




2017



A cura di

Area Ricerca Scientifica AISM-FISM

Coordinamento editoriale

Area Comunicazione e Ufficio Stampa AISM

Progetto grafico

Copyright 2017
Fondazione Italiana Sclerosi Multipla

Via Operai 40 - 16149 Genova
Tel. 010 27 13 226
Fax 010 27 13 205
fism@aism.it

Tutti i diritti sono riservati. È vietata la riproduzione con qualsiasi mezzo,
anche se parziale, senza il permesso scritto dell’editore

Pubblicato e distribuito da

Via Operai, 40 - 16149 Genova

Finito di stampare nel mese di maggio 2017
da Arti Grafiche Bicidi srl - Genova

ISBN 978-88-7148-122-7



INDICE / INDEX

Mario A. Battaglia 7

Paola Zaratin 9

Stefano Pluchino 12

Cellule staminali neurali direttamente indotte per il trattamento della sclerosi multipla progressiva (iNSC-MS)
Stably expandable induced neural stem cells for the treatment of progressive multiple sclerosis (iNSC_MS)

Stefano Carlo Previtali 15

Ruolo di Jab1 nella differenziazione e sopravvivenza degli oligodendrociti: un nuovo modello murino
di progressiva demielinizzazione e degenerazione del sistema nervoso centrale
Role of Jab1 in oligodendrocyte differentiation and survival: a new mouse model of progressive
CNS demyelination and axonal degeneration

Maria Assunta Rocca 18

La misura dell’atrofia del midollo cervicale come strumento per il monitoraggio della malattia e
per la predizione della disabilità a lungo termine in pazienti con sclerosi multipla
Assessment of cervical cord atrophy as a tool for monitoring disease evolution and for predicting
long-term disability in patients with multiple sclerosis

Rosalba Rosato 22

Sviluppo e validazione preliminare della versione abbreviata e computerizzata dell’MSQOL-54
An abbreviated computerized version of the MSQOL-54: development and preliminary validation
using confirmatory factor analysis and item response theory

Ambra Bisio 25

La riabilitazione della scrittura nella sclerosi multipla: un approccio innovativo per valutare e contrastare
il deterioramento della scrittura in pazienti affetti da sclerosi multipla
Re-writing in multiple sclerosis: a novel approach to evaluate and cope with the writing deterioration
in patients with multiple sclerosis

Elise Houdayer 28

Stimolazione magnetica transcranica profonda con H-coil per il trattamento non invasivo del dolore
degli arti inferiori nella sclerosi multipla
Deep transcranial magnetic stimulation with H-coil for the non-invasive treatment of lower limb pain in multiple sclerosis

Maura Casadio 31

Interfacce corpo-macchina basate sulle sinergie muscolari per riabilitazione neuromotoria personalizzata
di persone affette da sclerosi multipla
Body-machine interfaces based on muscle synergies for adaptive and personalized neuromotor rehabilitation
of persons with multiple sclerosis

Ugo Della Croce 34

Un intervento riabilitativo basato sull’uso di realtà virtuale e treadmill per migliorare il cammino in individui
affetti da sclerosi multipla
Virtual reality - treadmill combined intervention for improving gait in individuals affected by multiple sclerosis

Luca Prosperini 38

Studio pilota sull’associazione tra compromissione cognitiva e disturbo dell’equilibrio
in pazienti con sclerosi multipla
Investigating the association between cognitive impairment and balance disturbance: a pilot study
in patients with multiple sclerosis



Massimiliano Pau 41
Sviluppo di una piattaforma hardware-software innovativa per la riabilitazione dell’equilibrio in individui
affetti da SM basata sulla Balance Board Nintendo Wii
Development of an innovative hardware-software platform for balance rehabilitation in people with MS
based on Nintendo Wii Balance Board system

Massimo Filippi 44
Valutazione delle modifiche longitudinali della rete di connettività funzionale (connectome) nei pazienti
con sclerosi multipla
Longitudinal assessment of large-scale brain functional networks (connectome) in patients with multiple sclerosis

Christian Cordano 48
Tomografia a coerenza ottica ad altissima risoluzione nell’encefalomielite autoimmune sperimentale:
un modello per la comprensione del ruolo clinico dell’OCT nella sclerosi multipla
Ultra-high resolution Optical Coherence Tomography in experimental autoimmune encephalomyelitis:
a model for understanding the clinical role for OCT in multiple sclerosis

Maria Petracca 52
Determinazione delle concentrazioni intra ed extracellullari di sodio a livello encefalico in pazienti affetti da SM
mediante l’impiego di RM a 7.0 Tesla
Quantification of extra-and intracellular brain sodium concentration in MS using 7.0 Tesla MRI

Marcello Pinti 54
Respirazione e glicolisi nei linfociti di pazienti con diverse forme di sclerosi multipla
Respiration and glycolysis in lymphocytes from patients with different forms of multiple sclerosis 

Dario Seppi 57
Tecniche avanzate di analisi molecolare volte all’identificazione di biomarker predittori di progressione
di malattia nella sclerosi multipla
Advanced molecular analyses for the identification of biomarkers of disease progression in multiple sclerosis

Barbara Serafini 61
Studio dell’espressione genica degli infiltrati immunitari isolati mediante microdissezione laser
da tessuto cerebrale di persone con sclerosi multipla
Gene expression analysis of laser microdissected immune infiltrates in the multiple sclerosis brain

Silvia Romano 64
Studio della noise di espressione genica di singola cellula in linee cellulari linfoblastoidi di gemelli
monozigoti discordanti per sclerosi multipla, pazienti sporadici e controlli
Analysis of gene expression noise at the single cell level in lymphoblastoid cell lines obtained from
identical twins discordant for multiple sclerosis, unrelated multiple sclerosis patients and controls 

Luca Battistini 67
Cellule MAIT e SM: come la flora intestinale influenza le risposte autoimmuni
Role of MAIT cells in MS: how the gut flora influence autoimmune responses

Giuseppe Matarese 70
Paradossi nella biologia delle cellule T regolatorie: la base molecolare per uno “switch” metabolico oscillatorio
mTOR-dipendente nel controllo della tolleranza immunologica nella sclerosi multipla
Unravelling paradoxes in regulatory T cell biology: the molecular basis for an mTOR-dependent oscillatory
metabolic switch controlling immune tolerance in multiple sclerosis

Fabia Filipello 73
Interazione tra astrociti e cellule T nel corso della sclerosi multipla
Astrocyte-T cell interaction in multiple sclerosis

COMPENDIO 2017



Bruno Gran 76
Ruolo dei recettori TLR2 nell’attivazione dell’infiammazione da parte di infezioni nella SM
How do infections activate inflammation in MS? Role of TLR2

Ada Maria Tata 79
Relazione tra alterazione del sistema colinergico e l’infiammazione nella SM: studi in topi ESA
e in pazienti in fase recidivante remittente
Relationship between cholinergic dysfunction and inflammation in multiple sclerosis: studies in EAE
mice and RRMS patients

Claudio Sette 83
Coinvolgimento della via di segnale IL-1ß/MyD88 nel differenziamento delle cellule umane Th17 patogeniche nella SM
Implication of the IL-1ß/MyD88 pathway in the differentiation of human Th17 pathogenic cells in multiple sclerosis

Federica Eva Esposito 87
Un modello predittivo di risposta a fingolimod: integrazione di clinica, neuroradiologia e genetica
A predictive model of response to fingolimod: integration of clinics, neuroradiology and genetics

Maria Pia Abbracchio 91
Strategie rimielinizzanti innovative per la SM: focus su GPR17, nuovo recettore coinvolto nel differenziamento
oligodendrocitario
Innovative re-myelinating strategies for MS via the exploitment of the new oligodendrocyte receptor GPR17

Luca Palazzolo 96
Modellazione molecolare di GPR17: interazioni con ligandi pro-infiammatori non convenzionali
GPR17 molecular modelling: interactions with non-conventional pro-inflammatory ligands

Bruno Bonetti 99
Esosomi da cellule staminali mesenchimali adipose: un approccio innovativo nell’encefalomielite
sperimentale autoimmune
Exosomes from adipose mesenchymal stem cells: innovative therapeutic approach in experimental
autoimmune encephalomyelitis

Luca Muzio 102
Acidosi nelle malattie neuroinfiammatorie: il ruolo dei canali Asics
ACidosis in CNS Inflammatory DIseases: the role of Asics channels (ACCIDIA)

Giacomo Casella 105
Microvescicole microgliali come vettore terapeutico per la neuroinfiammazione
Microglial microvesicles as therapeutic vector for neuroinflammation

Emanuela Colombo 108
Astrociti per la terapia cellulare della sclerosi multipla
Astrocytes for cell-therapy in multiple sclerosis

Alessandra Mallano 111
Sviluppo di un anticorpo umano in grado di interrompere il pathway mediato da CD161 allo scopo
di definire nuove strategie terapeutiche nella SM
Development of a human antibody able to break the CD161-mediated pathway in order to design
new therapeutic strategies in MS disease

2016, 2015 114-124

2016, 2015 125-128

INDICE / INDEX



Abbracchio Maria Pia 91

Battistini Luca 67

Bisio Ambra 25

Bonetti Bruno 99

Casadio Maura 31

Casella Giacomo 105

Colombo Emanuela 108

Cordano Christian 48

Della Croce Ugo 34

Esposito Federica Eva 87

Filipello Fabia 73

Filippi Massimo 44

Gran Bruno 76

Houdayer Elise 28

Mallano Alessandra 111

Matarese Giuseppe 70

Muzio Luca 102

Palazzolo Luca 96

Pau Massimiliano 41

Petracca Maria 52

Pinti Marcello 54

Pluchino Stefano 12

Previtali Stefano Carlo 15

Prosperini Luca 38

Rocca Maria Assunta 18

Romano Silvia 64

Rosato Rosalba 22

Seppi Dario 57

Serafini Barbara 61

Sette Claudio 83

Tata Ada Maria 79



«Tutte le persone con sclerosi multipla hanno diritto a una ricerca innovativa, rigorosa e di eccellenza».
Questo, nel 2014, le persone con SM hanno voluto scrivere nella “Carta dei diritti” che più di 55 mila

italiani hanno firmato, a partire dal Ministro per la Salute.

Cosa vuol dire “eccellenza”?

Nel 1996 AISM è stata la prima organizzazione ‘privata’ a introdurre in Italia la proprio per se-
lezionare la “ricerca di eccellenza”, per aprire una competizione tra i migliori e ricevere in modo sempre
più ampio libere proposte da ciascuno di voi.

Oggi ne stiamo raccogliendo i frutti, come questo Compendio documenta.

Per il Bando del 2016, che prosegue il percorso dei progetti qui documentati, l’Associazione ha ricevuto
157 progetti di ricerca, e 30 richieste di Borse di studio: i valutatori internazionali e il Comitato scientifico
avrebbero finanziato, per la loro eccellenza, 78 di questi progetti e 13 Borse di ricerca, per un totale di oltre
11 milioni di euro. ll Bando 2016 ha potuto finanziare progetti per 3 milioni: è tanto, ma non basta. Siamo
tutti impegnati ad aumentare i fondi disponibili, perché i progetti e i ricercatori eccellenti ci sono.

Dal 1987, infatti, AISM con la sua Fondazione ha finanziato 389 ricercatori: alcuni erano ai primi passi, e
oggi sono ritenuti tra i più autorevoli esperti mondiali nella sclerosi multipla.

Questa è dunque la della nostra Associazione: fare emergere l’eccellenza della ricerca per trovare
la soluzione della SM. Prima ancora dei progetti che realizzate, la risorsa decisiva per rispondere ai problemi
ancora insoluti della SM siete voi, come persone e come scienziati. È importante sapere che il 76% dei ri-
cercatori da noi finanziati negli anni continua a svolgere ricerca sulla SM: L’apporto di ciascuno di voi è
unico e insostituibile, decisivo. Come ha scritto Goethe: «Non è abbastanza fare dei passi che un giorno
ci condurranno alla meta, ogni passo deve essere esso stesso una meta».

Una meta importante è certamente rappresentata, per AISM e la sua Fondazione, dall’aver superato il tra-
guardo dei 61,3 milioni di euro investiti negli ultimi 29 anni per la ricerca.

Una meta altrettanto prestigiosa sono le 144 pubblicazioni di studi FISM, con impact factor medio di 5,2,
registrate nel 2016 sulle più importanti riviste scientifiche. Vuol dire che la ricerca finanziata da FISM è ef-
ficace e riconosciuta.

Tuttavia, non basta: nell’eccellenza che vi chiediamo - e che troviamo nelle conclusioni di questi progetti -
c’è molto di più.

Quando, come si legge nelle prossime pagine, scrivete che «i nostri risultati hanno implicazioni future per
lo sviluppo di strategie terapeutiche farmacologiche e riabilitative» voi date sostanza alle aspettative di
tante persone, che chiedono alla ricerca le risposte per migliorare la qualità della propria vita. L’eccellenza
della ricerca è solo quella che cambia la vita delle persone.

Con il vostro apporto voi contribuite a realizzare l’Agenda della ricerca internazionale e l’Agenda della Scle-
rosi Multipla 2020. Date vigore all’azione di AISM che, grazie alla ricerca, ha i numeri e la forza per chiedere
alle Istituzioni la messa in atto di una politica sanitaria : l’eccellenza della ricerca è solo
quella che genera politiche sanitarie sostenibili, efficaci, di lungo termine.

Insieme stiamo cambiando la realtà della sclerosi multipla. Ma non abbiamo ancora concluso il nostro com-
pito. Una cosa sola ci chiedono le 110.000 mila persone con SM che vivono in Italia: dobbiamo tenere alto
il livello della nostra ricerca, dobbiamo tenere alta la passione per risolvere una volta per tutte il problema
della sclerosi multipla.

Mario Alberto Battaglia

Introduzione
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Introduction

«Everyone with multiple sclerosis has the right to an innovative and rigorous research of excellence».
This is what, in 2014, people with MS wished to write in their “Bill of Rights” that more than 55,000

Italians signed, starting by the Minister of Health.

What does “excellence” mean?

In 1996, the Italian MS Society was the first ‘private’ organisation to introduce peer review in Italy in order to
select a “research of excellence”, open a competition between the best and receive ever-larger, free proposals
from each of you.

Today we are gathering the fruits, as this compendium documents.

For the 2016 Call for Proposals, which continues the path of the projects documented here, our Society
received 157 research projects and 30 fellowships applications: international evaluators and the Scientific
Committees would have liked to have funded, for their excellence, 78 of these projects and 13 research
fellowships, adding up to more than 11 million euros. The 2016 Call was only able to fund projects for 3
millions: it’s a lot, but not enough. We are all committed to increase the available funds as there are more
excellent projects and researchers to be funded.

Indeed, since 1987, the Italian MS Society and its Foundation have funded 389 researchers, some of whom
were moving the first steps in this field and are now considered to be among the world’s leading experts
on multiple sclerosis.

This is the “mission” of our Society: to bring out the excellence of research in order to find the solution to
MS. Beyond the projects you are carrying out, the determining resource to respond to the still unsolved
problems of MS, are you, as people and as scientists. It is important to know that 76% of the researchers
we have funded over the years continue research on MS: each and every one of you is unique and decisive.
As Goethe wrote, “It is not enough to take steps that will lead us to the goal one day, every step must be
a goal in itself”.

For the Italian MS Society and its Foundation an important goal is certainly represented by having exceeded
the amount of 61.3 million euros invested in research over the last 29 years.

An equally prestigious goal is reached by the 144 publications of Italian MS Society studies, with an average
impact factor of 5.2, recorded in 2016 major scientific journals. This means that the research funded by
the Italian MS Foundation is effective and recognized.

However, it is not enough: in the excellence that we ask you for - and that we find in the conclusions of
these projects - there is much more. 

When you write that “our findings have future implications for the development of pharmacological and re-
habilitative therapeutic strategies”, you give substance to the expectations of so many people who ask
the researchers for improving the quality of their lives. Only excellence in research can change people’s
lives.

With your contribution, you are collaborating to achieve the International Research Agenda and the 2020
Multiple Sclerosis Agenda. You are giving strength to the Italian MS Society action that, through the research,
has the numbers and force to ask institutions for implementing an “evidence based” health policy: excellence
in research is the only one which can generate sustainable, effective  and long-term health policies.

This is the responsibility of those who choose to act for the common good.

Together we are changing life with multiple sclerosis. But we have not yet completed our job. One thing we are
asked by the 110,000 people with MS living in Italy: we have to keep up our level of research, we have to keep
our passion high in order to defeat the problem of multiple sclerosis once and for all.

Mario Alberto Battaglia



Insieme cambiamo la realtà della sclerosi multipla

«I » è il titolo del Congresso Scientifico Annuale 2017
di AISM e la sua Fondazione. La nostra capacità di concretizzare le priorità della ricerca dell’Agenda

SM 2020 sarà tanto maggiore quanto più diventerà l’agenda di tutti gli attori in gioco.

: nuove metriche multidimensionali
per valutare l’impatto collettivo della ricerca sulla persona e garantire a tutte le parti interessate di rimanere
impegnate per cambiare la realtà della SM. 

. 

Puntare tramite il Bando annuale sull’innovazione, basata sulle idee del ricercatore, rimane un ingrediente
chiave della dimensione di eccellenza che caratterizza la scienza della sostenibilità collettiva. Dal 2013 al
2016 tramite il proprio Bando annuale AISM ha finanziato la ricerca sulla SM per un totale di 12,3 milioni di
euro. I risultati dei 31 progetti terminati nel 2016 hanno permesso di ottenere 60 pubblicazioni con Impact
Factor medio di 4.6. Questi progetti hanno portato innovazione promuovendo un avanzamento significativo
della conoscenza in ambiti strategici della nostra agenda scientifica: SM progressiva (3), neuroriabilitazione
terapeutica (6), qualità della vita (1), diagnosi e monitoraggio della malattia (5), patogenesi e fattori di rischio
(8), nuovi trattamenti (8).

Tre progetti in questo Compendio coprono aree rilevanti di studio per la : il primo riguarda
un nuovo trattamento con cellule staminali; il secondo individua un nuovo modello sperimentale che at-
tualmente manca, rendendo difficile l’identificazione di terapie per contrastare la neurodegenerazione; il
terzo identifica misure di risonanza magnetica cerebrali come strumento per il monitoraggio della malattia
e la predizione della disabilità a lungo termine. 

Sulla vita delle persone con SM incidono soprattutto le ricerche sul 
. I 6 studi qui presentati propongono trattamenti neuroriabilitativi per con-

trastare il dolore e migliorare la funzionalità motoria e l’equilibrio. L’impegno dei ricercatori di FISM in questo
ambito di ricerca ha portato a 8 pubblicazioni con Impact Factor medio di 3,34. 

Per cambiare la realtà della SM sarà importante avere una migliore e più 
dell’evoluzione della malattia. I progetti terminati mettono in evi-

denza l’importanza di avere analisi di risonanza magnetica sempre più specifiche e nuovi biomarcatori con
valore prognostico e predittivo di malattia. Una borsa di ricerca di due anni, in questo ambito, ha prodotto
6 pubblicazioni con Impact Factor medio di 5,49. 

Sono 8 i progetti conclusi che documentano l’importanza di aumentare la conoscenza sulla genetica e i
meccanismi immunitari coinvolti nella . L’impegno dei ricercatori di FISM in questo
ambito di ricerca ha portato a 21 pubblicazioni. 7 con Impact Factor medio di 8,15 presentano i risultati di
un progetto triennale focalizzato sulle cause dell’infiammazione nella SM. 

Occorre poi che ogni conoscenza sia indirizzata alla messa a punto di per combattere
la malattia: qui sono presentati 8 progetti che propongono nuovi target o molecole da sviluppare per otte-
nere nuove terapie mirate a spegnere l’infiammazione caratteristica della malattia, o volti allo sviluppo di
strategie rimielinizzanti per riparare i danni provocati dalla SM. 21 sono le pubblicazioni di questa area di
ricerca, di cui 11 con Impact Factor medio di 6,11 presentano i risultati di un progetto biennale. Una borsa
di ricerca di due anni, in questo stesso ambito, ha prodotto 3 pubblicazioni con Impact Factor medio di
10,71. 

Sviluppare l’eccellenza di questa ricerca e trasformarla in salute e qualità della vita per la persona con SM
è la sfida di tutti gli attori in gioco.

Paola Zaratin



Together we will change the life with multiple sclerosis

«T » is the title of 2017 Annual Scientific Congress of the Italian MS So-
ciety and its Foundation. Our ability to concretise the research priorities of the 2020 MS Agenda will

be much greater as it will become the agenda of all the actors at play. 

: new multidimensional metrics
to assess the collective impact of research on the individual and ensure that all the stakeholders remain
committed to change life with MS. 

.

Aiming at innovation through the annual Call for proposals, based on researchers’ ideas, remains a key
factor of the excellence that characterises the science of collective sustainability. From 2013 to 2016, Italian
MS Society has funded MS research for a total of 12.3 million euros, through its annual Call for proposals.
The results of the 31 projects completed in 2016 have allowed 60 publications with an average Impact
Factor of 4.6. These projects have led to innovation by promoting a significant advancement of knowledge
in strategic areas of our scientific agenda: progressive MS (3), therapeutic neuro-rehabilitation (6), quality
of life (1), disease diagnosis and monitoring (5), pathogenesis and risk factors (8), new treatments (8).

Three projects in this Compendium cover important study areas for : the first concerns a
new stem cell treatment; the second identifies a new experimental model that is currently missing and fun-
damental to identify therapies to counteract neurodegeneration; the third identifies magnetic resonance
imaging measures of the brain for monitoring disease evolution and predicting long-term disability.

Research on the therapeutic value of has a major impact on the
lives of people with MS. The 6 studies presented here offer to counteract
pain and improve motor function and balance. The commitment in this field of the Italian MS Foundation
researchers has led to 8 publications with an average Impact Factor of 3.34.

To change life with MS it will be important to have a better and 
. The completed projects highlight the importance

of having increasingly specific magnetic resonance imaging and new biomarkers with prognostic and pre-
dictive value of the disease. A two-year research grant in this field produced 6 publications with an average
Impact Factor of 5.49.

There are 8 completed projects that document the importance of increasing knowledge about genetics and
the immune mechanisms involved in the . The commitment of the Italian MS
Foundation researchers in this field has led to 21 publications. Seven of these have an average Impact Factor
of 8.15 and present the results of a three-year project focusing on the causes of inflammation in MS.

It is also necessary that all the knowledge is directed to the development of to fight the
disease: 8 projects presented here propose new targets or molecules to obtain new therapies aimed at
extinguishing the characteristic inflammation of the disease, or the development of remyelinating strategies
to repair the damage caused by MS. There are 21 publications in this research area, 11 of which, with an
average Impact Factor of 6.11, present the results of a two-year project. A two-year research grant, in this
same field, has produced 3 publications with an average Impact Factor of 10.71.

Developing the excellence of this research and transforming it into health and quality of life for the person
with MS is the challenge for all the involved stakeholders.

Paola Zaratin
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PREMESSE E OBIETTIVI
I recenti avanzamenti nel campo della biologia delle
cellule staminali hanno generato aspettative positive
sulla possibilità di trattare un ampio spettro di distur-
bi del sistema nervoso centrale (SNC) impiegando
cellule staminali non emopoietiche.
L’idea iniziale era quella che i trapianti di cellule sta-
minali agissero rimpiazzando le cellule danneggiate
o disfunzionali. Oggi sappiamo che esistono diversi
meccanismi esercitati dalle cellule staminali che so-
no in grado non solo di differenziare in cellule mature,
ma anche di secernere fattori trofici e modulare l’at-
tività delle cellule dell’ospite aumentando il recupero
e la rigenerazione.
Questo progetto ha puntato a valutare il potenziale
terapeutico e investigarne i meccanismi di una nuova
classe di cellule staminali neurali direttamente indotte
(iNSCs) ottenute dalla riprogrammazione di fibrobla-
sti derivati dalla pelle e trapiantati in modelli speri-
mentali murini di SM cronica (EAS) e in un modello
sperimentale di demielinizzazione focale. I principali
vantaggi dell’utilizzo di iNSCs è che queste cellule
sono stabili ed espandibili, non hanno problemi di
compatibilità, perché ottenute dalla riprogrammazio-
ne di cellule autologhe, e mantengono la possibilità
di differenziare nelle principali popolazioni cellulari
del SNC.

RISULTATI
Al fine di valutare il potenziale delle iNSCs di eser-
citare un’azione trofica e immuno-modulante è sta-
to utilizzato un modello sperimentale murino di EAS
cronica e sono state iniettate le iNSCs per via intra-
cerebroventricolare. Questo modello di malattia of-
fre la possibilità di valutare il miglioramento
funzionale nei topi mediante parametri comporta-

mentali e tramite analisi istopatologiche. I topi con
EAS sono stati seguiti quotidianamente e i sintomi
comportamentali registrati fino a 30 giorni dopo il
trapianto. Abbiamo poi processato il SNC dei topi
per l’analisi patologica. Il gruppo di topi EAS tra-
piantati con iNSCs ha mostrato un recupero funzio-
nale superiore rispetto ai topi di controllo, e l’analisi
patologica ha mostrato che le iNSCs trapiantate so-
no capaci di migrare nel SNC e localizzarsi a livello
delle lesioni infiammatorie riducendo il numero di
infiltrati infiammatori. Studi tramite co-cul-
ture di macrofagi e iNSCs hanno mostrato che le
iNSCs sono in grado di ridurre il grado di attivazione
dei macrofagi e di ridurre i livelli di espressione di
geni associati con un fenotipo M1-like (pro-infiam-
matorio) a favore dell’espressione di geni associati
ad un fenotipo M2-like (anti-infiammatorio).
È stato, inoltre, valutato il potenziale remielinizzante
delle iNSCs dopo trapianto focale in un mo-
dello murino di demielinizzazione focale mediata da
lisolecitina. Le iNSCs sono state trapiantate intrale-
sionalmente e l’analisi patologica ha mostrato che le
cellule sopravvivono al trapianto, riescono a integrar-
si con le cellule dell’ospite e a differenziare verso la
linea oligodendogliale, responsabile della formazione
della mielina.

CONCLUSIONI
Le iNSCs hanno mostrato un elevato potenziale te-
rapeutico nei modelli sperimentali animali utilizzati
e i nostri risultati mostrano che le iNSCs sono in
grado di svolgere questa azione non solo favorendo
la rigenerazione per differenziazione diretta, ma an-
che esercitando un effetto modulante e trofico. Tut-
tavia prima dell’applicazione clinica, è importante
trovare delle fonti di cellule staminali che siano si-

Cellule staminali neurali direttamente indotte per
il trattamento della sclerosi multipla progressiva (iNSC-MS)
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cure per i pazienti ed elucidare a pieno i meccani-
smi molecolari esercitati dal trapianto. Questo pro-
getto ha permesso di raccogliere evidenze
precliniche importanti sull’attività delle iNSCs 
e di sviluppare approcci che permettono di
investigare, in un sistema meno complesso e ridu-

zionistico, i meccanismi molecolari alla base della
loro azione. Come tale ha quindi contribuito a crea-
re una solida base di partenza per elucidare i mec-
canismi delle iNSCs che rappresentano una delle
linee di cellule staminali più promettenti per essere
trasferite nella pratica clinica.

INTRODUCTION AND AIMS
Recent advances in stem cell biology have raised
great expectations that a wide range of diseases of
the central nervous system (CNS) can be tackled
using non-hematopoietic stem cells.
The initial idea was that stem cell transplants act re-
placing damaged of dysfunctional cells. Now we
know that there are different mechanisms exerted
by stem cells that are able not only to differentiate
into mature cell, but also to secrete trophic factors
and to modulate host cells activity exchanging re-
covery and regeneration.
This project aims to evaluate the therapeutic poten-
tial and to investigate the underling mechanisms of
a new class of direct induced neural stem cells (iN-
SCs) obtained by reprogramming of skin-derived fi-
broblasts and transplanted in murine experimental
model of chronic MS and in an experimental model
of focal demyelinated. The main advantages for us-
ing iNSCs is that those cells are stable and expand-
able, they skip biocompatibility problems because
are obtained by reprogramming of autologous cells
maintaining the differentiation potential towards the
main neural cell population of CNS.

RESULTS
In order to evaluate the iNSCs potential to exert a
trophic action and immune-modulating action we
used an experimental model of chronic experimen-
tal autoimmune encephalomyelitis (EAE) in mice
and cells were transplanted intracerebroventricular-
ly. This model is suitable to evaluate the functional
improvement of mice throughout behavioural pa-
rameters and to analyse the pathological character-
istics of tissues. Animals were followed during the
study and behavioural symptoms were registered

up to 30 days post transplantation. The CNS of an-
imals were used to pathological analysis. Trans-
planted group showed an increased functional
recovery compared to non transplanted mice and
pathological analysis showed that iNSCs were able
to migrate into the CNS and localize close to inflam-
matory lesions reducing the infiltrates.
Reductionist study on cell cultures of acti-
vated macrophages and iNSCs showed that stem
cells were capable to reduce the expression of M1-
phenothype associated factors and to increase the
M2 phenothype that are linked to rescue and regen-
eration after damage.
The remyelinating potential of iNSCs were evaluat-
ed using an experimental model of focal de-
myelination on mice mediated by a toxin, the
lysolecithin. iNSCs were transplanted intralesionally
and pathological analysis showed that cells sur-
vived up to 21 day post transplantation, are able to
integrate with host cells and to differentiate towards
oligodendroglial lineage, responsible of myelin for-
mation.

CONCLUSIONS
Stem cells showed a high therapeutic potential in
animal experimental model and our results showed
that iNSCs are capable to develop this action not
only supporting the regeneration through direct dif-
ferentiation but also exerting a modulating and
trophic effect. Nevertheless before clinical applica-
tion, is required to find a safe stem cells source for
patients and to fully elucidate the molecular mech-
anisms that cell grafts exert. This project allowed to
collect important preclinical evidences on action of
iNSCs and to develop approaches
that allow to investigate, in a less complex and re-

Stably expandable induced neural stem cells for the treatment
of progressive multiple sclerosis (iNSC-MS)
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ductionist system, the molecular mechanisms of
their action.
As such it contributes to create a solid starting base

to elucidate the mechanisms of iNSCs that repre-
sent one of the most promising stem cell lines to be
translate to be translate into clinical practice.
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PREMESSE E OBIETTIVI
La sclerosi multipla (SM) è una malattia cronica in-
fiammatoria del sistema nervoso centrale (SNC). La
demielinizzazione è comunemente attribuita ad un
meccanismo infiammatorio di tipo autoimmune, a cui
corrisponde una fase clinica a remissione-remitten-
za. Nella SM è presente anche una progressiva neu-
rodegenerazione, che si può manifestare in forma
primaria, o secondaria alla forma remittente-remissi-
va, configurando le cosiddette forme progressive di
SM. Recenti dati di letteratura sottolineano come la
neurodegenerazione del SNC sia parte integrante del
processo patogenetico della SM. Infatti, le terapia
anti-infiammatorie sono molto efficaci nelle fasi ini-
ziali “infiammatorie”, ma poco efficaci nelle fasi più
tardive “neurodegenerative”. Poco si sa dei mecca-
nismi patogenetici delle fasi progressive di SM, e non
esistono modelli animali su cui studiarli.
Noi abbiamo recentemente caratterizzato un modello
animale murino conseguente all’inattivazione del ge-
ne Jab1 negli oligodendrociti (OL) che presenta pro-

gressiva demielinizzazione, infiammazione e neuro-
degenerazione del SNC, con quadro neuropatologi-
co molto simile a quello delle forme progressive di
SM. In questo progetto come primo obiettivo abbia-
mo caratterizzato questo modello animale nei suoi
aspetti neuropatologici e molecolari, e come secon-
do obiettivo investigato il ruolo di Jab1 nella rimieli-
nizzazione del SNC.

RISULTATI
Come primo obiettivo abbiamo completato di carat-
terizzare la demielinizzazione e neurodegenerazione
dei topi mutanti (Jab1KO). Abbiamo constatato che il
SNC si sviluppa normalmente fino a 30 giorni dopo la
nascita (P30), per poi presentare una progressiva de-
mielinizzazione, infiammazione del SNC (costituita
prevalentemente da microglia/macrofagi) e neurode-
generazione (degenerazione assonale e perdita di fi-
bre). Il quadro è progressivamente più grave passando
da P40 a P60 e molto grave a P90 (età in cui molti topi
già muoiono).

Ruolo di Jab1 nella differenziazione e sopravvivenza degli
oligodendrociti: un nuovo modello murino di progressiva
demielinizzazione e degenerazione del sistema nervoso centrale
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Abbiamo poi valutato se la demielinizzazione fosse
una conseguenza di una progressiva riduzione del
numero di OL o di suoi precursori (OPC), ma in realtà
il numero di queste cellule non diminuisce nel tempo
nel SNC dei topi mutanti. Neppure abbiamo riscon-
trato difetti di proliferazione, sopravvivenza o diffe-
renziazione di OL e OPC. Quello che abbiamo invece
osservato è la presenza di un danno del DNA degli
OL, indotto dall’assenza di Jab1, che porta a sene-
scenza queste cellule. La senescenza si associa a
cronica infiammazione e ad elevazione dei radicali
dell’ossigeno (ROS), con conseguente degenerazio-
ne assonale.
In parallelo abbiamo fatto degli studi di trascrittomica
a partire dai nervi ottici dei topi mutanti (rispetto ai
controlli) per identificare altri alterati, ed ab-
biamo riscontrato una modificazione in 1317 geni.
Questi geni sono coinvolti nel controllo del ciclo cel-
lulare, risposta immunitaria, regolazione della trascri-
zione degli OL e inibizione della mielinizzazione.
Nel secondo obiettivo abbiamo valutato il ruolo di
Jab1 nella rimielinizzazione. Abbiamo indotto un
danno del SNC mediante il modello dell’encefalite

sperimentale autoimmune (ESA; demielinizzazione
infiammatoria) e mediante assunzione di cuprizone
(pura demielinizzazione). L’induzione di ESA nei topi
Jab1KO non ha mostrato un peggioramento della
malattia o un maggior difetto nella remissione, an-
che se la forma indotta anche nei topi di controllo è
stata così grave da non poter osservare sostanziale
recupero. Nei topi trattati con cuprizone, invece, ab-
biamo avuto una buona remielinizzazione nei topi di
controllo mentre i topi mutanti non hanno rimieliniz-
zato, anzi hanno mostrato un ulteriore peggioramen-
to del quadro con sovrapposta neurodegenerazione.

CONCLUSIONI
I nostri risultati suggeriscono che il topo KO per
Jab1 costituisce un buon modello animale della SM
progressiva. Questo modello sembra identificare un
nuovo meccanismo potenzialmente coinvolto nella
patogenesi della SM progressiva, che riguarda la
senescenza degli oligodendrociti. Infine, presentia-
mo dati che assegnano un ruolo a Jab1 anche nei
meccanismi di rimielinizzazione del sistema nervoso
centrale.
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INTRODUCTION AND AIMS
Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory de-
myelinating disease of the central nervous system
(CNS). Demyelination is commonly attributed to au-
toimmune mechanism. Indeed, active CNS inflam-
matory lesions cause the acute neurological
symptoms in the relapsing-remitting form of MS.
However, primary or secondary neurodegeneration
is also present and correlates with patient disability
in progressive forms of MS. Recent data suggest that
neurodegeneration is part of the pathogenetic mech-
anism of MS and may initiate events that disrupt the
immune response. Anti-inflammatory therapies are
effective at reducing relapses and lesion frequency,
however efficacious therapies to block progressive
neurodegeneration in MS are not known. Moreover,
there are no available animal models that mimic pro-
gressive MS to further understand the pathogenesis
of progressive MS as well as to develop potential
therapies. We recently generated and characterized

a new mouse mutant with the conditional deletion of
Jab1 in oligodendrocytes (OLs) that develop pro-
gressive CNS demyelination, inflammation and ax-
onal degeneration, thus mimicking most of the
aspects of progressive MS. In the present research
grant we aimed at (AIM1) to fully characterize this
mouse model at pathological and molecular level,
and (AIM2) to evaluate the role of Jab1 in CNS re-
myelination.

RESULTS
In AIM1, we characterized the extent of demyelina-
tion, axonal loss and inflammatory infiltration of the
CNS in mice with conditional inactivation of Jab1 in
olygodendrocytes (Jab1KO mice). Clinically, Jab1KO
mice were normal until 30 days of age (P30), when
they start to show progressive motor impairment and
reduced size and weight as compared to controls.
We also observed 50% mortality at P70, and that all
Jab1KO mice die within six months of age.

Role of Jab1 in oligodendrocyte differentiation and survival:
a new mouse model of progressive CNS demyelination and
axonal degeneration



We then analyzed histology. At P20, Jab1KO mice
showed minimal signs of hypomyelination in the CNS
and normal protein myelin content (as MBP, myelin
basic protein). From P40 instead, we observed re-
duction progressive demyelination and reduced pro-
tein myelin content, which was more consistent at
P60 and severe at P90.
From P60, CNS of Jab1KO mice also showed diffuse
inflammatory infiltration and neurodegeneration (ax-
onal loss), which significantly worsened at P90. In-
flammatory cells were mainly composed by
microglia/macrophages, with minimal sings of dis-
rupted blood-brain-barrier only at later time points
(P90).
Then, we quantified the number of OLs and OL-pre-
cursors (OPCs), and investigated their ability to dif-
ferentiate, proliferate and survive in mutant mice. Our
results suggest that mutant OLs and OPCs can dif-
ferentiate and proliferate properly, and we did not ob-
serve apoptosis. Instead, we revealed that
demyelination is the consequence of DNA damage in
OLs, as Jab1 disrupts the DNA damage response, re-
sulting in OL senescence. Senescent OLs induce
chronic neuro-inflammation with the activation of res-
ident microglia and generation of reactive oxygen
species (ROS). We measured high levels of ROS in
mutant optic nerve, spinal cord and brain, thus sus-

taining progressive axonal degeneration and loss.
Moreover, we performed the transcriptome analysis
from optic nerves of pre-symptomatic mutant mice
(20 days old) to identify further molecular pathways
involved in demyelination and neurodegeneration.
The analysis showed 1317 genes dysregulated in
mutant mice. These genes belong to pathways in-
volved in cell cycle control, immune response, tran-
scriptional regulation of OLs, and inhibition of
myelination.
Finally, in AIM2 we evaluated the role of Jab1 in re-
myelination. We induced demyelination by the EAE
and cuprizone model. While in EAE we did not detect
significant differences between mutant mice and
controls, we observed a significant defect in remyeli-
nation after cuprizone treatment. Difference may be
due to defective regeneration already present in the
mouse EAE model.

CONCLUSIONS
Our results suggest that Jab1KO is a good animal
model to investigate progressive MS. This model al-
so identified a new potential molecular mechanism
involved in the pathogenesis of progressive MS,
which resides in oligodendrocytes senescence. Fur-
ther, our results outline a role for Jab1 also in the re-
myelination of the CNS.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Il midollo spinale è frequentemente colpito nella
sclerosi multipla (SM) con un notevole impatto sulla
disabilità dei pazienti. Oltre a lesioni focali o diffuse,
le persone con SM sviluppano atrofia del midollo.
Precedenti studi hanno dimostrato che il midollo
cervicale è il più colpito e che l’atrofia midollare è
maggiore nei pazienti con forme progressive rispet-
to a quella recidivante-remittente (RR) ed è signifi-
cativamente associata alla disabilità clinica.
La quantificazione dell’atrofia midollare è comples-
sa nella SM. L’introduzione del metodo semiauto-
matico “active surface” (AS) ha migliorato la
misurazione dell’area trasversa midollare (ATM) an-
che per lunghe porzioni del midollo, permettendo di
caratterizzarne anche la distribuzione topografica.
Malgrado ciò, nelle persone con SM molti aspetti di
tale misurazione devono ancora essere indagati, tra
cui la validazione della quantificazione longitudinale
dell’atrofia e la definizione del valore prognostico
delle misure di risonanza magnetica (RM) del midol-
lo spinale a lungo termine.
Gli obiettivi del progetto sono:
obiettivo 1: validare l’analisi longitudinale dell’atrofia
del midollo cervicale con il metodo AS e valutarne
sensibilità e accuratezza rispetto a quelle ottenute
con metodi convenzionali;
obiettivo 2: valutare il valore delle misure di RM con-
venzionali, dell’atrofia del midollo e delle loro varia-
zioni dopo 2 anni nel predire il peggioramento della
disabilità dopo 10 anni nei pazienti con SM.

