Azioni di Sistema - bando 2002 - “Pro-
getto Dis...Abilita”- Ente Responsabile:
Politecnico di Milano - Partner del
Progetto: - Polo Scientifico di Bosisio
Parini - Responsabile di U.0. - dott.ssa
Anna Carla Turconi

« Regione Lombardia - Programma fina-
lizzato al completamento del rilancio
delle attivita consultoriali in Lombar-
dia (DGR 1 marzo 2000 n° 6/48846)
Convenzione con ASL di Lecco nel-
I'ambito del - “Progetto sperimentale
di attivita consultoriali a sostegno di ra-
gazzi con esiti da traumi cranio-
encefalici e delle loro famiglie” - “La
presa in carico dei familiari di pazienti
post-traumatici: progetto per un soste-
gno psicologico integrato” - Polo
Scientifico di Bosisio Parini -
Responsabile: dr. Enrico Castelli

« Progetto Regione Veneto: L 34/96 ‘Pro-
mozione dell'integrazione dei servizi
consultoriali con le altre componenti
del Dipartimento materno infantile ter-
ritoriale ospedaliero e del distretto, nel-
la gestione degli esiti delle lesioni acci-
dentali gravi, con particolare riferi-
mento agli esiti dei gravi traumi cra-
nio-encefalici e dei deficit anossici” -
Polo Scientifico di Conegliano Veneto -
Responsabile: dr. Andrea Martinuzzi

e Standardizzazione delle Conners
Rating Scales - Polo Scientifico di Bosi-
sio Parini - Responsabile dr.ssa Maria
Nobile

« INTEGRAUTISMO - Un modello per
promuovere la qualita dell'inserimen-
to scolastico di bambini e adolescenti
con autismo - Polo Scientifico di Bosi-
sio Parini - Responsabile: Molteni
Massimo

 ADHD: disturbo da deficit dell'atten-
zione ed iperattivitd): impatto sociale
ed economico della malattia (BAD)
Ricerca osservazionale retrospettiva
per valutare |'impatto sociale ed eco-

nomico dell'ADHD in Italia - Polo
Scientifico di Bosisio Parini -
Responsabile: Molteni Massimo

o Studio osservazionale sul Disturbo da
Deficit dell'Attenzione e Iperattivita in
Europa ADORE - Polo Scientifico di
Bosisio Parini - Responsabile: Molteni
Massimo

e Studio su alcuni possibili precursori
dei disturbi del comportamento ali-
mentare in adolescenza - Polo Scien-
tifico di Bosisio Parini - Responsabile:
dr. Gianluigi Mansi

o Plasticita corticale e recupero funzio-
nale nell'afasia - Coordinatore: Dipar-
timento di Psicologia Generale - Uni-
versita di Padova - Polo Scientifico di
Conegliano Veneto Responsabile dr.
Alec Vestri

« Ottimizzazione del trattamento medi-
coe chirurgico in pazienti distonici: cri-
teri di selezione dei pazienti e valuta-
zione di efficacia delle attuali opzioni
terapeutiche - Polo Scientifico di Cone-
gliano Veneto - Responsabile dr.
Andrea Martinuzzi

« Pilot study on neurocognitive rehabili-
tation in long term survivors of chil-
dhood brain tumours - Ente Capofila:
Universita degli Studi di Padova - Polo
Scientifico di Conegliano Veneto -
Responsabile dr. Andrea Martinuzzi

« Ricerche/progetti VI Programma
Quadro dell'Unione Europea

e European Network for Research on
Alternating Hemiplegia in Childhood
for Promoting SMEs integration -
ENRAH for SMEs - Responsabile del pro-
getto: Dr. Claudio Zucca

« Thought in action - TACT - Respon-
sabile del progetto: Dr. Massimo
Molteni

« A new diagnostic Fingersprint of gene-
tic, Neural and behavioural markers of
Dyslexia - FiND - Responsabile del pro-
getto: Dr.ssa Maria Luisa Lorusso
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ALTRE RICERCHE

Di seguito vengono elencati i progetti di
ricerca realizzati o in corso di realizza-
zione negli anni 2003-2004 che sono di-
rettamente finanziati dall'Istituto con il
concorso di enti pubblici o privati:

Progetto Dis. . .Abilita

Regione Lombardia - Progetto FSE n.
158691 Dispositivo Multimisura Azioni
di Sistema bando 2002 - Ente Responsa-
bile: Politecnico di Milano

Responsabiledi U.O.:
drssaAnna Carla Turconi

Partner del Progetto:

Polo Scientifico di Bosisio Parini
Date diinizio - fine:
30.09.2003-31.07.2004

Linea diricerca:

Riabilitazione Neuromotoria e
Neuropsicologia Funzionale

La presa in carico dei familiari di
pazienti post-traumatici: progetto
per un sostegno psicologico inte-
grato

Regione Lombardia - Programma fina-
lizzato al completamento del rilancio
delle attivita consultoriali in Lombardia
(DGR 1 marzo 2000 n° 6/48846) Con-
venzione con ASL di Lecco nell'ambito
del “Progetto sperimentale di attivita
consultoriali a sostegno di ragazzi con
esiti da traumi cranio-encefalici e delle
loro famiglie”

Responsabile: dr. Enrico Castelli
Polo Scientifico di Bosisio Parini
Date diinizio - fine:
01.01.2003-31.12.2003

Linea divicerca:
Riabilitazione Neuromotoria e
Neuropsicologia Funzionale

Promozione dell'integrazione dei
servizi consultoriali con le altre
componenti del Dipartimento ma-
terno infantile territoriale ospeda-
liero e del distretto, nella gestione
degli esiti delle lesioni accidentali
gravi, con particolare riferimento
agli esiti dei gravi traumi cranio-
encefalici e dei deficit atossici

Responsabile: dr. Andrea Martinuzzi
Polo Scientifico di Conegliano Veneto
Progetto Regione Venelo:1.34/96

Collaborazions:
USSLLdella Regione Veneto
Date diinizio - fine:
31.10.2002-30.06.2004

Linea diricerca:
Organizzazione Servizi Sanitari

Standardizzazione delle Conners
Rating Scales-Revised

Responsabile: Maria Nobile

Polo Scientifico: Bosisio Parini (LC)
Ente Capofila:

Universita degli Studi di Cagliari
Facolta di Medicina

Collaborazioni:

Universita degli Studi di Bari Facoltadi
Medicina

Date diinizio - fine:
15.01.2004-15.01.2005

Linea diricerca:
Psicopatologia dello Sviluppo, del
Linguaggio e dell'Apprendimento

INTEGRAUTISMO - Un modello per
promuovere la qualita dell'inseri-
mento scolastico di bambini e ado-
lescenti con Autismo

Responsabile: Massimo Molteni

Polo Scientifico: Bosisio Parini (LC)

Collaborazion:
Autismo Italia, Fondazione Fabietti

Tipo diricerca:

Progetto Associazione Autismo Italia -
Onlus

Date di inizio - fine:
15.01.2002-30.01.2004

Linea diricerca:

Psicopatologia dello Sviluppo, del
Linguaggio e dell'Apprendimento

ADHD: disturbo da deficit dell'at-
tenzione ed iperattivita): impatto
sociale ed economico della malat-
tia (BAD) Ricerca osservazionale
retrospettiva per valutare l'impat-
to sociale ed economico dell'ADHD
in Italia

Responsabile: Massimo Molteni
Polo Scientifico: Bosisio Parini (LC)
Tipo diricerca:

Progetto finanziato dalla Societa Eli
Lilly Italia

Date inizio - fine:
17.05.2004-31.12.2004

Linea diricerca:

Psicopatologia dello Sviluppo, del
Linguaggio e dell' Apprendimento

Studio osservazionale sul Disturbo
da Deficit dell'Attenzione e Iperat-
tivita in Europa - ADORE
Responsabile: Massimo Molteni

Polo Scientifico: Bosisio Parini (LC)

Tipo diricerca:

Progetto finanziato dalla Societa Eli
Lilly Italia

Date diinizio - fine:
02.09.2003-02.09.2005

Linea diricerca:

Psicopatologia dello Sviluppo, del
Linguaggio e dell'Apprendimento
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Studio su alcuni possibili precur-
sori dei disturbi del comporta-
mento alimentare in adolescenza

Responsabile: Gianluigi Mansi
Polo Scientifico: Bosisio Parini (LC)

Tipo diricerca:

Progetto finanziato da Fondazione
Bianca Maria Corno

Dateinizio - fine:
15.09.2003-15.09.2005

Linea diricerca:

Psicopatologia dello Sviluppo, del
Linguaggio e dell'Apprendimento

Plasticita corticale e recupero fun-
zionale nell'afasia

Responsabile: Vestri Alec
Polo Scientifico: Conegliano Veneto

Tipo diricerca:
Progetto autofinanziato dall' IRCCS “E.
Medea”

Coordinatore:

Dipartimento di Psicologia Generale
Universita di Padova

Date di inizio - fine:
15.03.200414.03.2005

Linea diricerca:

Riabilitazione Neuromotoria e
Neuropsicologia Funzionale

Ottimizzazione del trattamento
medico e chirurgico in pazienti di-
stonici: criteri di selezione dei pa-
zienti e valutazione di efficacia del-
le attuali opzioni terapeutiche

Responsabile: Andrea Martinuzzi

Polo Scientifico:
Conegliano Veneto (TV)

Tipo diricerca:
Progetto finanziato da Ditta Medtronic

Date diinizio - fine:
28.03.2002-31.12.2002

Linea diricerca: Neurobiologia

Pilot study on neurocognitive re-
habilitation in long term survi-
vors of childhood brain tumours

Responsabile: Andrea Martinuzzi

Polo Scientifico:
Conegliano Veneto (TV)

Ente Capofila: Universitadi Padova

Tipo diricerca:

Progetto finanziato da Fondazione “Cit-
ta della Speranza” Onlus Malo (VI)
Dateinizio - fine:
01.10.2004-30.09.2007

Linea diricerca:

Riabilitazione Neuromotoria e
Neuropsicologia Funzionale

Ricerche/progetti VI Programma
Quadro dell'Unione Europea

European Network for Research on
Alternating Hemiplegia in Childhood for
Promoting SMEs integration - ENRAH
for SMEs - Responsabile del progetto: Dr.
Claudio Zucca

Thought in action TACT - Responsabile
del progetto: Dr. Massimo Molteni

Anew diagnostic Fingersprint of genetic,
Neural and behavioural markers of
Dyslexia FiND - Responsabile del pro-
getto: Dr.ssa Maria Luisa Lorusso
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ANNO 2003
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Articoli pubblicati su riviste recensite

Ascenzi Paolo, Clementi Emilio, Polticelli Fabio (2003); THE
RHODOCOCCUS SP. COCAINE ESTERASE: A BACTERIAL
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Cognitive Brain Research, 16,2:185-191 Research Report

Facoetti Andrea, Lorusso Maria Luisa, Paganoni Pierluigi,
Umilta Carlo, Mascetti Gian Gastone (2003); THE ROLE OF
VISUOSPATTAL ATTENTION IN DEVELOPMENTAL DYSLEXIA:
EVIDENCE FROM A REHABILITATION STUDY; Cognitive
Brain Research, 15:154-164 Research Report

Ferrarese Carlo, Di Luca Monica (2003); BIOLOGICAL
MARKERS IN ALZHEIMER DISEASE; Neurobiology of Aging,
24,1:191-193 - Meeting Report

Isella Valeria, Turlaro Simona, Piolti Roberto, Ferrarese Carlo,
Frattola Lodovico, Appolonio Ildebrando (2003); PHYSICAL
ANHEDONIA IN PARKINSON'S DISEASE; Journal of Neuro-
logy, Neurosurgery and Psychiatry, 74:1308-1311 Short Report

Longatti Pierluigi, Martinuzzi Andrea, Fiorindi Alessandro,
Malobabic Slobodan, Carteri Alessandro (2003):
ENDOSCOPIC ANATOMY OF THE TRIANGULAR RECESS;
Neurosurgery, 52(6):1493-1494 Discussion

Libri o capitoli di libri

Adducci Annarita, Michela Sommovigo (2003); ASSESS-
MENT; in “DAL COMA AL REINSERIMENTO. Psicostimola-
zioni cognitive e trattamento dei disturbi comportamentali
nel paziente post-traumatico” a cura di Mariarosaria Liscio,
Susanna Galbiati, Geraldina Poggi; Milano, McGraw-Hill,
pagg.61-98

Adducci Annarita (2003); IL TRATTAMENTO DI PSICO-
STIMOLAZIONE COGNITIVO-COMPORTAMENTALE; in “DAL
COMA AL REINSERIMENTO. Psicostimolazioni cognitive e
trattamento dei disturbi comportamentali nel paziente post-
traumatico” a cura di Mariarosaria Liscio, Susanna Galbiati,
Geraldina Pogg; Milano, McGraw-Hill, pagg. 165-196

Bardoni Alessandra (2003); TRATTAMENTO FARMACOLO-
GICO; in “DAL COMA AL REINSERIMENTO.
Psicostimolazioni cognitive e trattamento dei disturbi com-
portamentali nel paziente post-traumatico” a cura di Maria-
rosaria Liscio, Susanna Galbiati, Geraldina Poggi; Milano,
McGraw-Hill, pagg. 261-276

Castelli Enrico, Bernasconi Simona (2003); IL TRAUMA
CRANICO: ASPETTI NEUROLOGICI; in “DAL COMA AL REIN-

SERIMENTO. Psicostimolazioni cognitive e trattamento dei di-
sturbi comportamentali nel paziente post-traumatico” a cura

di Maria Rosaria Liscio, Susanna Galbiati, Geraldina Poggi;

Milano, McGraw-Hill, pagg. 1-23

Corti Marinella (2003); LE PROBLEMATICHE SOCIALI; in
“DAL COMAAL REINSERIMENTO. Psicostimolazioni cogniti-
ve e trattamento dei disturbi comportamentali nel paziente
post-traumatico” a cura di Maria Rosaria Liscio, Susanna
Galbiati, Geraldina Poggi; Milano, McGraw-Hill, pagg. 323-331