RISULTATI
Abbiamo studiato una coorte di pazienti con SM e
di controlli sani (CS), parte di uno studio prospettico
clinico e di RM in corso presso la nostra Unità da
10 anni. Tutti i soggetti sono stati valutati clinica-

mente (incluso il punteggio EDSS [Expanded Disa-
bility Status Scale]) e con acquisizioni di RM a 1.5
Tesla dell’encefalo e del midollo cervicale al basale
e dopo 2 anni. I pazienti sono stati contattati per
una rivalutazione neurologica a 10 anni (follow-up
[FU] a lungo termine).
Abbiamo reclutato 42 pazienti con SM e 9 CS. Al
basale, 13 pazienti avevano una SMRR; 14 una SM
secondariamente progressiva (SP) e 15 una SM pri-
mariamente progressiva. Alla rivalutazione a lungo
termine (FU mediano=11.5 anni), due pazienti erano
deceduti per cause legate alla SM (polmonite) ed è
stato assegnato loro un EDSS=10. Due pazienti
hanno rifiutato la rivalutazione. Durante il FU,
l’EDSS è peggiorato in 21 pazienti, 6 pazienti SMRR
sono evoluti a SMSP e 9 hanno cambiato terapia.
I risultati ottenuti sono i seguenti.
Obiettivo 1. L’ATM misurata con il metodo AS o
Losseff si è ridotta significativamente nei pazienti
con SM, ma non nei CS. Nei pazienti, rispetto ai CS,
è stata trovata un’interazione significativa “tempo-
per-gruppo” delle variazioni dell’atrofia midollare,
mentre non è emerso alcun effetto del fenotipo di
malattia. L’analisi delle curve normalizzate dell’ATM
ha mostrato una distinzione netta delle curve dei CS
rispetto a quelle dei pazienti al basale. La curva al
FU dei CS si sovrapponeva con quella al basale,
mentre quella dei pazienti mostrava una riduzione
dell’ATM, soprattutto nelle porzioni inferiori del mi-
dollo cervicale. Il numero di soggetti necessari per
osservare un effetto di un eventuale trattamento
sulle misure di atrofia del midollo era circa dimez-
zato utilizzando il metodo AS rispetto a Losseff
(n=72 n=164 per identificare un effetto del trat-
tamento del 50%).
Obiettivo 2. All’analisi univariata, corretta per la du-
rata del FU e il fenotipo di malattia, le variabili pre-
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dittive del peggioramento dell’EDSS al FU a lungo
termine risultavano: l’anisotropia frazionaria (AF)
media basale della sostanza bianca apparentemen-
te normale (SBAN) dell’encefalo (r=-0.35, p=0.05),
la diffusività media (DM) basale della sostanza grigia
(SG) dell’encefalo (r=0.48, p=0.0057), la DM basale
della SBAN dell’encefalo (r=0.36, p=0.048) e le va-
riazioni della DM del midollo (r=0.28, p=0.09). La
DM basale della SG dell’encefalo (ß=0.57, p=0.002),
le variazioni della DM del midollo (ß=2.7, p=0.04) e
il numero di lesioni midollari al basale (ß=-0.21,
p=0.12) risultavano predittori indipendenti del peg-
gioramento dell’EDSS (r2=61%), con un diverso ef-
fetto nelle forme progressive le forme RR di SM.
Considerando solo le forme progressive, solo la DM
basale della SG dell’encefalo (ß=0.39, p=0.039) ed
il numero di lesioni midollari al basale (ß=-0.23,

p=0.008) predicevano il peggioramento dell’EDSS
(r2=57%).

CONCLUSIONI
La quantificazione dell’atrofia midollare è possibile nei
pazienti con SM e le misure dell’ATM con il metodo AS
risultano più sensibili alle variazioni longitudinali rispet-
to al metodo Losseff, suggerendo che tale approccio
potrebbe essere applicato per stimare la progressione
dell’atrofia midollare, un’utile misura surrogata per mo-
nitorare la neuroprotezione nei pazienti con SM.
L’integrazione di differenti misure di RM di danno del-
l’encefalo e del midollo potrebbe migliorare la predi-
zione dell’evoluzione clinica a lungo termine dei
pazienti con SM, suggerendo la rilevanza delle mi-
sure di RM come marker per monitorare la progres-
sione di malattia e gli interventi terapeutici.

INTRODUCTION AND AIMS
The spinal cord is frequently involved in multiple scle-
rosis (MS), with a relevant impact on patients’ clinical
disability. In addition to focal and/or diffuse lesions,
MS patients usually develop cord atrophy. Previous
studies have consistently demonstrated that the cer-
vical portion of the cord is more affected than lower
segments, cord tissue loss is more pronounced in
patients with progressive than in relapsing MS, and
cord atrophy is significantly associated with clinical
disability.
Measuring cord atrophy in MS is challenging, but the
introduction of the semi-automated active surface
(AS) method improved the measurements of cord
cross-sectional area (CSA) also along large portions
of the cord and the characterization of cervical cord
atrophy distribution along several vertebral levels.
Despite this, there are still several unmet needs in
MS patients’ cord atrophy assessment, including the
validation of atrophy quantification in a longitudinal
setting and the definition of the long-term prognostic
role of spinal cord MRI measures.
The specific aims of this project were:
aim 1. To validate the analysis of cervical cord atro-
phy with the AS in a longitudinal setting. Sensitivity
and accuracy of AS-derived CSA measures over

time was compared with those of conventional
methods;
aim 2. To assess the value of cervical cord atrophy
and conventional MRI metrics and their changes
over two years in predicting the accumulation of dis-
ability after 10 years in MS patients.

RESULTS
We evaluated a cohort of MS patients and healthy
controls (HC), who are part of a prospective clinical
and MRI study going on at our Unit since 10 years.
All subjects have been assessed clinically (including
Expanded Disability Status Scale [EDSS] rating) and
with cervical cord and brain 1.5 Tesla MRI at baseline
and after two years. All patients have been contacted
for a 10-year neurological re-evaluation (long-term
follow-up [LTFU]).
Forty-two MS patients and 9 HC were recruited. At
baseline, 13 patients had relapsing-remitting (RR) MS;
14 secondary progressive (SP) MS and the remaining
15 primary progressive (PP) MS. A clinical re-assess-
ment has been performed after a median FU of 11.5
years. At LTFU, two patients had died for reasons at-
tributable to MS (pneumonia) and they were given an
EDSS score of 10. Two patients refused the re-as-
sessment. During the FU, 21 patients have worsened

Assessment of cervical cord atrophy as a tool for monitoring
disease evolution and for predicting long-term disability
in patients with multiple sclerosis

SM PROGRESSIVA
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clinical disability, 6 evolved from RRMS to SPMS, and
9 changed treatment. The following are the main re-
sults obtained.
Aim 1. CSA measured with AS and Losseff methods
did not change significantly over time in HC, while it
decreased significantly in MS patients. In MS pa-
tients controls, a significant “time-by-group” in-
teraction of CSA change was found, whereas no
significant “time-by-group” interaction was found
when considering the effect of phenotype. The analy-
sis of normalized curves of cord CSA identified a net
separation of the curves of HC from those of MS pa-
tients at baseline. The FU curve for HC strictly over-
lapped with the baseline curve, while those for MS
patients showed a CSA decrease compared with
baseline, most evident in the caudal portions. The
number of subjects needed to observe any treatment
effect was almost halved when using the AS com-
pared to the Losseff method (e.g., n=72 n=164 to
detect a 50% treatment effect).
Aim 2. At the univariate analysis of prediction, after
adjusting for FU duration and disease clinical phe-
notype, the following variables were associated
with a significant worsening of EDSS at LTFU: brain
baseline normal-appearing white matter (NAWM)
average fractional anisotropy (FA) (r=-0.35, p=0.05),
brain baseline gray matter (GM) average mean dif-
fusivity (MD) (r=0.48, p=0.0057), brain baseline

NAWM average MD (r=0.36, p=0.048), longitudinal
changes of cord MD (r=0.28, p=0.09). Brain base-
line GM average MD (ß=0.57, p=0.002), longitudinal
changes of cord MD (ß=2.7, p=0.04) and baseline
number of cord lesions (ß=-0.21, p=0.12) were iden-
tified as significant independent predictors of EDSS
deterioration (r2=61%), with a differential effect in
progressive relapsing MS patients. When only
progressive MS patients were included into the
model, brain baseline GM average MD (ß=0.39,
p=0.039) and baseline number of cord lesions (ß=-
0.23, p=0.008) were predictors of EDSS worsening
(r2=57%).

CONCLUSIONS
Spinal cord atrophy quantification is feasible in MS
patients and cord AS CSA measurements were more
sensitive to longitudinal changes in MS patients than
Losseff measurements, suggesting that such an ap-
proach might be applied to assess the rate of spinal
cord atrophy as a valuable surrogate outcome meas-
ure for monitoring neuroprotection in MS.
The integration of different MRI measures of cord
and brain damage might contribute to predict MS
patients’ longitudinal evolution over a long-term FU,
suggesting the relevance of MRI measures as mark-
ers to monitor disease progression and therapeutic
interventions in this condition.
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PREMESSE E OBIETTIVI
La sclerosi multipla (SM) è la più diffusa malattia neu-
rologica disabilitante dei giovani adulti. Il crescente
interesse per lo studio della Qualità della Vita (QOL)
nelle persone con SM scaturisce dalla necessità di
ampliare i consueti strumenti di misura per includere
aspetti che sono rilevanti per il paziente, ma possono
sfuggire nella valutazione clinica. Gli strumenti di
QOL permettono al personale sanitario di cogliere le
priorità dei pazienti, facilitano la comunicazione me-
dico-paziente e la . Tuttavia,
la lunghezza dei questionari, la disponibilità in sola
versione cartacea e l’impiego di algoritmi per il cal-
colo del punteggio costituiscono ostacoli alla diffu-
sione di questi strumenti nella pratica clinica. Di
questi limiti soffre anche l’MSQOL-54, il più utilizzato
questionario di QOL per le persone con SM.
L’MSQOL-54 è formato da 54 domande che indaga-
no 12 diversi aspetti della QOL La disponibilità di
una sua versione breve e computerizzata, con cal-
colo automatico del punteggio, potrebbe aumentar-
ne diffusione e rendere più efficiente la valutazione
(accorciando il tempo richiesto ai pazienti per la
compilazione e al clinico per calcolare i punteggi,
preservando la validità e attendibilità dei punteggi).
Gli obiettivi principali dello studio sono stati: rivedere
l’MSQOL-54 producendo una versione abbreviata,

somministrabile anche al computer ed integrata da
una procedura automatica di calcolo del punteggio
(fase 1); validare la versione abbreviata dell’MSQOL-
54 (fase 2).

RISULTATI
Nella prima fase della ricerca si è lavorato con un ar-
chivio di dati contenente le risposte al questionario
MSQOL-54 di 473 pazienti nel periodo compreso tra
il 2002 e il 2009. I dati erano stati raccolti dai respon-
sabili dei diversi centri partecipanti al progetto, nel-
l’ambito di altre ricerche cliniche. L’analisi dei dati ha
permesso di analizzare il funzionamento delle singole
domande del questionario dal punto di vista psicome-
trico (contenuto informativo e capacità discriminante),
e ha portato alla definizione di una versione abbreviata
del questionario, chiamata ‘MSQOL-29’, formata da
29 domande, anziché 54. L’MSQOL-29 preserva la
struttura a più dimensioni del questionario originale (al
netto delle dimensioni riferite alle limitazioni fisiche ed
emotive causate dalla malattia e della domanda rela-
tiva alla soddisfazione sessuale), e riporta una buona
correlazione con lo strumento originale.
Nella seconda fase del progetto, l’MSQOL-29 è stato
implementato in formato elettronico ed è stato vali-
dato su un campione indipendente di 582 pazienti.
Nel questionario è stata aggiunta una ‘domanda fil-
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tro’ sull’attività sessuale, che circoscrive ai soli ri-
spondenti che hanno avuto una vita sessuale attiva
nelle ultime quattro settimane, la valutazione della
qualità del funzionamento sessuale. Circa il 45% dei
rispondenti ha risposto “no” alla domanda filtro. I
partecipanti allo studio hanno compilato contestual-
mente altri strumenti volti a misurare la QOL o aspetti
ad essa correlati (es. ansia e depressione). Questo
ha permesso di analizzare la concordanza tra i diversi
questionari e concludere che l’MSQOL29 è uno stru-
mento valido ed attendibile.
Un sottoinsieme di circa 200 pazienti ha compilato,
a due settimane di distanza, l’MSQOL-29 anche in
forma cartacea e questo ha consentito di valutare
l’equivalenza tra i due formati di compilazione. La
concordanza tra i punteggi ottenuti con le due mo-
dalità di somministrazione (cartacea/elettronica) è ri-

sultata elevata, avvalorando l’equivalenza dei due
formati.

CONCLUSIONI
Lo studio ha consentito di produrre una versione ab-
breviata del questionario MSQOL-54. Il numero di
domande è stato quasi dimezzato (29 rispetto a 54),
accorciando notevolmente il tempo di compilazione,
pur preservando la possibilità di indagare diverse di-
mensioni della QOL, quali ad esempio, il funziona-
mento fisico, cognitivo, sessuale, il benessere
emotivo, l’energia, il dolore. La disponibilità di una
versione elettronica (eMQSQOL-29), che si è dimo-
strata equivalente a quella cartacea, consente inoltre
di accorciare il tempo necessario per calcolare i pun-
teggi, facilitando l’integrazione del parere dei pazienti
nel processo di valutazione dei clinici.

INTRODUCTION AND AIMS
Multiple sclerosis (MS) is the most common disabling
neurological disease in young adults, and is charac-
terized by variable disease course and clinical man-
ifestations. Interest in the Health Related Quality of
Life (HRQOL) of people with MS (PwMS) has been
driven by a desire to broaden traditional outcome
measures to include those not always evident on
clinical examination, but nevertheless important to
the patient. HRQOL inventories help clinicians ap-
preciate patient priorities, facilitate physician-patient
communication and shared decision making.
HRQOL inventories however are not used in MS rou-
tine health care because they must be administered,
processed, scored, stored and retrieved with a rele-
vant logistic and financial implication. Existing MS
HRQOL tools are available in paper-pencil format
and for most of them score calculation is burden-
some, while score interpretation may not be straight-
forward.
The MSQOL-54 is the most used MS specific
HRQOL inventory. It contains 52 items distributed in-
to 12 sub-scales, and 2 single items. The availability
of a shorter version in conjunction with a computer-
ized one that immediately processes and scores the
items may improve instrument usability and validity.

The main aims of the study were: to refine the
MSQOL-54 producing an abbreviated version
named “aMSQOL-54”, also available in an electronic
version, inclusive of a scoring routine (phase 1); to
validate the shortened version in an independent
sample (phase 2).

RESULTS
In the first phase of the study an existing MSQOL-54
databases coming from the neurological center par-
ticipant to the study (overall 473 Italian person with
MS of varied compromise, followed between 2002
and 2009) has been analyzed. The psychometric
analysis allowed to identify a short form including 29
out the 54 original items. The resulting MSQOL-29
consists of 29 items (54% of the MSQOL-54),
grouped in 7 multi-item and 4 single-item sub-
scales. A filter question was added to allow to pa-
tients without sexual activity in the last 4 weeks to
skip the items referred to the sexual functioning.
In the second phase of the project an electronic ver-
sion of the MSQOL-29 has been provided; moreover
a web application with a responsive interface that
can be adapted to different electronic devices
(tablet/pc) has been developed. The validity of the
MSQOL-29 has been proved in an independent

An abbreviated computerized version of the MSQOL-54:
development and preliminary validation using confirmatory
factor analysis and item response theory
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sample of 582 patients recruited in the 5 neurological
centers participating to the study. Almost half of the
sample skipped the sexual functioning items after
the screening sexual question. The MSQOL-29
showed a good internal consistency and validity.
Moreover, a subset of 220 patients received the
questionnaire both in electronic and paper-pencil
versions, separated by a two-week interval. This al-
lowed to test the two versions can be considered
equivalent.

CONCLUSIONS
This study allowed to produce an abbreviated ver-

sion of the MSQOL-54. The MSQOL-29 is 50%
shorter than the MSQOL-54, preserving 7 multi-item
and 4 single key HRQOL dimensions. The number of
questions was reduced by nearly half (29 compared
to 54), considerably reducing the compilation time,
whilst preserving the possibility to investigate the dif-
ferent dimensions of quality of life, such as physical
functioning, cognitive, sexual, emotional well-being,
energy and pain. The availability of an electronic ver-
sion (eMQSQOL-29) allows also shortening the time
required to calculate the scores, facilitating the inte-
gration of the opinion of the patients in the clinical
judgment.
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PREMESSE E OBIETTIVI
La scrittura è una forma di comunicazione che richie-
de abilità motorie, percettive e cognitive complesse.
Se una di queste abilità viene alterata la scrittura può
subire un deterioramento. Le persone con SM
(PcSM) spesso riportano difficoltà nei compiti di
scrittura, abilità che spesso subisce modifiche che
inducono un senso di frustrazione. AISM propone in-
terventi di terapia occupazionale (TO) mirati anche
alla scrittura, ma non esistono metodologie per va-
lutarne l’efficacia in maniera oggettiva da un punto
di vista comportamentale e di modifiche a livello del
sistema nervoso centrale.
L’obiettivo di questo progetto è stato la definizione
di una metodologia di valutazione per descrivere
quantitativamente i movimenti di scrittura in persone
con SM mediante un test di scrittura su supporto
cartaceo (DGM-P test) ed uno su supporto digitale
(tablet SMART TAB, E.M.S., s.r.l.). Parallelamente,
sono stati analizzati i correlati neurali acquisiti duran-
te la scrittura su tablet mediante tecniche di risonan-
za magnetica (RM).

RISULTATI
Durante la prima fase del progetto abbiamo coin-
volto 44 soggetti sani ed abbiamo testato se le ca-
ratteristiche cinematiche della scrittura acquisite
mediante il tablet all’interno della RM rispecchias-
sero quelle acquisite in condizioni di scrittura con-
venzionale e se il protocollo di scrittura proposto
fosse in grado di evocare le attivazioni cerebrali pre-
viste per compiti di scrittura. Il protocollo si è dimo-

strato affidabile e la cinematica della scrittura in
RM, seppur ha subito prevedibili modifiche (movi-
menti più lenti ed ampiezza maggiore della frase ri-
spetto alla condizione standard) dovute ai limiti fisici
imposti dalla RM, è stata rappresentativa delle ca-
ratteristiche dei soggetti. Inoltre, i risultati dell’esa-
me di RM funzionale hanno mostrato che durante il
compito si attivavano le aree previste per i centri per
al scrittura (parte posteriore del giro frontale supe-
riore e medio sinistro, del lobo parietale superiore
di sinistra, ed il cervelletto di destra).
Conclusa la fase di definizione e test del protocollo
sperimentale, sono stati arruolati 18 persone con SM
e 18 soggetti sani di controllo. Entrambi i gruppi sono
stati sottoposti ad una valutazione della scrittura me-
diante DGM-P test e mediante tablet, quest’ultimo
in condizioni di scrittura convenzionali.
Il DGM-P test valuta le abilità grafo-motorie e postu-
rali in bambini in età scolare. Per la prima volta in
questo progetto è stato somministrato a persone in
età adulta allo scopo di valutare se e quali parti del
test possano essere utili per identificare e descrivere
problemi di scrittura in PcSM. Durante il test il sog-
getto deve scrivere una frase per due volte: il più ac-
curatamente possibile ed il più velocemente
possibile. Il confronto fra i gruppi ha mostrato un
peggioramento della scrittura in PcSM rispetto ai
soggetti di controllo, specialmente nella condizione
di scrittura accurata. Le PcSM mostrano maggiori
difficoltà nel seguire il rigo, una variabilità maggiore
nell’altezza delle lettere ed una marcata lentezza ri-
spetto ai controlli. Questi parametri correlano con le
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valutazioni effettuate mediante test clinici volti all’ac-
certamento delle funzioni cognitive e motorie, mo-
strando che un deficit in questi campi è sorgente di
problemi nella scrittura rilevabili oggettivamente me-
diante questo test.
L’obiettivo del test eseguito su supporto digitale è
quello di caratterizzare la cinematica della scrittura,
valutando i parametri spazio-temporali. I soggetti do-
vevano scrivere per tre volte una frase sul tablet che
acquisiva la traccia scritta. L’analisi cinematica ha
mostrato un aumento significativo del tempo impie-
gato dalle PcSM per completare la frase, mentre
nessuna differenza tra i gruppi è stata rilevata nel-
l’ampiezza della frase stessa. L’analisi dei dati clinici
ha mostrato l’esistenza di relazioni significative tra
l’ampiezza della frase e misure di forza ed i risultati
di test cognitivi, in accordo con i dati del DGM-P test.
Il test di scrittura su supporto digitale è stato ripetuto
da entrambi i gruppi durante una esame RM funzio-
nale. I centri cerebrali attribuiti alla funzionalità della

scrittura si attivano in maniera simile nei due gruppi.
I risultati del confronto tra i gruppi mostrano un minor
coinvolgimento di aree sottocorticali (cervelletto,
gangli della base e talamo) nel gruppo delle persone
con SM, probabile indice di alterata funzionalità dei
circuiti sottocorticali che si riferiscono al dominio co-
gnitivo durante il compito di scrittura.

CONCLUSIONI
I test di scrittura utilizzati si sono dimostrati utili nel
descrivere in maniera oggettiva e da diversi punti di
vista le problematiche di scrittura riportate dalle per-
sone con SM ed i correlati neurali ad essi associati.
Questi test potranno quindi essere utilizzati per
quantificare i miglioramenti dopo un intervento di te-
rapia occupazionale. La relazione con i risultati delle
scale cliniche potrebbe inoltre indirizzare la terapia
occupazionale verso quella che è l’origine dei pro-
blemi per il singolo soggetto (cognitivo, motorio, sen-
soriale), portando ad un intervento più mirato.

INTRODUCTION AND AIMS
Handwriting is a form of communication that requires
intact motor, sensory and cognitive skills. If one of
these skills get lost, handwriting might be affected.
Handwriting deficits are common in people with MS
(PwMS). AISM proposes occupational therapy (OT)
treatments focused on the recovery handwriting, but
reliable quantitative data on the efficacy at behavioral
level of this kind of interventions are lacking, as also
what are their effects on brain networks.
The aim of this projects is to define an evaluation
methodology that allows to quantitatively character-
ize handwriting movements in PwMS by means of a
paper-and-pen writing test (DGM-P test) and kine-
matic acquisition over a digital tablet (SMART TAB,
E.M.S., s.r.l.). Further, we evaluated neuroimaging
data obtained with magnetic resonance imaging
(MRI) techniques during writing movements.

RESULTS
Forty-four healthy subjects were enrolled to test how
handwriting kinematic features acquired by means
of the tablet in normal writing conditions changed in

MRI environment and whether the proposed protocol
was able to activate the known cerebral writing cen-
ters. Results showed that the protocol performed in
MRI environment reliably described the individual
kinematic features, although with some modifica-
tions (slower movements and larger amplitude of the
sentence in MRI scanner) due to the space-limits im-
posed by the scanner. Further, the protocol success-
fully activates the brain areas known to be involved
in handwriting task (posterior part of the left superior
and middle frontal gyrus, the left superior parietal
lobule, and the right cerebellum).
After testing the reliability of the protocol, 18 PwMS
and 18 healthy controls were enrolled. Handwriting
abilities were tested with DGM-P test and digital
tablet, in normal handwriting conditions.
The DGM-P test evaluates grapho-motor abilities in
children. For the first time in this project was admin-
istered in adults aiming to evaluate which parts of the
test are reliable to describe handwriting impairments
in adults and in PwMS. The test requires the subject
to write a sentence two times: as accurate as possi-
ble and as fast as possible. The comparison between

Re-writing in multiple sclerosis: a novel approach
to evaluate and cope with the writing deterioration
in patients with multiple sclerosis
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the two groups showed that PwMS were slower a
more variable than healthy controls and had more
difficulties to follow the line over the paper. These pa-
rameters correlate with clinical evaluations of the
cognitive and motor functions, showing that a deficit
in these fields is source of handwriting impairments
that can be assessed with this test.
The aim of the test performed on the digital tablet
was to characterize the kinematics of handwriting
(spatio-temporal parameters). Subjects were re-
quired to write three times a sentence over the tablet,
which was acquiring the written trace. Data analysis
showed a significant increase in PwMS in movement
duration, whereas no differences appeared in the
sentence dimensions. Significant correlations ap-
peared among these parameters and the clinical
evaluations, in agreement with those obtained with
the DGM-P test.
Then, the same participants performed the writing
test over the tablet during a functional MRI (fMRI),

which allowed the characterization of the neural cor-
relates of handwriting in the two populations of sub-
jects. The cerebral-writing centers were similarly
activated in the two groups. The comparisons be-
tween groups showed a lower involvement of sub-
cortical regions (cerebellum, basal ganglia and
thalamus) in PwMS, likely index of altered activity in
the subcortical circuits involved in the cognitive com-
ponent of handwriting.

CONCLUSIONS
Handwriting test proposed in this project were useful
to quantitatively describe handwriting impairments
in PwMS and the related cerebral activations. There-
fore, these tests might be used in the future to de-
scribe the effects of an OT intervention. The
correlation with the results of the clinical scales might
help to address the OT towards the source of the in-
dividual impairments (cognitive, motor, sensory), giv-
ing the opportunity to design a tailored intervention.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Il dolore neuropatico (DN) è uno tra i sintomi più fre-
quenti e difficile da trattare nella sclerosi multipla
(SM), presente in circa 63% dei soggetti. La maggior
parte dei soggetti con SM sono resistenti ai tratta-
menti per il dolore, e lo riferiscono come il loro sinto-
mo più invalidante. Il DN delle estremità e il mal di
testa sono i dolori più comuni.
Il DN è associato ad un’iperattivazione dei nuclei ta-
lamici, del sistema limbico e delle cortecce sensori-
motorie ed insulare. La stimolazione epidurale e la
stimolazione magnetica transcranica ripetitiva (rTMS)
della corteccia motoria possono essere proposte co-
me trattamenti del DN. Purtroppo questi trattamenti
sono spesso inefficienti quando il dolore coinvolge
le gambe, non permettendo di stimolare in profondità
fino alla zona motoria delle gambe. Lo sviluppo di
metodi alternativi è dunque necessario.
A questo scopo, una nuova bobina (coil) di stimola-
zione, l’”H-coil”, permette di stimolare più in profon-
dità rispetto ai coil tradizionali a forma di 8. Abbiamo
recentemente ottenuto dei risultati incoraggianti
sull’uso del H-coil per stimolare la corteccia motoria
degli arti inferiori in persone con ictus e SM.
Proponiamo quindi uno studio crossover, in doppio
cieco, controllato per effetto placebo per valutare
l’efficacia di 5 giorni consecutivi di stimolazione pro-
fonda con H-coil in 20 soggetti con SM e DN degli
arti inferiori resistente ai trattamenti farmacologici. I
soggetti ricevono stimolazioni vere o “sham” (place-
bo) sulla corteccia motoria delle gambe, bilateral-
mente, per una durata totale della fase attiva dello
studio di 2 mesi. Trenta treni consecutivi di 50 stimoli
sono applicati ad una frequenza di 10Hz, al 90% del-
la soglia motoria a riposo del muscolo tibiale ante-
riore, con un intervallo di interstimolo di 20s (i.e.
totale 1500 stimoli in 10 min). Le stimolazioni sham
sono effettuate con lo stesso coil, inducendo una sti-

molazione superficiale ed un suono percepito simile
alla stimolazione vera, ma nessun campo magnetico
viene erogato. Ciascuna stimolazione (vera e sham)
viene somministrata ai pazienti in 5 giorni consecu-
tivi). Un mese dopo la fine del primo ciclo (vero o
sham), i pazienti effettuano il secondo ciclo, opposto
rispetto al precedente. Dunque, i pazienti che avran-
no ricevuto la stimolazione sham riceveranno la vera
stimolazione, e viceversa.

RISULTATI
Questo studio, realizzato in doppio cieco, è disegna-
to per includere 20 pazienti su una durata di 2 anni.
Perciò, lo studio è ancora attivo. I dati saranno inter-
pretati quando l’ultimo paziente avrà effettuato tutte
le valutazioni cliniche e neurofisiologiche, in modo
tale che si potrà levare il cieco degli sperimentatori.
Gli outcome primari e secondari sono valutati prima
e dopo ogni ciclo di trattamento e ad 1 mese dopo
fine trattamento per follow-up. Le valutazioni inclu-
dono misure soggettive (visual analogue scale - VAS
(misura primaria), Neuropathic Pain Symptom Inven-
tory score, Minnesota Multiphasic Personality Inven-
tory score) ed oggettive (riflesso di flessione-RIII,
prime soglie di percezione di sensazioni termiche e
meccaniche) del dolore, e misure elettroencefalogra-
fiche e con TMS per indagare attività ed eccitabilità
della corteccia sensorimotoria degli arti inferiori pri-
ma e dopo trattamento.
Ad un anno dall’inizio del progetto (metà studio), 9
pazienti sono stati inclusi. 6 hanno completato lo
studio, 1 si è ritirato dallo studio dopo la prima fase
(per ragioni personali) e 2 pazienti sono ancora in
fase di trattamento. Nessun evento avverso è stato
riportato. L’ordine dei trattamenti (vero-sham /
sham-vero) è stato randomizzato. Sia gli sperimen-
tatori sia i pazienti sono in cieco. Sono stati appli-
cati cinque giorni consecutivi seguiti da 1 mese di
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riposo per “wash-out”, dopo di che il trattamento
opposto era eseguito per altri 5 giorni consecutivi.
I pazienti sono stati valutati 4 settimane dopo
quest’ultima settimana di trattamento, per follow-
up. Le valutazioni cliniche e neurofisiologiche inclu-
dono: Numeric Rating Scale (NRS) da 0 (assenza di
dolore) a 10 (dolore insopportabile), Neuropathic
Pain Symptom Inventory score (NPSI), Brief Pain In-
ventory, Beck Depression Inventory, impressione
globale di cambiamento, RIII reflex, elettroencefa-
lografia (riposo, occhi aperti/chiusi e sincronizzazio-
ne legata all’evento dopo stimolazione elettrica del
nervo tibiale, e stimolazione magnetica trascranica

(soglia motoria di riposo, potenziale motorio evoca-
to al 120% della soglia, e periodo di silenzio corti-
cale).

CONCLUSIONI
A metà studio, i trattamenti con H-coil sono stati ben
tollerati da tutte le persone. In caso di successo, la
stimolazione profonda con H-coil offrirà un’alterna-
tiva valida, non-invasiva, alla neuromodulazione che
coinvolge interventi chirurgici. Questa tecnica inno-
vativa potrebbe dunque offrire un nuovo trattamento
efficace e non-invasivo per soggetti con MS colpiti
da dolore neuropatico.

INTRODUCTION AND AIMS
Neuropathic pain (NP) is a key symptom in multiple
sclerosis (MS) that is present in about 63% of sub-
jects with MS and is highly difficult to treat. Many MS
sufferers present drug-resistance to NP, and report
this pain as their main symptom. Extremity neuro-
pathic pain and headache are the most common
pain symptoms in MS.
NP is associated with hyperactivation of thalamic nu-
clei, limbic system, sensorimotor and insular cor-
tices. Electrical epidural and repetitive transcranial
magnetic stimulation (rTMS) of the motor cortex can
be applied for treatment of NP. Unfortunately, these
treatments are not always responsive when pain in-
volves the lower limbs, since the actual stimulation
methods do not allow stimulations deep enough to
target the lower limb representations. Development
of alternative methods is thus needed.
To this aim, a new stimulation coil for rTMS treatments
has been designed, the so-called H-coil, that allows
deeper stimulation compared to the regular figure-of-
eight coils. We already showed encouraging results of
the use of such coil to target to the lower limbs in peo-
ple affected with stroke in a previous study. Here, we
propose a cross-over, double-blind placebo-con-
trolled study to evaluate the efficacy of 5 consecutive
days of deep rTMS with the H-coil, in 20 subjects with
MS with lower-limb drug-resistant NP.
Participants will receive real and sham stimulation
over bilateral leg primary motor cortex within a time-

interval of 2 months. Thirty consecutive trains of 50
stimuli will be delivered at a frequency of 10 Hz, at
90% of the resting motor threshold (RMT) of the
dominant tibialis anterior muscle, with inter stimulus
intervals of 20 seconds (i.e. a total of 1500 stimuli
during a session of 10 minutes). The sham stimula-
tion will be provided by the same coil delivering su-
perficial stimulation with the same sound as the real
one but no deep magnetic field will be produced.
Both stimulation types (sham and real) will be applied
on 5 days over 2 consecutive weeks. One month af-
ter, the treatment will be reversed, for both groups.
Thus, the patients who received the real stimulation
will receive the sham, and vice versa.

RESULTS
This study is a double-blind study, designed to in-
clude 20 patients over a period of 2 years. Therefore,
this study is still ongoing. The data will be interpreted
only when the last patient will have undergone all the
clinical and neurophysiological evaluations, so that
the blindness of investigators can be unveiled. Pri-
mary and secondary outcomes are evaluated before
and after each treatment cycle as well as one month
after, for follow-up. Assessments include subjective
(including visual analogue scale (VAS, primary out-
come), Neuropathic Pain Symptom Inventory score,
Minnesota Multiphasic Personality Inventory score)
and objective (flexion reflex-RIII, first perception
thresholds for thermal and mechanical sensations)

Deep transcranial magnetic stimulation with H-coil
for the non-invasive treatment of lower limb pain
in multiple sclerosis
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pain evaluations, as well as electroencephalographic
and TMS correlates of the sensorimotor cortex ac-
tivity and excitability.
At one year (mid-term of project), 9 patients have
been recruited. Six patients completed the treat-
ments, one patients dropped out (refused to partici-
pate to the second phase of treatment for personal
issues) and two patients are on-going. No adverse
events have been reported. The order of treatments
(real-sham / sham-real) has been randomized. Both
experimenters and patients are blinded. Patients un-
derwent 5 consecutive days of treatment followed by
1 month of wash-out after which they underwent the
second treatment phase for 5 consecutive days. Af-
ter this second week of treatment, patients were as-
sessed a last time 4 weeks later, for follow-up.
Patients underwent clinical and neurophysiological
evaluations including: Numeric Rating Scale (NRS)

from 0 (no pain) to 10 (unbearable pain), Neuropathic
Pain Symptom Inventory score (NPSI), Brief Pain In-
ventory, Beck Depression Inventory, global impres-
sion of change, RIII reflex, electroencephalography
(resting state eyes open/eyes closed and event-re-
lated synchronization after tibial nerve electric stim-
ulation) and TMS (resting motor threshold (RMT),
motor evoked potentials amplitude at 120% RMT
and cortical silent period).

CONCLUSIONS
At mid-term, H-coil rTMS treatments was well toler-
ated by patients. If proven effective, H-coil rTMS will
offer a valid, non-invasive, alternative method to neu-
ro-modulation approaches involving surgical inter-
ventions. This innovative technique might thus offer
a new, non-invasive efficient treatment for MS sub-
jects affected by NP.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Secondo diversi studi, i muscoli partecipano alla pro-
duzione di movimenti in gruppi funzionali ben definiti
- chiamati “sinergie” - attivati da comandi corticali di-
scendenti. Un recente studio ha suggerito che le si-
nergie muscolari possono essere considerate come
marcatori fisiologici di danno motorio corticale. Il po-
tenziale di questo approccio non è ancora stato
sfruttato per comprendere e descrivere i deficit mo-
tori degli arti superiori dovuti all’SM.
Questo studio pilota ha avuto due obiettivi (1) quan-
tificare i deficit motori degli arti superiori in soggetti
con SM con una valutazione robot assistita che com-
prendesse cinematica e analisi delle sinergie musco-
lari, e (2) verificare la possibilità di utilizzare le sinergie
muscolari nel disegno di interfacce corpo-macchina
adatte per le persone con SM.
Abbiamo sviluppato un metodo per eseguire una va-
lutazione quantitativa e ripetibile della cinematica de-
gli arti superiori, e per individuare i fattori che
possano avere un impatto sull’attività muscolare e
sulla coordinazione, come descritto dall’analisi delle
sinergie muscolari. Abbiamo mirato ad identificare
fattori dipendenti da vincoli estrinseci quali diverse
condizioni ambientali, da vincoli intriseci dovuti al
controllo motorio e, soprattutto, dalla malattia.

RISULTATI
11 soggetti con SM (9 femmine; 50±10 anni) con lieve
o moderata disabilità e 11 controlli di pari età e sesso
(9 femmine; 50±9 anni) hanno partecipato a questo
studio. I compiti richiesti prevedevano movimenti del-
la mano o applicazione di forze in diverse direzioni. I
soggetti hanno eseguito tali compiti mentre afferra-
vano la parte terminale di un robot che forniva diverse
forze di interazione: nessuna forza, forza assistiva,
forza resistente e vincoli rigidi. Abbiamo registrato
l’attività di 15 muscoli della parte superiore del corpo.
Sono state valutate entrambe le braccia. Le traiettorie
della mano di persone con SM erano più lente, meno
fluide e meno accurate rispetto ai soggetti di control-
lo. Le differenze nelle performance cinematiche tra le
due popolazioni aumentavano quando le persone do-
vevano controllare una forza rispetto ad un movimen-
to. Pertanto, il task di forza isometrico potrebbe
essere più sensibile ad evidenziare differenze cine-
matiche dipendenti dalla malattia.
Per quanto riguarda le attivazioni muscolari durante
i task dinamici abbiamo trovato differenze nei mu-
scoli del tronco e nei muscoli della spalla (romboide
e deltoide anteriore). Inoltre, la maggior parte delle
persone con SM ha mostrato un’evidente co-contra-
zione bicipite-tricipite nei movimenti distali. Tuttavia,
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nessuna differenza è stata osservata nella struttura
(numero) delle sinergie tra controlli ed SM. D’altro
canto la coordinazione muscolare, come descritto
dall’analisi delle sinergie, era modificata nelle perso-
ne con SM rispetto ai controlli, sia in termini di orga-
nizzazione sia di attivazione. In presenza di forza
assistiva, le due popolazioni hanno mostrato un
comportamento simile. Nei movimenti liberi ed in
presenza di una forza resistiva le persone con SM
hanno modulato le sinergie in modi significativamen-
te diversi dai controlli. Al variare delle forze di intera-
zione i controlli hanno mantenuto simili pattern di
coordinazione muscolare, mentre i soggetti con SM
avevano maggiori cambiamenti nelle modulazione di
tali pattern. Questo lavoro ha evidenziato la capacità
delle sinergie muscolari di rivelare pattern di attività
muscolare in persone con SM con una struttura sta-
bile e simile ai soggetti di controllo, catturando, allo
stesso tempo, differenze importanti riguardanti la co-
ordinazione muscolare. Questa osservazione sostie-
ne la nostra ipotesi che le sinergie muscolari siano
un valido strumento da utilizzare nella progettazione
di interfacce corpo-macchina a controllo elettromio-
grafico per i soggetti con la SM.

CONCLUSIONI
Questo lavoro ha identificato marcatori cinematici e
muscolari della sclerosi multipla, evidenziando le ca-
ratteristiche sensibili a vincoli estrinseci, come le
condizioni ambientali, e a vincoli intriseci propri del
controllo motorio. L’analisi ed il protocollo proposti
forniscono misure accurate, stabili e ripetibili e sono
pertanto un valido strumento per indagare e moni-
torare i deficit motori degli arti superiori e i loro cor-
relati elettromiografici. In generale, i risultati ottenuti
forniscono linee guida per la definizione sia di valu-
tazioni quantitative sia di trattamenti riabilitativi per
migliorare la coordinazione motoria dell’arto supe-
riore nella SM. Inoltre, tali risultati suggeriscono che
le persone con SM presentino indicatori cinematici
alterati ma conservino una struttura per lo più intatta
delle sinergie muscolari. Questa capacità di rilevare
pattern stabili di attività muscolare nella SM confer-
ma che le sinergie muscolari hanno il potenziale per
essere utilizzate con successo come strumento per
la definizione di interfacce corpo-macchina a con-
trollo mioelettrico per persone che soffrono di SM.

INTRODUCTION AND AIMS
According to several studies, muscles participate to
the production of movements in well-defined func-
tional groups - called “synergies” - activated by the
descending cortical commands. A recent study
(Cheung, 2012) has suggested that muscle synergies
can be considered as physiological markers of motor
cortical damage. The potential of this approach has
not yet been exploited for understanding and de-
scribing the upper limb motor impairments caused
by MS.
This pilot study had two objectives (1) to quantify the
upper limb motor deficits of MS people with a robot-
based assessment including kinematics and muscle
synergies analysis, and (2) to verify the feasibility of
using muscle synergies in the design of myocon-
trolled body-machine interfaces suitable for individ-
uals with MS.
We developed a method to perform a quantitative

and repeatable assessment of upper limb kinemat-
ics, and to test which task features might impact
muscle activity and coordination, as described by
muscle synergy analysis.
We aimed at identifying kinematics and muscular
features sensitive to extrinsic constraints (such as
different environmental conditions), to intrinsic motor
control constraints and, most importantly, to the dis-
ease.

RESULTS
We enrolled 11 MS subjects MS (9 Female; 50±10
years) with mild to moderate impairment and 11 age
and gender matched controls (9 Female; 50±9
years). Subjects performed a planar reaching task by
moving their hand or applying force while grasping
the handle of a robot that provided four different en-
vironments: no forces, assistive force, resistive force,
and rigid constraint. We recorded the activity of 15

Body-machine interfaces based on muscle synergies
for adaptive and personalized neuromotor rehabilitation
of persons with multiple sclerosis
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upper body muscles. Both arms were assessed.
The upper arm trajectories of people with MS were
slower, less smooth and less accurate compared to
healthy subjects. The differences in kinematic per-
formance between the two populations increased
when people controlled a force trajectory compared
to a movement trajectory. Therefore, the isometric
force task could be more sensitive to kinematic dif-
ference due to the disease.
As for muscle activations, we found differences in the
trunk and shoulder muscles (rhomboideus and an-
terior deltoid) between healthy and MS people during
dynamic conditions. Moreover, most MS people
showed an evident biceps-triceps co-contraction es-
pecially to reach distal targets.
However, no difference was observed in the structure
(number) of synergies between control and MS peo-
ple. Interestingly, muscle coordination, as described
by muscle synergy analysis, was modified in MS
people with respect to controls, both in term of or-
ganization and activation. In presence of assistive
force, the two populations had a similar behavior. In
free space and when an unusual resistive force was
added to the environment, the MS people modulated
their synergies in ways that differed significantly from
the control subjects. Control subjects performed the
reaching tasks by maintaining similar muscle coor-
dination patterns across different environments,
while MS people had greater changes in response to
differences in the interaction forces.

This work revealed the ability of muscle synergies to
capture patterns of muscle activity in MS with a sta-
ble structure similar to the healthy controls. At the
same time, it highlighted important differences in
muscle coordination. This observation supported our
hypothesis of using muscle synergies as a tool for
designing myocontrolled body-machine interfaces
for individual with MS.

CONCLUSIONS
This work identifies kinematic and muscular markers
of MS and highlights features sensitive to extrinsic
constraints, such as environmental conditions, and
features sensitive to intrinsic motor control con-
straints. The results can drive the design of both
quantitative assessments and rehabilitative treat-
ments for improving upper limb motor coordination
in MS. This analysis could be an appropriate tool to
investigate and monitor motor impairments. The pro-
posed protocol provides accurate, stable and re-
peatable measures of the upper limb motor deficits
and of their electromyographic correlates. Moreover
it is easy to apply, not invasive and well tolerated.
Our results suggest that people with MS present al-
tered kinematics, but preserve a mostly intact struc-
ture of muscle synergies. This ability of detecting
stable patterns of muscle activity in MS confirms that
muscle synergies have the potential to be used as
tool for defining myocontrolled body machine inter-
faces suitable for individual suffering for MS.
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PREMESSE E OBIETTIVI
I sintomi motori come la debolezza muscolare, insta-
bilità posturale e la fatica sono spesso responsabili
di problemi nel cammino in persone con sclerosi
multipla, e recenti studi hanno dimostrato che l’abilità
di camminata subisce ulteriori riduzioni quando ese-
guita insieme ad un compito cognitivo concomitante
(doppio compito).
Il training sul tapis roulant (TT) ha dimostrato di mi-
gliorare la deambulazione di persone con SM, ma,
dal momento che la vita quotidiana richiede spesso
un doppio compito, è stato recentemente potenziato
con l’uso simultaneo della realtà virtuale (VR) per sti-
molare entrambi gli aspetti motori e cognitivi (VR-TT).
La VR stimola, e migliora le capacità cognitive, con-
sentendo l’esecuzione sicura di molte attività della
vita quotidiana. Nel progetto abbiamo condotto uno
studio clinico randomizzato e controllato in singolo
cieco per confrontare gli effetti sulla camminata del-
l’intervento combinato VR-TT con un programma di
TT di sei settimane, in persone con SM. Abbiamo
ipotizzato che entrambi i trattamenti avrebbero mi-
gliorato la funzione motoria, ma che VR-TT avrebbe
potenziato le abilità motorie-cognitive, migliorando
di conseguenza le prestazioni di doppio compito.

RISULTATI
Sono state reclutate quarantaquattro persone con
SM presso l’Ospedale Universitario di Sassari e sono
stati assegnati in modo casuale al gruppo di control-
lo o al gruppo sperimentale. I soggetti del gruppo di
controllo hanno ricevuto 18 sessioni di TT mentre le
persone del gruppo sperimentale hanno ricevuto 18

sessione di VR-TT. Misure cliniche e di camminata
sono state valutate prima e dopo i trattamenti in en-
trambi i gruppi. Durante il training VR-TT, la persona
cammina su un tapis roulant guardando l’ambiente
virtuale in un monitor LCD.
Sei soggetti hanno abbandonato il progetto a causa
di motivi personali. Così, l’analisi dei dati è stata ef-
fettuata in 38 soggetti (TT: n=19, età: 44,6 ± 10,7 an-
ni, EDSS: 3,9 ± 0,8; VR-TT: n=19, età: 44,7 ± 10,0
anni, EDSS: 4.1 ± 1.0 ). I gruppi erano paragonabili
in quantità di training effettuato (TT: 17.8 ± 0.4 ses-
sioni e VR-TT: 17,9 ± 0,2 sessioni).
Dopo il trattamento, entrambi i gruppi hanno miglio-
rato in modo significativo la resistenza di camminata
e la velocità, la cadenza e lunghezza del passo, il
movimento e la potenza in intervalli comuni degli arti
inferiori durante il cammino a singolo e doppio com-
pito, indicando che sei settimane di entrambi i trat-
tamenti sono utili per migliorare la deambulazione in
persone con SM.
Il miglioramento complessivo può essere spiegato
come conseguenza del progressivo aumento della
velocità del tapis roulant negli allenamenti, che ha in-
dotto i soggetti a regolare di conseguenza la velocità
del passo. Si ipotizza che questo cambiamento sia
stato attivato dal miglioramento della cinematica de-
gli arti inferiori e della dinamica, più pronunciato nel
gruppo VR-TT, probabilmente facilitato dalla neces-
sità di superare ostacoli virtuali. Inoltre, nel doppio
compito, il gruppo VR-TT ha mostrato miglioramenti
maggiori (cinematica del ginocchio e dell’anca e po-
tenza generata dall’anca per la presa di posizione del
piede) rispetto al gruppo TT, sostenendo l’idea che il
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training compito-specifico che combina aspetti mo-
tori e cognitivi migliorare la camminata nel doppio
compito.
Tutti i partecipanti hanno migliorato la resistenza nel
cammino, l’equilibrio e il superamento di ostacoli,
come indicato dai cambiamenti significativi ottenuti
nell’esecuzione di test funzionali motori. L’effetto di
interazione significativa ottenuto con la scala del-
l’equlibrio di Berg, ha evidenziato il potenziale di VR-
TT nel migliorare il controllo dell’equilibrio. Anche se
non è significativo (p = 0,099), è stato osservato un
effetto di VR-TT sul punteggio EDSS, il che suggeri-
sce che il nostro trattamento sperimentale potrebbe
essere utile per ridurre la disabilità in persone con
SM in ambito riabilitativo.
Per quanto riguarda le attività cognitive e la salute
connesse alla misure di qualità della vita, entrambi i
gruppi sono migliorati dopo i trattamenti senza dif-
ferenze significative tra i gruppi, ad eccezione per la
funzione cognitiva auto-percepita e il cambiamento
nella salute. I nostri risultati supportano i benefici per-
cepiti di programmi di training che includono la VR
per migliorare le misure di deambulazione in persone
con SM e di conseguenza la loro qualità di vita.

CONCLUSIONI
Circa l’85% di persone con SM sviluppano progres-
sivi disturbi di camminata che aumentano il rischio
di caduta, influenzando fortemente l’indipendenza
nella vita quotidiana e limitano la partecipazione so-
ciale. Questo studio è preliminare, con un campione

di persone abbastanza ridotto e non ha incluso delle
misure per esplorare i cambiamenti specifici nelle
funzioni cognitive, che possono permettere di com-
prendere ulteriormente l’interferenza motoria-cogni-
tiva. Tuttavia, nonostante queste limitazioni, questo
studio ha dimostrato che la VR-TT migliora la cam-
minata nelle persone con SM tanto quanto il TT da
solo, che ha mostrato in precedenza di essere utile
per questa popolazione. Da questo progetto è emer-
so che un periodo relativamente breve di VR-TT mi-
gliora la camminata nel singolo e doppio compito e
il controllo dell’equilibrio in persone con SM con lieve
o moderata disabilità. Rispetto al TT, ulteriori miglio-
ramenti in cinematica e dinamica congiunti sono stati
trovati e questi cambiamenti si sono riflessi nella di-
minuzione della disabilità generale del paziente e nel-
la funzione cognitiva auto-percepita. In questo
progetto, sono stati osservati miglioramenti nelle mi-
sure di cammino e cliniche dopo sei settimane di al-
lenamento, anche durante le difficili condizioni di
duplice compito. Tali cambiamenti sono i principali
obiettivi della riabilitazione, che portano ad una mag-
giore autonomia nelle attività della vita quotidiana, e,
pertanto, sono necessari ulteriori studi più grandi per
studiare gli effetti di trattamenti più lunghi sulla vita
di persone con SM.
In futuro, dovrebbero essere ampliati i criteri di inclu-
sione e i training dovrebbero essere integrati in pro-
grammi di riabilitazione convenzionali di pazienti
ricoverati, al fine di rendere il trattamento più acces-
sibile per queste persone.

INTRODUCTION AND AIMS
Motor symptoms such as muscle weakness, postur-
al instability and fatigue are often responsible for gait
issues in people with multiple sclerosis (PwMS) and
recent reports showed that walking performance fur-
ther declines when performed in conjunction with a
concurrent cognitive task (dual task). Treadmill train-
ing (TT) has demonstrated to improve gait in PwMS
but, since daily life requires dual task walking, recent-
ly, it has been recently augmented with virtual reality
to train both motor and cognitive aspects (VR-TT). In
the current project, we performed a single blind ran-

domized controlled trial to compare the effects of a
six-week VR-TT and a six-week TT program on gait
of PwMS. We hypothesized that both treatments
would have improved motor function, but that VR-
TT would have enhanced motor-cognitive abilities,
consequently improving dual task performance.

RESULTS
Forty-four PwMS were recruited at Sassari University
Hospital and were randomly assigned to either the
control or the experimental group. Subjects in the
control group received 18-session TT and subjects

Virtual reality - treadmill combined intervention for
improving gait in individuals affected by multiple sclerosis
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in the experimental group received 18-session VR-
TT. Clinical and gait measures, both in single and
dual task conditions, were evaluated before and after
treatments. Six subjects dropped out of the project
due to personal reasons. Thus, data analysis was
performed on 38 subjects (TT: n=19, age: 44.6±10.7
yo, EDSS: 3.9±.8; VR-TT: n=19, age: 44.7±10.0 yo,
EDSS: 4.1±1.0). Groups were comparable in amount
of training performed (TT: 17.8±0.4 sessions and VR-
TT: 17.9±0.2 sessions).
Post- intervention, both groups significantly im-
proved walking endurance and speed, cadence and
stride length, lower limb joint ranges of motion and
powers, during single and dual task gait, indicating
that six weeks of both treatments are beneficial for
improving ambulation in PwMS.
The overall improvement can be explained as a con-
sequence of the progressive increase of treadmill ve-
locity over the training sessions, which prompted the
subjects to adjust their gait speed accordingly. We
posit that this change was enabled by the improve-
ment of the lower limb kinematics and dynamics,
more pronounced in the VR-TT group, likely facilitat-
ed by the need to negotiate the virtual obstacles.
Moreover, in dual task, the VR-TT group showed
greater improvements (knee and hip kinematics and
hip generated power at terminal stance) than the TT
group, supporting the notion that task-specific train-
ing combining motor and cognitive aspects, enhance
dual task walking.
All participants improved walking endurance, bal-
ance and obstacle negotiation, as indicated by the
significant changes obtained at post in the execution
of functional motor tests. The significant interaction
effect found for the Berg balance scale, highlighted
the potential of VR-TT in improving balance control.
Although not significant (p=0.099), an effect of VR-
TT on the EDSS score was observed, suggesting
that our experimental treatment could be useful for
reducing disability of PwMS in rehabilitation settings.
As for cognitive tasks and health-related quality of

life measures, both groups improved at post show-
ing no significant differences between groups, ex-
cept to the self-perceived cognitive function and
change in health. Our results support the perceived
benefits of training programs that incorporate VR to
improve gait measures in PwMS and consequently
their quality of life.

CONCLUSIONS
About 85% PwMS develop progressive gait impair-
ments that increase fall risk, strongly affecting inde-
pendence of everyday life and limiting social
participation. This study was small with a fairly re-
duced sample size and did not include any measures
exploring specific changes in cognitive function,
which may allow for further understanding the mo-
tor-cognitive interference.
Nevertheless, despite these limitations, this study
demonstrated that VR-TT improves gait of PwMS as
much as the TT alone, which was previously showed
to be beneficial for this population. It has emerged
from this project that a relatively short period of VR-
TT improves gait in single and dual task and balance
control of PwMS with mild to moderate disability.
Compared to TT, further improvements in joint kine-
matics and dynamics were found and these changes
were reflected in the decline of the overall disability
of the patient and in the self-perceived cognitive
function.
In this project, improvements in gait and clinical
measures were observed after six weeks of training,
even during challenging dual task conditions. Such
changes are the main goals of rehabilitation, as they
result in greater autonomy in activities of daily living,
and therefore, further larger studies are needed to in-
vestigate the effects of longer treatments on life of
PwMS. In future, inclusion criteria should be broaden
and the intervention should be integrated into con-
ventional rehabilitation programs of inpatients in or-
der to make treatment more and more accessible for
this people.
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PREMESSE E OBIETTIVI
L’esecuzione simultanea di un compito cognitivo e
di un compito motorio ( ) può compro-
mettere la corretta esecuzione di uno dei due compiti
o addirittura di entrambi. Tale fenomeno è chiamato
interferenza cognitivo-motoria. Si tratta di un feno-
meno comune che può essere osservato anche nella
vita quotidiana, basti pensare all’uso del telefono cel-
lulare mentre si guida l’automobile.
Coloro che sono colpiti da malattie neurologiche
come la sclerosi multipla (SM) possono presentare
livelli “patologici” di interferenza cognitivo-motoria.
Per queste persone può essere problematico anche
solo richiamare a memoria la lista della spesa men-
tre si cammina. Elevati livelli di interferenza cogniti-
vo-motoria possono compromettere la mobilità e
l’integrazione sociale, nonché predisporre le perso-
ne con SM ad un aumentato rischio di cadute a ter-
ra accidentali.
Il nostro studio si è focalizzato sulla misurazione
dell’equilibrio statico mediante piattaforma stabilo-
metrica computerizzata durante l’esecuzione di dif-
ferenti test neuropsicologici, al fine di quantificare in
maniera oggettiva il livello di interferenza cognitivo-
motoria nelle persone con SM. Gli obiettivi dello stu-
dio erano molteplici: (1) capire quale 
fosse maggiormente compromessa durante l’esecu-
zione di un compito (quella motoria, quella
cognitiva, o entrambe?); (2) verificare affidabilità e ri-
producibilità delle misure derivate dall’ana-
lisi quantitativa dell’equilibrio; (3) identificare il
compito cognitivo più adatto a generare il massimo
livello di interferenza cognitivo-motoria; (4) analizzare
la relazione tra interferenza cognitivo-motoria e loca-
lizzazione delle lesioni demielinizzanti mediante la ri-
sonanza magnetica.

RISULTATI
Il nostro studio, a cui hanno partecipato persone con
SM e volontari sani, ha dimostrato che: (1) durante
un compito l’equilibrio è maggiormente
compromesso rispetto alla cognitiva;
(2) le misure derivate dall’analisi stabilometrica in cor-
so di compito sono altamente riproducibili
e possono essere una misura affidabile per valutare
l’efficacia di un intervento riabilitativo; (3) il test di
Stroop (che valuta l’attenzione selettiva e l’abilità di
discriminare fra stimoli conflittuali) produce maggiori
livelli di interferenza cognitivo-motoria nelle persone
con SM rispetto ad altri test neuropsicologici quali il

(che valuta la fluenza verbale)
e il (che valuta la velo-
cità di processazione delle informazioni); (4) le lesioni
demielinizzanti localizzate a livello della corona ra-
diata anteriore sono associate ad un maggior livello
di interferenza cognitivo-motoria, indipendentemente
dal grado di disabilità, dal volume totale delle lesioni
cerebrali e dall’atrofia cerebrale.

CONCLUSIONI
L’esecuzione di un compito può causare
una interferenza / competizione a livello di network
cerebrali che verosimilmente controllano sia la sfera
cognitiva che quella motoria. Nella popolazione ge-
nerale tale interferenza viene normalmente risolta
mediante il reclutamento di aree cerebrali pre-frontali,
ma nella SM tale reclutamento potrebbe non essere
efficiente a causa del danno provocato dalla malattia
a carico di specifiche connessioni cerebrali. La no-
stra ipotesi di lavoro è che tale danno, localizzato a
livello della corona radiata anteriore, possa causare
una disconnessione tra il lobo pre-frontale (sede del-
la pianificazione dei compiti cognitivi più complessi)
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e le aree che controllano la deambulazione e l’equi-
librio, come i gangli basali e il cervelletto.
I nostri risultati hanno implicazioni future per lo svi-
luppo di strategie riabilitative e terapeutiche (farma-
cologiche e non farmacologiche) mirate alla riduzione
del livello di interferenza cognitivo-motoria. In parti-
colare il nostro studio può rappresentare una piatta-
forma di lavoro per studi basati su: esercizi ,

somministrati mediante realtà virtuale e ,
per riabilitare in un colpo solo sia l’equilibrio che al-
cune funzioni cognitive; interventi di neuromodulazio-
ne sul lobo pre-frontale, parzialmente disconnesso
causa delle lesioni demielinizzanti; farmaci dopami-
no-agonisti, per ripristinare l’equilibrio dei neurotra-
smettitori cerebrali delle zone disconnesse che sono
innervate soprattutto da fibre dopaminergiche.

INTRODUCTION AND AIMS
Performing a motor task in conjunction with a cog-
nitive task (the so-called dual-tasking) may have a
detrimental effect on one of the tasks or even both.
This phenomenon is called cognitive-motor interfer-
ence. It represent a common phenomenon that can
be observed in everyday life, for example walking
while talking on a cell phone.
People affected by neurological diseases, such as
multiple sclerosis (MS), may suffer from “pathologi-
cal” levels of cognitive-motor interference. For peo-
ple with MS can be problematic even recalling a
shopping list while walking. Owing to high levels of
cognitive-motor interference, people with MS can
experience not only impaired mobility and reduced
social integration, but also increased risk of acciden-
tal falls.
Our study was focused on measuring static balance
by computerized force platform while performing dif-
ferent neuropsychological tests, to objectively quan-
tify the level of cognitive-motor interference in people
with MS. We sought to investigate different ques-
tions: (1) which performance is the more impaired in
dual-task condition (the motor, the cognitive one, or
both)?; (2) what is the reliability of dual-task meas-
ures derived from the quantitative analysis of bal-
ance?; (3) what is the most suitable cognitive task to
bring out cognitive-motor interference?; (4) is there
a relationship between cognitive-motor interference
and specific location of demyelinating lesions, as de-
tected by magnetic resonance imaging?

RESULTS
People with MS and healthy volunteers participated
at our study. We found that: (1) dual-task condition
causes a detrimental effect on balance, but not on

the cognitive performance; (2) dual-task measures of
balance are highly reproducible and therefore can
represent a reliable measure to evaluate the effect of
rehabilitative intervention; (3) the Stroop test (evalu-
ating selective attention and the ability to discrimi-
nate between conflicting stimuli) produces higher
levels of cognitive-motor interference in people with
MS compared to other neuropsychological tests,
such as Word List Generation (assessing verbal flu-
ency) and the Symbol Digit Modalities Test (assess-
ing information processing speed); (4) demyelinating
lesions in the anterior corona radiata are associated
with more pronounced cognitive-motor interference,
regardless of disability level, total volume of brain le-
sions, and whole brain atrophy.

CONCLUSIONS
Dual-tasking may create interference / competition in
specific brain network subserving both cognitive and
motor domains. In general population, such interfer-
ence is normally settled by recruitment of pre-frontal
brain areas, but we postulate that in people with MS
the recruitment of additional brain areas is hampered
by the disease-related damage. Our working hypoth-
esis mainly relies on the disconnection between pre-
frontal lobe (which carries out the most complex
cognitive tasks) and areas subserving walking and
balance, such as the basal ganglia and cerebellum,
connected through the anterior corona radiata.
Our findings represent the next step for the develop-
ment of rehabilitative and therapeutic (pharmacolog-
ical and non-pharmacological) strategies aimed at
reducing the cognitive-motor interference. In partic-
ular, our study provides a framework for future studies
based on: dual-task exercises, delivered by virtual re-
ality and serious video games, to rehabilitate both

Investigating the association between cognitive impairment
and balance disturbance: a pilot study in patients
with multiple sclerosis
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cognitive and motor impairments by means of a sin-
gle tool; brain modulation of partially disconnected
pre-frontal lobes; dopamine-agonists restoring neu-

rotransmitters imbalance, as most disconnected ar-
eas are innervated by dopaminergic fibers (striatum
and pre-frontal cortex).
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PREMESSE E OBIETTIVI
Tra gli strumenti a disposizione dei terapisti per la ria-
bilitazione dell’equilibrio nei pazienti affetti da SM, ne-
gli ultimi anni ha riscosso consensi crescenti l’impiego
di dispositivi originariamente progettati per scopi lu-
dici e di intrattenimento, come la console Nintendo
Wii, accessoriata con Balance Board (WBB). Tuttavia
si è ancora ben lontani dall’aver chiarito tutti gli aspetti
che sarebbero necessari a formulare delle linee guida
dettagliate che permettano la standardizzazione dei
protocolli di riabilitazione basati su tali sistemi. In par-
ticolare, il software Wii-Fit, comunemente impiegato
in riabilitazione, è progettato per individui sani, e non
consente modulazioni del livello di difficoltà o, tanto-
meno, personalizzazione delle routine di gioco in fun-
zione delle caratteristiche del paziente. Partendo da
tali considerazioni, il progetto ha avuto come obiettivo
principale lo sviluppo di una nuova piattaforma har-
dware/software a basso costo (basta su miniPC Ra-
spberry Pi) che consentirebbe non solo di abbattere i
costi del sistema e quindi renderlo maggiormente frui-
bile al paziente per un training di tipo domestico, ma
anche di sviluppare nuove routine di esercizio, sulla
base delle competenze e delle necessità del neurolo-
go e dello specialista della riabilitazione.

RISULTATI
Il progetto ha pienamente raggiunto gli obietti prefis-
sati in termini di progetto e sviluppo della nuova piat-
taforma e delle routine di gioco specifiche per le
esigenze riabilitative della SM. In particolare, i test
preliminari effettuati su un campione di 65 individui
con SM e altrettanti controlli sani, hanno messo in
luce la capacità del sistema di evidenziare le altera-
zioni del sistema di controllo posturale originate dalla
patologia nonché l’esistenza di una moderata corre-
lazione della prestazione (espressa in termini di pun-
teggio) con l’efficienza del sistema di controllo
posturale valutate mediante posturografia statica.

CONCLUSIONI
L’impiego di tecnologia “off-the-shelf” disponibile a
basso costo, e la realizzazione di routine di training
specifiche per la persona con SM, potrà permettere
in futuro la realizzazione di programmi riabilitativi per
l’equilibrio, parzialmente o non supervisionati, gestiti
a domicilio. Ciò potrebbe consentire una sensibile ri-
duzione della spesa per il servizio sanitario nazionale
e una maggiore persistenza degli effetti riabilitativi
nel tempo.
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INTRODUCTION AND AIMS
Among other options, balance training performed
using entertainment devices like the Nintendo Wii
with Balance Board (WBB) is becoming widespread
in rehabilitation programs for individuals with MS.
The reason of such popularity lies, other than in the
effectiveness of the system in terms of balance im-
provements, in its appeal and simplicity of use that
makes it ideal for home-based training programs.
However, the software commonly employed with
the WBB (the commercial Wii-Fit) is designed for
healthy people and thus in most cases it is impos-
sible to modulate the difficulty of the game. Given
that the WBB represents a low-cost device with
good connectivity features we thought to investi-
gate the feasibility of new ways to use such device
in home-based balance training programs even not
in conjunction with the original Wii console. On the
basis of the above mentioned considerations, the
project is aimed to develop a prototype of a new
hardware-software platform that, while still using
the Balance Board as controlling device, is
equipped with new games specifically tailored for
the MS needs that will be developed on the basis
of the suggestions provided by neurologists and
physical medicine professionals.

RESULTS
The main results of the project are summarized be-
low:

1) characterization of the Nintendo Wii-Fit suite
games typically employed in rehabilitation of
pwMS;
2) design of new routines able to overcome the lim-
itation possibly detected in the Nintendo Wii-Fit
suite;
3) assessment of the feasibility of use for the new
system by means of experimental tests performed
on a sample of people with MS and healthy con-
trols;
4) implementation of the new games in a low-cost
miniaturized platform based on Raspberry Pi.
The most important result of the research has been
the testing of the new platform. In particular, the
preliminary tests performed using the new games
revealed that the score system they use is able to
discriminate between individuals with MS and
healthy controls. Also, we found moderate correla-
tions between the game performance and the pos-
tural control abilities assessed using posturography.

CONCLUSIONS
The use of low-cost technology and the presence
on the market of games specifically developed for
the MS needs, would allow individuals with MS to
perform home-based balance rehabilitation pro-
grams partly (or no) supervised with a significant re-
duction of cost for the national health system and
at the same time originating a superior persistence
of the positive effects of the rehabilitative program.

Development of an innovative hardware-software platform
for balance rehabilitation in people with MS based
on Nintendo Wii Balance Board system
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PREMESSE E OBIETTIVI
Si può pensare al cervello umano come a una rete
complessa di regioni interconnesse fra loro. La 

è una teoria matematica che consente di stu-
diare efficacemente le reti complesse come quella
cerebrale. Capire come i neuroni e le strutture neu-
ronali si connettono e comunicano è fondamentale
per comprendere meglio come è organizzato il cer-
vello. Nella sclerosi multipla (SM) c’è un deficit di co-
municazione fra le diverse regioni del cervello,
dovuto al danno strutturale dei fasci di fibre che le
connettono. Il risultato di tale disconnessione è una
integrazione difficoltosa delle informazioni, che è una
delle principali ragioni dello sviluppo di disabilità cli-
nica irreversibile e di deficit cognitivi nella SM. Studi
di con risonanza magnetica (RM) fun-
zionale in (stato di riposo) hanno dimo-
strato che nella SM c’è una disgregazione della
configurazione ottimale della connettività funzionale,
che contribuisce a spiegare la variabilità clinica dei
pazienti e la presenza di compromissione cognitiva.
Un altro fattore molto importante che contribuisce a
spiegare la complessa relazione tra la compromis-
sione cognitiva e l’atrofia cerebrale è la riserva co-
gnitiva. È noto che l’impegno in attività mentalmente
stimolanti ha un effetto protettivo per la memoria e il
volume ippocampale nei pazienti con SM. Tuttavia,
non è ancora chiaro quanto a lungo la riserva cogni-
tiva può proteggere dallo sviluppo di deficit, specie
nelle fasi avanzate della malattia.
Date queste premesse, lo scopo principale del no-
stro progetto è stato quello di valutare come cam-
biano nel tempo la connettività funzionale e l’atrofia
nei pazienti con SM rispetto ai controlli sani. Abbia-
mo inoltre voluto definire come i cambiamenti di
connettività e di atrofia si associano alla contempo-

ranea progressione della disabilità clinica e cogni-
tiva, e al danno strutturale. Abbiamo infine indagato
il valore predittivo delle alterazioni di connettività e
atrofia, e della riserva cognitiva, sul successivo peg-
gioramento clinico e cognitivo.

RISULTATI
I pazienti con SM hanno mostrato una ridotta con-
nettività funzionale a riposo al basale rispetto ai con-
trolli. La riduzione era localizzata principalmente nei

cognitivi, sensorimotori e sottocorticali, e
correlava con una maggiore disabilità clinica e cogni-
tiva, e con un danno strutturale più elevato. Nel 

talamico invece, una maggiore connettività
talamo-frontale era correlata con performance cogni-
tive peggiori. I pazienti mostravano anche un’atrofia
diffusa di tutti i lobi cerebrali e del cervelletto. Una
maggiore riserva cognitiva si associava a migliori per-
formance in molti test cognitivi, anche correggendo
per la presenza di atrofia, ed era correlata con un vo-
lume maggiore in aree visive associative. I pazienti con
SM sono stati rivalutati dopo un di circa 4
anni con una valutazione clinica, neuropsicologica, e
con RM strutturale e funzionale a riposo. Al ,
11 pazienti sono peggiorati clinicamente in base alla
valutazione della loro scala di disabilità. I pazienti
peggiorati mostravano un numero maggiore di nuove
lesioni e lo sviluppo di un tasso più elevato di atrofia.
La connettività funzionale al mostrava una
sostanziale stabilità (o incremento) nei pazienti clini-
camente stabili (specialmente in sensorimo-
tori, attentivi e sottocorticali), mentre i pazienti
peggiorati mostravano ridotta connettività nei 

corticali, sensorimotori, cerebellare e talamico.
Globalmente, i pazienti peggiorati avevano una con-
nettività funzionale più bassa al dei pazienti
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stabili. Il declino cognitivo nel tempo era correlato con
ridotta connettività funzionale di regioni del lobo tem-
porale, del cervelletto e dei nuclei sottocorticali, e con
lo sviluppo di atrofia in regioni fronto-temporali e ce-
rebellari. La riserva cognitiva non aveva effetti sullo
sviluppo nel tempo di atrofia o di deficit cognitivi. Una
iniziale ridotta connettività funzionale in sen-
sorimotori e cognitivi, insieme a una elevata atrofia
cerebrale basale, predicevano il successivo sfavore-
vole decorso clinico.

CONCLUSIONI
Nei pazienti con SM avanzata vi è un’alta frequenza
di disabilità motoria e di compromissione cognitiva,
che hanno un forte impatto negativo sulla qualità di

vita e alti costi per la comunità. Abbiamo usato un
approccio di RM multiparametrico per valutare l’as-
sociazione fra misure di RM (sensibili a diversi fattori
patologici) e il peggioramento clinico/cognitivo. I ri-
sultati ottenuti ci indicano che l’atrofia cerebrale e
l’analisi dei funzionali sono misure utili per
monitorare la progressione della malattia e per pre-
dire uno sfavorevole decorso clinico, mentre la ri-
serva cognitiva sembra perdere la sua efficacia
protettiva con l’avanzare della malattia. L’inclusione
di misure di RM in futuri studi di monitoraggio del
trattamento potrà aiutare a individuare i pazienti a
rischio di peggioramento clinico e cognitivo, au-
mentando perciò il rapporto costo-efficacia e il po-
tere statistico dei futuri clinici.

INTRODUCTION AND AIMS
The human brain can be thought as a complex net-
work of connected regions interacting with each
other. Graph theory is a mathematical framework
that can be applied effectively to study complex
networks systems like the brain. Understanding
how neurons and neuronal structures connect and
communicate is crucial for a better comprehension
of brain organization. In multiple sclerosis (MS),
there is a deficit of communication between brain
areas, because structural damage occurs in white
matter fibre tracts connecting regions. Disconnec-
tion between regions results in a lack of information
integration, which is one of the main reasons behind
the development of irreversible clinical disability
and cognitive deficits in MS. Using resting state
(RS) functional magnetic resonance imaging (fMRI),
graph theory study showed diffuse disruption of op-
timal functional network organization in MS, which
contributed to explain patients’ clinical heterogene-
ity and the presence of cognitive impairment. An-
other important factor having a positive impact on
preserved cognition and cortical atrophy is the cog-
nitive reserve. It has been demonstrated that en-
gagement in mentally stimulating activities has a
protective effect on memory functions and hip-
pocampal volume in MS. However, it is still not clear
how long cognitive reserve can protect against cog-

nitive deficits with the progression of the disease.
Against this background, the main aim of our proj-
ect was to assess changes over time of functional
network connectivity and grey matter atrophy in MS
patients compared to healthy controls. We wished
also to define correlations between connectivity and
atrophy changes and the concomitant progression
of clinical/cognitive disability and structural dam-
age. Finally, we investigated the predictive value of
structural/functional connectivity abnormalities and
cognitive reserve on worsening of clinical disability
and cognitive impairment.

RESULTS
At baseline, lower functional connectivity was found
in MS patients compared to controls. Functional
connectivity reduction involved the main cognitive,
sensory, motor and subcortical networks and cor-
related with higher clinical/cognitive disability and
structural damage, apart from the thalamic network,
where higher thalamo-frontal connectivity correlat-
ed with worse cognitive performances. Patients
showed a widespread grey matter atrophy involving
all brain lobes and the cerebellum. At baseline, a
higher cognitive reserve predicted better perform-
ances at several cognitive tests, even after control-
ling for the presence of atrophy. Cognitive reserve
was also correlated with preserved grey matter vol-

Longitudinal assessment of large-scale brain functional
networks (connectome) in patients with multiple sclerosis
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ume in associative visual regions. MS patients were
re-assessed with a clinical, neuropsychological and
structural MRI/RS fMRI follow-up evaluations after
about 4 years. According to the increase of their
disability score at follow-up, eleven MS patients
were clinically worsened. Worsened MS patients
had a higher rate of lesion and atrophy formation
than stable patients. Functional connectivity analy-
sis detected a complex pattern of changes over
time in the different networks, with a trend towards
a stability (or increase) of connectivity in clinically
stable MS patients (especially in cortical networks
related to sensorimotor and attention functions, as
well as in subcortical networks), and a decreased
connectivity in clinically worsened MS patients, es-
pecially in cerebellar, thalamic, cognitive and sen-
sorimotor networks. Overall, at follow-up worsened
MS patients had lower global and regional function-
al network connectivity than clinically stable MS.
Cognitive decline was correlated with decreased
functional connectivity in temporal, cerebellar and
deep grey matter regions, and with atrophy of fron-
to-temporal and cerebellar areas, while no effects
of cognitive reserve were found on subsequent
cognitive or structural changes. The prediction

analysis identified lower connectivity in sensorimo-
tor and cognitive functional networks and baseline
brain atrophy as significant predictors of disability
worsening.

CONCLUSIONS
Motor disability and cognitive impairment have a
high prevalence in advanced MS, with a strong im-
pact on patients’ quality of life and with high costs
for the community. By using a multiparametric MRI
approach, including structural and functional MRI
techniques, we evaluated the association between
MRI measures sensitive to different pathophysio-
logical substrates of the disease with clinical and
cognitive worsening. Our results seems to indicate
that atrophy and functional network analysis are
useful biomarkers to monitor disease progression
and to predict an unfavourable clinical evolution,
while cognitive reserve seems to lose its protective
efficacy with the progression of disease. Including
MRI biomarkers in studies monitoring future treat-
ments might help to identify patients at higher risk
of developing severe disability and cognitive impair-
ment, thus increasing cost-effectiveness and power
of future clinical trials.
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PREMESSE E OBIETTIVI
I modelli animali di sclerosi multipla per la valutazio-
ne dell’efficacia di nuovi potenziali trattamenti neu-
roprotettivi sono poco efficienti. La tomografia a
coerenza ottica (OCT - Optical Coherence Tomogra-
phy), un macchinario che permette di eseguire una
sorta di TAC della retina, (senza sottoporre la perso-
na esaminata a radiazioni), è stata utilizzata sia nella
clinica che nella ricerca sulla sclerosi multipla (SM).
Sia studi utilizzanti OCT che studi su tessuti retinici
hanno dimostrato un assottigliamento dello strato
delle fibre nervose retiniche (RNFL) e una perdita si-
gnificativa di cellule ganglionari retiniche (RGCs) in
pazienti con SM. RNFL e RGCs costituiscono il tes-
suto nervoso, e quindi i neuroni, che ogni persona
ha a livello retinico. L’encefalomielite autoimmune
sperimentale (ESA) è un ben noto modello animale
per la SM, e in alcuni modelli ESA è stata descritta
sofferenza retinica. Tuttavia le basi patologiche dei
cambiamenti OCT nella SM non sono stati esplorati
né sono stati intrapresi nell’ESA studi che correlas-
sero l’imaging-patologico (OCT soggetti con SM)
con i tessuti retinici. Non esistono protocolli di scan-
sione ottimali per l’attuazione dell’OCT in laboratorio
sugli animali con ESA. Gli obbiettivi dello studio pro-
posto erano molteplici. In particolare descrivere la
dinamica delle lesioni retiniche dopo neurite ottica
acuta (ON) in un modello murino di encefalomielite
autoimmune sperimentale e definire le condizioni
sperimentali ottimali, i protocolli di scansione e i me-
todi di analisi per la valutazione delle terapie neuro-
protettive nell’ESA (utilizzando la tomografia a
coerenza ottica come misura di esito primaria).
Quindi valutare le retine di animali con ESA per gliosi
e infiammazione con istologia e immunoistochimica
di routine oltre a valutare se periflebite e gliosi mo-
difichino la valutazione dalla retina da parte del-
l’OCT. L’ultimo obbiettivo consisteva nel valutare se
l’infiammazione coinvolgente la membrana poste-

riore del vitreo impatti sulla valutazione quantitativa
dello spessore dell’RNFL.

RISULTATI
Nei miei primi sei mesi di lavoro ho lavorato alla ca-
ratterizzazione dei cambiamenti OCT in un modello
murino di neurite ottica (ESA). L’esecuzione di que-
sti esperimenti su animali ci ha permesso di descri-
vere il corso del danno neuronale che segue
la demielinizzazione. Abbiamo indotto l’ESA utiliz-
zando “myelin oligodendrocyte glycoprotein”
(MOG) 35-55 in topi C57 Bl 6J / (n = 16) di sesso
femminile con 8 settimane di età, utilizzando topi
iniettati con sostanza inerte (n = 12) come controlli
sani. Abbiamo eseguito scansioni retiniche di questi
animali utilizzando un OCT (Heidelberg Spectralis)
normalmente utilizzato per fare esami all’uomo.
Questo è stato possibile costruendo artificialmente
una base cilindrica in cui posizionare i topi, oltre che
grazie all’uso di una lente ad hoc fatta pervenire dal-
la stessa azienda del macchinario.
Siamo riusciti ad eseguire l’OCT nel topo, calcolan-
do in modo semiautomatico (utilizzando un pro-
gramma e controllando manualmente ogni esame)
lo spessore dei vari strati retinici, al momento del-
l’immunizzazione e 1, 2, 5, 7 e 9 mesi dopo. Alla fine
dell’esperimento gli occhi degli animali che avevano
partecipato all’esperimento sono stati raccolti e ab-
biamo eseguito un conteggio delle cellule ganglio-
nari retiniche (le cellule nervose che con il loro
assone costituiscono il nervo ottico) sempre in mo-
do semi-automatico, attraverso una metodica chia-
mata immunoistochimica per Brn3a. Abbiamo
scoperto che nella retina il danno assonale e neu-
ronale si sviluppa rapidamente dopo l’insorgenza
dell’ESA e che i cambiamenti nella retina rispec-
chiano la gravità clinica della malattia. Variazioni di
spessore della retina nel tempo sono stati localizzati
negli strati retinici interni, cioè uno strato che rap-
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presenta sia le fibre nervose retiniche (RNFL) che le
cellule gangliari (GCC). Un progressivo assottiglia-
mento di questi strati inizia rapidamente dopo l’in-
sorgenza della malattia, con 1/3 di perdita totale
durante i primi 2 mesi.
Più di recente il mio lavoro si è concentrato su mi-
sure elettrofisiologiche visive (potenziale evocato vi-
sivo, PEV) nell’ESA, con l’ipotesi che esse siano in
grado di rilevare alterazioni della via visiva prima
dell’OCT. Ho eseguito più di 1600 esami sia su topi
sani che presentanti ESA sviluppando un protocollo
che mi ha permesso di testare lo stesso animale sa-
no con una deviazione standard di latenza di ~ 2 ms.
Questa ottima riproducibilità mi ha permesso di ese-
guire valutazioni PEV frequenti negli stessi topi con
ESA, dimostrando diversi gradi di ritardo del poten-
ziale in diversi dopo aver indotto la ma-
lattia. Ho poi avuto l’opportunità di testare l’effetto
di diversi farmaci neuroprotettivi, in particolare far-
maci che agiscono promuovendo la rimielinizzazio-
ne. Ho dimostrato, sia descrivendo il miglioramento
del ritardo del PEV che il miglioramento della IHC
per CASPR (una proteina di membrana che aiuta a
descrivere lo stato della mielina), l’effetto rimieliniz-
zante di questi farmaci. Inoltre ho partecipato alla
raccolta di dati per studi di ricerca clinica incentrata
sulle dinamiche di atrofia della retina nelle persone
con SM. La gran parte degli obiettivi iniziali sono sta-
ti raggiunti, non la totalità degli stessi in quanto dopo

1 anno di ricerca sull’OCT si è deciso di avviare un
nuovo progetto per quanto riguarda la ricerca sulla
via visiva (elettrofisiologia visiva) nella ESA, essendo
cambiato l’obiettivo principale del mio laboratorio.