Galbiati Susanna (2003); DISTURBI NEUROPSICOLOGICI,
in “DAL COMA AL REINSERIMENTO. Psicostimolazioni co-
gnitive e trattamento dei disturbi comportamentali nel pa-
ziente post-traumatico” a cura di Maria Rosaria Liscio,
Susanna Galbiati, Geraldina Poggi; Milano, McGraw-Hill,
pagg. 45-60

Galbiati Susanna, Sommovigo Michela (2003); TRATTA-
MENTO DEI DISTURBI COMPORTAMENTALI E PSICOLO-
GICI; in “DAL COMA AL REINSERIMENTO. Psicostimolazioni
cognitive e trattamento dei disturbi comportamentali nel pa-
ziente post-traumatico” a cura di Maria Rosaria Liscio,
Susanna Galbiati, Geraldina Poggi; Milano, McGraw-Hill,
pagg. 197-260

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



PUBBLICAZIONI

ANNO 2003

Guerreschi Massimo (2003); IL PERSONAL COMPUTER
ENTRANEI SERVIZI EDUCATTVI: SPUNTI E RIFLESSIONT; in
“LA RETE EDUCATIVA TRA SCUOLA E SERVIZI SOCIO-
SANITARI” a cura di Olga Liverta Sempio, Carocci, pagg. 114-
130

Guerreschi Massimo (2003); AUSILI TECNOLOGICI E
AUTONOMIA; in “DAL COMA AL REINSERIMENTO. Psicosti-
molazioni cognitive e trattamento dei disturbi comportamen-
tali nel paziente post-traumatico” a cura di Maria Rosaria
Liscio, Susanna Galbiati, Geraldina Poggi; Milano, McGraw-
Hill, pagg. 277-322

Liscio Mariarosaria (2003); LA PSICOLOGIA COGNITIVO-
COMPORTAMENTALE; in “DAL COMA AL REINSERIMENTO.
Psicostimolazioni cognitive e trattamento dei disturbi com-
portamentali nel paziente post-traumatico” a cura di Maria
Rosaria Liscio, Susanna Galbiati, Geraldina Poggi; Milano,
McGraw-Hill, pagg. 149-164

Lomascolo Tina, Vaccaro Ascanio, Villa Susanna (2003):
AUTISMO: MODELLI APPLICATIVI NEI SERVIZI; Vanini
Editrice

Milani Enrica (2003); SUPERVISIONE PEDAGOGICA E
OSSERVAZIONE EDUCATIVA DEL BAMBINO DISABILE IN
SCUOLA MATERNA,; in “LA RETE EDUCATIVA TRA SCUOLA E
SERVIZI SOCIO-SANITARI” a cura di Olga Liverta Sempio;
Carocci, pagg.93-113

Poggi Geraldina (2003); DISTURBI PSICHIATRICI E
COMPORTAMENTALL; in “DAL COMA AL REINSERIMENTO.
Psicostimolazioni cognitive e trattamento dei disturbi com-
portamentali nel paziente post-traumatico” a cura di Maria
Rosaria Liscio, Susanna Galbiati, Geraldina Poggi; Milano,
McGraw-Hill, pagg. 99-125

Poggi Geraldina (2003); LA RIABILITAZIONE; in “DAL COMA
AL REINSERIMENTO. Psicostimolazioni cognitive e tratta-
mento dei disturbi comportamentali nel paziente post-
traumatico” a cura di Maria Rosaria Liscio, Susanna Galbiati,
Geraldina Poggi; Milano, McGraw-Hill, pagg. 127-148

Strazzer Sandra (2003); DISTURBI SENSITIVI E SENSORIALI
NEL TRAUMATTZZATO CRANICO; in “DAL COMA AL REINSE-
RIMENTO. Psicostimolazioni cognitive e trattamento dei di-
sturbi comportamentali nel paziente post-traumatico” a cura
di Mariarosaria Liscio, Susanna Galbiati, Geraldina Poggi;
Milano, McGraw-Hill, pagg. 25-43

Comunicazioni Scientifiche pubblicate su riviste
recensite

Battaglia Maria Amalia, Russo Emanuela, Pellegri Alda,
Martinuzzi Andrea (2003); CORRELATION BETWEEN ICF
CHECKLIST AND VERBALL.Q., G.M.EM., ELM.: EXPERIENCE
IN PEDIATRIC NEUROREHABILITATION; Abstract 55th
Annual Meeting - American Academy of Neurology - Honolu-
lu, Hawai, 29/03-05/04/2003; Neurology, 60,5(1):A31

Borgatti Renato, Cavallini Anna, Ferrario Mariella, Panzeri
Chris, Zucca Claudio, Fontana E., Taglialatela M., Bresolin
Nereo, Bassi Maria Teresa (2003); A NOVEL MISSENSE
MUTATION IN KCNQ2 K+ CHANNEL IN A FAMILY WITH
BFNC, WEST SYNDROME AND MENTAL RETARDATION;
Abstract Thirteenth Meeting of the European Neurological
Society - Istanbul, TURKEY, 14-18/06/2003; Journal of Neuro-
logy, 250, Suppl. 2:11/73-11/74

Bresolin Nereo, D'Angelo Maria Grazia, Bardoni Alessandra,
Civati Federica (2003); DISTURBI DELLE FUNZIONI SUPE-
RIORI NELLE MALATTIE MUSCOLARI; Sillabus XXXIV Con-
gresso Societa Italiana di Neurologia, Roma, 11-15.10.2003;
Neurological Sciences, 24

Castelli Enrico, Poggi Geraldina, Liscio Mariarosaria, Strazzer
Sandra, Adduci Annarita, Massimino Maura, Gandola L.,
Fossati-Bellani Maura (2003); OUTCOME AND PSYCHO-
LOGICAL PROBLEMS AFTER BRAIN TUMORS IN
DEVELOPMENTALAGE; Abstract 13° Meeting of the European
Neurological Society, Istanbul, 14-18/06/2003; Journal of
Neurology, 250, Suppl. 2:45

Corti Stefania, Locatelli Federica, Guglieri Michela, Papadi-
mitriou Dimitra, Montesissa Lorena, Strazzer Sandra, Salani
Sabrina, Bendotti Caterina, Comi Giacomo P. (2003); BM
DERIVED STEM CELLS CONTRIBUTE TO CNS, HEART AND
SKELETAL MUSCLE REGENERATION IN SOD1-G93A MICE;
Abstract 55th Annual Meeting - American Academy of
Neurology - Honolulu, Hawai, 29/03-05/04/2003; Neurology,
60,5(1):A77
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Daga Andrea, Orso Genny, Rossetto Maria Giovanna, Sartori
Elena, Martinuzzi Andrea (2003); A DROSOPHILA MODEL
FOR HEREDITARY SPASTIC PARAPLEGIA. FUNCTIONAL
ANALYSIS OF FLY SPASTIN; Abstract 55th Annual Meeting -
American Academy of Neurology - Honolulu, Hawai, 29/03-
05/04/2003; Neurology, 60,5(1):A523

Guy John, Xiaoping Qi, Carelli Valerio, Martinuzzi Andrea,
Hauswirth William W., Lewin Alfred S. (2003); EVALUATION
OF POTENTIAL TREATMENT STRATEGIES FOR LEBER
HEREDITARY OPTIC NEUROPATHY; Abstract 55th Annual
Meeting - American Academy Of Neurology - Honolulu,
Hawai, 29/03-05/04/2003; Neurology, 60,5(1):A26

Locatelli Federica, Corti Stefania, Donadoni C., Montesissa
Lorena, Guglieri Michela, Capra F, Strazzer Sandra, Salani
Sabrina, Del Bo Roberto, Fortunato Francesco, Bresolin Nereo,
Comi Giacomo Pietro (2003); GENERATION OF NEURAL
PROGENITORS FORM MURINE BONE MARROW: Abstract
13° Meeting of the European Neurological Society - Istanbul,
14-18/6/2003; Journal of Neurology, 250, Suppl. 2:205

Strazzer Sandra, Bardoni Alessandra, Brambilla Daniele,
Bernasconi Simona, Poggi Geraldina, Castelli Enrico (2003);
MISDIAGNOSIS OF HYSTERIA IN A CASE OF GLUTEN SENSI-
TIVITY AND NEUROLOGICAL DYSFUNCTION; Abstract 13°
Meeting of the European Neurological Society - Istanbul, 14-
18/6/2003; Journal of Neurology, 250, Suppl. 2:133

Comunicazioni Scientifiche pubblicate su riviste
non recensite o in Atti

Albani E, Baruzzi A., Gruppo Studio Primo (Zanotta Nico-
letta) (2003); STUDIO CLINICO DI VALUTAZIONE
DELL'EQUIVALENZA TERAPEUTICA DELLE DUE MODALITA
DI PASSAGGIO (IMMEDIATA E PROGRESSIVA) DALLA
MONOTERAPIA CON CARBAMAZEPINA A QUELLA CON
OXCARBAZEPINA IN PZ AFFETTI DA EPILESSIA PARZIALE;
Abstract 26° Congresso Nazionale LICE - Chia Laguna, 28-
31/06/2003; Bollettino Lega Italiana contro 1'Epilessia, 120,
aprile/giugno:41

Bolla Alessandra, Dal Pos Marisa, Martinuzzi Andrea (2003);
MIGLIORAMENTO DELLA EFFICACIA COMUNICATIVA IN UN
SOGGETTO AFFETTO DA AFASIA GLOBALE: UN APPROCCIO
INTEGRATO; Atti 3° Congresso Nazionale “Disabilita Tratta-
mento Integrazione” a cura di M. Giuseppin - Padova, 29-
31/05/2003; pag. 53

Cannao Milena (2003); IL DISABILE GRAVE E UNA
PRESENZA PARADOSSALE IN CLASSE?; Atti del Convegno
“Quando nella scuola nasce 1'emergenza - Qualche possibile
rimedio” - Milano, 21-22/11/2003; pagg. 45-50

Colombo Enrica, Marinoni Cinzia, Pozzoni Elisa (2003);
DISTURBO DEL RICONOSCIMENTO VISIVO CONSEGUENTE
A INTOSSICAZIONE DA MONOSSIDO DI CARBONIO; in
“APPUNTI DI STRABOLOGIA. Contributi alle giornate di stu-
dio anni 1999 - 2000 - 2001 a cura di Francesco Polenghi e
Roberto Salati Atti Convegni tenutisi presso IRCCS E. Medea,
Bosisio Parini (LC), pagg. 181-182

Cordaro Claudia, Caucci Sabina, Geotti Simonetta, Olimpi
Ida (2003); OSSERVAZIONE DI UN BAMBINO IPOVEDENTE
CON SOSPETTA RETINOPATTA. La riabilitazione dei disturbi
associati; in “APPUNTI DI STRABOLOGIA. Contributi alle gior-
nate di studio anni 1999 - 2000 - 2001” a cura di Francesco
Polenghi e Roberto Salati Atti Convegni tenutisi presso IRCCS
E.Medea, Bosisio Parini (LC), pagg. 187-188

Cristofori Guido, Bearzotti Federica, Cruciatti B. (2003);
EFFETTI EMOZIONALI DELLA MALATTIA EPILETTICA SUL
SUO ITINERARIO E SULLA FAMIGLIA DEL PZ: DALLA COMU-
NICAZIONE DELLA DIAGNOSI A QUELLA DI GUARIGIONE;
Abstract EP12 26° Congresso Nazionale LICE - Chia Laguna,
28-31.05.2003; Bollettino Lega Italiana contro 1'Epilessia,
130, giugno 2003:80-81
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Galluzzi Rita, Massagli Angelo, Russo Luigi, Trabacca
Antonio (2003); PROGETTO “SPAZIO VERDE”: PRIMI
RISULTATT DI UNA ESPERIENZA RIABILITATIVA CON
BAMBINT AUTISTICI; Abstract 3° Congresso Nazionale “Disa-
bilita Trattamento Integrazione” - Padova, 29-31/05/2003;
pag. 65-66

Giammari Alde Giuseppina (2003); SVILUPPO DELLA
FUNZIONE VISIVA; in “APPUNTI DI STRABOLOGIA.
Contributi alle giornate di studio anni 1999 - 2000 - 2001” a
cura di Francesco Polenghi e Roberto Salati Atti Convegni te-
nutisi presso IRCCS E. Medea, Bosisio Parini (LC), pagg. 11-14

Grassi Barbara, Bignucolo Ilaria, Vestri Alec, Toschi Pier
Giorgio, Martinuzzi Andrea (2003); APPROCCIO MULTIDI-
SCIPLINARE NELL'ASSESSMENT PER I DISTURBI NEURO-
VISIVI IN PERSONE CON CEREBROLESIONT ACQUISITE; Atti
3° Congresso Nazionale “Disabilita Trattamento Integra-
zione” a cura di M. Giuseppin - Padova, 29-31/05/2003; pag.
123

Guerreschi Massimo (2003); LE AMBIVALENTI ACCO-
GLIENZE PER I DISABILL Atti del Convegno “Quando nella
scuola nasce l'emergenza - Qualche possibile rimedio” -
Milano, 21-22/11/2003; pagg, 81-92

Landi Andrea, Antonini Angelo, Ferrarese Carlo, Mariani
Claudio, Parolin Michele, Turlaro Simona, Aliprandi Angelo,
Pezzoli Gianni, Gaini Sergio M. (2003); STIMOLAZIONE
CRONICA SUBTALAMICA PER IL TRATTAMENTO DELLA
MALATTIA DI PARKINSON: ANALISI DEI RISULTATT A 12
MESI DI FOLLOW-UP; Atti Corso di Aggiornamento “Update
in Terapia Neurologica: dal Presente al Futuro” - Garbagnate
Milanese, 2003; pagg. 28-33

Lorusso Maria Luisa, Facoetti Andrea (2003); ASPETTI VISIVI
NELLA DISLESSIA EVOLUTIVA; in “APPUNTI DI STRABO-
LOGIA. Contributi alle giornate di studio anni 1999 - 2000 -
2001” a cura di Francesco Polenghi e Roberto Salati - Atti
Convegni tenutisi presso IRCCS E. Medea, Bosisio Parini (LC),
pagg.51-53

Mancarella Giorgio, Salati Roberto, Spaggiari Elio, Nicolini
Patrizia, Polenghi Francesco (2003); RITARDO DI
MATURAZIONE VISIVA: PRESENTAZIONE DI UN CASO; in
“APPUNTI DI STRABOLOGIA. Contributi alle giornate di stu-
dio anni 1999 - 2000 - 2001” a cura di Francesco Polenghi e
Roberto Salati Atti Convegni tenutisi presso IRCCS E. Medea,
Bosisio Parini (LC), pagg, 183-186