CONCLUSIONI
Gli esperimenti sull’OCT propongono l’esecuzione
longitudinale di OCT nel topo con ESA come mo-
dello utilizzabile per valutare l’efficacia di farmaci
neuroprotettivi. Si può evidenziare come nell’ESA sia
presente, fino dalle fasi precoci della patologia, neu-
rodegenerazione a livello retinico. Abbiamo riscon-
trato riduzione di RNFL e del numero di cellule
ganglionari retiniche in tutti gli animali immunizzati,
corrispondente a ridotto numero di RGCs all’immu-
noistochimica, risultato che testimonia come l’OCT
abbia elevata sensibilità per la rarefazione neuronale
retinica. Questi esperimenti hanno permesso di de-
scrivere un modello efficiente e facilmente riproduci-
bile per farmaci che agiscano sulla neuroprotezione.
Gli esperimenti con VEP ci hanno permesso di de-
scrivere un nuovo modello per testare farmaci remie-
linizzanti. I miei esperimenti hanno permesso e
stanno continuando a permettere di testare l’effica-
cia di farmaci appartenenti a questa categoria, oltre
a dare un contributo per la sperimentazione sull’uo-
mo con Clemastine (iniziata circa un anno fa con un
primo clinical trial, a cui sta per succederne un se-
condo).

INTRODUCTION AND AIMS
Preclinical models for rapidly assessing potential
neuroprotective and restorative treatments in MS
are lacking. Retinal spectral-domain (SD)-OCT has
been explored as a clinical and research tool in MS.
Both OCT and postmortem studies have shown
significant retinal nerve fiber layer (RNFL) thinning
and retinal ganglion cell (GC) loss in MS patients.
EAE is a well-known animal model for MS and reti-
nal pathology in some EAE models has been de-
scribed. However the pathological underpinnings of
OCT changes in MS have not been explored and
robust imaging-pathological correlates in EAE have
not been undertaken. The optimal experimental and

scan protocols for the implementation of OCT in the
EAE lab has not been performed. To describe the
dynamics of retinal injury after acute optic neuritis
(ON) in a mouse model of experimental autoim-
mune encephalomyelitis (EAE) and to define the op-
timal experimental conditions, scan protocols and
analysis methods for the assessment of neuropro-
tective therapies in EAE using optical coherence to-
mography (OCT) as a primary outcome measure. To
evaluate MOG-peptide induced EAE mouse retinas
for gliosis and inflammation using routine histology
and immunohistochemistry and assess whether pe-
riphlebitis and gliosis impact OCT backscatter from
the inner retina. To evaluate whether inflammation

Ultra-high resolution Optical Coherence Tomography
in experimental autoimmune encephalomyelitis:
a model for understanding the clinical role for OCT in MS
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involving the posterior vitreous membrane leads to
signal change that complicates evaluation of the in-
ner boundary of the retinal nerve fiber layer and im-
pacts quantitative assessment of RNFL thickness.

RESULTS
In my first six months of work I worked on the char-
acterization of OCT changes in a mouse model of
retrobulbar ON and characterized the histopatho-
logical correlates. Performing these experiments in
living animals allowed us to describe the course of
neuronal injury following demyelination. We induced
EAE with myelin oligodendrocyte glycoprotein
(MOG) 35-55 in female 8-week-old C57 Bl/6J mice
(n=16), using adjuvant-injected mice (n=12) as con-
trols. We performed retinal raster-based volume
scans using SD–OCT (Heidelberg Spectralis), with
semiautomated segmentation of retinal layers, at
the time of immunization and 1, 2, 5, 7 and 9
months later. Retinal Ganglion Cell (RGC) count was
calculated by semi-automated count of Brn3a pos-
itive cells on retinal flatmounts after transcardial
perfusion fixation of the eyes. We found that retinal
axonal and neuronal damage develops quickly after
EAE onset and that longitudinal changes in retinal
thickness mirror neuronal loss and clinical severity
in EAE. Changes in retinal thickness over time were
localized in the inner retinal layers (IRL), i.e. retinal
nerve fiber layer (RNFL) and ganglion cell complex
(GCC). Progressive thinning of IRL started rapidly
after the disease onset, with 1/3 of total loss hap-
pening during the initial 2 months.
More recently my work has focused on visual elec-
trophysiological measures, with the hypothesis that
they are able to detect visual pathway alterations be-
fore OCT in MOG-peptide induced EAE-related ON.
I performed more than 1100 exams both in healthy
and EAE mice designing a protocol that is allowing
me to test the same healthy animal with a latency
standard deviation of ~ 2 ms. This very good repro-

ducibility allowed me to perform longitudinal VEP
evaluations in EAE mice, showing different degrees
of delay in various time points, testing in four different
experiments (induced EAE with MOG 35-55 in 8-
week-old female C57 Bl/6J mice (n=20), using adju-
vant-injected mice (n=5) as controls) different time
points.After showing the VEP alterations in EAE, I
have had the opportunity to test the effect of different
neuroprotective drugs, in particular drugs acting pro-
moting remyelination. I’ve showed, both demonstrat-
ing the improvement of VEP delay and improvement
of IHC for CASPR (a membrane protein found in the
neuronal membrane in the paranodal section of the
axon in myelinated neurons, between the Nodes of
Ranvier containing Na+ channels, and juxtaparan-
ode, which contains K+ channels), the remyelinating
effect of these drugs. Furthermore I have participated
in data collection for exciting clinical research study
focused on the dynamics of retinal atrophy in MS
and OCT ability in predicting disability worsening in
MS. The great part of the initial objectives were
achieved, but after 1 year on OCT research it was
decided to start a new project regarding the visual
pathway (visual electrophysiology) in EAE, being
changed the main goal of my lab.

CONCLUSIONS
We showed that 1) retinal axonal and neuronal dam-
age develops quickly after EAE onset. 2) Longitudi-
nal changes in retinal thickness mirror neuronal loss
and clinical severity in EAE. 3) Studies assessing
thickness by OCT after EAE onset as an imaging
marker for the preclinical screening of neuroprotec-
tive therapies should last two months and measure
changes in the IRL as their primary outcome param-
eter. This model will be useful to evaluate the efficacy
of new neuroprotective drugs. The VEP experiments
showed a new model for testing remyelinating drugs.
This ongoing process already brought to a clinical
trial to assess Clemastine effect on MS patients.
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PREMESSE E OBIETTIVI
La sclerosi multipla (SM), pur non determinando una
riduzione significativa dell’aspettativa di vita, è la più
comune causa di disabilità in giovani adulti, e com-
porta perciò costi sociali molto elevati. Recenti studi
hanno dimostrato che l’accumulo di sodio a livello
cerebrale è un fattore chiave nel processo di neuro
degenerazione - che a sua volta sembra causare lo
sviluppo della disabilità e la sua progressione - tanto
che il blocco dei canali del sodio è in grado di arre-
stare la neuro-degenerazione nel modello animale
di SM. Grazie ad una tecnica innovativa e non-inva-
siva di Risonanza Magnetica (RM) di recente svilup-
po, e con un macchinario di RM ad elevato campo
magnetico (7 Tesla), ci siamo proposti di analizzare
la distribuzione del sodio all’interno e all’esterno del-
le cellule cerebrali allo scopo di evidenziare la pre-
senza di accumulo di sodio nelle cellule cerebrali,
investigare le basi fisopatologiche di tale accumulo
ed, infine, valutare l’associazione tra concentrazione
di sodio, riduzione del volume cerebrale e disabilità
clinica.

RISULTATI
I risultati hanno mostrato che nelle persone con SM
le concentrazioni di sodio intra- ed extracellulare
erano maggiori rispetto ai controlli. Inoltre, misure
della concentrazione totale di sodio e della frazione
di volume intracellulare di sodio (misura indiretta
della concentrazione extracellulare di sodio), erano
correlate con il volume delle lesioni pesate in T2 e

con il punteggio della scala di disabilità EDSS. Que-
sti risultati suggeriscono che la diminuzione della
frazione di sodio intracellulare rappresenti la perdita
di tessuto, mentre l’aumento della concentrazione
di sodio possa riflettere disfunzioni metaboliche
neuro-assonali.
Sebbene il progetto prevedesse inizialmente l’inclu-
sione di persone con SM progressiva, l’insorgenza
di problemi di natura tecnica con il macchinario di
Risonanza Magnetica (RM) hanno determinato l’in-
terruzione del progetto e l’impossibilità di valutare
eventuali differenze in termini di accumulo cerebrale
di sodio tra diverse forme cliniche di SM. Parte della
borsa di studio riconosciutami dalla FISM è stata
pertanto investita nella mia partecipazione ad un
secondo progetto di ricerca, volto all’analisi delle
alterazioni funzionali associate ai problemi cognitivi
presenti nelle persone con SM progressiva.

CONCLUSIONI
La possibilità di quantificare l’accumulo di sodio a
livello encefalico rappresenta un promettente stru-
mento per identificare la degenerazione cellulare, e
si propone come chiave per comprendere meglio i
meccanismi che portano all’atrofia cerebrale. Inol-
tre, il metodo che abbiamo utilizzato fornirà un mez-
zo per chiarire anche il meccanismo d’azione di
farmaci bloccanti i canali del sodio, un’applicazione
che avrà un’importante ricaduta sul monitoraggio,

degli effetti cellulari di farmaci esistenti e di
nuove molecole in corso di sviluppo.

Determinazione delle concentrazioni intra ed extracellullari
di sodio a livello encefalico in pazienti affetti da SM
mediante l’impiego di RM a 7.0 Tesla
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INTRODUCTION AND AIMS
Multiple sclerosis (MS) is the most common cause
of neurological disability in young adults and has a
high socio-economic impact which increases as dis-
ability progresses. There is increasing evidence that
neuro-axonal degeneration occurs progressively
from disease onset and it is a relevant cause of ac-
cumulating disability. Recent studies have demon-
strated that the intracellullar sodium accumulation
represents a key factor in the degenerative process
and that partial blockade of sodium channels pro-
tects cells from degeneration in experimental models
of MS. Thanks to the application of a newly-devel-
oped non-invasive sodium Magnetic Resonance Im-
aging (MRI) method at 7 Tesla, we analysed sodium
distribution inside and outside cerebral cells, in order
to quantify sodium accumulation, investigate the
mechanisms underlying sodium concentration in-
crease and the association between such increase,
brain volume loss and clinical disability.

RESULTS
People with MS showed a higher intra- and extra-
cellular sodium concentration in comparison with
healthy controls. Total sodium concentration and in-
tracellular sodium volume fraction (indirect measure

of extracellular sodium concentration) were corre-
lated with T2 lesion volume and with clinical disabil-
ity as measured by the Expanded Disability Status
Scale (EDSS). Our results suggest that intracellular
sodium volume fraction reduction reflects cellular
loss while intracellular sodium concentration in-
crease reflects neuroaxonal metabolic dysfunction.
Although the initial research plan included the
analysis of people with progressive MS, the occur-
rence of technical problems with the MR scanner
has prevented their enrollment and the evaluation
of differences in brain sodium concentration across
MS clinical types. As a consequence of this techni-
cal issue, my fellowship has been redirected to a
second project, focused on the analysis of the func-
tional correlates of cognitive impairment in people
with progressive MS.

CONCLUSIONS
Brain sodium quantification is a promising tool to
identify cellular degeneration and clarify the mecha-
nisms responsible for brain atrophy. The application
of our thecnique might lead to a better understand-
ing of the sodium channel blockers mechanism of
action and offers the possibility to monitor, ,
the cellular effect of potential neuroprotective drugs.

Quantification of extra-and intracellular brain sodium
concentration in MS using 7.0 Tesla MRI
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PREMESSE E OBIETTIVI
La sclerosi multipla (SM) è una malattia mediata dal
sistema immunitario e i linfociti T autoreattivi sono
cruciali per la sua patogenesi. Durante una risposta
immunitaria, le cellule T si attivano, proliferano e ac-
quisiscono funzioni effettrici, processi che richiedo-
no energia, strettamente associati a cambiamenti
nell’assunzione di nutrienti e nel metabolismo cel-
lulare. Mentre le cellule T Naïve (TN) si basano sulla
fosforilazione ossidativa e sull’ossidazione degli
acidi grassi, le cellule T attivate aumentano la gli-
colisi aerobia, la quale distingue le cellule effettrici
T (Th) 1, Th2 e Th17 dalle cellule T regolato-
rie, che usano l’ossidazione degli acidi grassi. Eli-
minato l’antigene, la maggior parte delle cellule
effettrici muore, ma persiste un piccolo gruppo di
cellule di memoria, che riprogrammano le vie me-
taboliche per sostenere il proprio sviluppo, longe-
vità e capacità di rispondere rapidamente a un
successivo incontro con l’antigene, usando soprat-
tutto l’ossidazione degli acidi grassi per supportare
la fosforilazione ossidativa.
Alla base di molte risposte immunitarie aberranti vi
è un inappropriato rimodellamento metabolico e le
cellule T di modelli autoimmuni hanno un profilo
metabolico alterato rispetto ai linfociti sani. Si può
ipotizzare che le cellule T di persone con SM abbia-
no una capacità diversa di attivare vie che portano
al passaggio dalla fosforilazione ossidativa alla gli-

colisi, che questa diversa capacità abbia un impatto
sul differenziamento in cellule di memoria o effettrici
e che esistano differenze metaboliche nel decorso
recidivante o progressivo della SM. Pochi studi han-
no analizzato i profili metabolici e la funzionalità mi-
tocondriale delle cellule T in persone con SM e le
cellule T CD8+ e le forme progressive non sono mai
state studiate. Perciò, per la prima volta abbiamo
indagato le caratteristiche fenotipiche, funzionali e
metaboliche dei linfociti T CD4+ e CD8+ di persone
con diverse forme di SM, analizzando i parametri
metabolici nei diversi sottotipi cellulari.

RISULTATI
Sono state arruolate 36 persone con SM progres-
siva senza attività di malattia e non trattati di cui 23
con forma secondariamente progressiva (SP) e 13
primariamente progressiva (PP), e 11 controlli. I pa-
zienti con SMPP avevano una percentuale minore
di cellule T CD8+, ma capaci di produrre più inter-
ferone-  e Interleuchina (IL)-17 rispetto ai controlli,
oltre a livelli più bassi di cellule TN CD8+ e livelli più
alti di cellule T CD8+ terminalmente differenziate ri-
spetto ai pazienti con SMSP e ai controlli.
Una spiegazione di questo fenotipo più pro-infiam-
matorio, differenziato e probabilmente senescente
nelle persone con SMPP potrebbe essere dovuto
ad una diversa capacità delle cellule T di riprogram-
mare il loro metabolismo in presenza dello stesso
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stimolo. Infatti, i pazienti con SMPP avevano una
diversa modulazione delle molecole che regolano il
cambiamento metabolico, una sovraregolazione del
trasportatore 1 del glucosio nelle cellule T CD4+ e
più cellule T CD4+ e CD8+ di memoria effettrici con
la proteina ribosomiale S6 fosforilata, un marcatore
di attivazione della proteina 

(mTOR), suggerendo una propensione del-
le cellule T a sottoregolare la respirazione e adottare
un metabolismo glicolitico. In accordo, i mitocondri
delle persone con SMPP avevano una massa infe-
riore e una tendenza più marcata a ridurre il poten-
ziale di membrana mitocondriale, indicando una
minore attività rispetto agli altri gruppi. Non sono
state trovate differenze nella produzione di O2

-, se-
condo messaggero necessario per la sintesi di IL-2
e la proliferazione delle cellule T, confermando l’ipo-
tesi che le differenze nel fenotipo delle cellule T di
pazienti con SMPP sono dovute interamente a dif-
ferenze nelle vie metaboliche. Inoltre, la respirazione
(sia basale che massima) è risultata maggiore nelle
persone con SMPP, ma la quantità o la composizio-

ne relativa dei complessi della fosforilazione ossi-
dativa potrebbero essere diverse nei linfociti di pa-
zienti SMPP e SMSP o controlli. Sono in corso studi
per confrontare questi risultati con persone con SM
recidivante-remittente.

CONCLUSIONI
I nostri dati evidenziano una disregolazione del me-
tabolismo delle cellule T nelle persone con SMPP,
più inclini ad attivare la glicolisi e a sotto-regolare la
respirazione, favorendo così un passaggio più rapi-
do a cellule effettrici e mediando una progressione
di malattia più veloce. Le vie metaboliche possono
essere manipolate per il trattamento delle malattie
umane e si possono direzionare il differenziamento
e la funzione delle cellule T verso fenotipi non pato-
genici nell’ambito dell’autoimmunità. Quindi, una
prospettiva promettente di questi risultati è la pos-
sibilità di manipolare il metabolismo delle cellule T
per il trattamento della SMPP, aprendo la strada a
nuovi possibili bersagli e strategie terapeutiche, co-
me gli inibitori di mTOR.

INTRODUCTION AND AIMS
Multiple sclerosis (MS) is an immune-mediated dis-
ease, and autoreactive T lymphocytes mounting
aberrant responses against central nervous system
autoantigens are critical for its pathogenesis. During
the course of an immune response, T cells become
activated, rapidly and extensively proliferate, and
acquire effector functions, all energetically demand-
ing processes, tightly coupled with marked changes
in nutrient uptake and cellular metabolism. Indeed,
whereas quiescent naïve T (TN) cells primarily rely
on mitochondrial (mt) oxidative phosphorylation
(OXPHOS) and fatty acid -oxidation (FAO), activat-
ed T cells enhance cytosolic aerobic glycolysis,
which discriminate polarized CD4+ T helper (Th) 1,
Th2 and Th17 effector T cells from regulatory T
cells, that depend on FAO. Following antigen clear-
ance, most effector T cells die, but a small pool of
long-lived memory T cells persists, which in turn re-
program their metabolic pathways to support their
development, longevity and rapid recall ability, pri-

marily engaging FAO to fuel OXPHOS. Inappropri-
ate metabolic remodeling underlies many aberrant
immune responses, and T cells from autoimmune
models exhibit an altered metabolic profile com-
pared with healthy lymphocytes. It could be hypoth-
esized that T cells from MS patients display
different capability to activate pathways that lead to
the switch from OXPHOS to aerobic glycolysis, that
this different capability impact on the differentiation
into memory effector cells, and that potential
metabolic differences exist related to relapsing or
progressive MS course. However, only very few
studies have analyzed metabolic profiles and mt
functionality of T cells in MS patients, and neither
CD8+ T cells nor progressive forms have been pre-
viously investigated. Accordingly, we performed for
the first time a comprehensive characterization of
phenotypic, functional and metabolic features of
CD4+ and CD8+ T lymphocytes from patients with
different forms of MS, analyzing metabolic param-
eters in different CD4+ and CD8+ T cell subsets.

Respiration and glycolysis in lymphocytes from patients
with different forms of multiple sclerosis
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RESULTS
Thirty-six not active, untreated progressive MS pa-
tients – 23 with secondary progressive (SP) form
and 13 with primary progressive (PP) form – and 11
healthy controls (CTR) were enrolled in this study.
Concerning the phenotypic and functional features
of CD4+ and CD8+ T lymphocytes, PP patients dis-
played a decreased percentage of CD8+ T cells, but
able to produce more interferon-  and interleukin
(IL)-17 compared to CTR, along with lower levels of
CD8+ TN cells and higher levels of terminally differ-
entiated CD8+ effector memory T cells re-express-
ing CD45RA in comparison to SP patients and CTR.
A possible explanation of this shift toward a more
pro-inflammatory, differentiated, and likely senes-
cent phenotype in PP patients could be a different
capability of T cells to reprogram their metabolism
in the presence of the same stimulus. Indeed, from
a metabolic point of view, PP patients were charac-
terized by a different modulation of the molecules
regulating metabolic switch and reprogramming, an
upregulation of glucose transporter 1 in CD4+ T
cells, and increased CD4+ and CD8+ effector mem-
ory T cells with phosphorylated ribosomal protein
S6, a marker of mammalian target of rapamycin
(mTOR) activation, collectively suggesting a higher
proneness of T cells to downregulate respiration
and move toward a glycolytic metabolism. In agree-
ment, mitochondria of PP patients had lower mass,
and a more marked tendency to reduce mt mem-
brane potential, indicating that they are less active

than those from the other groups. No differences
were found in the production of mt O2

-, a second
messenger needed for IL-2 synthesis and T cell pro-
liferation, corroborating the hypothesis that the dif-
ferences we observed in T cell phenotype of PP
patients rely entirely on differences in fueling dis-
tinct metabolic pathways. Furthermore, respiration
appeared higher in PP patients, both in the case of
basal and maximal respiration rate, but the amount
or the relative composition of OXPHOS complexes
in mitochondria could be different in lymphocytes
from PP patients and SP patients or CTR. Studies
are ongoing to compare these findings also to MS
patients with relapsing-remitting form.

CONCLUSIONS
Overall, our data suggest a clear dysregulation of T
cell metabolism in PP patients, who appear more
prone to activate glycolysis and downregulate mt
respiration, so favoring a more rapid shift toward ef-
fector cells, and mediating a faster disease progres-
sion. Metabolic pathways might be manipulated for
the treatment of human diseases, and metabolism
may be targeted to direct T cell differentiation and
function toward non-pathogenic phenotypes in set-
tings of autoimmunity. Hence, an appealing long-
term consequence of these findings is the
possibility of manipulating T cell metabolism for
PPMS treatment, paving the way for new possible
therapeutic targets and strategies, such as mTOR
inhibitors.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Negli ultimi 15 anni è diventato sempre più evidente
che i danni a carico della sostanza grigia cerebrale
nella sclerosi multipla (SM) sono evidenti fin dalle
prime fasi di malattia e ben correlano col tasso di
progressione clinica.
La mancanza di sostanziali infiltrati infiammatori, di
fattori del complemento e di danni a carico della
barriera ematoencefalica nelle lesioni corticali nella
SM hanno portato a pensare che i meccanismi pa-
togenetici nella sostanza grigia differiscano in modo
sostanziale da quelli nella sostanza bianca e che la
microglia attivata costituisca la popolazione di cel-
lule effettrici dominante responsabile dei danni a
carico della sostanza grigia. Solo negli ultimi dieci
anni, studi post-mortem hanno descritto una asso-
ciazione tra l’entità dell’infiammazione meningea e
la demielinizzazione corticale e la progressione del-
la malattia, suggerendo che l’attività infiammatoria
cronica nello spazio subaracnoideo svolga un ruolo
chiave nella mediazione dei danni nell’adiacente
corteccia cerebrale di persone con SM secondaria-
mente progressiva (SMSP) e primariamente pro-
gressiva (SMPP).
Fattori rilasciati dalle cellule immunitarie circolanti
nel liquor e/o colonizzanti lo spazio subaracnoideo
potrebbero infatti diffondere attraverso la membrana
piale, inducendo un gradiente di alterazioni patolo-
giche gliali e neuronali, direttamente e/o indiretta-
mente tramite la microglia attivata. Questa ipotesi è
sostenuta dall’osservazione che alti livelli di infiltrati
infiammatori meningei ed un elevato carico lesionale
corticale siano associati ad un aumento dell’espres-
sione genica di molecole infiammatorie (citochine
come TNF e IFN gamma), nelle meningi di tessuti
post-mortem di pazienti SMSP, e a livelli elevati delle
stesse proteine nel corrispondente liquor, rispetto ai
controlli sani.
È quindi possibile che l’analisi molecolare del liquor
combinata con lo studio mediante tecniche avan-

zate di risonanza magnetica (RM) in grado di rive-
lare meglio la demielinizzazione corticale della so-
stanza grigia sin dalle prime fasi di SM, potrebbe
rappresentare il miglior approccio al fine di identifi-
care potenziali biomarcatori della patologia della
sostanza grigia e di progressione della malattia.
Questo approccio combinato potrebbe identificare
meglio i pazienti con una prognosi più grave che
potrebbero trarre beneficio da una strategia tera-
peutica tempestiva, e più efficace a lungo termine,
volta a migliorare la loro qualità della vita e ridurre i
costi indiretti legati alla malattia.
L’obiettivo principale di questa Borsa di addestra-
mento è stato quello di consentire al candidato di
raggiungere la piena autonomia nell’uso delle tec-
niche di laboratorio e di migliorare la sua compren-
sione delle alterazioni patologiche nel sistema
nervoso di persone affette da SM al fine di essere
in grado di elaborare queste informazioni insieme ai
dati ottenuti da studi di risonanza magnetica (RM).
L’obiettivo principale dello studio è stato quello di
effettuare una analisi delle proteine e un analisi di
espressione genica dei campioni di liquor di pazienti
SM e controlli che sono stati sottoposti, nel Centro
SM di Padova, ad un controllo diagnostico comple-
to, comprensivo di analisi di RM non convenzionale,
al fine di individuare possibili biomarcatori di malattia
con valore prognostico e predittivo.

RISULTATI
Il ricercatore, attraverso il programma della Borsa
di studio, ha acquisito esperienza in tecniche di bio-
logia molecolare per l’identificazione di biomarcatori
della patologia della sostanza grigia, raggiungendo
i principali obiettivi programmati. In particolare,
questo studio ha confermato la presenza di livelli
più elevati di CXCL13 (sia proteina che RNA) nel li-
quor di pazienti con SM rispetto ai soggetti di con-
trollo. CXCL13 è un fattore chemiotattico delle
cellule B ed è stato identificato come un biomarca-
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tore promettente di infiammazione intratecale. Ul-
teriori dati ottenuti in questo studio confermano il
coinvolgimento dell’immunità di tipo 1 e delle cellule
T regolatorie nella patologia della SM.
Dopo la stratificazione dei pazienti con SM in base
al volume delle lesioni della sostanza grigia (valuta-
zione con RM), sono stati trovati livelli più elevati
della proteina CXCL13, non associati ad un aumen-
to dell’espressione genica a livello delle cellule li-
quorali, suggerendo che la fonte principale di
questa chemochina debba essere ricercata negli in-
filtrati infiammatori meningei e/o nel tessuto cere-
brale. Inoltre, un danno maggiore della sostanza
grigia è associato a livelli più alti di molecole infiam-
matorie liquorali indicative del reclutamento/diffe-
renziazione di cellule B e della stimolazione della
maturazione delle cellule mieloidi.

CONCLUSIONI
In conclusione, lo studio combinato del liquor e di RM

suggerisce che la risposta immunitaria mediata dai
linfociti B può giocare un ruolo importante nella SM
fin dall’esordio della malattia e correla con il livello di
infiammazione intratecale e la patologia corticale.
L’analisi dettagliata dei biomarcatori liquorali sugge-
rita in questo studio potrebbe portare, oltre che ad
un’ottimizzazione di alcune tecniche non convenzio-
nali di RM, ad una maggiore conoscenza del pro-
cesso che determina il livello di gravità di malattia e
che caratterizza la patologia a livello della sostanza
grigia; inoltre, potrebbe fornire strumenti importanti
per predire e monitorare la progressione di disabilità.
Per tale motivo i biomarcatori associati alla patologia
della sostanza grigia individuati in questo studio po-
trebbero essere utilizzati per identificare sottogruppi
di persone con sclerosi multipla caratterizzati da una
grave compromissione della sostanza grigia. Queste
persone potrebbero beneficiare di un trattamento
precoce con farmaci più aggressivi di seconda linea,
come gli anticorpi monoclonali.

INTRODUCTION AND AIMS
In the last 15 years, it has become increasingly ac-
cepted that cerebral grey matter (GM) damage in
multiple sclerosis (MS) is evident since early MS
stages and provides the best correlate of the rate
of clinical progression. The lack of substantial in-
flammatory infiltrates, complement deposition and
blood brain barrier damage in MS cortical lesions
led to the initial suggestion that the mechanisms
underlying GM and WM pathology differ substan-
tially and that activated microglia are the dominant
effector cell population causing GM damage. Only
in the last decade, post-mortem studies have re-
vealed that the extent of meningeal inflammation
associates positively with cortical demyelination
and disease progression, suggesting that chronic
immune activity in the subarachnoid compartment
plays a key role in mediating damage in the adja-
cent cerebral cortex of secondary progressive MS
(SPMS) and primary progressive MS (PPMS) pa-
tients.
Factors released by immune cells circulating in the
cerebrospinal fluid (CSF) and/or colonizing the sub-

arachnoid space may diffuse across the pial mem-
brane, inducing a gradient of glia and neuronal
pathological alterations, directly and/or indirectly
through activated microglia. 
This is supported by the observation that high level
of meningeal inflammation and cortical pathology is
accompanied by increased gene expression of in-
flammatory molecules (cytokines such as TNF and
IFNg), in the meninges of post-mortem SPMS cas-
es and elevated levels of the same proteins in the
corresponding CSF, compared to healthy controls.
It is therefore possible that combining CSF molec-
ular analyses with advanced MRI imaging tech-
niques, able to better identify from the early stages
cortical grey matter demyelination, could represent
an appropriate approach in order to identify poten-
tial biomarkers of GM pathology and disease pro-
gression. This combined approach may better
identify patients with a more severe prognosis who
could benefit from an earlier and more effective
long-term therapeutic strategy aimed at improving
their quality of life and reducing the disease-related
indirect costs.

Advanced molecular analyses for the identification of
biomarkers of disease progression in multiple sclerosis



The primary aim of the training program was to en-
able the candidate to achieve full autonomy in the
use of laboratory techniques and to improve his un-
derstanding of pathological changes in the MS
brain in order to be able to match this information
with the data from MRI studies.
The principal aim of the study was to perform a pro-
tein analysis and a gene expression analysis of CSF
samples from MS patients and controls who under-
went, in the MS Center in Padova, a complete diag-
nostic work up comprehensive of non-conventional
Magnetic Resonance Imaging (MRI) sequences in
order to identify possible disease biomarkers with
prognostic and predictive value.

RESULTS
The applicant, through the fellowship program, has
acquired expertise in molecular biology techniques
for the identification of biomarkers of early grey
matter pathology. On this basis, the main principal
objectives were achieved.
In particular this study confirms presence of higher
CSF levels of the chemokine CXCL13, a B-cell
chemoattractant and promising biomarker of in-
trathecal inflammation, in MS patients than in con-
trol subjects. It also confirms the involvement of
type-1 immunity, and regulatory T-cells in MS
pathology. After stratification of MS patients ac-

cording to GM damage (MRI evaluation), higher lev-
els of CXCL13 protein, but not RNA from CSF-cells,
were found in patients with higher GM involvement,
suggesting that the main source of this chemokine
should be sought in the meningeal inflammatory in-
filtrates and/or cerebral tissue. Moreover higher GM
damage is associated with higher levels of CSF in-
flammatory molecules suggestive of B-cell recruit-
ment /differentiation and stimulation of myeloid cell
maturation.

CONCLUSIONS
In conclusion combined CSF analysis and MRI
analysis suggests that B cell immune response may
play an important role in MS since the disease on-
set and correlates with the level of intrathecal in-
flammation and cortical pathology. A more detailed
analysis of the CSF biomarkers suggested in the
current study might provide, in addition to MRI op-
timization, a better indication of severity of disease
process that characterized GM pathology as well
as important tools for predicting/monitoring disabil-
ity progression.
Biomarkers of early GM pathology could be used
to identify subgroups of MS patients with more se-
vere grey matter degeneration. These patients
could benefit from early treatment with second line,
more aggressive drugs, like monoclonal antibodies.

Seppi D, Favaretto A, Pravato S, Poggiali D, Rossi S, Facchiano F, Veroni C, Rinaldi F, Perini P, Ruggero S, Toffanin E, Gallo P1, Aloisi F, Magliozzi R. Gene
expression and cytokine protein analysis of the cerebrospinal fluid in early multiple sclerosis: association with grey matter damage assessed by MR
imaging. 32nd Congress of the European Committee for Treatment and Research in Multiple Sclerosis (ECTRIMS)

Seppi D, Favaretto A, Pravato S, Poggiali D,. Rossi S, Facchiano F, Veroni C, Rinaldi F, Perini P, Ruggero S, Toffanin E, Gallo P1, Aloisi F, Magliozzi R.
Integration of advanced molecular analyses for the identification of biomarkers of disease progression in multiple sclerosis. XXV AINI Congress, Lecce,
may 11-14, 2016
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PATOGENESI E FATTORI DI RISCHIO

PREMESSE E OBIETTIVI
Il reclutamento e l’attivazione delle cellule del sistema
immunitario nel sistema nervoso centrale (SNC) sono
i processi patologici che determinano la formazione
delle lesioni infiammatorie multiple e le alterazioni cel-
lulari diffuse nel cervello e nel midollo spinale dei pa-
zienti con sclerosi multipla (SM). La nostra ipotesi di
lavoro è che la perdita di mielina e il danno cellulare
nella SM possano essere causati dalla risposta del si-
stema immunitario volta a eliminare una infezione at-
tiva da parte del virus di Epstein-Barr (EBV) a livello
del SNC. Sebbene sia oggi largamente accettato che
questo herpesvirus molto comune rappresenti uno dei
maggiori fattori di rischio per la SM, i meccanismi pa-
togenetici che legano l’infezione da EBV alla patologia
cerebrale della SM sono ancora dibattuti e oggetto di
ricerche sempre più approfondite. Il nostro modello
propone che il virus sia trasportato nel SNC dai linfociti
B, il serbatoio principale di infezione nell’organismo,
e attivi una risposta immunitaria persistente e danno-
sa, altrimenti detta ‘immunopatologica’. L’obiettivo
principale di questo progetto è stato esplorare ulte-
riormente l’ipotesi di una associazione tra infezione at-
tiva da EBV e attivazione immunitaria persistente nel
SNC nella SM, studiando il profilo trascrizionale di cel-
lule immunitarie infiltranti il tessuto cerebrale. Abbiamo
quindi isolato infiltrati immunitari, composti principal-
mente da linfociti T e B, da tessuto cerebrale post-
mortem donato da pazienti con SM secondariamente
progressiva (tutti i campioni di tessuto sono stati ot-
tenuti dalla Banca Inglese di Tessuti SM) e abbiamo
analizzato l’espressione di 75 geni cellulari coinvolti
nella funzione del sistema immunitario e di 6 geni virali
associati con differenti fasi dell’infezione con EBV.

RISULTATI
Abbiamo unito le competenze in ambito neuropato-
logico e molecolare sviluppate negli anni nel nostro

laboratorio per mettere a punto una procedura spe-
rimentale avanzata che ha permesso di ‘catturare’ le
cellule immunitarie infiltranti il SNC da sezioni cere-
brali mediante la tecnica della microdissezione laser
e di studiare l’espressione genica degli infiltrati uti-
lizzando una versione potenziata del metodo di 

(RT-PCR). Abbiamo analizzato separatamente gli in-
filtrati immunitari isolati dalle meningi (compresi gli
aggregati arricchiti in linfociti B con caratteristiche si-
mili ai follicoli B degli organi linfatici) e dalla sostanza
bianca di 11 pazienti con SM secondariamente pro-
gressiva. Sono stati applicati metodi di analisi stati-
stica univariata e multivariata per confrontare i dati
ottenuti dai campioni prelevati da differenti pazienti,
compartimenti cerebrali e aree lesionali, e per rilevare
possibili associazioni con profili genici immunitari e/o
virali. I risultati ottenuti possono essere così riassunti:
I) geni implicati nelle risposte immunitarie citotossi-
che mediate da linfociti T CD8+ e da cellule natural
killer, e nelle vie di segnalazione dell’interferone (IFN)
di tipo I, ovvero nell’immunità antivirale, erano pre-
dominanti negli infiltrati immunitari cerebrali ed
espressi in modo coordinato; II) geni espressi da EBV
sono stati rilevati nel 56% e nel 28% degli infiltrati
immunitari isolati, rispettivamente, dalle meningi e
dalla sostanza bianca; III) i profili di espressione ge-
nica virale erano compatibili con l’attivazione dell’in-
fezione latente, implicata nella promozione della
proliferazione dei linfociti B, e, meno frequentemente,
con l’entrata nel ciclo litico, che può portare alla for-
mazione di nuove particelle virali e a nuovi eventi in-
fettivi ; IV) geni coinvolti nel riconoscimento di
acidi nucleici virali e nell’immunità antivirale erano
espressi a differenti livelli negli infiltrati immunitari
provenienti da pazienti diversi, in relazione alla pre-
senza o assenza di trascritti virali, allo stato dell’in-
fezione (latente o litica) e al compartimento cerebrale
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analizzato (meningi o sostanza bianca); V) differenze
nell’espressione genica tra cellule immunitarie infil-
tranti le meningi e le lesioni della sostanza bianca
erano compatibili con la formazione di follicoli B, una
maggiore attivazione di linfociti T citotossici, in par-
ticolare la produzione di IFN-γ, e maggiore diffusione
dell’infezione da EBV nelle meningi. Questi tre aspetti
potrebbero essere interconnessi dal momento che
EBV infetta preferenzialmente i linfociti B, i follicoli B
meningei sono arricchiti in linfociti B, e l’immunità ci-
totossica svolge un ruolo centrale nell’eliminazione
delle cellule infettate da virus.

CONCLUSIONI
I risultati dell’analisi dell’espressione genica delle
cellule immunitarie che invadono il SNC nella SM
confermano la profonda deregolazione dell’infezione

da EBV ed evidenziano l’orchestrazione della
funzione antivirale locale. Questi risultati sostengono
un modello di patogenesi della SM che identifica in
EBV il principale stimolo antigenico dell’attivazione
immunitaria cronica nel SNC. Questi risultati potreb-
bero contribuire a promuovere la ricerca sull’immu-
nità EBV-specifica nella SM quale possibile utile
predittore dell’evoluzione della malattia e della rispo-
sta alle terapie, e fornisce un razionale per l’impiego
di farmaci che, agendo direttamente sul virus o sul
serbatoio cellulare del virus, potrebbero mostrarsi
più efficaci nel normalizzare l’interazione tra virus e
risposta immunitaria. Per esempio, la terapia con
anticorpi monoclonali depletanti i linfociti B potrebbe
ridurre il carico virale e quindi i processi immunopa-
tologici stimolati da EBV in maniera più efficace di
altri tipi di trattamenti.

INTRODUCTION AND AIMS
Immune cell recruitment and activation in the cen-
tral nervous system (CNS) are the key pathogenic
processes leading to development of multiple in-
flammatory lesions and diffuse abnormalities in the
brain and spinal cord of patients with multiple scle-
rosis (MS). Our working hypothesis is that neural
cell damage in MS might be caused by the host’s
immune system attempt to eradicate a deregulated
infection with Epstein-Barr virus (EBV) in the CNS.
Although it is now widely accepted that this ubiqui-
tous herpesvirus is strongly associated with MS, the
mechanisms linking EBV infection to MS pathology
are debated and under increasing scrutiny. Our
model proposes that EBV can gain access to the
CNS through B cells, the preferred viral reservoir,
and promote a detrimental immunopathological re-
sponse. This project aimed to explore further the
hypothesized association between an abnormal
EBV infection and persistent immune activation
within the CNS in MS by investigating the transcrip-
tional profile of immune cells infiltrating the MS
brain. For this purpose, we isolated immune cell in-
filtrates, mainly composed of T cells and B cells,
from post-mortem brain tissue donated by patients
with secondary progressive MS (all brain specimens

were provided by the UK MS Tissue Bank in Lon-
don) and analyzed expression of 75 cellular genes
involved in immune system function and 6 viral
genes associated with different phases of the EBV
life cycle.

RESULTS
We combined the neuropathological and molecular
biology expertise developed in our laboratory to set
up an advanced procedure that allows to ‘capture’
CNS-infiltrating immune cells from brain sections
using a laser beam (laser capture microdissection)
and to investigate their gene expression profile us-
ing an enhanced real time reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) method. We
analyzed separately immune infiltrates isolated from
the meninges (including B-cell enriched aggregates
showing similarities with B-cell follicles of lymphoid
organs) and the lesioned white matter of 11 patients
with secondary progressive MS. Univariate and
multivariate statistical methods were used to com-
pare data obtained in samples from different MS
patients, brain compartments and lesional areas,
and to search for possible associations with im-
mune and/or viral signatures. The results obtained
can be summarized as follows: I) genes related to

Gene expression analysis of laser microdissected immune
infiltrates in the multiple sclerosis brain
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cytotoxic immune responses mediated by CD8+ T
cells and NK cells and to the type-1 interferon (IFN)
pathway, namely to immunity involved in anti-viral
defense, predominated in brain immune infiltrates
and displayed a coordinated pattern of expression;
II) EBV genes were detected in 56% and 28% of im-
mune infiltrates isolated from the meninges and
white matter, respectively; III) EBV gene expression
patterns were characteristic of activation of latent
infection, which can promote B-cell growth, and,
less frequently, of entry into the lytic cycle, which
can lead to production of new viral particles and
new local infection events; IV) genes involved in viral
nucleic acid recognition and antiviral immunity were
differentially expressed in immune infiltrates de-
pending on MS brain sample, EBV detectability,
status of EBV infection (latent versus lytic infection)
and brain compartment analyzed; V) gene expres-
sion differences between immune cells infiltrating
the meninges and white matter lesions are consis-
tent with formation of B-cell follicles, stronger acti-
vation of cytotoxic T cells, in particular IFN-γ
production, and wider spread of EBV infection in the

meninges. These three aspects could be intercon-
nected, since EBV infects preferentially B cells,
meningeal B-cell follicles are enriched in EBV infect-
ed cells, and cytotoxic immunity is essential for the
elimination of virus-infected cells.

CONCLUSIONS
Gene expression analysis of immune cells invading
the MS brain confirms profound EBV dereg-
ulation and highlights orchestration of local antiviral
function. These results support a model of MS
pathogenesis involving EBV as main antigenic stim-
ulus of chronic immune activation in the CNS.
These findings will foster research on EBV-specific
immunity as a potentially useful predictor of disease
evolution and response to therapy and provide a ra-
tionale for the use of drugs that, by directly targeting
the virus and its cellular reservoir, could be more ef-
fective in normalizing an altered EBV-host interac-
tion. For example, B-cell depleting therapies could
lower EBV load and hence EBV-induced im-
munopathology in MS more efficiently than other
drugs.
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PREMESSE E OBIETTIVI
L’espressione delle informazioni contenute nel ma-
teriale genetico non è un fenomeno statico, ma
cambia nel tempo a seconda di processi intrinseci
alla cellula e di stimoli ambientali. Accade, così, che
anche cellule di una stessa popolazione mostrino
una grande eterogeneità di espressione dei vari ge-
ni se studiate singolarmente. Cruciale in questo è il
ruolo della di espressione genica, connessa
alla stocastica attivazione, in momenti diversi ed in
cellule diverse di una popolazione apparentemente
omogenea, dell’informazione contenuta nei geni.
Nei disordini complessi come la sclerosi multipla
(SM), questa potrebbe amplificare l’effetto di
fattori di rischio genetici ed ambientali deboli. Sco-
po del progetto presentato era di valutare il possi-
bile coinvolgimento della nell’eziologia della
sclerosi multipla (SM). Dal momento che gli studi

sono il modo migliore per misurare l’ete-
rogeneità di espressione genica in linee cellulari in
apparenza omogenee, al fine di fornire una prova
sperimentale della nostra ipotesi abbiamo indagato
le fluttuazioni di singola cellula mediante l’analisi dei
profili di espressione in cellule linfoblastoidi (LCLs,
portatrici del virus di Epstein-Barr, EBV) derivanti da
3 coppie di gemelli monozigoti discordanti per SM,
un paziente sporadico e un controllo. Abbiamo mi-
surato geni umani e virali mediante il metodo 

seguito da validazione con
(qPCR).

RISULTATI
I profili di espressione ci hanno permesso
di definire multiple fonti di eterogeneità cellula-cel-
lula. Innanzitutto, abbiamo identificato i geni più

(cioè con espressione intercellulare più varia-
bile) tra diverse cellule della stessa linea, indipen-
dentemente dallo stato SM/benessere. Questi geni
intrinsecamente rumorosi sono stati definiti 

, e tra di essi ci sono alcuni prodotti di
EBV (come e ).
Abbiamo, inoltre, misurato i cambiamenti nell’espres-
sione media dei trascritti tra gemelli affetti e non af-
fetti, così da identificare /gruppi di geni con
diversa espressione nella SM rispetto ai controlli: ad
esempio, i di e hanno mostra-
to una ridotta espressione nei gemelli con SM.
Ci siamo poi domandati quali geni fossero inaspet-
tatamente tra i gemelli con e quelli senza SM
(geni con una espressione cellula-cellula più etero-
genea nello stato di malattia rispetto a quello di be-
nessere o viceversa) e li abbiamo denominati

’. Siamo così riusciti a identificare
gruppi di geni più nei pazienti con SM o nei
controlli. , ad esempio, è apparso essere
molto più nei non affetti.
Infine, ci siamo concentrati sui geni con espressione
correlata (o con modifiche della correlazione) rispetto
ad un dato gene di interesse, per creare mappe di
co-regolazione genica nella SM e nei controlli. In tal
modo abbiamo identificato i geni che cambiano la lo-
ro correlazione sulla base dello stato SM/benessere.

Studio della noise di espressione genica di singola cellula
in linee cellulari linfoblastoidi (LCLs) di gemelli monozigoti
discordanti per sclerosi multipla, pazienti sporadici e controlli
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CONCLUSIONI
Per lungo tempo l’eterogeneità cellula-cellula è ri-
masta inesplorata negli esperimenti condotti su tes-
suto o su linee cellulari, dato che i profili di
espressione genica venivano misurati come valor
medio su tutte le cellule componenti il dato
tessuto/linea; questo potrebbe aver mascherato il
contributo patogenetico della variabilità intercellu-
lare in popolazioni solo in apparenza omogenee.
Nel nostro studio, abbiamo identificato quali geni
umani o virali sono più (cioè con più alte flut-
tuazioni intercellulari) nelle persone con SM o nei
controlli, a quali essi appartengono e qual
è la loro regolazione. Abbiamo inoltre ottenuto in-
formazioni sul grado di di geni notoriamente
SM-associati e di prodotti di EBV, come .
Il contributo delle indagini per la com-
prensione più precisa dell’eziologia della SM risulta
evidente. L’effetto amplificatore dei circuiti/

più può aiutare a spiegare come mai

alcune persone, benché portatrici di deboli fattori
predisponenti genetici, sviluppino la SM. Sia la vi-
tamina D che EBV potrebbero svolgere un ruolo
principe in tal senso: la prima mediante il legame
del suo recettore ad elementi regolatori, 
o ; il secondo per mezzo di perturbazioni
virali sui circuiti della cellula.
Nel lungo termine, l’identificazione delle alterazioni
indotte dalla come amplificatore di fattori di
rischio deboli potrebbe aprire la strada ad approcci
volti ad influenzare tale processo. Interventi minimi
come l’aumento dei livelli di vitamina D o altre vita-
mine liposolubili, la vaccinazione col Bacille Cal-
mette-Guerin (BCG), e la modulazione del sistema
endocannabinoide potrebbero agire stabilizzando
la . In merito alle interazioni virus-ospite, i no-
stri risultati hanno mostrato il carattere di al-
cuni geni di EBV, pertanto i prodotti virali
potrebbero fungere da bersaglio per strategie an-
tivirali future.

INTRODUCTION AND AIMS
Expression of genetic information is not a static and
unchanging phenomenon, but it varies over time
due to multiple mechanisms intrinsic to cell biology
or to environmental stimuli. This may explain why
cells belonging to an apparently homogeneous
population show a wide heterogeneity of gene ex-
pression and phenotypes when considered one by
one. A crucial element in producing such intercel-
lular variety is the so-called gene expression ‘noise’,
due to the stochastic activation - over space and
time - of genetic information in different cells within
the same population. In complex disorders like mul-
tiple sclerosis (MS), where heritable and non-heri-
table factors identified so far are not able to
completely explain disease development, such
noise might boost the effects of “soft” risk factors
in order to reach disease threshold. The aim of this
project was to evaluate the possible involvement of
gene expression noise in multiple sclerosis (MS) eti-
ology, taking advantage of the study of twins. As
single-cell strategies represent the best way to
measure gene expression heterogeneity within

seemingly homogeneous lines, to provide direct ex-
perimental evidence for our hypothesis we investi-
gated cell-to-cell fluctuations by analysing
expression profiles of lymphoblastoid cell lines
(LCLs, carrying Epstein-Barr virus, EBV) obtained
from 3 MS-discordant monozygotic twins, one un-
related patient and one healthy control. We meas-
ured both human and viral genes using single-cell
RNA sequencing followed by quantitative poly-
merase chain reaction (qPCR) validation.

RESULTS
Single-cell expression profiles allowed us to define
multiple sources of heterogeneity in apparently ho-
mogeneous lines. First, we identified genes more
‘noisy’/overdispersed than expected among differ-
ent cells isolated from the same individual, irrespec-
tive of MS/healthy status. These intrinsically noisy
genes were defined as ‘universally noisy’, and some
EBV products (e.g., and ) were found
to belong to this group.
We also measured changes in mean expression of
transcripts between affected and unaffected twins

Analysis of gene expression noise at the single cell level in
lymphoblastoid cell lines obtained from identical twins discordant
for multiple sclerosis, unrelated MS patients and controls
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and found pathways/gene sets with increased ex-
pression in MS healthy twins: e.g.,

and gene sets exhibited decreased ex-
pression in MS samples.
We then asked which genes were unexpectedly
‘noisy’ between the twins, based on disease status
(noisier behavior in MS healthy twins or 

, and we called them ‘differentially noisy’ genes.
Our results identified gene sets ‘noiser’ in MS sam-
ples or in controls. As an example, showed
an unusually high level of noise in the healthy twins.
Eventually, we focused on genes that had a corre-
lated expression (or changed their correlation) with
a gene of interest to create maps of gene co-regu-
lation in MS and controls. In this way we discovered
genes that change their correlation depending on
disease/healthy status.

CONCLUSIONS
Until very recently, single-cell heterogeneity went
undetected in whole tissue or cell line experiments
because expression profiles were averaged over
many cells (and only a ‘mean expression’ for a spe-
cific cell line could be measured); this might have
masked the potential pathogenic contribution of
cell-to-cell variability within the same cell popula-
tion of a single individual.
We identified which cellular or EBV genes show a
noisier behavior (e.g. those exhibiting higher inter-
cellular fluctuations) in MS individuals or in controls,

which pathways they belong to and how these
genes are regulated. We also gained some informa-
tion on the degree of noise of known MS-related
genes and crucial EBV products, such as .
The contribution of our single-cell-based perspec-
tive in better understanding the etiology of MS is
straightforward. Indeed, analysis of noise based on
cell-to-cell differences in transcript production
helped us to define genes/pathways noisier in MS,
therefore with a putative pathogenic role in disease.
The boosting effect of such noisy circuits may help
explain why some individuals, despite carrying
weak genetic predisposing factors, develop MS.
Both Vitamin D and EBV could play a major role in
this process: the former through the binding of its
receptor to regulatory elements, promoters or en-
hancers; the latter by means of virus-specific per-
turbations of the noisy circuits of the cell.
In the long term, the precise identification of pertur-
bations driven by noise as multiplier of soft risk fac-
tors could pave the way for highly selected
approaches to influence this process. Mild interven-
tions such as increase of vitamin D or other fat-sol-
uble vitamin levels, Bacille Calmette-Guerin (BCG)
vaccination, and modulation of the endocannabi-
noid system may reflect the possibility of stabilizing
noise and decreasing its effects. As for host-viral in-
teractions, our results showed the noisy behavior of
some EBV genes, therefore viral products might rep-
resent precious target for future antiviral strategies.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Il ruolo dei linfociti CD8+CD161++ nella sclerosi
multipla (SM) è stato definito negli ultimi anni, in cui
si è visto che questa popolazione cellulare corri-
sponde alle cellule MAIT (mucosal-associated inva-
riant T cells), che hanno funzioni antibatteriche e che
si trovano a livello della mucosa intestinale. Queste
cellule sono state trovate all’interno degli infiltrati
cellulari delle lesioni demielinizzanti nei cervelli au-
toptici, e sono notevolmente espanse nel sangue
periferico di persone con SM. La presenza intrace-
rebrale di linfociti che in condizioni fisiologiche han-
no un netto tropismo intestinale può sembrare
sorprendente, ma le cellule MAIT esprimono alti li-
velli del recettore per le chemiochine CCR6, neces-
sario per la migrazione all’interno del parenchima
cerebrale attraverso il plesso corioideo, le cui cellule
secernono costitutivamente la chemochina CCL20,
il ligando di CCR6. Le cellule MAIT dunque rappre-
sentano un nesso tra la composizione del microbio-
ta intestinale e un sistema immunitario bilanciato.
Il miglioramento delle condizioni igieniche, una dieta
povera di fibre, e l’uso diffuso di antibiotici hanno
determinato l’alterazione della composizione della
flora intestinale nei paesi industrializzati, con un con-
comitante aumento vertiginoso dell’incidenza di ma-
lattie autoimmuni.
La nostra ipotesi è che le cellule MAIT siano attivate

ed espanse nella mucosa intestinale disbiotica, e che
possano penetrare nel sistema nervoso centrale rila-
sciando poi il loro potenziale proinflammatorio, parte-
cipando così alla neuroinfiammazione alla base della
SM. Abbiamo studiato la composizione delle comu-
nità batteriche e fungine nelle feci ottenute da persone
con SM e da soggetti sani, e abbiamo poi misurato
l’attivazione delle cellule MAIT in risposta ai
funghi isolati dalle feci. Questi risultati suggeriscono
nuove strategie terapeutiche volte a modificare un
ambiente intestinale proinfiammatorio e a prevenire
quindi l’attivazione di cellule patogeniche.

RISULTATI
Abbiamo effettuato analisi di metagenomica e di cul-
turomica su 48 individui. La metagenomica della
componente batterica del microbiota intestinale ha
rivelato che i Phyla più abbondanti sono i Firmicutes
e Bacteroidetes.
Le famiglie più abbondanti erano Bacteroidaceae,
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Prevotellace-
ae, Bifidobacteriaceae. L’analisi dei biomarcatori
(LEfSe) ha identificato due taxa che presentavano
abbondanze relative significativamente diverse tra i
soggetti sani e le persone con SM. I campioni fecali
dei pazienti sono risultati sempre più arricchiti in Bi-
fidobacteriacae e Peptostreptococcaceae, che sono
quindi biomarcatori batterici promettenti.

Cellule MAIT e sclerosi multipla: come la flora intestinale
influenza le risposte autoimmuni
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Per quanto riguarda il Micobiota, l’analisi dell’ab-
bondanza relativa dei gruppi tassonomici fungini ha
mostrato che le famiglie più abbondanti sono Tri-
chocomaceae, Ascomycota, Ascomycota Incertae
sedis, e Malasseziaceae. Inoltre, le feci dei pazienti
hanno mostrato di contenere una maggiore abbon-
danza e ricchezza di funghi rispetto ai soggetti sani.
Abbiamo anche trovato differenze significative nei
campioni ottenuti da coppie di gemelli omozigoti di-
scordanti per la malattia: nei campioni dei gemelli
affetti da SM era sempre presente S. Cerevisiae, a
differenza che nei gemelli sani, sottolineando l’im-
portanza di funghi presenti negli alimenti. I nostri
dati, nel complesso, confermano che nei pazienti
con SM esiste disbiosi, sia a livello batterico che
fungino.
Sia le cellule dell’immunità innata che i linfociti MAIT
dei pazienti con SM mostrano una produzione si-
gnificativamente maggiore di citochine e chemio-
chine proinfiammatorie in risposta ad estratti fungini
isolati dalle feci dei pazienti con SM. Abbiamo di-
mostrato per la prima volta che le cellule MAIT pro-
ducono elevati livelli di CCL20 in seguito
all’esposizione a estratti fungini, e che questa che-

miochina è anche presente a livello delle cellule
MAIT che infiltrano le lesioni demielinizzanti. Il
CCL20 attrae le cellule che esprimono il recettore
CCR6, che sono le cellule con maggior potenziale
proinflammatorio (Th17, monociti, linfociti B). Inoltre
le cellule dell’immunità innata isolate dai pazienti
con SM producono livelli più elevati di IL-21 e IL-23
rispetto alle stesse cellule isolate dai donatori sani.

CONCLUSIONI
Abbiamo dimostrato che in persone con SM è pre-
sente disbiosi a livello intestinale, con una partico-
lare ricchezza ed abbondanza di lieviti come
Candida e S. Cerevisiae. I lieviti isolati dalle feci dei
pazienti con SM inducono risposte infiammatorie più
vigorose in diverse popolazioni cellulari ottenute dai
pazienti, rispetto ai donatori sani. Le cellule MAIT che
rispondono a questi lieviti sono in grado di migrare
all’interno del cervello e di contribuire alla patologia.
Questi risultati suggeriscono che modificazioni nella
dieta mirate a normalizzare la composizione della flo-
ra intestinale potrebbero rappresentare un’efficace
strategia per ridurre l’attivazione di cellule proinfiam-
matorie neurotropiche.

INTRODUCTION AND AIMS
The pathogenic relevance of proinflammatory
CD161highCD8+ T cells has been recently reported
in multiple sclerosis (MS). We have shown that
these cells correspond to mucosal-associated in-
variant T (MAIT) antibacterial and gut-homing cells.
MAIT cells have been detected within the cellular
infiltrates in MS lesions, in autoptic brains, in close
proximity of ectopic B cell follicles, and are signifi-
cantly expanded in the peripheral blood of MS pa-
tients. The presence of gut-homing lymphocytes in
the brain may appear surprising, but MAIT lympho-
cytes express very high levels of the chemokine re-
ceptor CCR6, which directs cells not only to gut
mucosal lymphoid tissue but also to the brain tis-
sue, through the choroid plexus, whose cells con-
stitutively secrete CCL20. MAIT cells may thus
represent an important link between the composi-
tion of the microbiota and a balanced immune sys-
tem. The improved hygienic conditions, a diet poor

in fibers, and the wide-spread use of antibiotic have
determined alterations in the composition of the mi-
cro- and mycobiota in industrialized countries,
where an increase in the incidence of autoimmune
diseases has been described. Thus, we propose
that MAIT cells are activated and unduly expanded
in a dysbiotic intestinal mucosa; they may then pen-
etrate in the CNS, and come in contact with resi-
dent brain cells or with other lymphocytes which
have previously entered the brain and through this
interaction they may release the pro-inflammatory
cytokines they harbor, thus setting the stage for
neural inflammation. We have studied the compo-
sition of bacterial and fungal communities in fecal
samples from MS patients and healthy individuals,
and tested the fungi in assays measuring
MAIT T cell activation and responses. The results
may provide therapeutic strategies aimed at switch-
ing a pro-inflammatory intestinal environment to an
anti-inflammatory one.

Role of MAIT cells in multiple sclerosis: how the gut flora
influence autoimmune responses
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RESULTS
We have successfully performed metagenomic and
culturomics analyses of 48 individuals. Metage-
nomics of the bacterial component of the intestinal
microbiota revealed that the most represented and
abundant Phyla are Firmicutes and Bacteroidetes.
At the family level the most abundant families were
Bacteroidaceae, Ruminococcaceae, Lach-
nospiraceae, Prevotellaceae, Bifidobacteriaceae.
Biomarker analysis (LEfSe) identified 2 taxa pre-
senting significant differential relative abundance
between healthy subjects and MS patients.
Faecal samples from MS patients resulted consis-
tently enriched in Bifidobacteriaceae, and Pep-
tostreptococcaceae, that thus are promising
bacterial biomarkers for MS.
Regarding the Mycobiota, analysis of the relative
abundance of fungal taxonomic groups at the family
level showed that the four most abundant families
were Trichocomaceae, unidentified family of As-
comycota, Ascomycota Incertae sedis, and
Malasseziaceae. The isolated fungi showed a sig-
nificant increase in abundance and richness in MS
patients compared to healthy subjects. We also
found significant differences between twins discor-
dant for disease: amongst the isolates in MS twins,
we observed the presence of S. Cerevisiae, under-
lining the importance of food-borne fungi. This data
suggests that both at the fungal and at the bacterial
level MS patients show intestinal dysbiosis.
Both innate immune cells and MAIT cells from MS
patients show a significantly higher production of

proinflammatory cytokines and chemokines in re-
sponse to yeast extracts (isolated from MS patients)
compared to their counterparts from healthy individ-
uals. Interestingly, we show for the first time the pro-
duction of CCL20 by MAIT cells following exposure
to Candida extracts; this chemokine was also pres-
ent in MAIT cells infiltrating the active lesions in post
mortem MS brains. Importantly, the ligand for
CCL20, CCR6, is expressed by proinflammatory and
pathogenic cells (including CD4+ Th17 cells, B cells,
and innate immune cells) which infiltrate the brain,
and its expression has been shown to be required
for transmigration into the CNS. Also, innate immune
cells isolated from MS patients produced higher lev-
els of Il-12 and IL-23 in response to yeasts extracts
compared to those obtained from healthy donors.

CONCLUSIONS
In conclusion, our data shows dysbiosis in MS pa-
tients with a peculiar abundance and richness of
yeasts such as and 

(food-borne fungi). Yeast isolated from MS fe-
ces induce stronger inflammatory responses in MS
patients compared to healthy controls thus confirm-
ing the pathogenic role of these dysbiotic strains.
MAIT cells reacting to these yeasts produce proin-
flammatory cytokines and are able to migrate to the
CNS contributing to disease pathology. These re-
sults suggest that diet modifications aimed at nor-
malizing the composition of the gut flora may be an
effective strategy to reduce activation of proinflam-
matory cells bearing encephalitogenic potential.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Il tema di base del nostro progetto è stato lo studio
di come il metabolismo influenza l’immunità, attra-
verso l’analisi di una molecola detta mTOR (mam-
malian Target of Rapamycin) presente nelle cellule e
responsabile del “sensing” intracellulare della dispo-
nibilità di alimenti quali zuccheri, lipidi e proteine. La
proteina mTOR percepisce infatti nelle cellule la
quantità di amminoacidi, glucosio e lipidi, e più que-
sta è alta nella cellula più si attiva e funziona; se in-
vece abbassiamo i nutrienti la sua attività si riduce.
È insomma una sorta di cartina al tornasole delle
quantità di nutrienti nel mezzo cellulare. Questa pro-
teina è stata studiata in soggetti con sclerosi multi-
pla (SM) e controlli sani.

RISULTATI
Nel progetto in corso abbiamo incentrato la nostra
attenzione sul modo in cui il complesso mTOR con-
trolla la funzione di cellule T regolatorie (Treg), che
a loro volta controllano i processi infiammatori tipici
delle malattie immunologiche e autoimmunitarie co-
me la SM. Nel corso di questi anni, abbiamo com-
preso come il metabolismo riesca a influenzare la
genesi delle cellule Treg e, quindi, la suscettibilità

alla SM. I nostri studi mirano a comprendere perché
le malattie immunologiche sono sempre più fre-
quenti nei Paesi ricchi e opulenti, mentre sono quasi
assenti in quelli poveri e in cui vi è uno scarso ap-
porto nutrizionale.
La nostra ricerca ha scoperto nelle cellule Treg dei
pazienti con SM un’eccessiva stimolazione del me-
tabolismo energetico intracellulare, che determina
un ‘esaurimento funzionale’ e un’alterazione della
capacità di queste cellule di crescere e controllare
l’infiammazione che distrugge la guaina mielinica.
Inoltre, è stato evidenziato che la crescita delle cel-
lule Treg diminuisce con l’aggravamento della ma-
lattia, svelando uno stretto legame fra metabolismo,
ridotta funzione delle cellule sentinella e progressio-
ne della sclerosi multipla.

CONCLUSIONI
Il metabolismo nelle cellule Treg, potrebbe essere
quindi utilizzato come indice prognostico per l’iden-
tificazione precoce dell’andamento clinico della ma-
lattia, la cui evoluzione è spesso imprevedibile alla
diagnosi. Non solo, questi risultati sarebbero di ri-
levanza per applicare nuove strategie terapeutiche
volte a ridurre la pressione metabolica esercitata
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INTRODUCTION AND AIMS
The basic aim of our project was to investigate the
way in which metabolism controls immunity; we fo-
cused our attention on a molecule named mTOR
(mammalian Target of Rapamycin) present in cells
and responsible for the “sensing” intracellular avail-
ability of foods such as sugars, lipids and proteins.
The mTOR protein perceives the amount of amino
acids, glucose and lipids; when these nutrients are
high, the cell is activated and generally proliferates;
but if we lower the nutrients cellular activities are re-
duced. We investigated the amount and activity of
mTOR in patients with multiple sclerosis (MS) and
controls.

RESULTS
In the current project we focused our attention on the
way in which mTOR complex controls the function of
regulatory T cells (Treg), which in turn control the typ-
ical inflammatory processes of immunological and
autoimmune diseases such as MS. During these
years, we dissected how the metabolism is able to
influence the genesis of Treg cells and, therefore, sus-
ceptibility to MS. Our studies aimed at understanding
why the immunological diseases are increasingly

common in rich and affluent countries, and why they
are almost unknown in poor countries and where
there is little nutritional intake.
Our research found in Treg cells of MS patients ex-
cessive stimulation of intracellular energy metabo-
lism, resulting in a ‘functional exhaustion’ and an
alteration of the ability of these cells to grow and con-
trol the inflammation that destroys the myelin sheath.
In addition, it was shown that growth of Treg cells de-
creases with the aggravation of the disease, revealing
a close link between metabolism, reduced function
of Treg cells and progression of multiple sclerosis.

CONCLUSIONS
Metabolism in Treg cells could then be used as a
prognostic indicator for early detection of the trend
of clinical disease, the evolution of which is often
unpredictable at diagnosis. In addition, these re-
sults would be relevant to apply new therapeutic
strategies aimed at reducing the metabolic pressure
derived from strong nutritional overload. In fact, the
ability to reduce the activity of mTOR through
changes in the nutritional status and associated
with classic therapies, may represent a new frontier
for the treatment of MS.

dagli alimenti in corso di malattia. Infatti, la possi-
bilità di ridurre l’attività di mTOR attraverso cambia-
menti dello stato nutrizionale e metabolico associati

a classiche terapie attualmente disponibili, potreb-
bero rappresentare un nuovo baluardo per la terapia
della SM.

Unravelling paradoxes in regulatory T cell biology:
the molecular basis for an mTOR-dependent oscillatory metabolic
switch controlling immune tolerance in multiple sclerosis
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PREMESSE E OBIETTIVI
Gli astrociti, tramite rilascio di fattori solubili e at-
traverso meccanismi mediati da contatto, control-
lano l’ingresso delle cellule immunitarie nel sistema
nervoso centrale (SNC). Il nostro progetto ha lo
scopo di chiarire alcuni degli aspetti fondamentali
alla base dell’interazione tra astrociti e linfociti T
CD4+ e che possono costituire un possibile bersa-
glio terapeutico in corso di sclerosi multipla (SM).
Come primo obiettivo, ci siamo focalizzati sullo
studio delle molecole implicate nella formazione di
contatti adesivi stabili tra astrociti e linfociti T. Dal
momento che nostri risultati preliminari rivelavano
un aumento dell’espressione delle ectonucleotidasi
CD39/CD73 sulla superficie dei linfociti T in seguito
a contatto con gli astrociti, l’obiettivo principale del
progetto è stato quello di individuare e compren-
dere i meccanismi molecolari responsabili dell’au-
mento dei suddetti ectoenzimi rivolgendo una
particolare attenzione al ruolo svolto dalla segna-
lazione ATP-mediata. Ci siamo inoltre prefissi di ca-
ratterizzare il fenotipo acquisito dalle cellule T in
seguito all’interazione con gli astrociti con l’obiet-
tivo di definire se venissero polarizzate verso un fe-
notipo immunosoppressivo o regolatorio. Infine,
abbiamo voluto dimostrare se gli ectoenzimi
CD39/CD73 fossero modulati dal contatto con
astrociti nel modello di encefalomielite au-
toimmune sperimentale (EAE).

RISULTATI
I risultati ottenuti in questo progetto mostrano come
il contatto tra linfociti T CD4+ e astrociti induca
l’espressione nei linfociti di due ectoenzimi coinvolti
nel catabolismo delle purine: l’ectonucleoside trifo-
sfato difosfoidrolasi CD39 e l’ecto-5’-nucleotidasi
CD73. Il CD73, che determina la produzione finale di
adenosina, è noto per essere indotto nelle cellule T
CD4+ dal fattore di crescita trasformante-ß (TGF- ß).

Abbiamo dunque dimostrato che nella co-cultura di
astrociti e linfociti T i livelli di TGF-ß sono aumentati
significativamente e che l’inibizione del recettore del
TGF-ß previene completamente l’aumento degli ec-
toenzimi CD39 e CD73 osservato nelle cellule T in
contatto astrociti. I risultati ottenuti hanno portato
quindi ad escludere la possibilità che l’ATP sia la
molecola chiave nell’induzione delle ectonucleoti-
dasi, ipotesi proposta inizialmente nel progetto. Ab-
biamo dimostrato che l’adesione delle cellule T agli
astrociti è mediata dalle molecole VCAM-1/ICAM-1
e dall’integrina α4. Questo risultato suggerisce che
il natalizumab, l’anticorpo anti-integrina α4 utiliz-
zato nel trattamento della SM, possa limitare l’inte-
razione degli astrociti e dei linfociti T anche nelle
nostre condizioni sperimentali. Abbiamo dimostrato
che l’adesione agli astrociti polarizza i linfociti T ver-
so un fenotipo immunosoppressivo caratterizzato
dall’espressione del fattore di trascrizione RorγT,
caratteristico dei linfociti CD4+ helper17. Inoltre,
l’attività del CD39 espresso dai linfociti e la conse-
guente degradazione di ATP, sono responsabili del-
l’inibizione delle oscillazioni di calcio spontanee
negli astrociti. I nostri risultati sono stati con-
fermati tramite analisi di cervello e midollo
spinale derivanti da topi affetti da EAE (encefalo-
mielite autoimmune sperimentale). In questi ultimi
abbiamo identificato una popolazione di cellule T
CD39 /CD73 positive che era assente negli animali
sani. L’analisi confocale ha mostrato come le cellule
T CD39/CD73 positive fossero in contatto diretto
con gli astrociti.

CONCLUSIONI
Sulla base dei risultati ottenuti nel corso del proget-
to, ipotizziamo che l’interazione con gli astrociti uni-
tamente alla segnalazione TGF-ß-mediata possa
promuovere un programma immunoregolatorio nel-
le cellule T volto a controllare i fenomeni neuroin-

Interazione tra astrociti e cellule T nel corso della
sclerosi multipla
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INTRODUCTION AND AIMS
By releasing soluble factors and through contact-
dependent mechanisms, astrocytes regulate im-
mune cells entry into the central nervous system
(CNS). The signalling pathways and molecular
events, which result from the interaction of activat-
ed CD4+ T cells with astrocytes are poorly defined.
We aimed at investigating key aspects of astrocyte-
T cell interaction possibly involved in the pathogen-
esis of multiple sclerosis (MS) and representing
potential novel target for the treatment of the dis-
ease. Firstly, we aimed at understanding through
which molecules astrocyte and T cell establish ad-
hesive contacts . On the basis of our prelim-
inary results showing a strong upregulation of the
ectonuceotidases CD39 and CD73 in T cells co-
cultured with astrocytes, we aimed at exploring the
mechanisms underlying ectonucleotidase upregu-
lation by focusing our attention on ATP-mediated
signalling in particular. We then propose to charac-
terize CD4+T cells adhering to astrocytes in terms
of phenotype and function. Altogether these exper-
iments are informative on so far unexplored as-
pects of T cell-astrocyte reciprocal influence.
Finally, we aimed at understanding whether ec-
tonucleotidase expression on T lymphocytes was
modulated by astrocytes proximity also during
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE).

RESULTS
Our results showed that astrocytes promote the ex-

pression and enzymatic activity of the ectonucleo-
side triphosphate diphosphohydrolase CD39 and
the plasma membrane ecto-5’-nucleotidase CD73
in recently activated CD4+ cells by a contact de-
pendent mechanism. The plasma membrane ecto-
5’-nucleotidase, an enzyme of the purine catabolic
pathway that catalyzes the breakdown of AMP to
adenosine, is known to be induced in activated
CD4+ cells by Transforming Growth Factor-ß (TGF-
ß). In line, we detected that TGF-ß is robustly up-
regulated by astrocyte and T cell in coculture and it
is sufficient to promote ectonucleotidase expres-
sion. Blockade of TGF-ß receptor I indeed, com-
pletely prevented CD39 and CD73 upregulation on
T cells contacting astrocytes. These results led us
to definitely exclude ATP as the possible key mole-
cule triggering CD39 CD73 expression on adherent
T cells, hypothesis firstly proposed in the original
project. We next observed that astrocyte-T cell ad-
hesion was mediated by VCAM-1 and α4 integrin
expressed on astrocyte and T cell respectively. This
result suggests that natalizumab, the humanized
anti-α4 integrin antibody, might limit astrocyte/T cell
interaction also in our condition. Moreover, T cell
adhesion to astrocyte results in T cells differentia-
tion to an immunosuppressive phenotype defined
by the expression of the transcription factor RorγT,
which characterizes the CD4+ T helper17 subset.
CD39 activity in T cells in turn inhibits spontaneous
calcium oscillations in astrocytes that correlate with
enhanced and reduced transcription of CCL2

Astrocyte-T cell interaction in multiple sclerosis

fiammatori che si verificano durante la SM. Inoltre,
il passaggio dei linfociti T CD4+ alla barriera ema-
to-encefalica (BEE) e la loro infiltrazione nel cervello
rappresentano un aspetto cruciale nella patogenesi
della SM. Dato che l’adenosina e il CD73 regolano
la permeabilità alla BEE, l’aumento dell’espressione
di CD73 nei linfociti T helper 17 individuati nel no-
stro studio potrebbe costituire una via alternativa
attraverso cui i linfociti avrebbero accesso al cer-
vello. Per indagare questo aspetto, stiamo attual-
mente sviluppando un modello umanizzato di BEE
utilizzando linfociti T CD4+ derivanti da persone con

SM al fine di studiare il ruolo svolto dal CD73 e
dall’adenosina in corso di neuroinfiammazione. I ri-
sultati ottenuti in questo progetto mettono in luce
come la modulazione dell’espressione del CD73 o
della produzione di adenosina possano rappresen-
tare una strategia efficace nel regolare l’infiltrazione
di cellule T nel cervello con un impatto positivo sul
decorso della patologia. Infine, una possibilità an-
cora inesplorata, è che i farmaci attualmente in uso
agiscano sull’infiltrazione dei linfociti T nel cervello
modulando l’espressione del CD73 e la produzione
di adenosina.
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chemokine and Sonic hedgehog (Shh), respectively.
The increased secretion of CCL2 with concomitant
reduction of Shh might promote leukocytes ex-
travasation into the brain parenchyma.
Our in vitro findings were confirmed by confocal and
flow cytometric analysis of brain and spinal cord from
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
mice. We indeed identified a population of infiltrating
CD39+CD73+ T cells in EAE mice that was absent
in healthy animals. CD39/CD73 positive CD4+T cells
have been found in direct contact with astrocytes.

CONCLUSIONS
On the basis of our results, we hypothesized that
astrocytes interaction and TGF-ß signaling promote
an immunoregulatory program in CD4+T cells to
control possible injury to brain parenchyma during
neuroinflammation. Moreover, degradation of ATP
to adenosine by CD73 regulates blood brain barrier
(BBB) permeability, therefore CD73 overexpression

might be another possible route of CD4+ T cells en-
tering the brain. To investigate this aspect, we are
currently developing a humanized BBB model tak-
ing advantage of lymphocytes derived from MS pa-
tients with the intent to deepen understand the role
played by CD73 and adenosine during leukocyte
entry into the brain. Interestingly, a previous study
observed that human CD4+CD25high CD39+ Treg
cells able to suppress pathogenic Th17 cells, are
impaired in patients with MS. The mechanism of
suppression by CD39+ Treg cells requires cell con-
tact and can be duplicated by adenosine, produced
by CD73. These observations together with the
findings obtained in my project open the possibility
that targeting CD73 expression may represent a
suitable strategy for regulating T cell infiltration into
the brain with a positive impact on the pathology
course. Also, the possibility has never been ex-
plored that drugs currently in use may impact on T
cell infiltration by modulating CD73 expression.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Le infezioni sono considerate un importante fattore
ambientale coinvolto nella patogenesi della sclerosi
multipla (SM). I meccanismi alla base di questo
coinvolgimento sono poco conosciuti, ma com-
prendono probabilmente il danno diretto al tessuto,
il mimetismo molecolare, l’attivazione indotta da su-
perantigeni e l’attivazione non specifica del sistema
immunitario.
In studi precedenti e in un progetto pilota abbiamo
identificato un potenziale nuovo meccanismo con il
quale le infezioni potrebbero influenzare la SM, che
abbiamo caratterizzato ulteriormente nel progetto
finale. Abbiamo precedentemente dimostrato che i
recettori Toll-like (TLR), componenti importanti del
sistema immunitario innato, sono espressi dalle cel-
lule T regolatrici (Tregs). In particolare, quando il re-
cettore TLR2 viene stimolato sulle cellule Treg, le
loro funzioni soppressive sono ridotte e viene indot-
to un fenotipo proinfiammatorio di tipo T helper 17
(Th17). Abbiamo anche dimostrato che l’espressio-
ne di TLR2 e le risposte funzionali delle cellule Treg
alla stimolazione di TLR2 inizialmente caratterizzati
in soggetti di controllo, sono più marcate in soggetti
con sclerosi multipla recidivante remittente.
In questo studio abbiamo ipotizzato che l’attivazio-
ne di TLR2 contribuisca all’attivazione del-
l’infiammazione nella SM “liberando” le cellule Th17
dalla soppressione mediata dalle Tregs.
Il nostro primo obiettivo è stato quello di identificare
nuovi agonisti di TLR2 che potrebbero avere rilevan-
za nella SM in vivo. Questi potrebbero derivare da
una varietà di agenti infettivi, ma anche da strutture
endogene che potrebbero sia stimolare direttamente
TLR2 che modificare il legame dei classici ligandi al

recettore. Inoltre, abbiamo studiato la capacità di
campioni di siero e urina isolati da soggetti sani e da
persone con la SM (in fase di ricaduta e in remissio-
ne) di stimolare TLR2.
Il secondo obiettivo è stato quello di caratterizzare le
variazioni immunologiche indotte da TLR2 che abbia-
mo identificato come critiche nel rapporto Treg/Th17.
L’ipotesi in studio era che questi parametri potessero
variare in fasi diverse della malattia. Abbiamo misurato
nelle persone con SM le percentuali di cellule Treg e
Th17, l’espressione di TLR2 nelle cellule CD4+ e nelle
Treg, i livelli di TLR2 e TLR4 solubili nel siero e nell’uri-
na, e i livelli di espressione genica di TLR1/2/6 nel san-
gue, in fase di ricaduta e di remissione della SM.