Mazzone Paola, Rigamonti Marisa, Pezzoli Sara, Polenghi
Francesco (2003); MICROSTRABISMO CON IDENTITA; in
“APPUNTI DI STRABOLOGIA. Contributi alle giornate di stu-
dio anni 1999 - 2000 - 2001” a cura di Francesco Polenghi e
Roberto Salati Atti Convegni tenutisi presso IRCCS E. Medea,
Bosisio Parini (LC), pagg. 195-197

Orso Genny, Rossetto Maria Giovanna, Sartori Elena, Marti-
nuzzi Andrea, Daga Andrea (2003); FUNCTIONAL ANALYSIS
OF THE DROSOPHILA SPASTIN GENE; Abstract Book “Mole-
cular Mechanisms of Neurodegeneration from triplet repeat
expansions to protein toxicity” - MILANO, 2-4/05/2003 - 0C01

Pasini Paola, Grassi Barbara, Ciol Francesca, Viel Danila,
Boscarato Paolo (2003); ASSESSMENT, SETTING E SPAZI DI
INTERVENTO IN TERAPTA OCCUPAZIONALE PER LE CERE-
BROLESIONT ACQUISITE; Atti 3° Congresso Nazionale “Disa-
bilita Trattamento Integrazione” a cura di M. Giuseppin -
Padova, 29-31/05/2003; pag. 44

Pezzoli Sara, Rigamonti Marisa, Mazzone Paola, Polenghi
Francesco (2003); IPERFUNZIONE PRIMARIA BILATERALE
DEL MUSCOLO PICCOLO OBLIQUO CON DVD; in “APPUNTI
DI STRABOLOGIA. Contributi alle giornate di studio anni
1999 - 2000 - 2001” a cura di Francesco Polenghi e Roberto
Salati Atti Convegni tenutisi presso IRCCS E. Medea, Bosisio
Parini (LC), pagg. 175-176

Polenghi Francesco (2003); NISTAGMO CONGENITO:
QUESITI DIAGNOSTICI; in “APPUNTI DI STRABOLOGIA.
Contributi alle giornate di studio anni 1999 - 2000 - 2001” a
cura di Francesco Polenghi e Roberto Salati Atti Convegni te-
nutisi presso IRCCS E. Medea, Bosisio Parini (LC), pagg. 75-80

Polenghi Francesco, Salati Roberto (2003); PARAMETRI
SENSORIALI E INDICAZIONE CHIRURGICA; in “APPUNTI DI
STRABOLOGIA. Contributi alle giornate di studio anni 1999 -
2000 - 2001” a cura di Francesco Polenghi e Roberto Salati
Atti Convegni tenutisi presso IRCCS E. Medea, Bosisio Parini
(LC), pagg. 129-135

Polenghi Francesco, Giammari Alde Giuseppina (2003);
RIASSETTO CHIRURGICO DEI DISORDINI OCULOMOTORI
NELLE MINORAZIONI VISIVE INFANTILI; in “APPUNTI DI
STRABOLOGIA. Contributi alle giornate di studio anni 1999 -
2000 - 2001 a cura di Francesco Polenghi e Roberto Salati
Atti Convegni tenutisi presso IRCCS E. Medea, Bosisio Parini
(LC), pagg. 137-143

Russo Luigi, Massagli Angelo, Galluzzi Rita, Quarta Gaetano,
De Mitri Sara, Trabacca Antonio (2003); AUTISMO E STRESS
GENITORIALE: UN'INDAGINE ATTRAVERSO IL PARENT
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nale “Disabilita Trattamento Integrazione” - Padova, 29-
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Salati Roberto (2003); SVILUPPO DELLA VISIONE BINOCU-
LARE: METODICHE SPERIMENTALI DI STUDIO; in “APPUN-
TI DI STRABOLOGIA. Contributi alle giornate di studio anni
1999 - 2000 - 2001 a cura di Francesco Polenghi e Roberto
Salati Atti Convegni tenutisi presso IRCCS E. Medea, Bosisio
Parini (LC), pagg. 23-30

Salati Roberto (2003); SEGNI CLINICI DIRETTI E INDI-
RETTI DEL DANNO VISIVO PRECOCE; in “APPUNTI DI
STRABOLOGIA. Contributi alle giornate di studio anni 1999 -
2000 - 20017 a cura di Francesco Polenghi e Roberto Salati
Atti Convegni tenutisi presso IRCCS E. Medea, Bosisio Parini
(LC), pagg. 57-65

Salati Roberto, Polenghi Francesco (2003); SIGNIFICATO E
PROBLEMI DELLA CORREZIONE OTTICA; in “APPUNTI DI
STRABOLOGIA. Contributi alle giornate di studio anni 1999 -
2000 - 2001” a cura di Francesco Polenghi e Roberto Salati
Atti Convegni tenutisi presso IRCCS E. Medea, Bosisio Parini
(LC),pagg. 115-126

Spaggiari Elio (2003); SIGNIFICATO DELLE INDAGINI
ELETTROFISIOLOGICHE NELLA PRIMA INFANZIA; in
“APPUNTI DI STRABOLOGIA. Contributi alle giornate di stu-
dio anni 1999 - 2000 - 2001” a cura di Francesco Polenghi e
Roberto Salati Atti Convegni tenutisi presso IRCCS E. Medea,
Bosisio Parini (LC), pagg. 67-73

Trevisi Enrico, Facchin Dina, Battaglia Maria Amalia, Zulian
E, Martinuzzi Andrea (2003); EFFECTIVENESS OF INTENSI-
VE REHABILITATION TREATMENT IN JUVENILE IDIOPATHIC
ARTHRITIS (JIA); Atti 2nd World Congress ISPRM, Prague,
Czech Republic, 18-22/05/2003; pagg. 305-308

Vestri Alec, Sallemi Giovanni, Martinuzzi Andrea (2003);
MODELLI DI LAVORO DI EQUIPE A CONFRONTO IN UNA
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CULTURALE, ORGANISMICO, GERARCHICO E MISTO; Atti 3°
Convegno Nazionale “Disabilita Trattamento Integrazione" a
curadi M. Giuseppin - Padova, 29-31/05/2003; pag. 153

Zanotta Nicoletta, Radice Lucia, Zucca Claudio, Raggi Maria
Elisabetta, Bresolin Nereo (2003); TERAPIA
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Albani E, Grassi Barbara, Ferrara R., Turrini R., Baruzzi A.,
The Primo Studi Group (Zucca Claudio) (2004); IMMEDIATE
(OVERNIGHT) SWITCHING FROM CARBAMAZEPINE TO
OXCARBAZEPINE MONOTHERAPY IS EQUIVALENT TO A
PROGRESSIVE SWITCH; Seizure - European Journal of
Epilepsy, 13:254-263

Aldred M.A., Sanford R.0.C., Thomas N.S., Barrow M.A.,
Wilson L.C., Brueton L.A., Bonaglia Maria Clara, Hennekam
R.CM,, Eng C., Dennis N.R., Trembath R.C. (2004);
MOLECULAR ANALYSIS OF 20 PATIENTS WITH 2Q37.3
MONOSOMY: DEFINITION OF MINIMUM DELETION
INTERVALS FOR KEY PHENOTYPES; Journal of Medical
Genetics, 41:433-439

Balottin Umberto, Nicoli Francesca, Pitillo Giovanni, Ferrari
Ginevra Oreste, Borgatti Renato, Lanzi Giovanni (2004);
MIGRAINE AND TENSION HEADACHE IN CHILDREN UNDER
6 YEARS OF AGE; European Journal of Pain, 8:307-314

Baracca Alessandra, Solaini Giancarlo, Sgarbi Gianluca,
Lenaz Giorgio, Baruzzi Agostino, Schapira Anthony H.V,,
Martinuzzi Andrea, Carelli Valerio (2004); SEVERE
IMPAIRMENT OF COMPLEX I-DRIVEN ATP SYNTHESIS IN
LEBER'S HEREDITARY OPTIC NEUROPATHY CYBRIDS;
Archives of Neurology, in press

Bassi Maria Teresa, Manzoni Marta, Bresciani Roberto, Pizzo
Maria Teresa, Della Monica Antonella, Barlati Sergio, Monti
Eugenio, Borsani Giuseppe (2004); CELLULAR EXPRESSION
AND ALTERNATIVE SPLICING OF SLC25A23, A MEMBER OF
THE MITOCHONDRIAL CA“-DEPENDENT SOLUTE CAR-
RIER PROTEIN FAMILY; Gene, in press

Battaglia Maria Amalia, Russo Emanuela, Bolla Alessandra,
Chiusso Alessio, Bertelli Stefano, Pellegri Alda, Borri Gabriella,
Martinuzzi Andrea (2004); INTERNATIONAL CLASSI-
FICATION OF FUNCTIONING, DISABILITY AND HEALTH IN A
COHORT OF CHILDREN WITH COGNITIVE, MOTOR, AND
COMPLEX DISABILITIES; Developmental Medicine and Child
Neurology, 46,2:98-106

Begni Barbara, Brighina Laura, Sirtori Elena, Fumagalli
Lorenzo, Andreoni Simona, Beretta Simone, Oster Thierry,
Malaplate-Armand  Catherine, Isella Valeria, Appolonio
[ldebrando, Ferrarese Carlo (2003); OXIDATIVE STRESS
IMPAIRS GLUTAMATE UPTAKE IN FIBROBLASTS FROM
PATIENTS WITH ALZHEIMER'S DISEASE; Free Radical
Biology and Medicine, 37,6:892-901
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Laura, Fortunato Francesco, Sironi Manuela, Scalamogna
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ASTROCYTES AFTER INJECTION INTO ADULD MOUSE
BRAIN; Journal of Neuroscience Research, 77:477-486
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Beretta Simone, Mattavelli Laura, Sala Gessica, Tremolizzo
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sa, Nicoli Francesca, Zucca Claudio, Bresolin Nereo, Balottin
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sciplinare per la Prevenzione delle Infezioni nelle Organiz-
zazioni Sanitarie) Bergamo, 20-22 Maggio 2004; Giornale
Italiano delle Infezioni Ospedaliere, 11, Suppl.aln. 1:11-12

Patrosso M.C., Lando G., Penco S., Maldera U., Mazzocca M.,
Manfredini E., Marocchi A., Giorda Roberto, Brambilla
Daniele, Primignani P, Perroni L., Castorina Pierangela,
Ambrosetti U., Lalatta . (2004); AN INTERDISCIPLINARY
APPROACH TO IMPROVE THE ETIOLOGIC DIAGNOSIS OF
DEAFNESS IN INFANTS; Book of Abstracts - Poster Session I -
N. 2 - NHS 2004 - The International Conference on Newborn
Hearing Screening Diagnosis and Intervention, Villa Erba,
Como, 27-29.05.2004

Russo Emanuela, Battaglia Maria Amalia, Viel Danila,
Perilongo G., Viscardi E., Martinuzzi Andrea (2004); COGNI-
TIVE AND PSYCHOLOGICAL REHABILITATION WITH A
GROUP OF PATIENTS WITH BRAIN TUMOR,; Abstract First
Congress of the European Neuropsychological Societies,
Modena, 18-20/4/2004; pag. 208

Zanotta Nicoletta, Radice Lucia, Degrate Alessandro, Zucca
Claudio (2004); EPILESSIE SINTOMATICHE FARMACO-
RESISTENTI: CARATTERISTICHE ELETTROENCEFALO-
GRAFICHE; Atti Congresso LICE 2004; Bollettino Lega Italia-
na Contro1'Epilessia, 125/126:223-224

Zucca Claudio, Radice Lucia, Bettinelli A. (2004);
TRATTAMENTO CON VALPROATO DI SODIO ED EFFETTI
INDESIDERATT NEFROLOGICI; Abstract Congresso LICE
2004; Bollettino Lega Italiana contro |'Epilessia, 125/126:47-
49
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BREVETTI
DI INVENZIONE
INDUSTRIALE

Nel corso dell'anno 2003, I'Istituto ha depositato i seguenti
brevetti d'invenzione industriale:

Nazionale

Titolare: TRCCS “Eugenio Medea” Associazione La Nostra
Famiglia

Inventori: CAVALLERI Matteo
° Perito informatico dipendente dall' 11/05/1993

Titolo:  Dispositivo di comando per elaboratori elet-
tronici, in particolare per 1'emulazione di un mouse.

Data deposito:25.03.2003
N.delladomanda/Appln. No. MI2003A000583

Breve descrizione:

Il dispositivo di comando per elaboratori elettronici permette
['uso di un tipico calcolatore elettronico dotato di interfaccia
grafica (GUT) mediante 'emulazione di un mouse completa-
mente comandato con i movimenti del capo.

Tale apparecchiatura e stata realizzata utilizzando dispositivi
che impiegano una tecnologia innovativa (M.E.M.S.), carat-
terizzati da una miniaturizzazione spinta di elementi semi-
conduttori in congiunzione con elementi elettromeccanici.

In particolare i dispositivi impiegati integrano un considere-
vole numero di strutture di silicio che godono di alcuni gradi
diliberta di movimento all'interno del dispositivo stesso.

La posizione di tali strutture puo venire elettrostaticamente
impostata con frequenze molto elevate, consentendo poi I ri-
levazione di accelerazioni costanti.

E dunque possibile rilevare anche minimi spostamenti del ca-
po nelle quattro direzioni utilizzando un dispositivo dal peso e
volume estremamente ridotti.

E stato messo a punto un metodo di navigazione innovativo
che permette di utilizzare i quattro ingressi direzionali sia per
la movimentazione del cursore sia per la selezione con pul-
santi diversi.