RISULTATI
Utilizzando un sistema di transfezione di cellule con
TLR abbiamo identificato come potenti stimoli di
TLR2 alcuni batteri gram-positivi (S. aureus, S. Epi-
dermidis) e gram-negativi (E. coli, K. pneumoniae,
P. aeruginosa and P. vulgaris). Anche H. pylori si è
rivelato un forte agonista di TLR2. Alcuni antigeni
derivanti da micobatteri hanno un moderato effetto
stimolante su TLR2, ma non su TLR4.
Campioni di urine derivanti da persone con SM, sia
durante la ricaduta che nella remissione della ma-
lattia, contenevano stimoli per TLR2 significativa-
mente più potenti che nei controlli sani.
Nonostante i livelli di TLR2 e TLR4 solubili (sTLR2 e
sTLR4) fossero simili nei campioni di urina di per-
sone con SM e di soggetti sani, abbiamo rilevato
un aumento di sTLR2, ma non sTLR4, nei campioni
di siero dei pazienti rispetto ai controlli.
Inoltre, abbiamo osservato, utilizzando una tecnica
ad alta sensibilità, che i livelli della proteina C-reat-
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da parte di infezioni nella SM
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tiva (CRP), un marker di infiammazione molto utiliz-
zato nella pratica clinica, sono significativamente
più elevati in persone con SM in ricaduta che nei
controlli. Non c’era però correlazione significativa
tra i livelli di sTLR2 o sTLR4 e CRP.
Nello studio longitudinale, non abbiamo rilevato al-
cuna differenza tra la fase di ricaduta e di remissio-
ne di malattia nell’espressione di TLR2 da parte di
linfociti CD4+ e di cellule Treg, nella percentuale di
cellule T producenti IFN-gamma e all’espressione
genica di TLR1/2/6.

CONCLUSIONI
Da alcuni decenni sappiamo che le infezioni sono
coinvolte nella suscettibilità alla SM e possono in-
fluenzare alcuni parametri dell’attività della malattia,
per esempio inducendo una ricaduta. Tuttavia, i mec-
canismi alla base di questi effetti restano da chiarire.
In base ai nostri risultati, pensiamo che i livelli più
elevati di sTLR2 nel siero di persone con SM po-
trebbero essere una conseguenza di un’infezione

urinaria subclinica. Anche nell’urina infatti, il livello
di molecole che attivano TLR2 erano più alti nei pa-
zienti che nei controlli. Alcuni dei batteri e antigeni
batterici che abbiamo identificati come forti stimoli
per l’attivazione di TLR2, sono agenti eziologici di
infezioni urinarie e sono stati associati a ricadute cli-
niche in pazienti con la SM.
Per quanto riguarda i meccanismi biologici, è proba-
bile che quando TLR2 è attivato da batteri associati
a infezioni urinarie, o da altre strutture microbiche che
inducono infiammazione, vengano attivati meccani-
smi di regolazione endogena che inducono il rilascio
della forma solubile di TLR nelle urine, e forse nel sie-
ro, per ridurre l’infiammazione. In questo studio ripor-
tiamo la prima osservazione di alterazioni nei livelli di
TLR solubili nella SM. Questi risultati suggeriscono
potenziali nuovi meccanismi attraverso cui le infezioni
sistemiche possono influenzare l’attivazione del si-
stema immunitario nella SM, favorendo l’infiamma-
zione del sistema nervoso centrale, l’attività di
malattia, e potenzialmente la sua progressione.

INTRODUCTION AND AIMS
Infections as an environmental factor are thought to
be involved in MS susceptibility and pathogenesis;
however the mechanisms for such involvement are
poorly understood. Possible mechanisms include
direct tissue damage, molecular mimicry, superanti-
gen-induced activation, and bystander activation of
the immune system. In previous studies and in a pi-
lot project, we identified a potential new mechanism
for the effects of infections on MS, which we wanted
to further characterise in this project. We demon-
strated that Toll-like receptors (TLR), key compo-
nents of the innate immune system, are expressed
on regulatory T cells (Tregs). When TLR2 stimuli ac-
tivate Tregs, the suppressive function of such T cells
is reduced and they become Th17-like cells, with
proinflammatory features. We then showed that the
expression of TLR2 and such impaired response of
Tregs to TLR2 stimulation are more pronounced in
people with RRMS than in healthy controls (HC).
Are these mechanisms relevant in vivo? This was
the key question driving continuation of the study.
Our general hypothesis is that TLR2 activation in vi-
vo could contribute to triggering inflammation in MS

by releasing Th17 effector cells from Treg-mediated
suppression.
Our first specific aim was to identify new agonists
of TLR2 which could have relevance to MS in vivo.
These could be derived from a variety of infectious
agents, but also from self-structures which could
either directly stimulate TLR2 or modify the binding
of ‘canonical’ ligands to the receptor. We further
tested whether the urine and serum samples from
MS patients during relapse and remission could
stimulate TLR2 and compared them with those from
HC.
Our second specific aim was to characterise im-
munological fluctuations of the parameters we have
defined as critical to the effect of TLR2 stimuli on
Treg/Th17 balance. We tested the hypothesis that
immunological parameters of interest would fluctu-
ate in relation to relapses and remissions. We meas-
ured the percentage of Tregs and Th17 cells, the
expression of TLR2 on CD4+ T cells and Tregs, the
level of soluble TLR2 (sTLR2) and sTLR4 in the
serum and urine from MS patients, and the level of
TLR1/2/6 gene expression in blood samples from
MS patients during relapse and remission.

How do infections activate inflammation in MS?
Role of TLR2
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RESULTS
We used a well-established TLR transfectant-based
reporter assay to identify heat-inactivated Gram-
positive ( and Gram-nega-
tive (

) bacteria as potent TLR2 stimulants. 
lysate was also a strong TLR2 agonist. Selected my-
cobacterial antigens had moderate TLR2 stimulating
potentials. The same stimuli failed to activate TLR4.
Interesting, urine samples from MS patients con-
tained significantly higher TLR2 stimulants than HC,
during both relapse and remission.
Although sTLR2 and sTLR4 levels were similar in
urine samples from MS patients and HC, we found
an increase detection of sTLR2, but not sTLR4, in the
serum samples from MS patients both during relapse
and remission compared to those from HC. We also
found that the serum level of C-reactive protein
(CRP), detected with a high-sensitivity technique,
was significantly higher in MS patients during relapse
than in HC; however, there was no significant corre-
lation between sTLR2 / sTLR4 and CRP levels.
In the longitudinal studies, there was no significant
difference in the expression of TLR2 in CD4+ T cells
and Tregs, between relapse and remission. More-
over, there were no significant differences in the
percentage of IFN-gamma producing T cells be-
tween relapse and remission. As well, we found no
significant difference between the gene expression

of TLR1/2/6 between relapse and remission blood
samples from MS patients.

CONCLUSIONS
These studies are relevant to MS as for decades we
have known that infections are involved in suscep-
tibility to disease and can influence parameters of
disease activity, for example they can trigger relaps-
es. The mechanisms underlying such effects are in-
completely understood. Based on our results, we
believe that the higher levels of sTLR2 in MS pa-
tients could be a consequence of subclinical UTI.
This is consistent with the observed higher levels of
TLR2 stimulants observed in urine samples from MS
patients. Some of the bacteria and bacterial anti-
gens identified as strong stimulants for TLR2 are al-
so associated with triggering MS relapses and
contribute to UTI in MS patients. Mechanistically,
when TLR2 is activated by UTI-related bacteria (or
other microbial structures leading to inflammation),
spontaneous endogenous regulatory mechanisms
are activated that induce the release of soluble form
of TLRs in urine, and possibly serum, to dampen the
inflammation. This is the first report showing soluble
TLRs changes in MS. Together, these results identify
potential novel mechanisms by which systemic in-
fections can influence activation of the immune sys-
tem in MS and therefore, CNS inflammation, disease
activity, and potentially progression.
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PREMESSE E OBIETTIVI
L’Acetilcolina (ACh) è un neuromodulatore in grado
di modulare la neuroinfiammazione. L’ACh può mo-
dulare anche il sistema immunitario grazie ad un
meccanismo denominato “pathway colinergico an-
ti-infiammatorio”. È stato infatti dimostrato che lin-
fociti e macrofagi sintetizzano e degradano ACh
mediante gli enzimi colinacetiltransferasi (ChAT) e
acetilcolinestersi (AChE) e butirrilcolinesterasi (Bu-
ChE), rispettivamente. I recettori colinergici musca-
rinici e nicotinici modulano in modo differente i
processi immunitari e infiammatori stimolando la
produzione di citochine pro- e anti- infiammatorie.
Considerando le proprietà immuno-modulatorie
dell’ACh, è apparso interessante valutare il ruolo del
sistema colinergico nella sclerosi multipla (SM). No-
stri precedenti studi avevano dimostrato che i livelli
di ACh nel siero e nel di pazienti con SM re-
cidivante remittente (RR-SM) risultavano significa-
tivamente più bassi rispetto ai donatori sani (HD).
Allo scopo di chiarire le cause determinanti i ridotti
livelli di ACh in persone SM, il nostro primo scopo
è stato quello di analizzare in una ampia coorte di
pazienti, l’espressione dei marcatori colinergici nelle
cellule polimorfonucleate (PBMC) e l’attività enzi-
matica degli enzimi degradativi nel siero di pazienti
RR-SM e HD. Abbiamo poi analizzato la relazione
tra i livelli di ACh e dei suoi enzimi idrolitici e le ci-
tochine pro-infiammatorie. Inoltre abbiamo anche
analizzato l’espressione e l’attività dei recettori ni-

cotinici. Il secondo obiettivo è stato quello di stu-
diare i polimorfismi per i geni degli enzimi AChE e
BuChE. Infine, abbiamo studiato l’espressione e la
distribuzione di marcatori colinergici nel cervello di
topi ESA comparando i livelli di espressione nei topi
in fase recidivante e remittente.

RISULTATI
Il primo obiettivo della nostra ricerca è stato studia-
re l’espressione di marcatori colinergici nel siero e
nelle PBMC di pazienti SM in fase recidivante-re-
mittente che non avevano ricevuto nessun tratta-
mento farmacologico e che fossero non fumatori.
Nel siero di questi pazienti noi abbiamo confermato
la presenza di bassi livelli di ACh rispetto a soggetti
HD e che questi livelli erano inversamente correlati
con alti livelli di attività enzimatica per gli enzimi
AChE e BuChE. Inoltre abbiamo evidenziato che gli
alti livelli di attività enzimatica si correlavano con alti
livelli di citochine pro-infiammatorie (IL-17, IL-18,
IL-12/IL-23p40 e TNF-α). L’analisi di espressione
dei livelli di trascritto per l’enzima biosintetico ChAT
e per i due trasportatori di membrana coinvolti nel
rilascio di ACh (mediatoforo e OCTN-1) non sem-
brano alterati. Questi risultati ci fanno ipotizzare
che: 1. i bassi livelli di ACh potrebbero influenzare
la risposta anti-infiammatoria nei pazienti SM, 2.
che l’alterata risposta immunitaria e infiammatoria
non sarebbero dovuti ad un difetto di sintesi o rila-
scio di ACh, ma bensì ad una alterata idrolisi. Inol-
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tre, come da noi dimostrato, anche l’attività dei re-
cettori nicotinici non sembra alterata; infatti quando
le PBMC ottenute da persone SM e HD vengono
stimolate con agonisti nicotinici, si osserva una ri-
dotta espressione e produzione di citochine pro-in-
fiammatorie (IL-1beta e IL-17). Ciò che rimane da
capire è come mai l’attività degli enzimi degradativi
dell’ACh risultino aumentati nella SM.
Abbiamo genotipizzato 102 pazienti SM e 117 HD
per due varianti degli enzimi AChE e BuChE. L’ana-
lisi genetica per il polimorfismo AChE rs2571598 ha
rilevato che sebbene il polimorfismo T>C non sem-
bri direttamente correlato con gli aumentati livelli di
attività enzimatica, tuttavia esso risulta associato a
un maggior rischio per la SM (OR=2). Analogamente
anche il polimorfismo BuChE rs1803274 risulta di-
versamente espresso nei pazienti SM rispetto agli
HD. Questi studi suggeriscono che i due polimorfi-
smi studiati potrebbero essere due nuovi geni di su-
scettibilità per la SM. Infine gli studi sul modello ESA
ha permesso di dimostrare una ridotta espressione

di tutti i marcatori colinergici in diverse aree cerebrali
di topi in fase recidivante rispetto a quelli in fase re-
mittente. Inoltre abbiamo osservato che gli enzimi
idrolizzanti l’ACh sono espressi in cellule gliali (astro-
citi e microglia), suggerendo che queste cellule pos-
sono contribuire ai ridotti livelli di ACh.

CONCLUSIONI
I risultati ottenuti dimostrano per la prima volta una
correlazione inversa tra l’attività enzimatica degli
enzimi degradativi e i livelli di ACh nel siero e nelle
PBMC di pazienti SM, suggerendo che i ridotti livelli
di ACh potrebbero mantenere lo stato infiammatorio
e così contribuire alla patogenesi della SM. Inoltre,
gli studi genetici hanno per la prima volta individua-
to due nuovi possibili geni di suscettibilità per la
SM. Pertanto tutto questo suggerisce che il ripristi-
no della corretta omeostasi dell’ACh, sia nel siste-
ma immunitario che nel sistema nervoso centrale,
potrebbe rappresentare una nuova prospettiva te-
rapeutica per la SM.
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INTRODUCTION AND AIMS
Acetylcholine (ACh) is one of the endogenous mol-
ecules with neuroprotective effects; its ability in the
neuroinflammation modulation has been described.
ACh can module the immune system by a mecha-
nism identified as “non-neuronal cholinergic anti-in-
flammatory pathway”. In fact, it has been
demonstrated that lymphocytes and macrophages
synthesize and degrade ACh by cholinergic en-
zymes cholineacetyltransferase (ChAT), acetyl-
cholinesterase (AChE) and butirylcholinesterase
(BuChE). Muscarinic and nicotinic receptors differ-
ently modulate immunological and inflammatory
processes stimulating pro- and anti-inflammatory
cytokines, respectively. Considering the immuno-
regulatory property of ACh, it appears interesting to
evaluate the role of cholinergic system in multiple
sclerosis (MS). Our previous studies demonstrated
that ACh levels in sera and cerebrospinal fluid (CSF)
of RR-MS patients was lower than in control sub-
jects (HD). In order to explain the reasons of altered
levels of ACh in MS patients, the first goal was to

investigate in a large cohort of MS patients, the ex-
pression of cholinergic markers in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) and the activity of hy-
drolyzing enzymes in serum. Then we have ana-
lyzed the relationship between levels of ACh and its
hydrolyzing enzymes and pro-inflammatory cy-
tokines. Moreover, we have also analyzed the ex-
pression and activity of nicotinic receptors in PBMC
of MS patients and HD. The second goal has been
to study the possible genetic polymorphisms of the
genes coding the hydrolyzing enzymes AChE and
BuChE. Finally we have studied the expression and
distribution of cholinergic markers in the brain of
EAE mice comparing their levels of expression dur-
ing the relapse and remitting phase.

RESULTS
The first objectives of our research has been studied
the expression of cholinergic markers in serum and
PBMC of a cohort of RRMS patients that have not
received any pharmacological treatment and that
were non-smoking. In the serum of these patients

Relationship between cholinergic dysfunction
and inflammation in multiple sclerosis: studies in EAE
mice and RRMS patients



we have observed that the low levels of ACh was
accompanied by higher levels of the AChE and
BuChE activity compared to HD. Interestingly in-
creased BuChE and AChE activity matches with
higher levels of pro-inflammatory cytokines (i.e. IL17,
IL-18, IL-12/IL-23p40 and TNFα). The analysis of
expression of the transcript levels of ACh biosyn-
thetic enzyme ChAT and of two cholinergic mem-
brane transporters involved in ACh release (i.e.
mediatophore and OCTN-1) did not appear defec-
tive. These data allow us to hypothesize that the low
ACh levels may influence the inability of MS patients
to promptly counteract the inflammation. The altered
immune response not seems dependent neither on
a defect of ACh synthesis and release, or on the lack
of activity and expression of nicotinic receptors. In
fact, we have demonstrated that the nicotinic recep-
tors are expressed in PBMC of RR-MS patients and
their stimulation negatively modulates pro-inflam-
matory cytokines. The important question that re-
mains to explain is why the expression and activity
of ACh hydrolyzing enzyme is increased in MS pa-
tients. The genetic analysis for AChE rs2571598
polymorphism was assessed to determine whether
AChE allelic variations might represent a factor of
risk for MS. We genotyped 102 MS patients and 117
HD. The AChE genotype frequencies were consis-
tent with Hardy Weinberg equilibrium (Chi-squared
test P value>0.05) and demonstrate that the T>C
polymorphism was associated with the increased

risk for SM and with increased AChE serum levels.
Interestingly we also found that BuChE rs1803274
polymorphism (A>G) is differently expressed in MS
patients compared to HD. These results suggest
that these polymorphisms might confer a suscepti-
bility to inflammation in the MS patients. The study
in the EAE model has allowed to demonstrate a
more decreased expression of cholinergic markers
in brain of relapse mice compared to remitting ones.
Moreover we found a good co-localization of ACh
hydrolyzing enzymes with glial markers, suggesting
that glial cells (astrocytes and microglia) are able to
produce AChE and BuChE, contributing to the de-
creased levels of ACh in the brain.

CONCLUSIONS
The results obtained demonstrate for the first time
an inverse correlation between cholinergic hydrolyz-
ing enzyme activity and ACh levels in serum of RR-
MS patients suggesting that the dysregulation of
ACh levels may contribute to the pathogenesis of
MS, maintaining the pro-inflammatory state both in
immune cells and in central nervous system. More-
over, our genetic studies have highligh two new
genes of susceptibility that may play a relevant role
in the MS pathogenesis. The reestablishment of the
correct ACh homeostasis inhibiting of ACh hydrol-
ysis or stimulating nicotinic receptors both in the
immune system and in the brain, might represent a
new interesting therapeutic perspective for MS.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Il nostro progetto di ricerca consisteva nello studiare
il ruolo di una molecola coinvolta nell’infiammazione,
chiamata interleuchina (IL)-1ß, nella generazione di
un sottotipo di linfociti, cosiddetti T helper (Th)17,
noti per il loro ruolo patogenico nella sclerosi multi-
pla (SM). Infatti, è stato già dimostrato che le cellule
Th17 sono in grado di sviluppare la encefalomielite
sperimentale autoimmune (ESA) nei topi, conside-
rato il modello della patologia della SM, e che l’as-
senza della molecola IL-1ß impedisce lo sviluppo
della patologia ESA. Sebbene la molecola IL-1ß sia
importante anche per la generazione delle cellule
Th17 umane, non sono mai stati fatti degli studi det-
tagliati per evidenziare il ruolo patogenico della IL-
1ß e delle cellule Th17 umane nel contesto della SM.
Quindi gli obiettivi del nostro progetto di studio erano:
1) Identificare i geni e le famiglie di geni espressi du-
rante la generazione delle cellule Th17 umane, e
identificare quali di questi sono regolati dalla mole-
cola IL-1ß.
2) Studiare la funzione dei geni selezionati nel primo
obiettivo di studio.
3) Analizzare l’espressione dei geni selezionati nel
primo obiettivo di studio nelle cellule Th17 derivate
dai pazienti con SM.

RISULTATI
Il nostro studio ha portato al raggiungimento dei tre
obiettivi di partenza. In particolare, abbiamo gene-
rato cellule Th17 umane da linfociti del sangue di
donatori sani attraverso la stimolazione con un

cocktail infiammatorio (IL-1ß, IL-6, IL-23 e TGF-ß).
In questo modo abbiamo simulato quello che av-
viene in un paziente con SM i cui linfociti vengono
in contatto con un ambiente altamente infiammato-
rio. Per studiare il ruolo della molecola IL-1ß abbia-
mo paragonato le cellule stimolate con il cocktail
infiammatorio completo a quelle stimolate con il
cocktail mancante della IL-1ß. Quindi abbiamo stu-
diato l’espressione di tutti i geni presenti nel geno-
ma umano di queste cellule e abbiamo evidenziato
molti nuovi geni e famiglie di geni che sono impor-
tanti per la generazione delle cellule Th17 umane e
che sono regolati da IL-1ß.
Per motivi di tempo e di fondi a disposizione abbia-
mo dovuto focalizzare, al momento, la nostra atten-
zione su alcuni geni specifici. Per restringere la
scelta, abbiamo effettuato delle dettagliate analisi
bioinformatiche per selezionare i geni regolati nel
tempo e in ampiezza durante il differenziamento del-
le cellule Th17, e per i quali IL-1ß svolgesse un ruolo
regolatorio. È stato interessante notare che alcuni di
questi geni appartengono a famiglie di fattori e co-
fattori della trascrizione, che codificano per proteine
che a loro volta regolano l’espressione di altri geni.
La loro espressione, quindi, potrebbe essere crucia-
le per la regolazione di altre proteine coinvolte nella
patogenesi della SM mediata dalle cellule Th17. Di
questi geni abbiamo studiato la funzione mediante
esperimenti di “silenziamento” inibendo la loro
espressione nelle cellule Th17. Abbiamo osservato
che le cellule Th17 che si generano in queste con-
dizioni hanno caratteristiche alterate rispetto alle cel-
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lule Th17 con i geni funzionanti, ad esempio esse
producono minori quantità della molecola IL-17.
Inoltre, abbiamo analizzato l’espressione di questi
geni nelle cellule Th17 dei pazienti con SM e abbia-
mo trovato che anch’esse esprimono alti livelli di
questi geni. Questo indica che i nuovi geni identifi-
cati in questo progetto sono importanti per l’attività
infiammatoria delle cellule Th17 nella SM.

CONCLUSIONI
In conclusione abbiamo identificato nuovi mecca-
nismi che portano alla generazione dei linfociti
Th17. Poiché la loro caratterizzazione e i meccani-

smi che portano alla loro generazione non sono an-
cora del tutto noti, questi risultati hanno importanti
ricadute nell’ambito scientifico perché contribuisco-
no a migliorare la conoscenza di queste cellule, e
del loro ruolo patogenico nella SM.
Tali risultati possono anche avere importanti ricadu-
te a medio termine in ambito clinico perché i livelli
di espressione di questi geni potrebbero essere as-
sociati al grado di malattia e, qualora ci fosse una
correlazione, potrebbero essere usati come bio-
marcatori. Inoltre, l’inibizione farmacologica dei geni
identificati in questo progetto potrebbe aiutare a
combattere l’infiammazione dei pazienti con SM.

INTRODUCTION AND AIMS
In this project we have investigated the role of in-
terleukin (IL)-1ß, a molecule involved in inflamma-
tion, during the generation process of T helper (Th)
17, a subset of lymphocytes that are known for their
pathogenic role in multiple sclerosis (MS). Indeed,
it was already shown that Th17 cells are able to de-
velop experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE), the mouse model for MS pathology, and that
the absence of IL-1ß molecule prevents the devel-
opment of EAE. Although the IL-1ß molecule is also
important for the generation of human Th17 cells,
its pathogenic role in the context of Th17 cells and
MS has never been studied in detail. Therefore, the
objectives of our study project were as follows:
1) to identify all the genes and gene families that are
expressed during generation of human Th17 cells,
and regulated by IL-1ß molecule.
2) to study the function of selected genes identified
in Aim one and their role in MS pathology.
3) to analyze the expression of these selected
genes in Th17 cells of MS patients.

RESULTS
Our study has covered the main aspects of the
three initial objectives. Specifically, we have gener-
ated human Th17 cells from blood lymphocytes of
healthy donors by stimulation with an inflammatory
cocktail (IL-1, IL-6, IL-23 and TGF-ß), mimicking
what happens in MS patients whose lymphocytes

interact with a highly inflammatory environment. In
order to investigate the role of IL-1ß molecule, we
compared the cells stimulated with the full inflam-
matory cocktail with those stimulated with the
cocktail lacking IL-1ß. Next, we measured which
genes are expressed by these cells and their levels,
allowing us to identify many new genes and gene
families that are important for the generation of hu-
man Th17 cells and that are regulated by IL-1ß. Our
genome-wide analysis has confirmed the expres-
sion of genes previously known for their role in Th17
differentiation, thus validating the reliability of our
approach, but it has also identified many genes and
pathways that had not been implicated in this
process so far, thus opening new paths for future
studies on Th17 cell physiology and pathological
implications.
Due to time and funds limitations we had to focus on
only few of the novel genes identified in our analyses.
To restrict the choice, we performed detailed bioin-
formatics analyses to select genes regulated in time
and potency during Th17 differentiation, for which IL-
1ß played a regulatory role. Notably, some of these
genes belong to families of transcription factors and
cofactors, which code for proteins that regulate the
expression of other genes. We have confirmed their
expression by quantitative PCR on additional sam-
ples. Moreover, “silencing experiments” in which their
expression was reduced during Th17 differentiation
indicated that they play a role in this process. For ex-

Implication of the IL-1ß/MyD88 pathway in the differentiation
of human Th17 pathogenic cells in multiple sclerosis



ample they produce smaller amounts of IL-17 mole-
cule when these transcription factors are inhibited.
We additionally analyzed their expression levels in
Th17 cells of MS patients and found that they are ex-
pressed, indicating that the new genes we identified
in this project are important for the inflammatory ac-
tivity of Th17 cells in MS .

CONCLUSIONS
In conclusion, we have identified new mechanisms
involved in the generation of Th17 cells. Since their
characterization and the mechanisms leading to

their generation are not fully understood yet, these
findings have important implications in facilitating
our understanding of the function of Th17 and their
pathogenic role in MS.
These results also have important medium-term ef-
fects in the clinical setting because the expression
levels of these genes could be associated with the
degree of illness and, if there is such a correlation,
they may become valuable bio-markers of the dis-
ease. Moreover, pharmacological inhibition of the
genes we identified in this project could help limit-
ing the inflammatory status of MS patients.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Negli ultimi anni, notevoli progressi sono stati effet-
tuati nel trattamento della sclerosi multipla (SM),
con un significativo aumento dei farmaci disponibili.
Tuttavia, la risposta alle terapie è altamente variabile
tra i pazienti e si rende sempre più necessario un
trattamento personalizzato, che possa ottimizzare i
benefici, migliorando i risultati a lungo termine.
Fingolimod è il primo farmaco orale approvato per
il trattamento dell’SM ed agisce sequestrando le
cellule infiammatorie nei linfonodi, riducendone il
passaggio in circolo.
Scopo di questo studio è stato quello di valutare in
modo integrato il contributo di dati clinici, neurora-
diologici e genetici nel determinare la risposta a fin-
golimod.

RISULTATI
Sono stati inclusi nello studio 367 persone con SM
che hanno iniziato la terapia con fingolimod presso
il centro SM dell’Ospedale San Raffaele di Milano,
e che sono stati seguiti per due anni dall’inizio del
trattamento. Durante la terapia vi è stata una signi-
ficativa riduzione del numero di ricadute e di lesioni
attive alla risonanza magnetica (RM) dell’encefalo;
in particolare la metà dei pazienti non ha presentato
attività di malattia a due anni dall’inizio del tratta-
mento (non ricadute, né lesioni attive o progressio-
ne di disabilità).
Abbiamo cercato di individuare i predittori di rispo-
sta alla terapia e abbiamo osservato che un mag-
gior numero di lesioni captanti il gadolinio alla RM
basale, un’età di esordio più precoce ed un elevato
tasso di ricadute (ARR) nei due anni precedenti l’ini-

zio di fingolimod sono risultati associati ad un au-
mentato rischio di riattivazione di malattia in corso
di terapia. Al contrario, i pazienti con valori elevati
di vitamina D (>100 nmol/l) hanno presentato un ri-
dotto numero di lesioni attive agli esami di RM en-
cefalo effettuate al basale e durante il periodo di
osservazione.
Al fine di individuare i fattori genetici associati alla
risposta a fingolimod, è stato studiato un sottogrup-
po di 255 pazienti non precedentemente trattati con
natalizumab, così da considerare una popolazione
il più possibile omogenea. È stato inizialmente ap-
plicato un approccio gene candidato, testando geni
inclusi nella “via metabolica” della sfingosina, se-
condo il database KEGG. Successivamente è stato
effettuato uno studio di associazione su tutto il ge-
noma, ricercando varianti genetiche associate con
il tasso di ricadute, il tempo alla prima ricaduta o lo
stato di risposta definito in modo dicotomico (pa-
zienti Responsivi vs Non-Responsivi). Analizzando
il tasso di ricadute, è stato osservato che un mar-
catore che mappa nelle vicinanze del gene MEX3B,
implicato nella regolazione dei meccanismi cellulari
nel sangue e nelle cellule nervose, è risultato signi-
ficativamente associato alla risposta. Analogamen-
te, altri segnali suggestivi di associazione sono stati
ottenuti analizzando il tempo alla prima ricaduta e
lo stato dicotomico di risposta.
Nell’ambito dello studio sono stati inoltre reclutati 48
pazienti sottoposti a prelievo prima dell’inizio della
terapia e dopo sei mesi, allo scopo di individuare i
cambiamenti di espressione genica indotti dal far-
maco: l’espressione di molti geni coinvolti in mec-
canismi infiammatori è risultata essere modulata in

Federica Eva Esposito
Laboratorio di Genetica Umana delle Malattie Neurologiche, Istituto di Neurologia
Sperimentale e Divisione di Neurologia, Istituto Scientifico San Raffaele, Milano

COLLABORATORI / COLLABORATORS:
Laura Ferrè, Maria Assunta Rocca, Ferdinando Clarelli,
Giorgio Valentini, Vittorio Martinelli, Massimo Filippi,
Giancarlo Comi, Filippo Martinelli Boneschi

Un modello predittivo di risposta a fingolimod: integrazione
di clinica, neuroradiologia e genetica



COMPENDIO 2017

corso di terapia, fornendo ulteriori informazioni sulla
modalità d’azione del farmaco.
Infine, al fine di definire un algoritmo predittivo di ri-
sposta a fingolimod, sono stati applicati metodi di
“machine-learning”; questo approccio ha consen-
tito di individuare un piccolo numero di varianti ge-
netiche (da 20 a 50) in grado di predire la risposta
alla terapia con elevata accuratezza. Stiamo attual-
mente cercando di confermare questi risultati in una
casistica indipendente di pazienti.

CONCLUSIONI
Il presente studio ha confermato l’efficacia di fingo-
limod in una numerosa coorte di persone con SM
valutate nell’ambito della normale pratica clinica,
mostrando come la metà dei pazienti sia libero da
attività di malattia dopo due anni dall’inizio del trat-
tamento. Lo studio ha, inoltre, permesso di identifi-
care dei parametri clinici e neuroradiologici in grado

di predire una buona risposta al trattamento.
Le analisi condotte a livello genetico hanno consen-
tito di identificare dei marcatori associati alla rispo-
sta al farmaco; questi dati contribuiscono ad
approfondire i meccanismi molecolari coinvolti nella
risposta a terapie immunomodulanti come il fingo-
limod e dovranno essere validati in casistiche indi-
pendenti.
Infine, grazie all’applicazione di metodi di “machine
learning”, è stato identificato un sottogruppo di
marcatori genetici che sembra essere in grado di
predire con elevata accuratezza la risposta al trat-
tamento. Tale “signature” necessita anch’essa di
essere validata in una casistica indipendente di pa-
zienti con SM ma, se confermata, rappresenterebbe
uno strumento utilizzabile nella pratica clinica per
ottimizzare la selezione dei pazienti candidati alla
terapia con fingolimod, limitando l’esposizione a
trattamenti inefficaci.

INTRODUCTION AND AIMS
The multiple sclerosis (MS) field has recently expe-
rienced considerable progress, with a dramatic in-
crease in the range of treatment options; however,
a substantial heterogeneity in drug response is ob-
served in the clinical practice across MS patients.
Given the potential irreversible consequences of
partially effective treatments and the presence of
several alternative therapeutic options, MS is a typ-
ical condition where a more personalized interven-
tion would be highly beneficial, favorably impacting
long-term clinical outcomes.
Fingolimod is the first oral drug approved for the
treatment of MS and acts by causing a reversible
sequestration of inflammatory cells into lymph
nodes, thus reducing their circulation in the blood.
The present project was aimed to assess the con-
tribution of clinical characteristics, magnetic reso-
nance imaging (MRI) measurements and genetic
data in the response to fingolimod, integrating dif-
ferent levels of information in a cohort of MS pa-
tients followed at San Raffaele Hospital, Milan.

RESULTS
We enrolled 367 MS patients, who started fin-
golimod at San Raffaele Hospital MS center and
who were followed for two years. As expected, dur-
ing fingolimod treatment we observed a significant
reduction in the number of relapses and active le-
sions at brain MRI scans; specifically, half of our pa-
tients were completely free from disease activity
(they had no relapses, no active lesions nor disabil-
ity progression).
When searching for baseline clinical predictors of
response, we found that a higher number of en-
hancing lesions, a younger age at disease onset
and a higher annualized relapse rate (ARR) in the
two years before fingolimod were associated to an
increased risk of disease reactivation under treat-
ment. On the other hand, we observed that patients
with higher vitamin D levels (>100 nmol/l) at base-
line showed a lower number of active lesions at
brain MRI scans performed at treatment start and
during the follow-up.
In the search of genetic variants associated to re-
sponse to fingolimod, we focused to the subgroup
of 255 patients not previously treated with Natal-

A predictive model of response to fingolimod: integration
of clinics, neuroradiology and genetics
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izumab, in order to have a more homogeneous co-
hort. We initially adopted a candidate-gene strate-
gy, mainly testing genes that are known to be
involved in the sphingosin pathway according to the
KEGG database. Then we performed a genome-
wide association study, searching for genetic vari-
ants associated to ARR, time to first relapse or to a
dichotomous trait (responders vs non-responders).
When considering the ARR as response outcome,
we found a genetic marker strongly associated with
the relapse rate occurring during fingolimod treat-
ment; this marker is close to a gene, , that
is involved in the regulation of cellular functions in
either blood and nervous cells. Similarly, when test-
ing the time to first relapse and the Responder/Non
responder status as outcomes, we found other
SNPs suggestive for association with response to
fingolimod.
Within the present study, we also enrolled 48 addi-
tional subjects, who were sampled before fin-
golimod start and after six months, in order to
assess transcriptional changes induced by the
treatment; we observed that the expression of sev-
eral genes involved in inflammatory activity and im-
mune function is modulated after fingolimod start,
thus providing additional information on its mecha-
nism of action.
Finally, we applied machine-learning methods to
clinical and genomic data, in order to develop a pre-
dictive algorithm of response to FTY. Using a small

number of markers (ranging from 20 to 50), we built
an “algorithm” that was able to predict the response
to fingolimod treatment with high accuracy. We are
currently trying to confirm these findings in an inde-
pendent cohort of MS patients.

CONCLUSIONS
The present study confirmed fingolimod efficacy in
a large monocentric cohort, within a real-life clinical
setting, with half of the patients being completely
free from disease activity after two years of treat-
ment. It also allowed identifying baseline clinical
and MRI predictors of a better response under this
treatment.
The genetic analyses identified some markers that
seem to have a significant association with re-
sponse to fingolimod; these data may contribute to
provide further insight into the molecular mecha-
nisms underlying the response to immunomodulant
therapies like fingolimod and need to be validated
in additional cohorts.
Finally, thanks to the application of machine-learning
methods we identified a subset of genetic markers
that appear to be able to predict patients’ response
with a very good accuracy. The obtained signature
needs to be validated in an independent cohort of
patients treated with fingolimod; nevertheless, if con-
firmed, it could represent a useful tool to optimize the
selection of patients to be treated with fingolimod,
limiting the exposure to ineffective treatment.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Il nostro progetto risponde alla necessità di sviluppare
terapie rimielinizzanti per la sclerosi multipla (SM) par-
tendo da dati precedenti sull’importanza di GPR17,
recettore presente sulla membrana dei precursori oli-
godendrogliali (OPC), nella loro maturazione a cellule
mielinizzanti. Ligandi per GPR17 potrebbero favorire
la rimielinizzazione, rappresentando una nuova im-
portante opportunità terapeutica.
Scopi specifici:
-svelare i meccanismi alla base del differenziamento
oligodendrogliale indotto da GPR17;
-identificare i segnali che accendono e spengono
GPR17 durante il differenziamento;
-verificare eventuali alterazioni del recettore nella SM.

RISULTATI

GPR17 è normalmente presente negli oligodendro-
citi immaturi (pre-OL), ma deve scomparire affinché
le cellule completino la loro maturazione. Abbiamo
innanzitutto svelato alcuni dei meccanismi respon-
sabili dello spegnimento spontaneo di GPR17 du-
rante il differenziamento: GPR17 viene spento da
enzimi noti come GRK, a loro volta regolati dalla fa-
miglia di mTOR. Come GRK e mTOR fossero legati
l’un l’altro nel regolare GPR17 era ancora del tutto
sconosciuto. Ora sappiamo che queste due fami-
glie di enzimi sono interconnesse fra di loro da

Mdm2, che quindi emerge come nuovo potenziale
bersaglio nell’oligodendrogenesi. Inoltre, abbiamo
mostrato che “forzando” la presenza di GPR17 nei
pre-OL, queste cellule si bloccano ad uno stadio
immaturo che impedisce la mielinizzazione. Questi
dati sono particolarmente interessanti poiché GRK2
è disregolata nelle persone con SM.

Avevamo già mostrato che il medium pre-esposto
a cellule nervose contiene fattori che spingono gli
OPC ad “accendere” GPR17. Mostriamo ora che
uno di questi fattori è il glutammato, noto trasmet-
titore che rilasciato dai neuroni potrebbe dare il via
alla mielinizzazione. Mostriamo anche che due or-
moni, Insulina e Insulin-like Growth Factor, potreb-
bero partecipare allo spegnimento di GPR17 nei
pre-OL subito prima della mielinizzazione. È inte-
ressante notare che questi fattori attivano vie intra-
cellulari connesse con mTOR (si veda sopra),
suggerendo che possano iniziare segnalazioni che
attraverso quest’ultimo contribuiscono a spegnere
GPR17. Infine, abbiamo identificato un nuovo mi-
croRNA (miR-125a-3p) che partecipa alla regolazio-
ne di GPR17. I microRNA sono regolatori degli RNA
messaggeri (mRNA), segnali che dal nucleo vanno
al citoplasma dove indirizzano la sintesi delle pro-
teine. miR-125a-3p regola contemporaneamente
più mRNA coinvolti nella mielinizzazione, incluso
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quello di GPR17. Abbiamo anche dimostrato che
l’espressione eccessiva di miR-125a-3p disregola
GPR17 impedendo la mielinizzazione e, soprattutto,
che i livelli del microRNA sono aumentati nel 
di pazienti con lesioni attive (analisi condotta su 30
pazienti, di cui 28 con la forma recidivante remitten-
te, 2 con la forma secondariamente progressiva, 11
dei quali con lesioni attive), suggerendo miR-125a-
3p come nuovo possibile biomarcatore di malattia.

Per verificare se GPR17 subisce alterazioni nella
SM, abbiamo analizzato il recettore in topi ESA, evi-
denziando un aumento persistente di GPR17 nel
midollo spinale. Sulla base dei dati mostrati sopra
secondo i quali l’espressione “forzata” di GPR17
nei pre-OL li blocca ad uno stadio immaturo, abbia-
mo indagato più in dettaglio il destino finale degli
OPC esprimenti GPR17 utilizzando un nuovo topo
“reporter” da noi sviluppato e messo a disposizione
del progetto (topi GPR17-iCreERT2xCAG-eGFP), nel
quale è possibile, somministrando il farmaco ta-
mossifene, rendere visibili le cellule che esprimono
GPR17 e che rimangono verdi per tutto il resto della
vita dell’animale. L’induzione di ESA in questi topi
ha mostrato che, nonostante un marcato aumento

del recettore ai siti di demielinizzazione, solo una
minima parte delle cellule che lo esprimono diventa
mielinizzante. Riteniamo che questo sia dovuto alla
presenza di elevate concentrazioni di segnali pro-
infiammatori intorno alle lesioni, quali ad esempio
SDF-1 (Stromal Derived Factor 1), molecola pro-in-
fiammatoria che si accumula anche nelle lesioni dei
pazienti con SM, e che proprio in questo progetto
abbiamo mostrato interagire con GPR17. Dati ini-
ziali confermano questa ipotesi. Inoltre, dati
preliminari, inizialmente non previsti in questo stu-
dio, ottenuti su campioni cerebrali autoptici di pa-
zienti con SM, confermano un marcato aumento di
GPR17 ai bordi e all’interno delle lesioni attive.

CONCLUSIONI
L’espressione di GPR17 è regolata da GRKs/mTOR
e dal microRNA miR-125a-3p. I livelli di quest’ulti-
mo sono aumentati nel di pazienti con SM e
lesioni attive, fornendo le basi per la validazione di
un nuovo marcatore di malattia. Infine, dati 
mostrano una disregolazione di GPR17 nella SM e
saranno importanti per indirizzare il disegno di li-
gandi specifici che possano alleviare il blocco del
differenziamento presente nella malattia, ristabilen-
do un’adeguata rimielinizzazione.