Sino ad ora infatti dispositivi similari richiedevano un ingres-
so ulteriore rispetto ai quattro utilizzati per identificare gli spo-
stamenti nelle quattro direzioni, al fine di simulare la pressio-
ne dei pulsanti di selezione del mouse.
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Nazionale

Titolare: TRCCS “Eugenio Medea” Associazione La Nostra
Famiglia

Inventori: CAVALLERI Matteo®, RENI Gianluigi*
° Perito informatico dipendente dall' 11/05/1993
* Bioingegnere consulente dallo 02/04/1999

Titolo: Apparecchiatura per fornire informazioni di
guida ed orientamento, in particolare per pazienti
inIstituti di cura

Data deposito: 30.04.2003
N. della domanda/Appln. No. MI2003A000880

Breve descrizione:

In questi ultimi anni sono stati realizzati alcuni sistemi di gui-
da per non vedenti basati su differenti tecnologie. Purtroppo i
sistemi sino ad ora realizzati presentano diversi svantaggi tra
cui soprattutto gli alti costi da sostenere per la cablatura ed il
relativo impatto sull'ambiente da attrezzare.

[l dispositivo oggetto di brevetto & un sistema di guida in grado
difornire funzioni di: a) NAVIGAZIONE : capacita di segnalare
in anticipo la presenza di ostacoli fissi come scale, rampe, sci-
voli; b) ORIENTAMENTO: possibilita di conoscere la propria
posizione all'interno dell'ambiente attrezzato; c) GUIDA: pos-
sibilita di predisporre molteplici percorsi lungo i quali il pa-
ziente potra essere "accompagnato automaticamente".

I dispositivo e portatile e dispone di un'interfaccia verso
I'utente basata sulla sintesi vocale. Puo essere facilmente uti-
lizzato da qualunque tipologia di soggetti, ad esempio soggetti
non vedenti, soggetti vedenti con difficolta di orientamento
spaziale, soggetti normodotati.

Il sistema e costituito da un wearable-device, in dotazione al
paziente, e da una serie di guide-points che operano come
transponder e che vengono strategicamente dislocati in pros-
simita di bivi, raccordi, punti particolarmente importanti o
pericolosi, facilmente montabili a parete senza richiedere la
posa di cavi di alimentazione o per trasmissione dati.
L'impostazione o la variazione dei percorsi, dei messaggi di
all'erta e di orientamento non richiede agli operatori alcuna
interazione ambientale con le zone gia attrezzate con guide-
point.

TRIALS CLINICI REALIZZATI
0 IN CORSO DI RFALIZZAZIONE

1) TITOLO: Open naturalistic individual dose optimisation
trial assessing tolerability and efficacy of topiramate mo-
notherapy in recently diagnosed patients with epilepsy who
are treatment naive or have failed one anti-epileptic drug
treatment in monotherapy
Codice dello studio: TOP- EMEA- 1 (PRI/TOP - INT-51)
Approvato dal Comitato Etico dell 'Istituto
Fase: I1Ih/IV

Casa farmaceutica coinvolta: Sponsor: Janssen-Cilag

2) TITOLO: Open-label, randomized, parallel-group multi-
center study comparing two methods, “immediate” versus
“progressive”, of switching treatment to oxcarbazepine
(Tolep) monotherapy in patients with partial seizures un-
satisfactorily treated with carbamazepine monotherapy
Codice dellostudio: CTRI476BIT01
Approvato dal Comitato Etico dell 'Tstituto
Fase: IV

Casa farmaceutica coinvolta: Novartis

3) TITOLO: An assessor-blind, prospective, randomised chro-
nic study to compare the long term efficacy and safety of
two differing Dysport dosage regimens of lower limb spasti-
cityin children with cerebral palsy

Codice dello studio: DYSP/041

Approvato dal Comitato Etico dell'Istituto
(Casa Farmaceutica: IPSEN

4) TITOLO: Studio osservazionale sul disturbo da Deficit
dell'Attenzione e Iperattivita in Europa (ADORE)

Codice dellostudio: B4ZEW S006
Approvato dal Comitato Etico dell 'Tstituto
Casa farmaceutica coinvolta: Ely Lilly - Italia
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5) TITOLO: Pilot Study of ACE-inihibitor ramipril in
McArdle's disease

Codice dello studio: B4ZEW S006
Approvato dal Comitato Etico dell'Istituto
(Casa farmaceutica coinvolta: Aventis Pharma

6) TITOLO: An Italian Randomised, Double-blind Placebo
Controlled Study of the Efficacy of Atomoxetine Hydro-
chloride in the Treatment of Children and Adolescents with
Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder and Comorbid
Oppositional Defiant Disorder
Codice dello studio: B4Z-ITLYLY
Approvato dal Comitato Etico dell 'Tstituto

Casa farmaceutica coinvolta: Ely Lilly - Italia

Infasedi definizione

LINEE GUIDA

L'TRCCS “Eugenio Medea” ha sviluppato le seguenti linee gui-
da:

eLinee guida riabilitazione Paralisi Cerebrali Infantili
(SIMFER, SINPIA) approvate dal Ministero e pubblicate

eLinee guida riabilitazione neuromuscolari infantili
(SIMFER) approvate dal Ministero pubblicate.

Referente: Dr.ssa Anna Carla Turconi  Polo Scientifico di
Bosisio Parini

Hainoltre prodotto:

« Revisione e adattamenti terapeutici per I'eta evolutiva per la
classificazione ICF Gruppo dilavoro OMS

Referente: Dr. Andrea Martinuzzi - Polo Scientifico di
Conegliano Veneto

COLLABORAZIONI INTERNAZIONALI E NAZIONALI

L'attivita di ricerca, in questo ultimo triennio, ha portato a di-
verse collaborazioni con Istituti, Universita ed Enti di ricerca
siaitaliani chestranieri.

Collaborazioni Internazionali

o Albert Einstein College NewYork (Usa)
o Associazione La Nostra Famiglia di SANTANA (Brasile)
o Centre Médico-Chirurgicale Foche, Suresnes Cedex, Paris

o Cornelia De Lange Syndrome Foundation, Collinsville, CT,
USA

o Dartmouth College, USA
« Department of Human Genetics, University of Chicago, USA

e Department of Neurology, Neurosurgery and Neurolingu,
McGill University, Montreal, Canada

e Department of Genetics and Harvard Medical School,
Boston, USA

o Department of Neurobiochemistry, Max-Planck Institute of
Psychiatry, Germania

e Department of Neurology, University of Minnesota Medical
School, Minneapolis, Minnesota, USA

e Department of Uro-Neurology, The National Hospital for
Neurology and Neurosurgery, London, UK

o Department of Psychiatry, University of Vermont, USA

« Dipartimento di Neurologia Pediatrica, Universita Cattolica
di Lovanio, Cliniques Universitaires Saint Luc, Bruxelles

e Division of Neurogenetics, Department of Neurology, Beth
Istrael Deaconess Medical Center and Biological an
Biomedical Sciences, Harvard Medical School, Boston MA,
USA

e Ekeskoln, Orebro, Svezia

o Gillette Children Speciality Healthcare, University of
Minnesota, Saint Paul Minnesota, USA

e Institut de Readaption en Déficience Physique de Quebec,
Quebec, Canada
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e Institute of Ophthalmology, University of Nimega, The
Netherlands

e Institute of Cognitive Neuroscience, University College,
London, UK

o Karolinska Hospital, Stoccolma, Sweden

e Laboratoire de Neuro-Heuristique de 1'Institut de Phy-
siologie de la Faculté de Médicine de I'Université de Lau-
sanne - CH

o Massachussets Institute of Technology, Boston, USA

o Medical Center/ Wilhelmina Child Hospital Utrecht, The
Netherlands

e MRC, Cambridge, UK
« National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA

e Perception Laboratory, School of Psychology, St. Andrews
University, Edinburgh, UK

e Research Centre for the Education of Visually Handicapped,
University of Birmingham, UK

« Sahlgrenska University, Hospital of Gotheborg, Svezia

e School of Biological Sciences, Division of Biochemistry,
Royal Holloway, University of London, UK

o Service de Neurologie et de Réeducation Infantile - Hopital
Raymond Poincaré, Paris

o Unité de Recherche en Genetique Humaine, Centre de
Recherche du Pavillon CHUL, Centre Hospitalier Univer-
sitaire du Québec, Sainte-Foy, Québec, Canada

« Unitadi Scienze Cognitive CNRS - Francia
« Universita di Anversa, Dipartimento di Neurologia

o Universita Libera di Bruxelles, Dipartimento di Neuropsi-
cologia

e Universita di Cambridge, UK
o Universitadi Ginevra, CH

e Universita di Liegi, Dipartimento di Psicologia del Linguag-
gio

e Universita Emory, Facolta di Medicina - Atlanta (USA),
Prof. Jerrold L. Vitek

o Universita di Tirana

Collaborazioni Nazionali

o AISTWH - Associazione Italiana Sindrome di Wolf-Hirshborn
o ASLdi Brindisi

o ASLdiLecco

o ASLdi Otranto

e Associazione Italiana di Volontariato Cornelia De Lange,
Pesaro

o Associazione Italiana per la Sindrome di Moebius

o Azienda Ospedaliera “S. Maria della Misericordia”, Udine -
Unita Operativa di Neurochirurgia

o Azienda Ospedaliera di Bergamo - U.0. di Neuropsichiatria
Infantilee dell'Adolescenza

o Azienda Ospedaliera “S. Paolo”, Unita Operativa di Neuro-
psichiatria per1'Infanzia e 'Adolescenza, Milano

e Centri di accoglienza per minori immigrati - Regione
Puglia

¢ CNR, Centro Nazionale delle Ricerche, Milano - Istituto di
Tecnologie Biomediche Avanzate

¢ CNR, Centro Nazionale delle Ricerche, Pavia - Istituto di
Genetica e Biologia Evoluzionistica

« Centro Regionale dell 'Epilessia dell'Eta Evolutiva, Milano
o CUM, Comunita Universita del Mediterraneo

« Dipartimento di Bioingegneria, Politecnico, Milano

o Telethon Institute 0 Genetics and Medicine, TIGEM, Milano
« Telethon Institute of Genetics and Medicine - Napoli

« Politecnico di Milano - Laboratorio di Movement Analysis

« E.R.M.L (Ente Regionale per i Problemi dei Migranti Friuli
Venezia Giulia)

« Gruppo Gipci, Milano

« Insitute for Systems, Informatics and Safety, Joint Research
Centre, Ispra, Varese

« IRCCS Fondazione Salvatore Maugeri, Cassano delle Murge,
Bari

« IRCCS Giannina Gaslini, Genova

o IRCCS Istituto Auxologico Italiano, Milano

« [RCCS Istituto per I'Infanzia Burlo Garofalo, Trieste
o IRCCS Istituto Nazionale dei Tumori, Milano

« IRCCS “C.Mondino”, Pavia

« IRCCS Neurologico Carlo Besta, Milano

¢ [RCCS Oasi Maria SS, Troina

« IRCCS Ospedale Bambin Gesti, Roma
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« IRCCS Ospedale Maggiore Policlinico, Milano

¢ IRCCS Ospedale San Raffaele, Milano - Dipartimento di
Scienze Neuropsichiatriche - Servizio di Genetica Medica -
Unita di Neuroradiologia Pediatrica Istituto SCRI

 IRCCS Stella Maris, Pisa

[ RES. (Istituto Ricerche Economiche-Sociali del Friuli
Venezia Giulia)

o [stituto Superiore di Sanita, Roma
o Ospedale Buzzi, Milano - Clinica Pediatrica
e Ospedale Civile, Pordenone

« Ospedale Galiera Genova, Laboratorio di Genetica Umana,
Genova

o Ospedale San Gerardo dei Tintori, Monza
« Regione Lombardia - Direzione Generale Sanita

e Regione Lombardia - ASL Milano 3 - Dipartimento Servizi
Sanitari di Base

o R.U.E. (Risorse Umane Europa - Provincia di Udine)
o Scuola Internazionale di Studi Avanzati, SISSA, Trieste

e Servizi Sociali Territoriali delle ASL delle Regioni Veneto
Friuli Venezia Giulia

« USSL 7, Dipartimento di Immagini, Conegliano Veneto

o Universita di Brescia

o Universita degli Studi di Bari - Dipartimenti di Sociologia e
Psicologia

o Universita di Cagliari, Dipartimento di Neuroscienze

e Universita Cattolica, Milano

o Universita Cattolica, Roma - Istituto di Genetica Medica

o Universita di Ferrara - Sezione Otorinolaringoiatria e Audio-
logia

« Universita degli Studi di Firenze - Istituto di Ottica Fisiopato-
logica

o Universita degli Studi di Milano - Ambulatorio di Sindro-
mologia e Genetica Clinica, IT Clinica Pediatrica, Clinica

Neurochirurgia, Dipartimento di Scienze dell'Informa-
zione, Istituto di Clinica Neurologica, Istituto di Virologia

o Universita degli Studi di Milano-Bicocca

o Universita degli Studi di Bologna - Dipartimento di Botani-
ca, Dipartimento di Neurologia

e Universita degli Studi di Padova - Clinica Neurologica I/,
Centro Neuromuscolare, Dipartimento di Pediatria, Diparti-
mento di Psicologia Generale, Dipartimento di Psicologia
dello Sviluppo e della Socializzazione, Dipartimento di
Scienze Neurologiche e Psichiatriche, Dipartimento di
Farmacologia, Laboratorio di Psicofisiologica Clinica

o Universita di Parma - Dipartimento di Clinica Oculistica

e Universita degli Studi di Pavia - Dipartimento di Clinica
Oculistica, Istituto di Anatomia Patologica Umana ed
Ereditaria, Sezione di Biologia Generale e di Genetica
Medica

o Universita degli Studi “La Sapienza”, Roma
« Universita di Siena Istituto Scienze Neurologiche
o Universita di Sassari, Istituto di Audiofonologia

o Universita di Trieste - Facolta di Medicina e Facolta di Psico-
logia

o Universita di Udine - Facolta di Medicina e Facolta di Psico-
logia

o Universita degli Studi di Verona, Dipartimento di Patologia ,
Dipartimento di Scienze Neurologiche

o Universita Insubria di Varese

« U.0.Neuropatologia ASL 8 Veneto

« U.0.Radiologia ASL 7 e ASL 8 Veneto

« U.0. Medicina Nucleare ASL 7 e 8 Veneto

o U.0.Neuropsichiatria Infantile AUSLdi Rimini
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PARTECIPAZIONE A SOCIETA SCIENTIFICHE
NAZIONALI O INTERNAZIONALI

Numerosi ricercatori dell'Istituto partecipano alle attivita del-
le principali Societa Scientifiche Nazionali e Internazionali.
In particolaresi segnalano:

Societa Scientifiche Nazionali

AIAMC

AID

AIDAI

AINR

AIRIPA

AIMS

AISACE

AMCLI

ANMA

ANUPI

ARIR

Associazione Italiana di Analisi e Modificazione del
Comportamento e Terapia Comportamentale e
Cognitiva

Dr.ssa Susanna Galbiati

Dr.ssa Mariarosaria Liscio

Dr.ssa Susanna Villa

Associazione Italiana Dislessia

Drssa Maria Luisa Lorusso (Comitato Scientifico
Sede di Lecco)

Associazione Italiana Disturbi dell'Attenzione con
Iperattivita

Dr. Silvano Coser

Dr.ssa Maria Luisa Lorusso

Associazione Italiana di Neuroradiologia
Dr. Guido Cristofori

Associazione Italiana per1a Ricerca el 'Intervento in
Psicopatologia dell'Apprendimento

Drssa Carmen Cattaneo

DrssaMaria Luisa Lorusso

Drssa Cinzia Poli

Associazione Italiana di Medicina del Sonno
Dr. Claudio Zucca

Associazione Infermieri Specializzati in Area Critica
ed Emergenza

Dr. Gianni De Polo

Dr.ssa Anita Nogarol

Associazione Microbiologi Clinici Italiani
Dr.ssa Maria Elisabetta Raggi

Associazione Nazionale Medici d'Azienda e
Competenti
Dr. Francesco Viglienghi

Associazione Nazionale Unitaria Psicomotricisti
Dr. Vittorino Faggian
Associazione per la Riabilitazione dell'Tnsufficienza

Respiratoria
Drssa Raffaella Giurati

Associazione Italiana di Psicologia - Sezione di Psicologia

Clinica

Prof. Marco Battaglia

Associazione Italiana per lo Studio dei Disturbi di Personalita

BITS

Prof. Marco Battaglia

Societa Italiana di Bioinformatica
Ing. Uberto Pozzoli
Dr.ssa Manuela Sironi

Disability Italian Network

GISI

[FREP

IRPIR

LICE

SIA

SIAT

SIBIOC

SIE

SIFEL

SIGU

Andrea Martinuzzi (socio fondatore e segretario)

Gruppo Italiano Studio Ipovisione
Dr.ssa Claudia Cordaro

Istituto Formazione Ricerca Psicoterapia
Drssa Cinzia Poli

Istituto di Ricerca sui Processi Intrapsichici
Dr. Silvano Coser

Lega Italiana contro |'Epilessia
Dr. Renato Borgatti

Dr. Guido Cristofori

Dr. Gianni De Polo

Dr. Angelo Massagli
DrssaLucia Radice
DrssaNicoletta Zanotta

Dr. Claudio Zucca

Societa Italiana Audiologia
Dr. Daniele Brambilla

Societa Italiana di Analisi Transazionale
Dr. Silvano Coser

Dr.ssaMara Frare

Dr.ssa Silvia Marchi

Dr.ssa Cinzia Poli

Societa Italiana Biochimica Clinica e Biologia
Molecolare
Dr.ssaMaria Elisabetta Raggi

Societa Italiana di Endodonzia
Dr.ssa Antonietta Monco

Societa Italiana di Foniatria e Logopedia
DrssaValeria Amorelli

Societa Italiana di Genetica Umana
Drssa Maria Clara Bonaglia

Dr. Roberto Giorda

Dr.ssaManuela Sironi
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SIMFER Societa Italiana Medicina Fisica e Riabilitazione

SIMI

SIMLII

SIN

SINC

SINP

SINPIA

SI0

SIOP

Dr. Enrico Castelli

Dr. Francesco Cavallo
DrssaMonica Cazzagon
Dr. Paolo Fraschini

Drssa Elisabetta Gaiatto
Dr.ssa Cristina Magrini
Dr.:ssa Anita Nogarol
DrssaAlda Pellegri

Dr.ssa Antonella Rebesco
DrssaAnna Carla Turconi

Societa Italiana di Medicina Interna
Dr.ssa Antonietta Monco

Societa Italiana Medicina del Lavoro e Igiene
Industriale
Dr. Francesco Viglienghi

Societa Italiana di Neurologia (Segretario eletto
dalla Sezione Triveneto)
Dr. Andrea Martinuzzi

Societa Italiana Neurofisiologia Clinica
Dr. Paolo Proficue

Societa Italiana di Neuropsicologia
Dr.ssa Maria Amalia Battaglia

Prof. Franco Fabbro

Dr. Alec Vestri

Societa Italiana di Neuropsichiatria Infanzia e
Adolescenza

Dr. Renato Borgatti
Dr.ssa Ombretta Carnet
Dr. Gianni De Polo
Drssa Rita Galluzzi
Dr.Angelo Massagli
DrssaAlda Pellegri

Dr. Marco Pessina
Dr.ssa Geraldina Poggi
Dr.Antonio Salandi

Dr. Amerigo Zanella

Societa Italiana Otorinolaringoiatria
Dr.ssa Valeria Amorelli

Dr. Daniele Brambilla

Dr.ssaDaniela Soi

Societa Italiana di Oftalmologia Pediatrica
Drssa Claudia Cordaro

Dr. Pietro Mazzocchi

Prof. Francesco Polenghi

Dr. Roberto Salati

SIP

SIPO

Societa Italiana di Pediatria
Dr.ssa Maria Amalia Battaglia
Dr. Paolo Ducolin

Dr. Antonio Longo

Societa Italiana di Psico Oncologia
Dr.ssa Geraldina Poggi

Societa Italiana di Miologia

Dr. Andrea Martinuzzi (socio fondatore)

Societa Italiana di Psichiatria Biologica

SISC

SITTC

Prof. Marco Battaglia (Membro del Consiglio
Direttivo)

Societa Italiana perlo Studio delle Cefalee
Dr.Antonio Trabacca

Societa Italiana Terapia Comportamentale Cogni-
tiva
Dr. Alec Vestri

Societa Triveneta Neuroradiologia aff. SIN

Dr. Sergio Imelio

Societa Scientifica e Tecnologica Friulana

SOI

SOL

Prof. Franco Fabbro

Societa Oftalmologica Italiana, ente morale
Dr. Paolo Cecchini

Dr.ssa Claudia Cordaro

Dr. Pietro Mazzocchi

Dr.ssa Paola Michieletto

Prof. Francesco Polenghi

Dr. Roberto Salati

Societa Oftalmologica Lombarda
Dr. Pietro Mazzocchi

Prof. Francesco Polenghi

Dr. Roberto Salati

SOMIPAR Societa Medica Italiana di Paraplegia

SOT

Dr.ssa Antonella Rebesco

Societa Oftalmologica Triveneta
Drssa Claudia Cordaro
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Societa Scientifiche Internazionali

AAN  American Academy of Neurology
Dr. Andrea Martinuzzi (Corresponding Fellow)

American Academy for Cerebral Palsy and Developmental
Medicine

Dr. Luigi Piccinini
American Association for the Advancement of Science

Prof. Marco Battaglia
Dr. Andrea Martinuzzi

American Neurological Association
Dr. Andrea Martinuzzi

ASLHA  American Speech Language Hearing Association
Prof. Franco Fabbro

BGA Behavior Genetics Association
Prof. Marco Battaglia
Dr.ssa Cecilia Marino

EBIS  EuropeanBrain Injury Society
Dr. Enrico Castelli

EMBS-IEEE - Engineering in Medicine and Biology Society of
the IEEE
Ing. Gianluigi Reni

ENS  EuropeanNeurological Society
Dr. Enrico Castelli

ESHG  European Society of Human Genetics
Dr.ssa Maria ClaraBonaglia

IEEE  The Institute of Electrical and Electronics Engineers
Ing. Gianluigi Reni

INS International Neuropsychological Society
DrssaMaria Luisa Lorusso

International Association of Physicians in Audiology
Dr. Daniele Brambilla

International Myochemistry Society
Dr. Andrea Martinuzzi

International Society for the Study of Personality Disorders
Prof. Marco Battaglia

FATA  European Association Analisi Transazionale
Dr.ssa Mara Frare
Drssa Silvia Marchi
Drssa Cinzia Poli

International Association of Logopaedic and Phoniatrics
Dr. Franco Fabbro

WMS  World Muscle Society
Dr. Andrea Martinuzzi
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SVILUPPO & FORMAZIONE

SETTORE
SVILUPPOE
FORMAZIONE

Attivita di comunicazione, forma-
zione e sviluppo

Attraverso appositi settori operativi,
|'Istituto cura e valorizza attivita che so-
no complementari a quelle cliniche e di
ricerca dell TRCCS “Eugenio Medea”, an-
che allo scopo di diffondere con la mag-
giore ampiezza possibile la conoscenza
dei risultati raggiunti.

Ci si riferisce in particolare all'attivita
editoriale e di informazione scientifica,
all'attivita formativa, all'attivita di docu-
mentazione e di ricerca bibliografica e
ad altri servizi di supporto.

Per ciascuno di questi ambiti si danno di
seguito alcune informazioni su quanto
realizzato nel 2003/2004.

1) ATTIVITA EDITORIALE

Attivo da sempre nel campo della pub-
blicistica specializzata, 1'Istituto ha co-
stituito nel 2000 un settore “dedicato”
per la propria attivita editoriale. Il setto-
re, di cui e Responsabile 1a Dr.ssa Milena
Cannao, e stato organizzato fin dall'ini-
zio secondo criteri molto moderni, con
uno specifico mandato relativo all'at-
tuazione di una comunicazione inte-
grata rivolta soprattutto agli interlocu-
tori esterni, individuando questi ultimi
sia nei referenti istituzionali (Ministeri
ed altri Enti pubblici), sia nella comuni-
ta scientifica (Universita ed Enti di ricer-
ca),sianel grande pubblico.

I progetto editoriale si ispira alla logica
di conferire 1a massima visibilita alle
competenze presenti nell'Istituto, che
non si limitano al campo della riabilita-
zione infantile ma coprono anche molte
aree della medicina specialistica, della
prevenzione, della psicologia, dell'edu-
cazione, della didattica, delle tecnologie
applicate alla sanita.

Il programma editoriale € stato quindi
calibrato sull'obiettivo di raggiungere
un target molto ampio e molto eteroge-
neo; cio ha richiesto la segmentazione
della produzione editoriale in rapporto a
differenti profili di domanda.

Sono state pertanto attivate le seguenti li-
nee editoriali, ciascuna delle quali com-
prende pubblicazioni singole e collane:

Linea Medea Scientifica

Destinatari:

comunita scientifica nazionale e inter-
nazionale, comunita medica nazionale,
referenti ministeriali.

Contenuti.

risultati dell'attivita dei settori di ricerca
dell'Istituto, materiale scientifico prove-
niente dalle collaborazioni strutturate
con Universita e altri Centri di ricerca,
monografie relative alle tematiche di
pertinenza dell'Tstituto.

Capofila di questa linea editoriale & la ri-
vista SAGGI-Child Development & Disa-
bilities, fondata nel 1975 e attualmente
pubblicata con periodicita trimestrale.

Sono stati finora pubblicati i seguenti nu-
meri:

e 1. 1/2000 - Language disorders in chil-
dren

«1n.2/2000 - Computer e sviluppo cogni-
tivo nei bambini disabili

en. 3/2000 - Behavioral problems in
child psychopathology

e 1.4/2000 - Guida alla gestione del trau-
matizzato cranico in eta evolutiva

e 1. 1/2001 - Food: neuropathology and
psychopathology

e 1. 2/2001 - Protocolli di valutazione e
trattamento nella spasticita infantile

en. 3/2001 - Oculomotor disorders in
children

1.4/2001 - Modelli dell'errore umano

e n.1/2002 - Il bambino con malattia ra-
ra: dalla diagnosi alla riabilitazione

e 1. 2/2002 - Bioetica, diritti umani e di-
sabilita

e 1. 3/2002 - Continuita e discontinuita
tra Disturbi Mentali del bambino e
dell'adulto - Parte I
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1. 4/2002 - Continuita e discontinuita
tra Disturbi Mentali del bambino e
dell'adulto - Parte IT

e n. 1/2003 - Sordita: aspetti riabilitativi,
educativie linguistici

e 1. 2/2003 - Traumatic brain injury in
children and adolescents. Evaluation
and treatment - Part I

e 1. 3/2003 - Traumatic brain injury in
children and adolescents. Evaluation
and treatment - Part I

en. 4/2003 - Disabilita e integrazione
nel pensiero di Giorgio Moretti

en. 1/2004 - Tecnologie per 1'autono-
miadivitadel disabile

e 11.2/2004 - Toward rehabilitation in pe-
diatric neuro-oncology - Part

e 11.3/2004 - Toward rehabilitation in pe-
diatric neuro-oncology - Part I

o 11.4/2004 - Le relazioni familiari tra ri-
cercaeintervento - Parte I

Altrepubblicazioni:

eTraumi cranici in etd evolutiva
Peculiarita cliniche e riabilitative

e Lo sviluppo emotivo-comportamenta-
le del bambino in eta prescolare: i ri-
sultati di unaricerca

e Annuario scientifico 1998-2000
o Annuario scientifico 2001-2002

Linea Medea Strumenti

Destinatart.
terapisti, insegnanti, laureati non medici

Conlenuti.

esperienze cliniche condotte presso
I'Istituto tradotte in protocolli di presa in
carico e metodologie d'intervento; ini-
ziative di formazione e aggiornamento
realizzate dall'Tstituto in campo riabili-
tativo, pedagogico, psicologico, didatti-
co, assistenziale.

Sono stati finora pubblicati i seguenti vo-
lumi:

o Vademecum di oftalmologia pediatrica

o Test dello Sviluppo Morfosintattico
(TSM)

o Traumi cranici nel bambino - Aspetti
psicosociali

« Obiettivo autonomia - Processi e per-
corsi nella formazione al lavoro del di-
sabile psichico

oChild Behavior Checklist/4-18
(CBCL/4-18)

o Progetto Empower (versione italiana e
inglese)

« Conoscere la psicologia

o Appunti di strabologia

e Programma MOVE Destinato ai bam-
bini e agli adulti gravemente disabili

o Una proposta di lavoro per la comuni-
cazione alternativa

Linea Medea Informa

Destinatar.
grande pubblico

Contenuti.

tematiche di pertinenza dell 'Tstituto sia
nel campo degli interventi terapeutici
siain quello della tutela della salute fisi-
ca e psichica del bambino, trattate in
chiave divulgativa.

Sono stati finora pubblicati i seguenti vo-
lumi:

e Ilbambino e le emozioni

e Ilbambinoe il computer

e Ilbambinoeil linguaggio

Appartiene inoltre a questa linea il pe-
riodico “In Salute”, che propone un'in-
formazione ad ampio raggio su attivita
ed esperienze nazionali ed internazio-
nali nel campo delle problematiche in-
fantili, con particolare riguardo alla ria-
bilitazione. Del periodico sono stati fino-
ra pubblicati 10 numeri, il cui contenu-
toedisponibile sul sito www.emedea.it.

2) BIBLIOTECA

Perinformazioni dettagliatesi rimanda
alla presentazione a pag. 19.

3) ATITIVITA DI INFORMAZIONE
SCIENTIFICA

E l'attivita che si traduce normalmente
in convegni, corsi o seminari e che con-
divide con I'attivita editoriale lo scopo di
divulgare le conoscenze acquisite attra-
verso la ricerca e 1a sperimentazione in
ambito clinico, raggiungendosia il mon-
do scientifico che opera nelle stesse aree
o in settori affini, sia il mondo pili vasto
delle persone che possono essere interes-
sate a conoscere |'evoluzione delle possi-
bilita di cura e di riabilitazione delle va-
rie patologie: gli stessi soggetti affetti da
patologie, i loro familiari, gli operatori,
etc.

Congressi, convegni, conferenze e
seminari

Anno 2003

oIV Convegno Nazionale AIDAI “II
Disturbo da Deficit di Attenzione /Ipe-
rattivita: 1a complessita della valuta-
zione diagnostica” In collaborazione
con AIDAI Ostuni (Br) accreditato
dalla Commissione Ministeriale
ECM

e Meeting Internazionale “Toward
Rehabilitation in Pediatric Neuroon-
cology: Methodology and Perspectives”
In collaborazione con I'Istituto Nazio-
nale per lo Studio e la Cura dei Tumori
di Milano - Bosisio Parini (Lc) accre-
ditato dalla Commissione Mini-
steriale ECM

« Simposio Internazionale “Neurogenic
Language Disorders in Children”
Cividale del Friuli (Ud) accreditato
dalla Commissione Ministeriale
ECM

e Riunione Primaverile SIN Triveneta
“La Neurologia nell'era della post-
genomica. Attualita in tema di malfor-
mazioni cerebrali” - Conegliano (Tv)
accreditato dalla Commissione
Ministeriale ECM

e Corso di aggiornamento - X Incontro
di Strabologia “Ambliopia: recenti ac-
quisizioni” - Bosisio Parini (Lc) ac-
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creditato dalla Commissione
Ministeriale ECM

« Corso di aggiornamento “Attualita in
tema di neuroriabilitazione dell'adul-
to e del bambino” Pasian di Prato (Ud)
accreditato dalla Commissione
Ministeriale ECM

e Corso di aggiornamento “Le psicosti-
molazioni cognitive nel paziente in co-
ma e in fase di risveglio” - Bosisio
Parini (Lc) accreditato dalla Com-
missione Ministeriale ECM

Anno 2004

« Corso di aggiornamento - XI Incontro
di Strabologia “Cerebral Visual Im-
pairment: valutazione interdisciplina-
re” - Bosisio Parini (Lc) accreditato
dalla Commissione Ministeriale
ECM

« Convegno “ADHD: il punto della situa-
zione” In collaborazione con Uni-
versita degli Studi di Udine Tn collabo-
razione con Universita degli Studi -
Fac. di Scienze della Formazione -
Udine

« Convegno “Odontoiatria e disabilita in
eta evolutiva” - Ostuni (Br) accredi-
tato dalla Commissione Mini-
steriale ECM

« Convegno “Ricerca biomedica e inno-
vazione tecnologica in riabilitazione:
sinergie e prospettive - Il Progetto
HINT@Lecco” - Bosisio Parini (Lc)

« Simposio “Aspetti bioetici nella neuro-
riabilitazione” - S. Vito (Pn) accredi-
tato dalla Commissione Mini-
steriale ECM

« Convegno “Lesioni cerebrali acquisite
nel bambino e nell'adolescente: un ri-
torno al futuro” Bosisio Parini (Lc)

« Convegno “Il bambino autistico tra ri-
cerca clinica e riabilitazione” - Ostuni
(Br) accreditato dalla Commis-
sione Ministeriale ECM

« Convegno “La neuroriabilitazione del-
I'eta evolutiva tra passato e futuro”
Bosisio Parini (Lc)

4) ATTIVITA FORMATIVA

La formazione all'interno de “La Nostra
Famiglia” ha sempre avuto uno spazio
significativo.

Le iniziative realizzate hanno trovato for-

main:

a. Corsi di Laurea, di specializzazione o
master per la preparazione di figure
professionali operanti nel campo del-
la riabilitazione, dell'assistenza, del-
I'educazione e dell'insegnamento a
soggetti disabili, o comunque a perso-
neindifficolta

b. Iniziative piti occasionali, quali semi-
nari, giornate di studio e convegni de-
terminati dalla necessita di approfon-
dire metodi e tecniche di intervento in-
novativi o di divulgare esperienze che
avevano dimostrato una efficacia tale
da meritare di essere conosciute al-
I'esterno dell'Associazione.

Nel realizzare le varie iniziative formati-
ve 1'Associazione ha ritenuto di perse-
guire le finalita proprie dell'Ente e che
ne hanno motivato la nascita: “La
Nostra Famiglia” & nata infatti per essere
all'interno della comunita sociale segno
dell'attenzione, del rispetto, della solida-
rieta umana e cristiana verso qualun-
que persona, ma specialmente verso co-
loro che per motivi diversi sono ai mar-
gini della societa e corrono il rischio di
vedersi negati i diritti fondamentali del-
1'uvomo, non tanto nelle affermazioni di
principio, quanto nella concretezza del-
lavita. L'aiuto agli altri per essere effica-
ce deve essere offerto da persone motiva-
te e preparate, quindi la formazione & un
percorso irrinunciabile per garantire la
qualita dell 'intervento.

Accreditamenti:

« Regione Lombardia per FORMAZIONE
PROFESSIONALE (Settori con
Certificazione di Qualita DNV UNI EN
1509001:2000)

- Orientamento

- Obbligo Formativo

- Formazione Superiore
- Formazione Continua

o Ministero della Salute
- Provider per Educazione Continua in
Medicina (E.C.M.)

o Ministero Istruzione Universitd e
Ricerca
- Formazione continua e aggiorna-
mento degli Insegnanti e del perso-
nale dellaScuola

a.Corsidilaurea

Si tratta di un campo di intervento nel
quale 1'Associazione “La Nostra Fami-
glia” vanta una lunga tradizione e che
negli ultimi anni ha dovuto tenereil pas-
so con le trasformazioni molto consi-
stenti dell'intero sistema universitario,
stipulando apposite convenzioni con le
Universita.

CORSIDI LAUREA ATTUALMENTE PRESENTT:

Corso di Laurea per Fisioterapisti
nelle sedi di:
Bosisio Parini, in convenzione con la
Facolta di Medicina dell'Universita de-
gli Studi dell'Insubria (Como e
Varese) - Preside Prof. Giorgio Pilato,
responsabile di Sede Dr. Enrico Castelli
Conegliano, in convenzione con la
Facolta di Medicina dell'Universita di
Padova - Preside Prof. Marco Ortolani,
responsabile di Sede T.d.R. Gina Zucca
Il corso ha I'obiettivo di formare la figu-
ra del fisioterapista. Il fisioterapista e
I'operatore sanitario, in possesso del di-
ploma universitario abilitante, che svol-
ge in via autonoma o in collaborazione
con altre figure sanitarie gli interventi di
prevenzione, cura e riabilitazione delle
aree della motricita, delle funzioni corti-
cali superiori e di quelle viscerali conse-
guenti a eventi patologici di varia ezio-
logia (acquisita o congenita).
In riferimento alla diagnosi e alle pre-
scrizioni del medico, il fisioterapista:
e elabora la definizione del programma
diriabilitazione
e pratica autonomamente attivita tera-
peutica per la rieducazione funzionale
« propone |'adozione di protesi e ausili.
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Iscritti anno formativo 2002/03

1°annon.20
2°annon.20
3°annon.25

Bosisio Parini:

1°annon.30
2°annon.30
3°annon.31

Conegliano:

Iscritti anno formativo 2003/04

Bosisio Parini: 1°annon.21
2°annon. 14
3°annon.20

Conegliano: 1°annon.31
2°annon.29
3°annon.30

Diplomati anno 2002

Bosisio Parini n.19

Conegliano n.41

Diplomati anno 2003

Bosisio Parini n.21

Conegliano n.31

Diplomati anno 2004

Bosisio Parini n.22

Conegliano n.30

Sedi di Tirocinio utilizzate nell'anno

2002/03:
BosisioParini  n.47
Conegliano n.90

Sedi di Tirocinio utilizzate nell'anno
2003/04:

Bosisio Parini
Conegliano

n.49
n.90

Corso di Laurea in Scienze del
Servizio Sociale (precedentemente de-
nominato, nell'anno 2002/03, Corso di
Laurea in Servizio Sociale) nella Sede di
Bosisio Parini in convenzione con
|'Universita Cattolica del Sacro
Cuore di Milano - Facolta di Socio-
logia - Preside Prof. Colasanto,
Coordinatrice Generale Prof.ssa Bianca
Barbero Avanzini, Coordinatrice Tecnica
del Polo esterno di Bosisio Parini
Prof.ssa Genevieve Ninnin Dell'Acqua.

Il Corso haloscopo di:

o fornire agli studenti conoscenza delle
discpline sociologiche, psicologiche e
giuridiche e sicura padronanza del
principi, metodi e tecniche propri del
Servizio Sociale;

« fornire competenze pratiche ed opera-
tivde volte a prevenire, rilevare e risol-
vere situazioni di disagio di singoli,
gruppi o comunita nell'ambito del si-
stema organizzato delle risorse sociali;
a promuovere e coordinare nuove ri-
sorse, anche di volontariato; a svolgere
compiti di gestione, organizzazione,
programmazione e direzione dei Ser-
vizi Sociali e a contribuire ad una dif-
fusione delle strategie di informazione
sociale sui servizi sociali e sui diritti de-
gliutenti.

[scritti anno formativo 2002/03
1°annon. 22
2°annon. 25
3°annon.20

Iscritti anno formativo 2003/04
1°annon.19
2°annon.22
3°annon.24

Diplomati anno 2002 n.13

con Universita Cattolica

Diplomati anno 2003 n.17
con Universita Cattolica
Diplomati anno 2004 n.22

con Universita Cattolica

Sedi di Tirocinio utilizzate nell'anno
2002/03:
n.34

Sedi di Tirocinio utilizzate nell'anno
2003/04:

n.35

Corso di Laurea per Educatori
Professionali

Riguarda una figura che solo dal 1998 &
stata inserita con decreto del Ministero
della Sanita tra le figure sanitarie, con
formazione di laurea triennale di com-
petenza delle Facolta di Medicina.
Precedentemente la formazione era rea-
lizzata con Corsi Regionali.

In convenzione con |'Universita del-
I'Insubria, Preside Prof. Simone Ven-
der. Responsabile di Sede dr. Mario
Cocchi.

Il corso ha lo scopo di formare un opera-
tore che svolga la propria attivita me-
diante la formulazione e la realizzazio-
ne di progetti educativi, volti a promuo-
vere lo sviluppo equilibrato della perso-
nalita, il recupero e il reinserimento so-
ciale di soggetti portatori di menomazio-
ni psico-fisiche e di persone a rischio e in
situazione di emarginazione sociale.

Per il perseguimento di tali obiettivi,
nell'ambito del sistema delle risorse so-
ciali e sanitarie, egli svolge interventi ri-
guardanti i rapporti interpersonali, la fa-
miglia, i gruppi e le istituzioni, le strut-
ture, i servizi sociali, sanitari ed educati-
vi, in contesto ambientale. Gli strumenti
di cui si avvale sono relativi a metodolo-
gia di operativita psicopedagogica e di
riabilitazione psicosociale. Conduce atti-
vita di studio, ricerca e documentazione
indirizzate a intervento educativo.

I corsi in fase di realizzazione prevedono
anche itinerari formativi specifici per il
conseguimento del titolo da parte di ope-
ratori in servizio.

Iscritti anno formativo 2002/03
1°annon.32
2°annon.35

3°annon.78
(Scuola per Operatori Sociali)

Iscritti anno formativo 2003/04
1°annon. 26
2°annon.32
3°annon.35
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Diplomati anno 2002 n.49
Diplomati anno 2003 n. 166
Diplomati anno 2004 n.3

Sedi di Tirocinio utilizzate nell'anno
2002/03:
n.58

Sedi di Tirocinio utilizzate nell'anno
2003/04:
n.59

b. Altri Corsi di Formazione
Professionale per Operatori
dei Servizi alla Persona

Corso per Operatore Socio Sani-
tario

La figura e il profilo professionale del-
1'Operatore Socio Sanitario trova le pre-
messe normative nel D. Lgs. 229/99, nel
D. Lgs. 502/92 e nella L. 8/11/00 n. 328,
nonché nell'accordo Nazionale della
conferenza Stato/Regionin. 9 del 19 apri-
le '01, nonché in provvedimenti della
Regione Lombardia.

L'Operatore Socio Sanitario svolge atti-
vita indirizzata a soddisfare i bisogni pri-
mari della persona e a favorire il suo be-
nessere e la sua autonomia sia nel con-
testo di servizi sociali che sanitari (ospe-
dali, strutture residenziali o semiresi-
denziali), sia a domicilio dell'utente.
Nell'assolvimento delle sue mansioni
agisce come figura di supporto in base al-
le proprie competenze e in applicazione
dei piani di lavoro e di protocolli operati-
vi predisposti dal personale sanitario e so-
ciale preposto; per alcune funzioni ope-
ra in autonomia, per altre coopera con
altri professionisti, per altre ancora col-
labora eseguendo quanto programmato
da altre figure responsabili. Le sue attivi-
ta sono riconducibili alle seguenti tipo-
logie: assistenza diretta alla persona e
aiuto domestico alberghiero; intervento
igienico sanitario e di carattere sociale;
attivita di supporto e integrazione al per-

sonale sanitario nel contesto organizza-
tivo dei Servizi. A tale scopo deve posse-
dere competenze tecniche e relazionali.
Alla formazione, che prevede corsi della
durata di almeno 1000 ore e che & costi-
tuitada teoria, esercitazioni, stagese tiro-
cinio pratico, sono ammesse persone
che hanno assolto 1'obbligo scolastico e
che hanno compiuto almeno 17 anni al-
ladatadiiscrizione.