INTRODUCTION AND AIMS
There are currently no strategies to promote re-
myelination in multiple sclerosis (MS). This project
stems from our previous evidence of a role for the
membrane receptor GPR17 in the maturation of
oligodendrocyte precursors (OPCs), the myelin
forming cells. Ligands targeting GPR17 may imple-
ment myelination, raising new therapeutic opportu-
nities for MS.
In detail, we aimed at:
-unveiling the mechanisms by which GPR17 pro-
motes OPC differentiation;
-identifying the signals turning on and off GPR17;
-assessing whether and how GPR17 is dysregulat-
ed in MS.

RESULTS

We had already shown that GPR17 is maximally ex-
pressed in immature pre-oligodendrocytes (pre-
OLs), but that it has to disappear from the cell
membrane to allow cells completing maturation.
First, we identified some of the mechanisms at the
basis of physiological GPR17 silencing during OPC
differentiation. GPR17 is normally silenced by a
group of enzymes called G protein-coupled recep-
tor kinases (GRKs), which are, in turn, regulated by
the “mammalian target of rapamycin” mTOR. Up to
now, how GRKs and mTOR were connected to
each other in modulating GPR17 function had re-
mained elusive; here, we show, for the first time,
that these two families of enzymes are linked to-
gether by Murine double minute 2 (Mdm2), a new
potential target in oligodendrogenesis. We then
confirmed that “forcing” GPR17 expression in pre-

Innovative re-myelinating strategies for multiple sclerosis via
the exploitment of the new oligodendrocyte receptor GPR17
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OLs blocks cells at immature stages and prevents
myelination. These findings are particularly interest-
ing in view of the previously reported defect of
GRK2 in MS patients.

We had already shown that, when placed on cul-
tured OPCs, medium obtained from neuronal cul-
tures stimulated these cells to express GPR17.
Now, we show that one of the factors contained in
this medium is glutamic acid, a well-known neuro-
transmitter, which, upon release by neurons, could
initiate OPC differentiation. We also show that two
hormones (Insulin and Insulin-like Growth Factor)
could play a role in turning GPR17 off in maturing
OPCs before they start myelinating. Interestingly,
these factors activate intracellular signals inter-
twined with the mTOR pathway described above,
suggesting they could initiate a cascade involving
mTOR and culminating with GPR17 silencing. Final-
ly, we also identified another player in GPR17 reg-
ulation: the microRNA miR-125a-3p. MicroRNAs
are small molecules involved in the regulation of
messages that, by going from the nucleus to the cy-
toplasm (the messenger RNAs, mRNAs), address
the synthesis of new proteins. We showed that miR-
125a-3p simultaneously acts on several mRNAs in-
volved in myelination, including GPR17 mRNA, and
that its abnormal over-expression leads to GPR17
dysregulation and impaired myelination. We fol-
lowed up this finding furthermore by analyzing miR-
125a-3p levels in the cerebrospinal fluid (CSF) of 30
MS patients (28 with the relapsing-remitting and 2
with the secondary-progressive form), 11 of whom
with active lesions. Interestingly, miR-125a-3p was
significantly elevated in the CSF of MS patients
bearing active lesions, suggesting this miRNA as a
new potential MS biomarker.

To verify whether GPR17 undergoes changes during
MS development, we analyzed GPR17 in EAE mice
and showed that there is persistent and excessive
GPR17 upregulation in the spinal cord of these mice.
Based on data from aim 1 showing that GPR17 forced
expression blocks pre-OLs at immature stages, we
performed fate mapping studies in the first conditional
GPR17 reporter mouse (GPR17-iCreERT2xCAG-eGFP
transgenic mice), in which, upon tamoxifen adminis-
tration, GPR17 expressing cells become green and
can be visualized for animals’ entire life. EAE induction
in these mice showed that, despite marked GPR17
upregulation, only a low number of OPCs complete
maturation and start myelinating. We hypothesize this
be due to presence of inflammatory mediators like
Stromal Derived Factor 1 (SDF-1), a cytokine markedly
accumulating at demyelinating lesions in MS patients,
that has been shown by us to interact with GPR17.
Initial data confirm this hypothesis. Consistent-
ly, preliminary studies, that had not been originally in-
cluded in the project, performed on CNS samples
from MS patients showed marked GPR17 upregula-
tion at the borders and inside active lesions.

CONCLUSIONS
During OPC differentiation, GPR17 expression is reg-
ulated by both GRKs/mTOR cascades and by the
new microRNA miR-125a-3p. The latter is abnormal-
ly upregulated in the CSF of MS patients with active
lesions, setting the basis for the identification of a
new potential biomarker. GPR17 is abnormally up-
regulated during MS development due to persistent
inflammatory milieu. These changes will have to be
taken into account when designing specific GPR17
ligands able to relieve OPC differentiation blockade
and re-establish myelination in MS.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Il recettore GPR17, appartenente alla famiglia dei
recettori accoppiati a G-proteina (GPCR), è un at-
tore chiave nell’oligodendrogenesi ed è recente-
mente emerso come un bersaglio promettente per
le malattie demielinizzanti, quale la SM. Sfidando il
dogma secondo il quale i GPCR sono attivati esclu-
sivamente da ligandi altamente specifici, recenti
evidenze sperimentali suggeriscono l’esistenza di
una farmacologia spuria per alcuni GPCR di classe
A filogeneticamente correlati, tra cui GPR17 ed i re-
cettori per le chemochine (CXCRn), molecole chiave
nei processi infiammatori. Inoltre, i ligandi endogeni
di GPR17 comprendono una varietà di molecole
chimicamente non correlate, tra cui i nucleotidi ex-
tracellulari, i cisteinil-leucotrieni e gli ossisteroli, che
agiscono come molecole di segnalazione di emer-
genza nei processi riparativi locali, nelle reazioni in-
fiammatorie e nei fenomeni neurodegenerativi.
Infine, è stato dimostrato che GPR17 ed alcuni
CXCRn hanno un ruolo chiave nell’orchestrare le ri-
sposte infiammatorie nelle malattie neurodegenera-
tive e nella maturazione dei progenitori degli
oligodendrociti (OPC) verso cellule oligodendroci-
tarie mielinizzanti, fondamentali nel processo di for-
mazione della mielina. Di nota, SDF-1, il ligando
endogeno noto di CXCR4, è un promotore cruciale
della maturazione degli OPC ed è presente ad alte
concentrazioni nel cervello delle persone con SM.
Con questo progetto, attraverso l’utilizzo di stru-
menti di biochimica computazionale, abbiamo stu-
diato, dal punto di vista strutturale, le interazioni
“non convenzionali” tra GPR17 ed i CXCRn e la loro
abilità trasversale di essere attivati da ligandi coin-
volti nell’infiammazione, come SDF-1.

RISULTATI
Abbiamo costruito un modello chimerico di

GPR17 partendo da un allineamento multiplo di se-
quenze di differenti GPCR di classe A, ricostruendo
localmente la topologia tridimensionale di questa
proteina ed utilizzando come guide sia le strutture
note di proteine omologhe disponibili presso la ban-
ca dati di proteine (P2Y12, Rho e CXCR4), sia un
modello di interazione tra CXCR4 e SDF-1 già pub-
blicato in letteratura, utile per modellare la porzione
N-terminale (NTD) del recettore e l’intero complesso
GPR17::SDF-1. Attraverso una simulazione di dina-
mica molecolare, abbiamo validato il nostro model-
lo, analizzando la stabilità e le proprietà chimico
fisiche del complesso, e valutato l’evoluzione tem-
porale delle interazioni tra alcuni amminoacidi chia-
ve di GPR17 e SDF-1. Oltre alla presenza di
un’estesa superficie di interazione tra le due protei-
ne, che coinvolge sia la regione TM sia la porzione
extracellulare di GPR17, abbiamo osservato che
quest’ultima presenta un’elevata mobilità, essen-
ziale per il riconoscimento e il legame con SDF-1.
Analizzando le interazioni tra SDF-1 e GPR17, ab-
biamo osservato che il dominio NTD di SDF-1 si in-
serisce in una regione sommitale TM del recettore,
precedentemente descritta come sito attivo per li-
gandi già noti di GPR17, sia naturali sia sintetici. In
questo stesso sito, abbiamo caratterizzato le inte-
razioni tra GPR17 e cangrelor, un noto antagonista
ortosterico di questo GPCR, il quale instaura lega-
mi specifici con i medesimi amminoacidi interessati
da SDF-1, ipotizzando che cangrelor possa osta-
colare l’ingresso di SDF-1 nel sito TM di GPR17,
inattivandolo.
Infine, per validare la nostra predizione , ab-
biamo testato l’abilità di SDF-1 di interagire con
GPR17 con due differenti modelli sperimentali 

I risultati ottenuti, utilizzando rispettivamente un
saggio di legame del GPT S su cellule 1321N1 tran-
sfettate stabilmente con GPR17 ed un modello di dif-
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ferenziamento oligodendrocitario in colture primarie
di OPC esprimenti GPR17, confermano le nostre pre-
dizioni , dimostrando sia che SDF-1, a con-
centrazioni fisiologiche, è in grado di attivare GPR17
e di promuovere la mielinizzazione, anche attraverso
la stimolazione di questo recettore, sia che questo
effetto può essere contrastato da cangrelor.

CONCLUSIONI
Grazie ad un’approfondita analisi strutturale di
GPR17, derivante dall’applicazione di specifiche
strategie computazionali e dall’uso di modelli 3D, e
alla successiva validazione delle ipotesi 

, abbiamo dimostrato l’attivazione di GPR17 ad

opera di SDF-1 e proposto un ruolo di quest’ultimo
nel promuovere la maturazione degli OPC anche 
GPR17. Questi risultati mettono in luce una promi-
scuità tra questi recettori finora inesplorata, alla base
della risposta infiammatoria e della mielinizzazione.
Insieme all’evidenza che GPR17 e SDF-1 sono en-
trambi upregolati in condizioni di infiammazione,
questi dati corroborano l’ipotesi di un tra
i GPCR di classe A nella regolazione degli OPC e
della sua rilevanza nella SM. La conoscenza del mo-
do in cui è possibile sincronizzare questi recettori e
delle proprietà farmacologiche emergenti da questo

aiuterà nel disegno di nuovi approcci far-
macologici per il trattamento nella SM.

INTRODUCTION AND AIMS
The GPR17 receptor, belonging to the family of G-
protein coupled receptors (GPCRs), is a key player
in oligodendrogenesis and has recently emerged as
a promising target for demyelinating diseases, such
as MS. In line with the latest evidence challenging
the dogma according to which GPCRs are exclu-
sively activated by highly specific ligands, a spuri-
ous pharmacology has been lately reported for
some phylogenetically related class-A GPCRs, in-
cluding GPR17 and chemokine receptors (CXCRn),
pivotal molecules involved in inflammatory process-
es. Additionally, GPR17 endogenous ligands com-
prise a multiplicity of chemically unrelated
molecules, including extracellular nucleotides, cys-
teinyl-leukotrienes and oxysterols, which act as
emergency signalling molecules in local repair
processes, in inflammatory reactions and in neu-
rodegenerative phenomena. Finally, it has been
demonstrated that both GPR17 and some CXCRn
play a key role in orchestrating the inflammatory re-
sponses in neurodegenerative diseases and in the
maturation of oligodendrocyte precursor cells
(OPCs) to myelinating cells. SDF-1, known as the
CXCR4 endogenous ligand, is a key promoter of
OPC maturation and is present at high concentra-
tions in the brain of MS patients.
Within this project, using computational biochem-
istry tools, we studied the “unconventional” interac-

tions between GPR17 and CXCR4 from a structural
standpoint, and their cross-ability to be activated by
ligands involved in inflammation, such as SDF-1.

RESULTS
Starting from a multiple sequence alignment of dif-
ferent class-A GPCRs, we built an chimeric
model of GPR17, locally reconstructing the three-
dimensional (3D) protein topology; as templates we
used the known structures of homologous proteins,
available at the Protein Data Bank (P2Y12,
rhodopsin and CXCR4), and a recently published
interaction model between CXCR4 and SDF-1, use-
ful for modelling the N-terminal domain (NTD) of the
receptor and the whole GPR17::SDF-1 complex.
We further validated our model molecular dynam-
ics simulation, analysing the stability and the physic-
ochemical properties of the complex, and we
evaluated the temporal evolution of some interactions
between key amino acids of GPR17 and SDF-1. Be-
sides the presence of an extensive interaction area
between these two proteins, which involves both the
TM region and the GPR17 extracellular loops, we
found that the latter have a high mobility, which is es-
sential for recognizing and binding SDF-1.
Analysing the interaction between SDF-1 and
GPR17 in detail, we observed that the SDF-1 NTD
penetrates into the top TM region of the receptor,
previously described as the active site for GPR17

GPR17 molecular modelling: interactions with
non-conventional pro-inflammatory ligands
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known ligands, either natural or synthetic.
Within this site, we then characterized the interac-
tion between GPR17 and cangrelor, a known or-
thosteric antagonist of this GPCR, which shares
specific intermolecular bonds with the same amino
acids interested by SDF-1, suggesting that
cangrelor may hamper the SDF-1 entry into the TM
site of GPR17, thus inactivating the receptor.
Finally, to validate our predictions, we test-
ed the ability of SDF-1 to interact with GPR17 with
two different experimental models.
The results obtained using, respectively, a GPT S
binding assay on 1321N1 cells stably transfected
with GPR17 and an oligodendrocyte differentiation
model of primary OPC cultures expressing GPR17,
confirm our predictions. Globally, we demon-
strated that SDF-1 (at physiological concentration) is
able to activate GPR17 and to promote myelination,
and that this effect can be hindered by cangrelor, as
also suggested by data on this receptor.

CONCLUSIONS
Thanks to a deep structural analysis of GPR17,
combining the application of specific computational
strategies, the use of 3D models, and the subse-
quent validation of the hypotheses,
we demonstrated the activation of GPR17 by SDF-1
and we proposed a role of the latter in promoting
the maturation of OPC also GPR17.
These results highlight a so far unexplored promis-
cuity between these receptors, which is at the basis
of the inflammatory response and of the myelination
process. Together with the evidence that GPR17
and SDF-1 are both upregulated under inflammatory
conditions, these data support the hypothesis of a
cross-talk between class-A GPCRs in the OPC reg-
ulation and its importance in MS. The knowledge of
the way in which these receptors are synchronized
and of the emerging pharmacological properties of
this cross-talk will help in the design of new phar-
macological approaches for the treatment of MS.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Le cellule staminali mesenchimali da tessuto adipo-
so (ASC) possono rappresentare un approccio te-
rapeutico promettente per il trattamento di diversi
aspetti patologici della sclerosi multipla (SM). Le
ASC esercitato il loro effetto benefico sia modulan-
do la risposta immunitaria che attivando i precursori
endogeni degli oligodendrociti.
Negli ultimi anni, diverse evidenze hanno mostrato
che la maggior parte degli effetti biologici delle ASC
sono mediati da fattori solubili rilasciati da vescicole
extracellulari che influenzano sia il microambiente
che le cellule circostanti. In particolare le vescicole
extracellulari possono essere distinte in microvesci-
cole (MVs) e nanovesicles (NVs) con proprietà strut-
turali e biochimiche distinte. Le NV derivanti da ASC
sono dotate di proprietà immuno-modulatorie e
protettive in grado di agire sul microambiente nelle
malattie neurodegenerative e infiammatorie ed in
particolare nella SM.
L’obiettivo del nostro progetto è stato quello di va-
lutare l’efficacia delle NV da ASC in termini
di immuno-modulazione e neuroprotezione nel mo-
dello di ESA cronica e di indagare i meccanismi mo-
lecolari coinvolti nella malattia.

RISULTATI
In questo studio abbiamo valutato l’efficacia 
di NVs derivanti da ASC somministrate per via en-
dovenosa in fase pre-clinica nel modello cronico di
ESA. Abbiamo dimostrato che le ASC-NVs hanno un
effetto clinico benefico significativo nei topi malati ri-

spetto a quelli di controllo. Inoltre, l’analisi neuropa-
tologica eseguita al picco della malattia ha mostrato
che l’iniezione di ASC-NVs è stata in grado di indurre
una diminuzione significativa dei processi infiamma-
tori ed una riduzione delle aree di demielinizzazione
nel midollo spinale degli animali trattati. Pertanto, le
ASC-NVs   sono state in grado di migliorare la gravità
della malattia nel modello ESA, riducendo l’infiltra-
zione delle cellule T nel sistema nervoso centrale e
la conseguente infiammazione.
Successivamente abbiamo studiato l’efficacia delle
ASC-NVs ed ed i meccanismi alla ba-
se della loro capacità immunomodulatoria. Le NVs
hanno mostrato una parziale inibizione della
proliferazione delle cellule T antigene-specifiche e
down-regolato la produzione di citochine pro-in-
fiammatorie. Tuttavia, l’efficacia sui linfociti
T si è dimostrata limitata.
Abbiamo, quindi, studiato l’effetto delle ASC-NVs
sull’adesione delle cellule T specifiche MOG-attiva-
te sia che . I nostri dati suggeriscono
che le ASC-NVs non hanno influenzato l’attivazione
endoteliale nel midollo spinale di topi ESA in quanto
non sono state osservate differenze nell’ espressio-
ne endoteliale di molecole di adesione. Successi-
vamente abbiamo focalizzato la nostra attenzione
sulla modulazione della capacità di adesione dei lin-
fociti T attivati da ASC-NVs. Le ASC-NVS hanno ef-
ficacemente inibito l’adesione delle cellule T dopo
l’esposizione alla chemochina CXCL12, senza però
cambiamenti di espressione delle molecole di ade-
sione. Il dato è stato ulteriormente confermato 
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mediante microscopia intravitale sul midollo spi-
nale di topi affetti da ESA.
Da questi risultati emerge un nuovo meccanismo di
azione delle ASC-NVs, che potrebbe spiegare la ri-
duzione significativa delle cellule T infiltrare nelle le-
sioni ESA.

CONCLUSIONI
I nostri risultati indicano che le ASC-NV sono in gra-
do di indurre immuno-modulazione e neuroprote-

zione nel modello animale della sclerosi multipla. In
particolare, nel modello di ESA cronica, il trattamen-
to preventivo con ASC-NVs è in grado di produrre
effetti benefici sul decorso della malattia, così come
nell’ inibizione dei linfociti T nel SNC infiammato.
Future applicazioni terapeutiche potrebbero quindi
basarsi su l’utilizzo di ASC-NVs come strumento si-
curo ed efficace per il trattamento di diversi aspetti
patologici della SM, limitando così l’utilizzo di cel-
lule parentali e dei loro potenziali effetti collaterali.

INTRODUCTION AND AIMS
Adipose mesenchymal stem cells (ASCs) may rep-
resent a promising therapeutic approach to treat
different pathological aspects of multiple sclerosis
(MS). ASCs exert their beneficial effects modulating
the autoimmune response as well as activating en-
dogenous oligodendrocyte progenitors.
In recent years, several evidences indicate that
most biological effects of ASCs are mediated by
soluble factors released by extracellular vesicles,
which influence the surrounding cells. In particular,
extracellular vesicles can be distinguished in mi-
crovesicles (MVs) and nanovesicles (NVs) with dis-
tinct structural and biochemical properties.
ASC-derived NVs are source of protective and im-
mune-modulatory factors able to modulate the mi-
croenvironment in neurodegenerative and
inflammatory disorders, like MS.
The aim of our project was to assess the efficacy of
ASC-derived NVs in terms of immune-modulation
and neuroprotection in chronic EAE model and to
investigate the molecular mechanisms involved.

RESULTS
In this study we investigated the efficacy of
ASC-derived NVs when administered intravenously
in the pre-clinical phase of chronic EAE. We showed
that ASC-NVs have a significant beneficial effect on
chronic EAE with amelioration of clinical scores as
compared to control mice. Moreover, the neu-
ropathological analysis performed at the peak of the
disease showed that the injection of ASC-NVs in-
duced a significant decrease of the inflammation

process as well as of the areas of demyelination in
spinal cord of ASC-NVs treated animals. Therefore,
ASC-derived NVs were able to ameliorate EAE
severity by reducing T cells infiltration into the CNS
and the subsequent inflammation.
We next investigated the mechanisms involved in
the ASC-NVs efficacy, analyzing both and 

the immune-modulatory activity of ASC-NVs.
ASC-derived NVs , partially inhibited antigen-
specific T cell proliferation and induced the down-
regulation of the production of pro-inflammatory
cytokines. However, ASC-derived NVs exhibited a
limited efficacy on T lymphocytes activation .
Afterwards, we investigated the effect of ASC-NVs
on the adhesion activity of MOG-specific activated
T cells both and . Our data suggested
that ASC-NVs did not influence the endothelial ac-
tivation in EAE spinal cords since we observed no
differences in endothelial expression of adhesion
molecules. However, ASC-NVs have shown to ef-
fectively inhibited T cells adhesion after exposure
to CXCL12 chemokine, without changes of adhe-
sion molecules expression. This finding was further
confirmed by intravital microscopy on spinal
cords pial venules of EAE mice.

CONCLUSIONS
Taken together our results indicate that ASC-NVs
are able to induce immune-modulation and neuro-
protection in the animal model of MS. Specifically,
in chronic EAE model, the preventive treatment with
ASC-released NVs induce beneficial effects by
ameliorating the disease course as well as inhibiting

Exosomes from adipose mesenchymal stem cells:
innovative therapeutic approach in experimental autoimmune
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the T lymphocytes trafficking in the inflamed CNS.
Future therapeutic applications may therefore be
based on the use of ASC-NVs as safe and efficient

tool for the treatment of different pathological as-
pects of MS, thus limiting the use of parental cells
and their potential side effects.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Lo sviluppo di farmaci neuro-protettivi in grado di
rallentare/inibire la neuro-degenerazione rappresen-
ta un punto di svolta nel trattamento della SM, so-
prattutto considerando che gli immunomodulanti
attualmente in uso non sono in grado di rallentare la
degenerazione neuronale delle fasi avanzate di ma-
lattia. Parte del danno degenerativo riflette fenomeni
infiammatori e comprende zone e momenti di acidi-
ficazione tissutale. L’acidosi influenza diversi canali
neuronali tra i quali, gli Acid-Sensing Ion Channels
(ASICs), che sono gli unici ad avere il protone come
agonista. Il ruolo di questi canali nella patologia è
documentato sia nel modello di encefalomielite au-
toimmune sperimentale (ESA), sia in un trial clinico
basato sull’amiloride, un farmaco antipertensivo in
grado di inibire diversi canali ionici tra cui gli ASICs.
In questo progetto ci siamo proposti di realizzare
uno studio approfondito dei canali ASICs nelle di-
verse fasi di malattia del modello di ESA. Succes-
sivamente abbiamo condotto uno screening
farmacologico per identificare nuove molecole atti-
ve sui canali ASICs e di studiare in modo specifico
il ruolo si queste isoforme nel contesto SM. Le mo-
lecole da noi selezionate potranno essere impiegate

sia come piattaforma per studi funzionali, sia per
generare futuri strumenti terapeutici per il tratta-
mento della SM.

RISULTATI
Abbiamo studiato i livelli di acidificazione cerebrale
in corso di ESA. Il modello sperimentale è stato in-
dotto in topi C57BL6 iniettati con il peptide Myelin
Oligodendrocyte Glycoprotein (MOG) 35-55, secon-
do un protocollo ampiamente impiegato nel nostro
laboratorio ed in accordo con le normative nazionali
per la sperimentazione animale (IACUC protocollo
approvato numero 427). La misurazione dell’acidosi
tissutale è stata condotta con un metodo non inva-
sivo basato su 1H NMR e uno scanner 7 Tesla (Bru-
ker). La misurazione del pH tissutale ha confermato
la presenza persistente di acidosi nel cervello dei
topi con ESA durante le fasi infiammatorie. Abbia-
mo testato in ESA l’effetto di due molecole in grado
di inibire ASIC1a, ossia la PcTX ed il Diminazene
aceturato (DA), appartenente alla famiglia delle dia-
rylamidines. Dopo l’immunizzazione, gli animali so-
no stati osservati sino alla manifestazione del primo
segno clinico. Il giorno successivo gli animali sono
stati soggetti a iniezione intra cisterna magna di sa-
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lina (gruppo di controllo), PcTx1, e DA. Un opera-
tore cieco al trattamento ha provveduto a pesare ed
analizzare lo stato clinico gli animali sino al giorno
40. Una settimana dopo il trattamento abbiamo mi-
surato le performance motorie degli animali in un
esperimento di . I topi sono stati messi in
una arena e registrati per 30 minuti per misurare la
distanza percorsa, la velocità media e la capacità
esploratoria nei confronti delle regioni centrali del-
l’arena. Entrambi i trattamenti hanno mostrato una
soddisfacente e significativa azione terapeutica ne-
gli animali. Infine, abbiamo analizzato il midollo spi-
nale degli animali per demielinizzazione e danno
assonale. L’inibizione degli ASICs mediata da DA e
PcTx-1 ha sensibilmente ridotto l’entità delle aree
demielinizzate e di conseguenza il danno assonale.
Abbiamo successivamente realizzato cloni cellulari
esprimenti i canali ASICs, che sono stati per prima
cosa testati con elettrofisiologia a singola cellula
(patch clamp) e successivamente usati per uno
screening mirato a valutare nuove molecole in gra-
do di inibire i canali ASICs con maggiore potenza,
selettività e soprattutto in grado di oltrepassare la
BBB. Lo screening è stato condotto impiegando
una nuova metodologia ottica, basata sulla fluore-

scenza dei coloranti sensibili al voltaggio (VSDs), in
grado di studiare l’attività dei canali ASICs in piena
automazione. Abbiamo testato 24 molecole e due
di queste hanno dimostrato una discreta potenza
nell’inibire ASIC1a. Le suddette molecole sono sta-
te successivamente analizzate tramite patch clamp
ed anche in questo saggio hanno dimostrato di es-
sere in grado di inibire efficacemente i canali ASICs.

CONCLUSIONI
I dati da noi generati suggerisco gli ASICs come un
rilevante target molecolare per il trattamento delle
fasi infiammatorie caratterizzanti l’ESA. L’inibizione
di questi canali ha prodotto risultati incoraggianti
per lo sviluppo di nuove terapie mirate a bloccare
questi canali in ambito SM. A questo proposito, il
nostro progetto ha prodotto cloni cellulari espri-
menti i singoli canali ASICs che si sono dimostrati
rilevanti per eseguire screening farmacologici mirati
a generare nuovi composti in grado di bloccare i
suddetti canali. Con questi strumenti, abbiamo ge-
nerato due molecole in grado di bloccare i canali
ASICs che potranno essere ulteriormente
modificate ed affinate per il trattamento farmacolo-
gico della SM.

INTRODUCTION AND AIMS
Local acidosis is associated with neuro-inflamma-
tion and can have significant effects in several neu-
rological disorders, including multiple sclerosis.
Despite local acidosis has been implicated in nu-
merous pathological functions, very little is known
about the modulatory effects of pathological acido-
sis on the activity of neuronal networks and on
synaptic structural properties. Acid Sensing Ion
channels (ASICs) belong to the Nac/Deg channel
super-family, that includes epithelial Na+ channels
subunits (ENaC) and a family of proteins called De-
generins (Deg). ASICs, as well as other members of
this family, are found to be pH-sensitive and are re-
sponsible of acid-evoked currents in neurons. The
main objective of this project is the investigation of
ASICs in EAE mice during acute and chronic inflam-
mation. Furthermore, we have planned the genera-

tion of technical instruments and strategies for fu-
ture screening procedures aimed to identify new in-
hibitors of such channels.

RESULTS
We have investigated an animal model of multiple
sclerosis (MS), namely the Experimental Autoimm-
nune Encephalomyelitis (EAE), to identfiy the tissue
acidoisis occuring during neuroinflammation. Using
1H NMR we found that persistent acidosis, with pH
levels around pH 6.5, affects large regions of the
CNS during acute inflammation. This suggests that
ASICs, and in particular hotrimeric ASIC1a and/or
heterotrimeric ASIC1a/2a, can partecipate to the
neuropathological scenario featuring the EAE model.
The diarylamidine Diminazene Aceturate (DA) and
PcTx1 are well known to ASICs, although they are
not suitable for the treatment of brain disorder for

ACidosis in CNS Inflammatory DIseases:
the role of Asics channels (ACCIDIA)
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their poor Blood-Brain-Barrier penetrance. Applica-
tion such molecules in the cisterna magna of the
forth ventricle during acidosis significantly amelio-
rated the clinical disease course of EAE mice. In par-
ticular, both compounds increased locomotion of
mice if compared with mice receiving saline (control)
treatment. At day 40 mice were sacrificed and ex-
tensive pathological analyses were done on spinal
cords. Both compounds were able to provide neu-
roprotective effects, reducing demyelination and ax-
onal damage. Starting from these data we were
operating to modify the chemical structure of DA, in
order to increase its potency and specificity for both
ASIC1 and ASIC2, as well as to increase its brain
permeability. We firstly generated stable CHO-K1
cell clones expressing the murine ASICs and then
we performed a rational structure-based optimiza-
tion of DA, that should lead to the synthesis of a
candidate lead compound for the treatment of aci-
dosis-mediated neurodegeneration. We used the

optic Fast VSDs (VSDs) that shift their fluorescence
spectra, in response to changes of membrane po-
tential to study ASICs expressing CHO cell clones.
Using the fluorescence-based high-throughput
methodology we have tested the ability of 24 new
ASIC1s inhibitors to selectively inhibit such channels
during acidosis. We selected two compounds show-
ing the ability to block ASICs currents that were fur-
ther validated by patch clamp.

CONCLUSIONS
These data, taken together, strongly suggest that
ASICs are relevant target for the treatment of neu-
roinflammation occurring in MS. We have also de-
veloped and validated an innovative strategy to
study ASICs in vitro that allows the pharmacological
screening of new ASICs inhibitors. Using this ap-
proach we selected two compounds that are the
ground for further chemical modification before
moving to studies.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Evidenze recenti suggeriscono che la microglia co-
munichi attraverso il rilascio di microvescicole con le
cellule vicine, modificandone fenotipo e funzione.
Recentemente è stato dimostrato che l’iniezione pe-
riferica di microvescicole può specificamente rag-
giungere il cervello. Inoltre, è stato osservato che le
microvescicole microgliali sono preferenzialmente
catturate dalla microglia. Le microvescicole di origine
microgliale, perciò, rappresentano un promettente
veicolo per la distribuzione di molecole anti-infiam-
matorie nel sistema nervoso centrale (CNS). Lo sco-
po finale del progetto è stato di generare una linea
cellulare microgliale murina (BV2) capace di rilasciare
microvescicole contenenti molecole anti-infiamma-
torie come l’interleuchina 4 (IL-4) ed usarle in neu-
roinfiammazione.
Complessivamente abbiamo diviso il progetto in 5
punti principali: a) ingegnerizzazione di una linea mi-
crogliale murina a esprimere l’IL-4 in moto costitu-
tivo; b) ottimizzare un protocollo per far produrre
vescicole e isolarle; c) verificare la capacità di que-
ste vescicole di trasportare IL-4 e testare l’attività
biologica su microglia ricevente ; d) mettere
a punto una tecnica per iniettare vescicole 
(intra cisterna o nella vena della coda) con lo scopo
finale di raggiungere il CNS; e) valutare la capacità
terapeutica di queste vescicole contenenti l’IL-4 in
un modello murino di sclerosi multipla.

RISULTATI
In questi tre anni, ho caratterizzato una linea micro-
gliale murina, le BV2, come sorgente di vescicole
da utilizzare come tool terapeutico in neuroinfiam-
mazione. In particolare, ho ingegnerizzato queste
cellule a produrre microvesicole esprimenti sulla lo-

ro superficie la lactoproteina (Mfge8), strategia ne-
cessaria per aumentare la specificità di target, e nel-
lo stesso tempo le ho caricate con l’IL-4, una
potente citochina anti-infiammatoria. Queste vesci-
cole ingegnerizzate hanno mostrato un’otti-
ma attività biologica, in particolare hanno indotto un
fenotipo antiinfiammatorio (M2) su cellule mieloidi.
Attraverso una tecnica messa a punto nel nostro la-
boratorio, ho iniettato vescicole direttamente nel
cervello di un topo e ho provato a studiarne la bio-
distribuzione. Iniettandole nello spazio liquorale, le
vescicole vengono principalmente mangiate da cel-
lule che risiedono nelle meningi; tuttavia non è ben
chiaro se riescono a diffondere in profondità nel pa-
renchima. Infine ho trattato topini malati di encefalite
allergica sperimentale e sono riuscito a modulare la
malattia. In particolare, questo trattamento ha pro-
tetto i topi da demielinizzazione e danno assonale e
ha anche promosso l’espressione di geni antiin-
fiammatori in cellule mieloidi infiltranti, nel cervello
e midollo spinale.

CONCLUSIONI
I risultati ottenuti sono molto incoraggiati. Siamo
riusciti a modulate l’infiammazione in topi EAE, iniet-
tando una volta sola vescicole contenenti l’IL-4. Tut-
tavia ci sono ancora domande a cui rispondere, ad
esempio quanto tempo dura l’effetto del nostro trat-
tamento? È un effetto dipendente dall’IL-4, oppure
da altre molecole come miRNA provenienti da cel-
lule donatrici? Quali sono le cellule che noi bersa-
gliamo ? Che risvolti terapeutici concreti
possono avere queste vesiscole? Infine, un grande
limite sono gli strumenti tecnici che adoperiamo,
poiché risulta ancora difficile caratterizzare al meglio
queste microparticelle e interpretare i dati ottenuti.
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Microvescicole microgliali come vettore terapeutico
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INTRODUCTION AND AIMS
Recent evidences suggest that microglia communi-
cates through the release of microvesicles to neigh-
boring cells to modulate their phenotype and
function. Further, it has been recently shown that pe-
ripheral injection of engineered microvesicles can
specifically target neural cells. We have preliminary
evidence that microglia-derived microvesicles are
preferentially up-taken by other microglia or by neu-
rons. Thus, microglial microvesicles appear a prom-
ising drug-delivery tool to specifically target microglia
and neurons with anti-inflammatory or neuro-protec-
tive molecules. Our final aim was to generate a cell
line able to release microglial microvesicles able to
target microglia and neurons when injected in vivo,
and loaded with anti-inflammatory or neuroprotective
molecules such as interleukin 4 (IL-4). We divided the
project in five main points: a) stably engineer a
mouse microglia cell line to express IL-4; b) optimize
vesicle production and collection from this cell line;
c) verify the ability of these vesicles to deliver
IL-4 to target microglia and influence their phenotype
or functions; d) verify the ability of i.v. or i.c.
injected microvesicles to reach the CNS; e) verify 

the ability of IL-4-containing microvesicles to in-
hibit neuroinflammation.

RESULTS
During these three years, I characterized a mi-
croglial cellular line, BV2, as extracellular vesicles
(EVs) source to use like therapeutic tool in neuroin-

flammation. In particular, I have engineered BV2 to
produce EVs targeted with lacthoprotein (Mfge8) to
increase the target, and loaded with a strong anti-
inflammatory citokyne IL-4. These vesicles showed
a good biological activity, inducing the M2 antiin-
flammatory phenotype in recipient myeloid cells. By
a technique developed in my laboratory, I injected
the EVs direct in the mice CNS and I tried to study
the fate mapping. EVs injected in the liquor space,
are principally “eaten” by resident meningeal cells
and it is not clear if they can spread deep in CNS
parenchyma. Finally, I treated EAE mice with EVs,
and I was able to modulate the disease. In particu-
lar, this treatment protected mice from demyelina-
tion and axonal loss, and induced the M2
anti-inflammatory phenotype in CNS infiltrated
myeloid cells.

CONCLUSIONS
The data obtained are very promising. We were able
to modulate cronic EAE using IL-4EVs+ injected IC
once. Concerning these data, however many as-
pects need to be examined in depth such as 1) do
these effects are dependent to IL-4 encapsulated
in EVs or to another molecules such as miRNA?
2) Which cells are we able to target? What are the
therapeutic consequences of EVs using? Finally,
current technical tools do not help us enough for
EVs characterization and the data interpretation. We
are confident about the potential of these small cel-
lular particles.

Microglial microvesicles as therapeutic vector for
neuroinflammation
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PREMESSE E OBIETTIVI
Grande attenzione è stata dedicata allo sviluppo di
terapie innovative basate sul trapianto di cellule sta-
minali per le malattie acute e croniche del sistema
nervoso centrale (SNC), tra cui la sclerosi multipla
(SM). Le possibilità di ristabilire la funzione neuro-
logica risultano però notevolmente ridotte senza il
sostegno di altri tipi cellulari nel garantire un am-
biente appropriato per la riparazione del tessuto. Gli
astrociti, le cellule gliali più abbondanti nel sistema
nervoso, giocano un ruolo critico nel SNC. Infatti,
sono essenziali per l’attività e la sopravvivenza in
condizioni fisiologiche e, in seguito a danno, hanno
le capacità di ridurre l’infiammazione, sostenere la
neuroprotezione e promuovere la riparazione dei
tessuti. Gli obiettivi di questo progetto sono stati
quello di investigare la validità del trapianto di astro-
citi come opzione terapeutica nella sclerosi multipla
sperimentale e di impostare la base scientifica per
lo sviluppo di protocolli di terapia cellulare autologa
per il trattamento della SM.

RISULTATI
Con l’obiettivo di indagare l’efficacia degli astrociti
come terapia cellulare nel modello sperimentale del-
la SM, l’encefalomielite sperimentale autoimmune
(ESA), abbiamo generato culture primarie di astrociti
murini isolati dal cervello. Dopo aver controllato la
purezza delle culture ottenute, abbiamo messo a
punto un test di co-coltura tra cellule T e
astrociti di topo al fine di valutare se le cellule gliali
possano modulare l’attivazione dei linfociti T. Questi
esperimenti hanno rivelato che gli astrociti possono
efficacemente bloccare la proliferazione delle cellule
T, indicando che le preparazioni gliali possiedono un
fenotipo immunosoppressivo . Da queste os-
servazioni, siamo passati allo studio sul mo-
dello murino per verificare l’efficacia clinica del

trapianto degli astrociti durante l’ESA. Inizialmente
abbiamo effettuato esperimenti preliminari per con-
fermare la presenza delle cellule esogene, alcuni
giorni dopo trapianto nel SNC, sia in topi sani sia in
animali con l’ESA. Abbiamo poi ripetuto gli esperi-
menti ESA iniettando le cellule 7 o 24 giorni dopo
l’immunizzazione con MOG35-55, e abbiamo moni-
torato quotidianamente il decorso della malattia.
I topi trapiantati con astrociti al giorno 7 hanno mo-
strato una significativa minore incidenza e severità
dell’ESA rispetto agli animali di controllo. Similmen-
te, i topi iniettati con astrociti durante la fase cronica
dell’ESA sono rapidamente guariti dalla malattia.
I nostri dati hanno quindi dimostrato che il
trapianto di astrociti esogeni, sia durante la fase pre-
clinica che durante la fase cronica dell’ESA, allevia
l’espressione della malattia.
Poichè lo sviluppo di protocolli di terapia cellulare
per l’uomo deve tenere conto della difficoltà ad iso-
lare astrociti direttamente dal SNC, ci siamo propo-
sti di verificare se le cellule somatiche come i
fibroblasti possano essere utilizzati come fonte po-
tenziale di astrociti. Fibroblasti primari murini sono
stati riprogrammati per generare cellule pre-
cursori neurali, che sono state poi differenziate per
ottenere astrociti maturi; queste colture derivate da
fibroblasti sono state infine caratterizzate .
Abbiamo subito osservato un significativo cambia-
mento nella morfologia cellulare durante il processo
di differenziamento. Infatti, gli astrociti differenziati
hanno mostrato chiaramente un incremento di di-
mensioni dopo alcuni giorni di cultura e hanno as-
sunto la tipica morfologia stellata dell’astroglia.
Esperimenti di immunofluorescenza hanno dimo-
strato che alcuni tipici marcatori astrocitari erano
espressi in maniera paragonabile sia dalle colture
primarie di astrociti che dalle cellule differenziate da
fibroblasti.