Sede del Corso: IRCCS “E. Medea” - Bosi-
sio Parini

Direttore del Corso: dr. Mario Cocchi

Iscritti anno formativo 2002/03
n.27

[scritti anno formativo 2003/04
n.30

Sedi di Tirocinio utilizzate nell'anno
2002/03:
n.13

Sedi di Tirocinio utilizzate nell'anno
2003/04:
n.22

c.Formazione Superiore

Corso IFTS per Esperti in promo-
zione e gestione di percorsi di cura
domiciliare e residenziale anno
2002/03

11 “Promoter Socio-Sanitario” & un ope-
ratore che offre un servizio avanzato nel
campo della cura domiciliare e residen-
ziale attraverso la qualificazione delle
funzioni di caregiver.

11 Corso per “Esperti in promozione e ge-
stione di percorsi di cura domiciliare e re-
sidenziale” favorisce ['acquisizione di
competenze di case managemente di go-
verno delle risorse socio-sanitarie, con lo
sviluppo di capacita organizzative e di
coordinamento degli interventi.

Organizzato in associazione tempora-
nea di scopo tra I'Associazione “La
Nostra Famiglia”, I'Universita Cattolica
del Sacro Cuore, 1'Istituto “Bertacchi” di
Lecco, I'ASL di Lecco e la CISL di Lecco,
per 20 iscritti, ha avuto la durata di 1200
ore, suddivise in due semestri, con circa
640 ore di formazione teorico pratica,
360 ore di tirocinio e 240 ore per eserci-
tazioni individuali.

Direttore del Corso: dr. Mario Cocchi.
Sedidi Tirocinio utilizzate n.12
Corso IFTS per Tecnico superiore

di informatica medica anno
2003/04

Il tecnico superiore di informatica medi-
ca grazie alle competenze acquisite in
ambito informatico, economico e delle
tecnologie telecomunicative, unite ad
una particolare sensibilita per 1'am-
biente sanitario, trova collocazione al-
I'interno di strutture operanti in ambito
sanitario, ospedali, cliniche e aziende sa-
nitarie locali assumendo ruolo di colla-
boratore in attivita quali l'installazio-
ne, la manutenzione e 1'adattamento
del sistema informatico.

[ destinatari sono stati 20 allievi di eta
compresa tra i 18 e i 25 anni; requisito
d'accesso era il diploma di Scuola Media
Superiore.

Realizzato mediante il concorso di piti
Enti (Politecnico di Milano - Polo di
Lecco, Azienda Ospedaliera di Lecco,
Azienda Ospedaliera della Valtellina e
della Valchiavenna, Ce.Ri.S.Ma.S del-
|'Universita Cattolica del Sacro Cuore di
Milano, Istituto “Maria Ausiliatrice” di
Lecco, Associazione “La Nostra Fami-
glia” di Bosisio Parini), il Corso € stato
articolato in 1200 ore, di cui 360 teori-
che, altrettante di tirocinio presso strut-
ture sanitarie e le rimanenti 480 di eser-
citazioni pratiche.

Direttore del Corso: dr. Mario Cocchi.

n.6

Sedi di Tirocinio utilizzate
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d.Formazione Continua

Le iniziative sono di volta in volta indi-
rizzate, congiuntamente o specifica-
mente, ad operatori de “La Nostra
Famiglia” e ad operatori di altri Enti, ge-
neralmente impegnati in Servizi
Sanitari, Sociali, Educativi con obiettivi
generali mirati a:

o promuovere la crescita delle conoscen-
ze e migliorare le competenze profes-
sionali delle risorse umane del-
I'organizzazione, mantenendole ag-
giornate rispetto alle pili recenti acqui-
sizioni nel campo degli interventi di cu-
ra, riabilitazione, educazione, inter-
ventosociale, gestione dei Servizi

e sostenere un atteggiamento costante di
attenzione e curiosita, fondamentali
per una formazione permanente, coe-
renti con i valori a cui 1'Associazione
“La Nostra Famiglia” e I'IRCCS “Eu-
genio Medea” si ispirano

e comunicare, trasferire e diffondere i ri-
sultati della ricerca e le competenze
maturate in esperienze reali e profes-
sionalmente affidabili

Nel 2003 sono state realizzate le seguenti
iniziative:

corsi per operatori delle sedi de “La
Nostra Famiglia”

e Corso di aggiornamento per Logope-
dista, Educatore Professionale, Tera-
pista della neuro e psicomotricita del-
I'eta evolutiva e Terapista occupazio-
nale su: “Utilizzo del sistema PCS (Pic-
ture Communication Symbols) nel-
1'ambito dei disturbi della comunica-
zione verbale” - 2003 - Bosisio Parini
(Lc) accreditato dalla Commis-
sione Ministeriale ECM Ore di for-
mazione: n° 2 edizioni di 8h.

e Corso di aggiornamento per Medico,
Fisioterapista e Terapista occupazio-
nale su: “La postura seduta nelle
Paralisi Cerebrali Infantili (PC.I)”

2003 Bosisio Parini (Lc) accreditato
dalla Commissione Ministeriale
ECM. Ore di formazione: n° 2 edizioni
di8h.

e Corso di formazione per Medico Neu-
ropsichiatra Infantile, Neurologo,
Psichiatra su: “La disabilita secondo
I'ONU e I'OMS e la classificazione ICF”
2003 - Bosisio Parini (Lc) accredita-
to dalla Commissione Ministe-
riale ECM . Ore di formazione: 14h.

e Corso per Medico, Psicologo, Logope-
dista su: “Nuovi strumenti standardiz-
zati per la valutazione della disprassia
verbale dei deficit fonologici” - 2003
Pasian di Prato (Ud) accreditato dal-
la Commissione Ministeriale ECM.
Orediformazione: 7h.

« Corso di aggiornamento per Psicologo,
Fisioterapista, Logopedista, Infer-
miere, Infermiere Pediatrico, Tecnico
di neurofisiopatologia, Terapista della
neuro e psicomotricita dell 'eta evoluti-
va e Terapista occupazionale su: “La
riabilitazione in eta evolutiva UPDATE”
-2003 - Ostuni (Br) accreditato dalla
Commissione Ministeriale ECM.
Oredi formazione: 33h.

e Corso per Fisioterapista, Logopedista,
Educatore Professionale, Insegnante,
Terapista della neuro e psicomotricita
dell'eta evolutiva, Psicologo, Pedago-
gita/Laurea Scienze Educazione,
Assistente Sociale su: “Knowledge-
based quality program; formare i for-
matori per incrementare il patrimonio
delle conoscenze aziendali” finanziato
dal Fondo Sociale Europeo-Regione
Lombardia - 2003 - Bosisio Parini (Lc).
Ore di formazione: 36h.

« Corso di aggiornamento per Educatore
Professionale, Fisioterapista, Logope-
dista, Terapista della neuro e psicomo-
tricita dell'eta evolutiva su: “I principi
del Metodo Feuerstein” - 2003 - Bosisio
Parini (Lc) accreditato dalla Com-
missione Ministeriale ECM. Ore di
formazione: 16h.

« Corso di aggiornamento per Infermie-
re su: “Le tecniche BLS/D (Basic Life
Support/Defibrillation)” - 2003 Bosi-
sio Parini (Lc) accreditato dalla
Commissione Ministeriale ECM.
Ore diformazione: n° 2 edizionidi 9 h.

« Corso di aggiornamento per Fisiotera-
pista, Logopedista, Medico, Psicologo,
Terapista della neuro e psicomotricita
dell'eta evolutiva e Terapista occupa-
zionale su: “Dalle prestazioni ai per-
corsi di cura” - 2003 - Bosisio Parini
(Lc) accreditato dalla Commis-
sione Ministeriale ECM.

Ore di formazione: n° 2 edizioni di 8h.

« Corso di formazione per obiettori di co-
scienza su: “Essere obiettore a «La
Nostra Famiglia»” - 2003 - Bosisio
Parini (Lc).

Orediformazione: 19h.

Corsiper utenti esterni e su incarico di
altri Enti

I pacchetti formativi realizzati per utenti
esterni sono stati normalmente promos-
si su richiesta di Enti pubblici e privati
operanti nell'ambito sociale educativo e
sanitario, quali Amministrazioni Pro-
vinciali, Ospedali e Centri di Riabilita-
zione, Direzioni Scolastiche, Associa-
zioni e Fondazioni Onlus. Solo in alcuni
casi il progetto del Corso € stato il risulta-
todiuna proposta autonoma del Settore,
corrispondente, oltre che a bisogni ed in-
teressi rilevati, a competenze specifiche
di operatori dell'Associazione “L.a Nostra
Famiglia” disponibili ad attivita di do-
cenza.

Tra quelli realizzatisi segnalano:

o Corso per Insegnante di Scuola Mater-
na, Elementare e Media su: “Conoscere
per integrare” commissionato dal Col-
legio “S. Antonio” di Busnago (Mi), ot-
tobre 2002-febbraio 2003 - Busnago
(Mi). Orediformazione: 25h
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e Incontri formativi per Insegnante di
Scuola Media e Superiore su: “La rela-
zione scuola-famiglia: dinamiche di
ascolto e confronto” commissionato
dall'Ufficio Scolastico di Lecco - Centro
Servizi Territoriali - 2003 - Lecco (Lc).
Orediformazione: 6h.

o Corso M.O.VE. (Mobility Opportunities
Via Education) per Tecnico ortopedico
2003 S. Vito al Tagliamento (Pn) ac-
creditato dalla Commissione Mi-
nisteriale ECM.

Orediformazione: 8h.

o Seminario commissionato da ASL 9 di
Ivrea per Medico, Psicologo, Logope-
dista e Fisioterapista su: “Utilizzo di au-
sili informatici ed elettronici per 1'in-
tervento di abilitazione e riabilitazione
cognitiva nell'esperienza del Centro
Ausili-IRCCS «E. Medea»” - 2003 -
Ivrea (To). Ore di formazione; 7h.

e Incontro per Neuropsichiatra Infan-
tile, Psicologo, Pedagogista, Direzioni
Operative, Assistente Sociale su: “Rela-
zioni familiari tra ricerca e intervento
Laricercascientificae il quotidiano del-
la professionalita” - 2003 - Bosisio
Parini (Lc). Ore di formazione: 4h

eIncontri Formativi per Genitori ed
Assistenti Sociali su: Progetto AMBA-
RABACICCICOCCO - commissionato
dal Comune di Cantt (Co) - 2003. Ore
diformazione: 10h.

e Corso di formazione per Educatore
Professionale, Fisioterapista e Terapi-
sta della neuro e psicomotricita del-
I'eta evolutiva su: “Diagnosi, prognosi
ed intervento in ambito psicomotorio”
- 2003 - Lecco accreditato dalla
Commissione Ministeriale ECM.
Ore di formazione: 30h.

« Corso per Medico, Fisioterapista e Tera-
pista occupazionale su: “L'utilizzo dei
tutori “Lycra” (Dynamic Lycra
Garments) nel trattamento di patolo-
gie neurologiche” - 2003 - S. Vito al
Tagliamento (Pn) accreditato dalla
Commissione Ministeriale ECM.
Ore diformazione: 16h

« Giornata di aggiornamento per Logo-
pedista, Terapista della neuro e psico-
motricita dell'eta evolutiva e Psicologo
su: “Tl Metodo Bakker” - 2003 - Bosisio
Parini (Lc).

Orediformazione: 7h.

e Incontri formativi per Insegnanti di
Scuola Materna ed Elementare su:
“L'autismo infantile” e “Educazione
strutturata” commissionati dalla Bi-
blioteca Comunale di Merone - 2003
Merone (Co). Ore di formazione: 4h.

e Corso di aggiornamento/formazione
su: “Conoscere per promuovere” com-
missionato dall'Associazione “Piccola
Opera Papa Giovanni” - 2003 - Reggio
Calabria. Ore di formazione: 24h.

e Corso di formazione per Educatore
Professionale, Fisioterapista e Terapi-
sta della neuro e psicomotricita del-
I'eta evolutiva su: “Diagnosi, prognosi
ed intervento in ambito psicomotorio”
-2003 - Conegliano (Tv) accreditato
dalla Commissione Ministeriale
ECM. Ore di formazione: 32.

e Corso MOVE per Basic Provider com-
missionato dalla ASL di Monfalcone
(Go) -2003 - Monfalcone (Go).

Ore diformazione: 14h.

e Corso per Medico, Psicologo, Fisiote-
rapista ed Educatore Professionale su:
“Basic Provider del Programma
M.O.VE. (Mobility Opportunities Via
Education)” - 2003 - S. Vito al Taglia-
mento (Pn) in fase di accredita-
mento dalla Commissione Mini-
steriale ECM. Ore di formazione: 14h.

« Corso di aggiornamento per Educatore
Professionale su: “La persona con gra-
ve Ritardo Mentale - approfondimen-
to” commissionato da ANFASS di
Macerata 2003 - Macerata accreditato
dalla Commissione Ministeriale ECM
(Educazione Continua in Medicina) a
curadell'Ente Committente. Ore di for-
mazione: 12h.

e Corso per Insegnante di Scuola Ma-
terna ed Elementare su: “L'aggressi-
vita del bambino a scuola” commis-
sionato dall'Tstituto Comprensivo di
Ponte Lambro (Co) - 2003 - Ponte
Lambro (Co). Ore di formazione: 8h.

Nel 2004 sono state realizzate le seguenti
iniziative:

Corsi per operatori delle sedi de “La
Nostra Famiglia”

« Corso di aggiornamento per Psicologo
ed Educatore Professionale su: “La va-
lutazione del comportamento adatti-
v0” - 2004 - Bosisio Parini (Lc) accre-
ditato dalla Commissione Mini-
steriale ECM. Ore di formazione: n°
2edizionidi 12h.

e Corso di aggiornamento per Medico,
Psicologo, Fisioterapista, Infermiere,
Logopedista, Terapista della neuro e psi-
comotricita dell'eta evolutiva, Terapi-
sta occupazionale su: “Il migliora-
mento della qualita del servizio attra-
verso il sistema di gestione per la quali-
ta e le verifiche ispettive” - 2004 - Cava
de' Tirreni (Sa) accreditato dalla
Commissione Ministeriale ECM.
Ore di formazione: 24h.

e Corso di aggiornamento per Medico,
Fisioterapista, Terapista della neuro e
psicomotricita dell'eta evolutiva e Te-
rapista occupazionale su: “Il tratta-
mento riabilitativo integrato nelle PCI
(Paralisi Cerebrali Infantili)” - 2004
Bosisio Parini (Lc) accreditato dal-
la Commissione Ministeriale ECM.
Ore di formazione: n° 2 edizioni di 8h.

e Corso di aggiornamento per Medico,
Psicologo, Infermiere, Fisioterapista,
Logopedista, Terapista occupazionale,
Biologo e Terapista della neuro e psico-
motricita dell'eta evolutiva su: “Quali-
ta e certificazione nei servizi sanitari”
2004 Bosisio Parini (Lc) accreditato
dalla Commissione Ministeriale
ECM. Ore di formazione: n° 2 edizioni
di8h.

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



SVILUPPO &

FORMAZIONE

e Corso per Medico, Psicologo, Infer-
miere, Fisioterapista, Infermiere Pe-
diatrico, Logopedista, Tecnico di neu-
rofisiopatologia, Terapista della neuro
e psicomotricita dell'eta evolutiva, Te-
rapista occupazionale su: “La gestione
della documentazione sanitaria quale
strumento per una qualita totale” 2004
Ostuni (Br) accreditato dalla Com-
missione Ministeriale ECM.

Ore di formazione: n° 2 edizioni di
14h.

« Corso di aggiornamento per Logope-
dista su: “Trattamento con eloquio mo-
dificato per i disturbi specifici del lin-
guaggio” 2004 Bosisio Parini (Lc) ac-
creditato dalla Commissione Mi-
nisteriale ECM.

Ore di formazione: n° 2 edizioni di 8h.

« Corso di aggiornamento per Assistente
Sociale su: “La documentazione pro-
fessionale nel Servizio Sociale: aspetti
metodologici e vincoli normativi”
2004 Bosisio Parini (Lc).
Orediformazione: 7h.

« Corso di aggiornamento per Infermie-
re su: “L'assistenza Infermieristica nel
bambino con deficit neurologico: pro-
blematiche dell'apparato gastroenteri-
co e problematiche epilettologiche”
2004 Bosisio Parini (Lc) accreditato
dalla Commissione Ministeriale
ECM.

Ore di formazione: n° 2 edizioni di 9h.

« Corso di aggiornamento per Psicologo
ed Educatore Professionale su: “La va-
lutazione del comportamento adatti-
vo” - 2004 - Ostuni accreditato dalla
Commissione Ministeriale ECM.
Orediformazione: 12h.

e Corso per obiettori di coscienza su:
“Essere obiettore a «La Nostra Fami-
glia»” - 2004 - Bosisio Parini (Lc).

Ore di formazione: 20h.

« Corso di aggiornamento per Educatore
Professionale, Logopedista, Terapista
della neuro e psicomotricita dell'eta
evolutiva e Terapista occupazionale su:

“Utilizzo del sistema PCS (Picture
Communication Symbols) nell'am-
bito dei disturbi della comunicazione
verbale” - 2004 - San Vito al Taglia-
mento (Pn) accreditato dalla
Commissione Ministeriale ECM.
Ore di formazione: 8h.

« Corsi per utenti esterni e su incarico di
altri Enti

« Corso di formazione per Insegnante di
sostegno 5° modulo su: “Utilizzare me-
todologie, metodi e materiali specifici”
commissionato dalla Scuola “Stoppa-
ni” di Lecco - 2003/2004 - Lecco.

Ore di formazione: 120h.

eIncontri formativi per Educatori e
Pedagogisti impegnati negli Istituti
Sociali ATTS su: “Il lavoro con persone
con disabilita in eta evolutiva”
2003/2004 - Sorengo-Svizzera - com-
missionato dagli Istituti Sociali ATIS.
Orediformazione: 21h.

e Corso di formazione per Psicologo,
Pedagogista, Educatore e Terapista su:
“Strumenti di assessment psicoeduca-
tivo per bambini e adolescenti con auti-
smo” - 2004 - Conegliano (Tv).

Ore di formazione: 42h.

e Incontro formativo su: “La relazione
scuola-famiglia” per Insegnanti di
Scuola Materna ed Elementare com-
missionato dalla Direzione Didattica
1° Circolo Calolziocorte (Lc) - 2004
Calolziocorte (Lc).

Orediformazione: 2h.

« Corso per collaboratori scolastici gia in
servizio nella provincia di Varese su:
“Assistenza di base ad alunni in situa-
zione di handicap” commissionato
dall'Tstituto Comprensivo “Silvio Pel-
lico” di Vedano Olona (VA) - 2004
Scuole della Provincia di Varese: Veda-
no Olona, Saronno, Busto Arsizio, Gal-
larate, Gavirate, Varese, Luino.

Oredi formazione: n° 7 edizioni di 24h.

e Corso per Medico Pediatra su: “Analisi
di un percorso di assistenza integrata
ospedale-territorio per bambini affetti
da sindrome autistica e relativa valo-
rizzazione centrata sul soggetto” com-
missionato dall'Azienda Sanitaria
Locale - Provincia di Milano 3 - 2004
Monza. Ore di formazione: 8h.

e Corso per Insegnanti di Scuola Ma-
terna ed Elementare su: “Il bambino
autistico a scuola” commissionato dal
Rotary Club-Gruppo Lario - 2004
Bosisio Parini (Lc). Ore di formazione:

24h.

« Seminario di aggiornamento per geni-
tori ed Insegnanti su “La Dislessia”
2004 - Bosisio Parini (Lc). Ore di for-
mazione: 4h

eIncontri per Insegnanti di Scuola
Materna ed Elementare su: “Il bambi-
no autistico a scuola” nell'ambito del
progetto “Tl bambino autistico: proget-
to per una presa in carico completa ed
efficace” conil contributo della Fonda-
zione della Comunita di Monza e
Brianza - 2004 - Albiate (Mi). Ore di for-
mazione; 15h.

« Corso per Medico, Tecnico ortopedico e
Fisioterapista su: “L'utilizzo dei tutori
“Lycra” (Dynamic Lycra Garments)
nel trattamento di patologie neurolo-
giche ed ortopediche” - 2004 - S. Vito al
Tagliamento (Pn) in fase di accredita-
mento dalla Commissione Mini-
steriale ECM (Educazione Continua in
Medicina). Ore di formazione; 16h.

« Incontro formativo per Insegnanti cur-
riculari e di sostegno, Assistenti Educa-
tori, Operatori su: “Integrazione scola-
stica dei disabili neuromotori” com-
missionato dal C.S.A. Ufficio Scolastico
di Lecco - 2004 - Lecco. Ore di forma-
zione: 3h.
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« Corso pratico finalizzato allo sviluppo
continuo professionale per Terapista
occupazionale, Educatore Professio-
nale, Logopedista, Psicologo e Fisio-
terapista su: “Costruire la riabilitazio-
ne del paziente con cerebrolesione ac-
quisita” - 2004 - Conegliano-Pieve di
Soligo (Tv) accreditato dalla Com-
missione Ministeriale ECM. Ore di
formazione: 36h.

« Corso pratico finalizzato allo sviluppo
continuo professionale per Medico e
Psicologosu: “L'intervento clinico nel-
la pratica riabilitativa neuropsicologi-
ca” - 2004 - Conegliano-Pieve di So-
ligo (Tv) accreditato dalla Com-
missione Ministeriale ECM. Ore di
formazione: 36h.

e Corso di formazione per Educatore e
Psicologo su: “Conoscere per promuo-
vere” (approfondimento) commissio-
nato da ANFASS di Macerata - 2004
Macerata. Ore di formazione: 24h.

« Corso di aggiornamento per Insegnan-
te su: “‘La formazione professionale e i
casi difficili” - commissionato dalla
Fondazione Clerici di Milano - 2004
Milano. Ore di formazione: 18h.

e Incontri per Genitori, Educatori ed
Insegnanti su: “Il bambino autistico”
commissionato da Autismo Lecco on-
lus - 2004 - Merate (Lc). Ore di forma-
zione: 15h.

« Corso per collaboratori scolastici gia in
servizio nella Provincia di Lecco su:
“Assistenza di base ad alunni in situa-
zione handicap” commissionato da
Centro Servizi Amministrativi Ufficio
Scolastico di Lecco - 2004 - Lecco. Ore
diformazione: 23h.

« Corso di aggiornamento per Insegnan-
ti di Scuola Media - commissionato
dall'Istituto Comprensivo di Bosisio
Parini (Lc) - 2004 - Bosisio Parini (Lc).
Oredi formazione: 10h.

Corso di addestramento per Medico,
Fisioterapista e Terapista della neuro e
psicomotricita dell'eta evolutiva su:

“ISISTEMI DI MISURA. Le scale di misu-
ra: Gross Motor Function Measure
(GMFM) e WeeFunctional Independen-
ce Measure (WeeFIM)” - 2004 - Bosisio
Parini accreditato dalla Commissione
Ministeriale ECM (Educazione Continua
in Medicina). Ore di formazione: 14h.

Giornata di formazione per operatori del-
la UONPIA su: “Gli ausili informatici ed
elettronici” - commissionato dall'Azien-
da Ospedaliera Fatebenefratelli e Oftal-
mico di Milano - 2004 - Milano. Ore di
formazione: 7h 30.

Giornata informativa per Medico, Psico-
logo, Educatore Professionale, Fisiotera-
pista, Infermiere, Logopedista ed Assi-
stente Sociale dei Servizi Disabili, Anzia-
nied ADT su: “Accoglienza e trattamento
di disabilita post-traumatiche” - com-
missionato dall'ASL Provincia di Milano
3-2004 - Monza. Ore di formazione: 8h.

Corso pratico per Educatore Professio-
nale finalizzato allo sviluppo continuo
professionale su: “EMPOWERMENT: dal-
la dipendenza alla partecipazione.
L'educatore come promotore di processi
di responsabilita” - 2004 - Bosisio Parini
(Lc) accreditato dalla Commissione Mi-
nisteriale ECM (Educazione Continua
in Medicina). Ore di formazione: 20h.
Incontro per Medico Neuropsichiatra
Infantile, Psicologo, Pedagogista, Dire-
zioni Operative e Assistente Sociale su:
“Relazioni familiari tra ricerca e inter-
vento La ricercascientificae il quotidia-
no della professionalita” - 2004 - Bosisio
Parini (Lc). Ore di formazione: 4h.

5) ALTRI SERVIZI DI SUPPORTO
E-Learning

1 settore nasce come area di ricerca in
campo psicologicosull'applicabilita del-
le nuove tecnologie dell'informazione e
della comunicazione (I.T.C.).

Trova la sua principale applicazione

nell'area della formazione, dove forni-

sce metodi e strumenti per la trasforma-

zione degli insegnamenti tradizionali at-
traverso le tecnologie multimediali e la

didatticaon line.

Prevede la sperimentazione progressiva

di nuovi ambienti di apprendimento e di

forme innovative di elaborazione del ma-
teriale formativo.

Centro Ausili

Si occupa dei problemi di accessibilita e
dell'individuazione di ausili tecnici per
migliorare il livello di autonomia delle
persone con disabilita in vari settori: ria-
bilitazione, comunicazione, studio e la-
voro, gioco e tempo libero, controllo am-
bientale. Tali aspetti vengono affrontati
soprattutto sul piano delle tecnologie in-
formatiche ed elettroniche.

Le prestazioni del Centro riguardano di-
verse aree: |'informazione e la docu-
mentazione; la consulenza; la forma-
zione e lasperimentazione/ricerca.

[ servizi sono rivolti principalmente ai
professionisti che operano nel settore del-
ladisabilita.

Consulenza Giuridica

La finalita del servizio consiste nel ga-
rantire 1'effettuazione di un'istruttoria
ragionata per ['analisi e ['interpreta-
zione del quadro giuridico di riferimen-
to, al fine di assicurare 1'adeguato ap-
porto conoscitivo in materia normativa,
attraverso un costante aggiornamento,
I'effettuazione di interpretazioni e la pre-
disposizione delle opportune sintesi e
procedure.

L'Ufficio rappresenta in particolare una
risorsa professionale trasversale in quan-
to a disposizione di tutte le Direzioni

Centrali e Generali per la legislazione na-
zionale e regionale nei seguenti ambiti:

sanita, assistenza, servizi alla persona,

formazione e istruzione, privacy, sicu-

rezza, mediante attivita di studio, invio

di informative specifiche, pareri, segna-

lazione di adempimenti.

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004



ASSOCIAZIONE

lagyostra Jilamighic

Sede Centrale
Via don Luigi Monza, 1
22037 Ponte Lambro (Co)
tel. 031 625111 fax 031 625275

Presidente
Alda Pellegri
e-mail: alda.pellegri@virgilio.it

Direttrice Generale
Gabriella Zanella
e-mail: dirgen@pl.Inf it

ASSOCIAZIONE

la Nostra Jlamighic

“EUGENIO MEDEA”
22

Sede Centrale
Via don Luigi Monza, 20
23842 Bosisio Parini (Lc)
tel. 031 877111 fax 031 877499

IstmuTo DI Ricovero E CURA
A CARATTERE SCIENTIFICO

Presidente
Domenico Galbiati
e-mail: dgalbiati@bp.Inf.it

Direttore Scientifico
Nereo Bresolin
e-mail: bresolin@bp.Inf.it

Diretfore Sanitario
Massimo Molteni
e-mail: molteni@bp.Inf.it

Segretario Generale
Gian Piero Sironi
e-mail: gpsironi@pl.Inf.it

Segreteria Scientifica
Silvana Molteni
e-mail: medea@bp.Inf.it

ANNUARIO SCIENTIFICO 2003-2004