Astrociti per la terapia cellulare della sclerosi multipla
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CONCLUSIONI
La maggior parte delle attuali terapie per la cura del-
la SM, che hanno come target principale il compar-
timento immunitario periferico, hanno mostrato in
realtà una efficacia solo parziale. Idealmente do-
vrebbero essere formulati nuovi trattamenti che non
solo mirino a ridurre l’infiammazione, ma che pro-
muovano la neuroprotezione e la riparazione endo-
gena del SNC. Le nostre osservazioni hanno
evidenziato che il trapianto di cellule gliali è benefico
per il modello sperimentale di sclerosi multipla. Infatti
l’iniezione di astrociti nel SNC di topi con ESA, mi-

gliora l’espressione della malattia, sia in fase pre-acu-
ta che cronica. Inoltre, i dati hanno evidenziato
che gli astrociti hanno il potenziale di esercitare im-
munosoppressione. Infine, con l’obiettivo di rendere
il trapianto astrocitario una vera alternativa per il trat-
tamento della SM, abbiamo dimostrato che le cellule
somatiche riprogrammate possono rappresentare
una fonte facilmente accessibile di cellule gliali auto-
loghe. Alla luce di questi dati, sono necessari ulteriori
studi per individuare le specifiche funzioni esercitate
dagli astrociti trapiantati e coinvolte nei meccanismi
di riparazione dei tessuti.

INTRODUCTION AND AIMS
Recent attention was devoted to the development
of innovative therapies based on stem cell trans-
plantation for acute and chronic disorders of the
central nervous system (CNS), including multiple
sclerosis (MS). Overall, the chances of restoring
neurological function are greatly reduced without
sustain of an appropriate environment provided by
other cell types. Astrocytes, the most abundant glia
cell type in the nervous system, play a critical role
in healthy and injured CNS. They are essential for
neuronal survival and activity under physiological
conditions; after damage, astrocytes have the prop-
erty to switch off inflammation, and support neuro-
protection and tissue repair. Goal of this project was
to address whether astrocyte transplantation may
represent a therapeutic option in experimental MS;
further, it aimed to set the scientific basis for the de-
velopment of autologous cell therapy protocols for
MS treatment.

RESULTS
With the aim of investigating the efficacy of cell-
therapy with astrocytes in experimental MS model,
the experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE), we generated cultures of primary mouse as-
trocytes isolated from brain of newborn animals. Af-
ter checking the purity of the obtained cultures, we
set up co-colture assays between T cells
and mouse astrocytes to evaluate whether glia cells
may modulate T lymphocyte activation. These ex-

periments revealed that astrocytes may efficiently
block T cell proliferation, thus indicating an im-
munosuppressive phenotype for our cell prepara-
tions. Following the observation, we moved
forward to an setting to address the clinical
efficacy of astrocyte transplantation during EAE. At
first, we performed preliminary experiments to con-
firm the engraftment of exogenous astrocytes some
days after transplantation into the CNS of both
naïve and EAE animals. Then we repeated EAE ex-
periments by injecting cells 7 or 24 days post im-
munization (p.i.) with MOG35-55 peptide and we
daily monitored the course of the disease. Interest-
ingly, mice transplanted with astrocytes at day 7 p.i.
showed significant lower incidence and severity of
EAE than control animals. Further, mice injected
with astrocytes during the chronic phase of EAE ef-
ficiently recovered from disease. Our data
demonstrated that the transplantation of exoge-
nous astrocytes both during preclinical and chronic
phases of EAE alleviates disease expression.
Unfortunately, when considering translation of these
findings obtained in mouse model to human, cell
therapy protocols would be limited by the availabil-
ity of astrocytes isolated directly from CNS. Here
we proposed to verify whether somatic cells as fi-
broblasts can be used as potential source of astro-
cytes. Mouse primary fibroblasts were 
reprogrammed to generate neural precursor cells
and then cells were differentiated to obtain
mature astrocytes; these fibroblast-derived cultures

Astrocytes for cell-therapy in multiple sclerosis
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were then characterized in vitro. Interestingly, we
observed a significant change in cell morphology
during the differentiation process. Indeed, differen-
tiated astrocytes clearly showed an increment in
cell size after some days in culture and displayed
the typical stellate morphology of astroglia. Im-
munofluorescence analysis proved that some typi-
cal astrocytic markers were highly and equally
expressed in primary and fibroblast-derived astro-
cytes.

CONCLUSIONS
Most current therapies for MS target primarily the
peripheral immune compartment and have been
shown to be only partly effective. Novel approaches
ruling both the immune system to reduce inflamma-
tion and the CNS cells to promote neuroprotection

and endogenous repair are therefore desirable. Our
observations highlighted that glia cell trans-

plantation is beneficial for the experimental model
of MS. In fact injection of astrocytes in the CNS of
EAE mice ameliorates disease expression, during
both pre-acute or chronic phase of the disease.
Moreover, data demonstrated that astro-
cytes have the potential to exert immunosuppres-
sion. Finally, with the goal to make astrocyte
transplantation a real alternative for MS treatment,
we demonstrated that reprogrammed somatic cells
may represent an easily accessible source of autol-
ogous astrocytes. Since no information is available
about the mechanisms exerted by exogenous as-
trocytes to support tissue repair, further studies are
needed in order to identify specific functions exert-
ed by transplanted cells.
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PREMESSE E OBIETTIVI
Il CD161 è una molecola di superficie, espressa dal-
la maggioranza delle cellule NK e da circa il 24%
delle cellule T periferiche. Tale recettore ha la fun-
zione di indurre la produzione di citochine pro-in-
fiammatorie (IFN-y e IL-17) in cellule T e la loro
migrazione trans-endoteliale; al contrario, induce ef-
fetti opposti sulle cellule NK, in quanto inibisce la
produzione di citochine e la citotossicità. Recente-
mente è stata riportata un’espansione del 
delle cellule T CD161highCD8+ nel sangue periferi-
co e negli infiltrati cellulari del cervello correlata alla
sclerosi multipla (SM). Queste osservazioni sugge-
riscono che il recettore CD161 e le cellule che espri-
mono CD161high possano essere un potenziale

terapeutico per il trattamento della SM.
L’obiettivo è quello di sviluppare un anticorpo uma-
no antagonista anti-CD161 capace di legare selet-
tivamente le cellule che esprimono il CD161 e di
interrompere il suo intracellulare inibendo
il legame con il suo ligando. Questo anticorpo
avrebbe l’effetto di inibire l’attivazione e la produ-
zione di citochine pro-infiammatorie dai linfociti T
CD161high/CD8+ e di diminuire la loro adesione nei
vasi sanguigni cerebrali e il loro accumulo nelle
placche di demielinizzazione. Inoltre, considerando
che le cellule NK regolatorie hanno un ruolo di con-
trollo nella persistenza di cellule T autoreattive, an-
che nella MS, il blocco del inibitorio del
CD161 potrebbe ripristinare o potenziare il mecca-
nismo protettivo delle NK. Per ottenere un anticorpo
specifico per il CD161, proponiamo un approccio
basato sul . Con questa tecnologia i
fagi espongono porzioni variabili di anticorpi umani
in formato (scFv) sul-
la loro superficie e sono usati in cicli di con-
tro un antigene. In questo modo, è possibile
selezionare da un sistema immune artificiale, gli

scFv umani in grado di riconoscere l’antigene di in-
teresse.

RISULTATI
Per selezionare anticorpi diretti verso la porzione del
CD161 che riconosce il suo ligando, abbiamo usato
il dominio extracellulare del CD161 nei cicli di 
e due diversi repertori: i) una libreria fagica sintetica,
ETH-2, in cui la variabilità dei geni immunoglobulinici
variabili deriva da due geni (uno per la catena pesante
e uno per la catena leggera) con mutazioni nucleoti-
diche casuali sulla porzione CDR3 inserite mediante
PCR; ii) una libreria naive, IORISS 1, in cui la variabilità
del repertorio deriva direttamente dai geni dei linfociti
B umani. Sono state usate due strategie per il 

che differiscono per l’esposizione dell’antigene:
i) con l’antigene direttamente legato all’immunotubo,
ii) con l’antigene biotinilato in soluzione acquosa e
biglie magnetiche streptavidinate per recuperare i
fagi specifici. Brevemente, un’aliquota di fagi rap-
presentativa della variabilità di tutto il repertorio è
stata incubata con l’antigene specifico. I fagi aspe-
cifici sono stati lavati via mentre i fagi specifici sono
stati eluiti, amplificati e usati per i successivi cicli di

. I cicli delle selezioni sono stati fatti in pa-
rallelo con un antigene di controllo (per il quale sia-
mo certi che la libreria contenga un anticorpo
specifico) per assicurarci che la procedura sia cor-
retta. Purtroppo nessuna delle strategie ha permes-
so di isolare un anticorpo specifico anti CD161 da
queste librerie. Uno dei possibili aspetti critici delle
selezioni di anticorpi da repertori è la possi-
bilità che essi non contengono anticorpi specifici
per l’antigene di interesse.

CONCLUSIONI
In conclusione, abbiamo provato ad isolare una an-
ticorpo antagonista contro l’antigene CD161. Abbia-
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mo scelto la tecnologia del , con libre-
rie fagiche di scFv umani, poiché gli anticorpi ricom-
binanti che ne sarebbero derivati avrebbero avuto
molti vantaggi utili per applicazioni cliniche, come l’
origine umana, che li rende poco o per niente immu-
nogenici e la possibilità di essere ulteriormente in-
gegnerizzati per modificare il loro peso molecolare
o per modulare la loro affinità di legame al fine di mi-
gliorarne la sicurezza e l’efficacia clinica.
Purtroppo, non siamo stati in grado di isolare questo
anticorpo specifico dalle due librerie fagiche anticor-
pali attualmente disponibili nel nostro laboratorio,
ma crediamo ancora che il formato anticorpale qui

proposto potrebbe essere una valida piattaforma
per lo sviluppo di nuovi farmaci da utilizzare da soli
o in combinazione con altre terapie per il trattamento
di MS, contribuendo così al raggiungimento di un
approccio integrato, potenzialmente più efficace dei
trattamenti attualmente disponibili.
L’idea di procedere in questo studio, è quello di uti-
lizzare l’antigene CD161 espresso in un sistema eu-
cariotico per avere un antigene potenzialmente con
nuovi epitopi, estendendo così la probabilità di tro-
vare anticorpi efficaci anti-CD161 dalle librerie di-
sponibili oggi, in attesa di avere altri repertori
anticorpali.

INTRODUCTION AND AIMS
CD161, is a surface molecule, expressed by the ma-
jority of NK cells and approximately 24% of periph-
eral T cells. It plays a role in the activation of T cells
to produce pro-inflammatory cytokines (IFN-y and
IL-17) and in T-cells trans-endothelial migration;
moreover, CD161 was shown to induce opposing
effects on NK cells, such as inhibition of cytokines
productions and cytotoxicity. Recently, it was report-
ed a multiple sclerosis (MS)-related expansion of the
CD161high CD8+ subset peripheral blood T cells,
that was also found in MS brain infiltrates.
These data suggest that CD161 receptor and
CD161high-expressing cells could be a potential
therapeutic target for the treatment of MS.
The aim of this project was the development of a
human antagonist anti-CD161 antibody, able to
bind selectively CD161-expressing cells and to in-
terrupt its intracellular signaling pathway inhibiting
the binding with its natural ligand. This antibody
would have the effect to inhibit the activation and
the production of pro-inflammatory cytokines by
CD161high/CD8+ T lymphocytes, and, at the same
time, it could also decrease the CD161 high CD8+
T cells adhesion to brain vessels and their accumu-
lation in demyelinating plaques.
Moreover, considering that regulatory NK cells have
a role in controlling the persistence of autoreactive
T cells, also in MS, the blockade of CD161 inhibitory
pathway, could restore or potentiate this NK-medi-

ated protective mechanism.
In order to obtain the CD161 specific antibody, we
proposed a phage display antibody-based ap-
proach. In this technology, phages are used to dis-
play repertoires of only human variable antibody
portion in single chain Fragment variable (scFv) for-
mat on their surfaces, and can be used in iterative
cycles of panning against an antigen. Therefore, it is
possible to select from an artificial immune system,
human scFvs recognizing the antigen of interest.

RESULTS
We decided to use a CD161 extracellular protein do-
main as a bait during panning cycles, to drive the an-
tibody selection directly on the CD161 binding ligand
epitope, and we used two different antibody reper-
toires: i) synthetic phage library, ETH-2, where the vari-
ability of the immunoglobulin V genes repertoire
derives from two V gene segments (one for heavy and
one for light chain) with random nucleotide mutations
in CDR3 regions inserted by PCR; ii) a naïve library,
IORISS 1 where the variability of the immunoglobulin
V genes repertoire derives directly from the human B-
lymphocytes. We used two panning strategies which
differ for the antigen exposure: i) direct antigen coating
of immunotubes, ii) biotinylated antigen in aqueous
solution and streptavidin-coated magnetic beads to
capture bound specific phages. In brief, an aliquot of
phages representing the variability of the repertoire,
was incubated with the antigen, non-specifically ab-

Development of a human antibody able to break
the CD161-mediated pathway in order to design
new therapeutic strategies in multiple sclerosis disease
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sorbed phages were removed while the specific
bound phages were eluted, amplified, and then used
for further rounds of panning.
Selections cycle were performed in parallel on
CD161 antigen and on a control antigen (since it is
already known that the library contains an antibody
against this antigen) to assure that the procedure
was correct. Unfortunately, none of the strategies
used give us the expected results, and we were not
able to obtain any antibody against CD161 antigen
from theses libraries.
One of the possible critical aspects of selections of
antibodies from repertoires, is the likelihood
that, the used repertoires didn’t contain the anti-
body having the desired specificity.

CONCLUSIONS
In conclusion, we tried to isolate an antagonist an-
tibody against CD161 antigen. We chose a phage
display antibody-based approach using a human
scFv phage library, since the derived recombinant
antibodies would have provided many advantages

for clinical applications, such as their human origin,
that makes them poor or not at all immunogenic
and the possibility to be promptly engineered to
modify its molecular weight or to modulate its bind-
ing affinity in order to improve their safety and clin-
ical effectiveness.
Unfortunately, we were not able to isolate this spe-
cific antibody from the two phage display libraries
currently available in our laboratory, but we still be-
lieve that the antibody format here proposed may
prove to be a solid platform towards the develop-
ment of new drugs to be used alone or in combina-
tion with other therapeutics to treat MS, thus
contributing to the achievement of an integrated ap-
proach, potentially more widely effective than cur-
rently available treatments. Our idea to proceed in
this study, is to use antigen CD161 espressed in eu-
karyotic cell system to have an antigen with poten-
tially new epitopes, thus extending the likelihood of
finding effective anti-CD161 binders from the li-
braries available today, waiting to have other anti-
body repertoires.
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Attività di stimolazione elettrica transcranica (tES)
combinata con interazione aptica mediata da robot per
il miglioramento delle funzionalità dell’arto superiore
nella sclerosi multipla (ROBOTES)
Activity of combined trans-cranial electrical
stimulation (tES) and robot-mediated haptic interaction
to improve upper limb function in multiple sclerosis
(ROBOTES)
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year

Carlo Trompetto

Università degli Studi di Genova
Dipartimento di Neuroscienze, Riabilitazione, Oftalmologia,
Genetica e Scienze Materno-Infantili, Genova
La distonia spastica nella sclerosi multipla:
il lato oscuro dell’ipertono muscolare
Spastic dystonia in multiple sclerosis:
the dark side of muscle hypertonia
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 60.000 - 2 anni / years

Linda Chaabane

Fondazione Centro San Raffaele
Istituto di Neurologia Sperimentale (INSPE), Milano
Fluoro (19F) RMI: un nuovo metodo di imaging per
la rilevazione dell’infiammazione nel SNC in vivo
Fluorine (19F) MRI: a new imaging method for the
detection of CNS inflammation in vivo
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year

Elisabetta Pagani

Fondazione San Raffaele, Unità di Neuroimaging
Quantitativo, Istituto di Neurologia Sperimentale (INSPE)
Divisione di Neuroscienze, Milano
Piattaforma traslazionale per lo sviluppo di metodi
di risonanza per valutare la struttura della mielina
A translational platform for the development of MRI
methods to assess myelin architecture
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year

DIAGNOSI E MONITRAGGIO
DELLA MALATTIA / DISEASE DIAGNOSIS
AND MONITORING



Maria Assunta Rocca

Fondazione San Raffaele, Unità di Neuroimaging della
Sostanza Bianca del Sistema Nervoso Centrale, Istituto di
Neurologia Sperimentale, DIvisione di Neuroscienze, Milano
Definizione dei correlati di RM funzionale e strutturale
della presenza di disabilità clinica e compromissione
cognitiva nei pazienti con SM pediatrica
Mapping functional and structural MRI correlates
of clinical disability and cognitive impairment
in pediatric MS patients
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 94.000 - 1 anno / year

Stefania Ceruti

Università degli Studi di Milano
Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari 
Laboratorio di Farmacologia Molecolare e Cellulare della
Trasmissione Purinergica, Milano
Studi sui meccanismi molecolari e cellulari alla base
della neuropatia trigeminale e della maggiore
suscettibilità all’emicrania nella sclerosi multipla
Insights into the molecular and cellular mechanisms
at the basis of multiple sclerosis-related trigeminal
neuropathy and increased susceptibility to migraine pain
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 29.872,5 - 1 anno / year

Paola de Candia

Fondazione Multimedica Onlus, Laboratorio di Immunologia,
Milano
Analisi del ruolo del miR-146a-5p extra-cellulare
nella perdita di tolleranza immunologica
nella sclerosi multipla
Unveiling the role of extracellular vesicle-associated
miR-146a-5p in the loss of immune tolerance during
multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year

Cinthia Farina

Fondazione Centro San Raffaele, Divisione di
Neuroscienze, Istituto di Neurologia Sperimentale, Milano
Meccanismi di controllo astrocitario nella
neuroinfiammazione
Mechanisms of astrocyte control in neuroinflammation
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 226.000 - 3 anni / years

PATOGENESI E FATTORI DI RISCHIO /
PATHOGENESIS AND RISK FACTORS

Roberta Felici

University of Edinburgh
Centre for Regenerative Medicine, Edinburgh UK
Sviluppo di un dispositivo a microfluidi per lo studio
della migrazione di cellule essenziali per la
rimielinizzazione delle lesioni nella sclerosi multipla
Development of a microfluidic assay to study migration
of cells essential for remyelination in MS lesions
Borsa di Ricerca / Research Fellowship
€ 81.000 - 2 anni / years

Martina Gabrielli

CNR Istituto di Neuroscienze
Dipartimento di Scienze Biomediche, Laboratorio di
Comunicazione intercellulare nel cervello, Milano
Possibili effetti divergenti di microglia e macrofagi
sui precursori degli oligodendrociti: ruolo delle
vescicole extracellulari
Microglia versus macrophage effects on
oligodendrocyte precursor cells: role of extracellular
vesicles
Borsa di Ricerca Senior / Senior Research Fellowship
€ 68.000 - 2 anni / years

Luisa Imberti

Azienda Socio Sanitaria Territoriale Spedali Civili Brescia
Laboratorio CREA, UO Laboratorio Analisi Chimico Cliniche,
Brescia
Identificazione di clonotipi delle cellule T in corso
di leucoencefalopatia multifocale progressiva
in pazienti con sclerosi multipla: ruolo nello sviluppo
della malattia
Identification of progressive multifocal
leukoencephalopathy-related T-cell clonotypes
in natalizumab treated multiple sclerosis patients:
role in the disease development
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 28.500 - 1 anno / year

Roberta Magliozzi

Università degli Studi di Verona, Sezione di Neurologia
Dipartimento di Neuroscienze, Biomedicina e Movimento
Policlinico G.B. Rossi, Verona
Componenti strutturali e infiammatori della patologia
corticale nella sclerosi multipla
Structural and inflammatory components of cortical
pathology in multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 80.000 - 3 anni / years

BANDO DI RICERCA FISM 2016
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Giuseppe Matarese

Consiglio Nazionale delle Ricerche
Istituto di Endocrinologia e Oncologia Sperimentale, Napoli
La glicolisi come nuovo deterinante metabolico
tra la tolleranza immunologica e la patogenesi
della sclerosi multipla
Glycolysis as novel metabolic determinant linking
immune tolerance and pathogenesis of multiple
sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 307.500 - 3 anni / years

Simona Rolla

Università degli Studi di Torino, Dipartimento di Scienze
Cliniche e Biologiche, Orbassano (TO)
Il microbiota intestinale e la diversità metagenomica
nello sviluppo della sclerosi multipla
Gut microbiota and metagenomic diversity
in the development of multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year

Barbara Serafini

Istituto Superiore di Sanità
Dipartimento di Biologia Cellulare e Neuroscienze, Roma
Studio dei meccanismi immunopatologici in tessuto
cerebrale donato da persone con sclerosi multipla:
focus su linfociti T citotossici EBV-specifici,
cellule NK e risposta all’IFN-gamma
Study of immunopathological mechanisms in the
multiple sclerosis brain: focus on Epstein-Barr
virus-specific cytotoxic T lymphocytes, NK cells and
response to IFN-gamma
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 100.000 - 2 anni / years

Loretta Tuosto

Sapienza Università di Roma, Dipartimento di Biologia e
Biotecnologie Charles Darwin, Roma
Ruolo del CD28 e della PI3K di classe 1A
nella regolazione dei processi metabolici associati
alle risposte pro-infiammatorie dei linfociti T
nella SM
Role of CD28 and associated class 1A PI3K in the
regulation of the cellular metabolic programs
associated to pro-inflammatory T cell responses in MS
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 100.000 - 2 anni / years

Claudia Verderio

CNR, Istituto di Neuroscienze
Dipartimento di Scienze Biomediche, Milano
Coinvolgimento delle vescicole extracellulari
rilasciate da cellule microgliali nelle disfunzioni
sinaptiche nella sclerosi multipla
On the role of extracellular vesicles derived from
inflammatory microglia in synaptic dysfunction
in multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year

Elisabetta Volpe

Fondazione Santa Lucia
Laboratorio di Neuroimmunologia, Roma
Studio del potenziale ruolo neuroprotettivo della
interleuchina-9 nella sclerosi multipla
Study of the potential neuroprotective role of
interleukin-9 in multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 160.000 - 3 anni / years

Michele Zagnoni

University of Strathclyde
Centre for Microsystems & Photonics, Department of
Electronic and Electrical Engineering, Glasgow, UK
Quali meccanismi regolano il reclutamento
delle cellule coinvolte nella riparazione di lesioni
nella sclerosi multipla?
How are repairing brain cells successfully recruited
to multiple sclerosis lesions?
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year



Bruno Bonetti

Università degli Studi di Verona, Dipartimento di
Neuroscienze, Biomecina e Movimento, Verona
Homing e target cellulare di esosomi isolati da cellule
staminali mesenchimali in un modello sperimentale
di encefalomielite autoimmune
Homing and cell target of exosomes derived from
adipose mesenchymal stem cells in experimental
autoimmune encephalomyelitis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 113.000 - 2 anni / years

Alessia Capotondo

Fondazione Centro San Raffaele, Divisione di Neuroscienze
Unità di Neuroimmunologia, Milano
Ingegnerizzare cellule microgliali per il rilascio di
molecole terapeutiche nel SNC di topi con EAS
Engineering microglia cells for the delivery of
therapeutic molecules in the CNS of EAE mice
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year

Luca D’Andrea

Consiglio Nazionale delle Ricerche
Istituto di Biostrutture e Bioimmagini, Napoli
Nuove molecole sintetiche che inducono
la sopravvivenza degli oligodendrociti attivando
i recettori Axl
Novel synthetic molecules promoting oligodendrocytes
survival in multiple sclerosis lesions by activation
of Axl receptors
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year

Antonina Dolei

Università degli Studi di Sassari
Dipartimento di Scienze Biomediche, Sassari
Studio dell’inibitore di JCV SF2/ASF in presenza
di Natalizumab, per capire i meccanismi della PML
Natalizumab-associata nei pazienti con SM
Study of the JCV suppressor SF2/ASF under
Natalizumab, to give insights on the mechanisms of
Natalizumab-associated PML of MS patients
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 60.000 - 1 anno / year

VERSO NUOVI TRATTAMENTI /
TOWARDS NEW TREATMENTS 

Ivano Eberini

Università degli Studi di Milano, Dipartimento di Scienze
Farmacologiche e Biomolecolari, Milano
Approfondimento e modelling dei meccanismi di
rimielinizzazione indotti da antimicotici azolici in uso
clinico con caratteristiche di riposizionamento
Deciphering and modelling remyelinating mechanisms
induced by clinically-used azole antifungals with
exploitable repurposing properties
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 75.000 - 1 anno / year

Maira Gironi

Ospedale San Raffaele, INSPE
Unità Operativa di Neuroimmunologia Clinica
Centro Sclerosi Multipla, Milano
Anticorpi anti fosfolipidi ossidati: una potenziale
risorsa naturale protettiva per la sclerosi multipla
Anti oxidized-phospholipids antibodies as inhibitors of
neuroinflammation: exploiting a natural immune
protective tool to fight multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year

Francesco Ria

Università Cattolica del Sacro Cuore, Facoltà di Medicina
e Chirurgia, Istituto di Patologia Generale, Roma
Liposomi “janus-faced” come strumenti terapeutici
in grado di mediare un fenotipo T soppressorio
nella sclerosi multipla
Janus-faced liposomes as therapeutic tools to drive T
suppressor phenotype in multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 300.000 - 3 anni / years
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PROGETTI SPECIALI 2016
SPECIAL PROJECTS 2016

Giampalo Brichetto

Ricerca Scientifica, Fondazione Italiana Sclerosi Multipla,
FISM, Genova
Applicazione mobile per il monitoraggio dell’emozione
motore-cognitiva nella sclerosi multipla
MAppingMS: Mobile Application for monitoring of
motor-cognition-emotion in Multiple Sclerosis
Progetto Speciale / Special Project
€ 95.238 - 1 anno / year

Giancarlo Comi

Ospedale San Raffaele, Istituto di Neurologia Sperimentale
(INSPE), Divisione di Neuroscienze, Milano
Rischio individuale nelle sindromi clinicamente
isolate di conversione a sclerosi multipla e
progressione della malattia: un approccio integrato di
clinica, genomica e di sanità pubblica
Individual risk in clinically isolated syndromes of
conversion to multiple sclerosis and disease
progression: an integrated public health clinical
genomics approach
Progetto Speciale / Special Project
€ 95.238 - 3 anni / years

NEURORIABILITAZIONE E QUALITÀ
DELLA VITA / NEUROREHABILITATION
AND QUALITY OF LIFE

DIAGNOSI E MONITRAGGIO
DELLA MALATTIA / DISEASE DIAGNOSIS
AND MONITORING

Giovanni Ristori

Centro Neurologico Terapie Sperimentali (CENTERS)
Sapienza Università di Roma, Neurologia e Dipartimento di
Neuroscienze, Salute Mentale e Organi di Senso NESMOS 
Ospedale Sant’Andrea, Roma
Vaccino Bacille Calmette-Guérin (BCG) nella sindrome
clinicamente isolata (RIS)
Bacille Calmette-Guérin (BCG) vaccine in
radiologically isolated syndrome (RIS)
Progetto Speciale / Special Project
€ 216.667 - 2 anni / years

VERSO NUOVI TRATTAMENTI /
TOWARDS NEW TREATMENTS 



BANDO DI RICERCA FISM 2015

PROGETTI DI RICERCA E BORSE DI STUDIO FINANZIATI DA FISM 2015
FISM FUNDED RESEARCH PROJECTS AND FELLOWSHIPS 2015

Alessandra Solari

Fondazione IRCCS Istituto Neurologico Carlo Besta
U.O. Neuroepidemiologia, Milano
Affrontare la transizione (ManTra) - una risorsa per
le persone con sclerosi multipla secondariamente
progressiva. Fase 1: costruzione della risorsa
Managing the transition (ManTra) - a resource for
persons with secondary progressive MS.
Phase 1: construction of the resource
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 77.227,5 - 2 anni / years

Cristina Rivellini

Fondazione Centro San Raffaele
INSPE-Istituto di Neurologia Sperimentale
Ospedale San Raffaele, Milano
Ruolo di Jab1 nella patogenesi della SM progressiva
Role of Jab1 in the pathogenesis of progressive MS
Borsa di Ricerca / Reserch Fellowship
€ 50.000 - 2 anni / years

Raffaella Molteni

Università degli Studi di Milano, Dipartimento di Scienze
Farmacologiche e Biomolecolari, Milano
Comorbidità tra sclerosi multipla e depressione:
ruolo degli eventi avversi in età precoce
Multiple sclerosis and depression comorbidity:
deciphering the role of early-life adversities
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 25.000 - 1 anno / year

SM PROGRESSIVA / PROGRESSIVE MS

NEURORIABILITAZIONE E QUALITÀ
DELLA VITA / NEUROREHABILITATION
AND QUALITY OF LIFE

Clara Ballerini

Università degli Studi di Firenze
Dipartimento Neuroscienze, Psicologia, Area del Farmaco
e Salute del Bambino (NEUROFARBA), Firenze
Valutazione dell’impatto delle terapie
immunomodulatorie su pazienti SMRR tramite
lo studio del repertorio TCR con tecniche di
next generation sequencing
Impact of successful immunomodulatory therapies
in SMRR on human TCR repertoire by next generation
sequencing
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 155.000 - 2 anni / years

Annalisa Barla

Università degli Studi di Genova
DIBRIS - Dipartimento di Informatica, Bioingegneria,
Robotica e Ingegneria dei Sistemi, Genova
Rilevamento precoce di progressione della sclerosi
multipla basato su scale cliniche e misure
auto-riportate (DETECT-MS PRO)
Early DETECTion of Multiple Sclerosis progression
driven by clinical scales and Patient Reported
Outcome (DETECT-MS PRO)
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 110.000 - 2 anni / years

Antonio Bertolotto

Istituto di Neuroscienze della Fondazione
Cavalieri Ottolenghi (NICO) 
AOU San Luigi Gonzaga
SCDO Neurologia 2, Orbassano (TO)
Studio del ruolo diagnostico e prognostico
degli anticorpi anti-canale del potassio KIR4.1
nella sclerosi multipla
Evaluation of the diagnostic and prognostic role
of anti-potassium channel KIR4.1 antibodies
in multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 72.000 - 1 anno / year

DIAGNOSI E MONITRAGGIO
DELLA MALATTIA / DISEASE DIAGNOSIS
AND MONITORING
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Piero Del Boccio

Università degli Studi “G. d’Annunzio” Chieti-Pescara
Dipartimento di Scienze Mediche, Orali e Biotecnologiche,
Centro Scienze dell’Invecchiamento (Ce.S.I.)
Unità di Biochimica Analitica e Proteomica, Chieti
Studio del metaboloma delle lacrime per la ricerca di
nuovi biomarcatori molecolari nella sclerosi multipla
Study of tears metabolome for the research of new
molecular biomarkers in multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 29.500 - 1 anno / year

Lucilla Nobbio

Università degli Studi di Genova
Dipartimento di Neuroscienze, Riabilitazione, Oftalmologia,
Genetica e Scienze Materno-Infantili (DiNOGMI), Genova
Marcatori biologici per monitorare demielinizzazione
e rimielinizzazione
Biomarkers to monitor demyelination and
remyelination
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 111.350 - 2 anni / years

Girolama Alessandra Marfia

Università degli Studi di Roma Tor Vergata
Dipartimento di Medicina dei Sistemi, Roma
Motor Unit Number Estimation (MUNE):
nuova potenziale misura elettrofisiologica di
neurodegenerazione infiammatoria della sostanza
grigia spinale nella sclerosi multipla
Exploring Motor Unit Number Estimation (MUNE)
as a novel measure of multiple sclerosis-associated
inflammatory neurodegeneration in spinal cord
grey matter
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year

Sandra D’Alfonso

Università del Piemonte Orientale
Dipartimento di Scienze della Salute, Novara
Studio genomico e funzionale del ruolo
del “pathway” di TNFSF14-TNFRSF14
nella suscettibilità alla sclerosi multipla
Genomic and functional evaluation of the role
of the TNFSF14-TNFRSF14 pathway
in susceptibility to multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 185.000 - 2 anni / years

Francesca Santoni de Sio

Fondazione Centro San Raffaele
Dipartimento di Medicina Rigenerativa, Cellule Staminali
e Terapia Genica, Milano
Studio del ruolo delle proteine KRAB
(Kruppel-Associated Box) nella deregolazione
epigenetica del sistema immunitario adattattivo
nella sclerosi multipla
Assessing the role of Kruppel-Associated Box (KRAB)
proteins in the epigenetic deregulation of adaptive
immune system in multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 100.000 - 1 anno / year

Paolo Muraro

Imperial College London
Department of Medicine
Division of Brain Sciences, London, UK
Risposte T cellulari citotossiche dirette contro il virus
di Epstein-Barr e crossreattive con proteine della
mielina in persone con la SM
Unregulated cytotoxic T cell responses
to Epstein-Barr virus crossreacting to myelin proteins
in people with MS
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 210.000 - 2 anni / years

PATOGENESI E FATTORI DI RISCHIO /
PATHOGENESIS AND RISK FACTORS



Marco Patrone

Fondazione Centro San Raffaele
Divisione di Immunologia, Trapianti e Malattie Infettive,
Milano
Caratterizzazione molecolare di varianti protettive
e di rischio nella sclerosi multipla dell’antigene
nucleare 2 del virus di Epstein-Barr
Molecular characterization of the protective
and risk variants of Epstein-Barr nuclear antigen 2
in multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 56.000 - 1 anno / year

Roberta Rizzo

Università degli Studi di Ferrara
Dipartimento di Scienze Mediche Sezione di Microbiologia
e Genetica Medica, Ferrara
Attivazione e differenziamento delle cellule
Natural Killer in risposta alle infezioni da Herpesvirus
nella sclerosi multipla
Natural Killer cell activation and differentiation in
response to Herpevirus infection in multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 82.000 - 2 anni / years

Michele Zampieri

Sapienza Università di Roma
Dipartimento di Biotecnologie Cellulari ed Ematologia, Roma
Associazione tra i livelli di 5-idrossimetilcitosina
e la poli (ADP-ribosilazione) nel cervello di individui
affetti da SM
Link between 5-hydroxymethycytosine levels
and poly(ADP-ribosyl)ation in human MS brain
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 29.000 - 1 anno / year

Stefano Angiari

Università degli Studi di Verona
Dipartimento di Patologia e Diagnostica
Sezione di Patologia Generale, Verona
Studio dei meccanismi molecolari coinvolti
nell’interazione tra neutrofili ed endotelio vascolare
nei vasi sanguigni del sistema nervoso centrale
durante l’encefalomielite sperimentale autoimmune
Identification of the molecular mechanisms controlling
neutrophil-endothelial interactions in central nervous
system venules during experimental autoimmune
encephalomyelitis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 30.000 - 1 anno / year

Silvia Dusi

Università degli Studi di Verona
Dipartimento di Patologia e Diagnostica
Laboratorio di Neuroimmunologia, Verona
Visualizzazione e caratterizzazione delle dinamiche
intraparenchimali dei neutrofili nel sistema nervoso
centrale durante l’encefalomielite autoimmune
sperimentale
Visualization and characterization of neutrophil
intraparenchymal dynamics in the central nervous
system during experimental autoimmune
encephalomyelitis
Borsa di Ricerca / Reserch Fellowship
€ 49.000 - 2 anni / years

Valerio Chiurchiù

IRCCS Fondazione Santa Lucia, Roma
Plasticità e polarizzazione dei macrofagi e della
microglia come target nella sclerosi multipla:
“in/ex vivo” veritas
Targeting macrophage/microglia plasticity and
polarization in multiple sclerosis: “in/ex vivo” veritas
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 55.000 - 1 anno / year

Vincenzo Barnaba

Sapienza Università di Roma
Dipartimento di Medicina Interna e Specialità Mediche, Roma
Ruolo delle risposte di cellule T CD8+
a epitopi associati a cellule T apoptotiche
nella sclerosi multipla e nella encefalomielite
sperimentale autoimmune
Role of CD8+ T cell responses to apoptotic T
cell-associated epitopes in multiple sclerosis and
in experimental autoimmune encephalomyelitis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 222.000 - 2 anni / years

Francesca Boscia

Università degli Studi di Napoli “Federico II”
Dipartimento di Neuroscienze e Scienze Riproduttive ed
Odontostomatologiche, Napoli
Studio del ruolo dell’isoforma dello scambiatore
Na+/Ca+2 NCX3 nella rimielinizzazione del
sistema nervoso centrale
Role of the Na+/Ca+2 exchanger NCX3 in central
nervous system remyelination
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 98.000 - 1 anno / year

BANDO DI RICERCA FISM 2015
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Vittorio Gallo

Children’s Research Institute
Center for Neuroscience Research, Washington DC, USA
Meccanismi di segnalazione implicati in genesi e
rigenerazione di oligodendrociti mediati da Sox17
Signaling mechanisms underlying Sox17-mediated
oligodendrocyte generation and repair
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 184.260 - 3 anni / years

Francesco Cucca

Istituto di Ricerca Genetica e Biomedica del CNR,
Dipartimento di Biomedicina, Monserrato (CA)
Elucidazione del ruolo di BAFF e della sua via
immuno-patogenetica nell’insorgenza della sclerosi
multipla e utilizzo dell’avanzamento in conoscenza
per lo sviluppo di terapie più mirate ed efficaci
Dissection of the BAFF pathway in multiple sclerosis
with a view toward more specific and effective
therapies
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 240.000 - 3 anni / years

Roberta Brambilla

University of Miami
The Miami Project To Cure Paralysis, Miller School of
Medicine, Miami, USA
Meccanismi molecolari della funzione protettiva
del TNFR2 oligodendrogliale: un nuovo target
terapeutico nelle patologie neuroimmuni
Molecular mechanisms of the protective function
of oligodendroglial TNFR2: a new therapeutic target
in neuro-immune disease
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 161.000 - 3 anni / years

Massimo Degano

Fondazione Centro San Raffaele, Divisione di
Immunologia, Trapianti e Malattie Infettive, Milano
Struttura cristallografica e caratterizzazione funzionale
del recettore GPR17, un bersaglio innovativo per
terapia di rimielinizzazione nella sclerosi multipla
Crystal structure and functional characterization
of the GPR17 receptor, a novel pharmacological target
for remyelination therapy in multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 150.000 - 1 anno / year

VERSO NUOVI TRATTAMENTI /
TOWARDS NEW TREATMENTS 

Rosetta Pedotti

Fondazione IRCCS Istituto Neurologico Carlo Besta
Unità di Neuroimmunologia e Malattie Neuromuscolari,
Milano
Il ruolo della prokineticina 2 nella autoimmunità
del sistema nervoso centrale e neurodegenerazione
The role of prokineticin 2 in CNS autoimmunity
and neurodegeneration
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 128.250 - 2 anni / years

Antonio Uccelli

Università degli Studi di Genova
Dipartimento di Neuroscienze, Riabilitazione,
Oftalmologia, Genetica e Scienze Materno-Infantili
(DINOGMI), Genova
Targeting terapeutico dell’attività e dell’espressione
di REST allo scopo di ridurre la neurodegenerazione
ed i deficit sinaptici in modelli di EAE cronica
Therapeutic targeting of REST activity and expression
to reduce neurodegeneration and synaptic deficits
in chronic EAE
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 235.000 - 3 anni / years

Flavia Valtorta

Università Vita-Salute San Raffaele,
Facoltà di Medicina e Chirurgia
Laboratorio di Neuropsicofarmacologia, Milano
Meccanismi omeostatici presinaptici
nel corso di trattamento cronico di neuroni
con citochine proinfiammatorie ed in corso di
encefalite allergica sperimentale
Presynaptic homeostatic mechanisms upon chronic
treatments of neurons with inflammatory cytokines
and in the course of EAE
Progetto di Ricerca / Research Project
€ 210.000 - 2 anni / years
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Maria Pia Abbracchio
Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari, Università degli Studi di Milano, MILANO

Clara Ballerini
NEUROFARBA Dipartimento di Neuroscienze, Psicologia, Area del Farmaco e Salute del Bambino,
Università degli Studi di Firenze, FIRENZE

Luca Battistini
IRCCS Santa Lucia, Unità di Neuroimmunologia, European Centre for Brain Research, ROMA

Antonio Bertolotto
AOU S. Luigi Gonzaga, Centro di riferimento Regionale Sclerosi Multipla (CReSM), Orbassano (TO)

Roberta Brambilla
University of Miami, The Miami Project To Cure Paralysis, Miller School of Medicine, MIAMI US

Sandra D’Alfonso
Dipartimento di Scienze della Salute, Università degli Studi del Piemonte Orientale, NOVARA
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