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Introduzione / Introduction

«Ci spinge un insopprimibile bisogno di rispondere a domande brucianti. Brucianti per noi ricercatori. Brucianti per
le persone con sclerosi multipla e patologie correlate, che alla ricerca scientifica chiedono di poter vivere davvero». E
nelle parole di uno dei nostri ricercatori, membro del nostro Comitato Scientifico, che leggiamo lo spirito della ricerca
scientifica FISM.

Il nostro modo di lavorare, la nostra strategia, il nostro viaggio sono interlacciate come una ragnatela.

Nellatrama direte pit esterna, che tutte le altre contiene, c’'e una strategia globale della ricerca scientifica in tutti i campi:
come ci indica il titolo del Convegno FISM 2024, lavoriamo per inserire la salute del cervello - una partita che riguarda
miliardi di persone nel mondo - in un’agenda unitaria, mondiale, che ci colleghi tutti.

Dentro la prima, una seconda rete di connessioni.

Dal maggio 2023 le Associazioni per la Sclerosi Multipladi ltalia, Australia, Canada, Danimarca, Francia, Germania, Spagna,
Regno Unito, Stati Uniti, insieme alla loro Federazione Internazionale SM, hanno dichiarato il loro impegno collettivo per
una strategia di ricerca globale che porti a cure risolutive per la SM.

Ci siamo dati tre direttrici. La prima: bloccare la sclerosi multipla (stop MS), la progressione dei sintomi e della disabilita,
trovando i nuovi trattamenti che ancora mancano. La seconda: recuperare la funzione (restore MS): trovare strategie
per riparare la mielina, rendere sempre piu efficace la riabilitazione, migliorare la qualita di vita delle persone. La terza:
mettere una volta per tutte la parola fine alla SM (end MS), che vuol dire ridurre a zero i fattori di rischio e arrivare a un
mondo in cui non ci sia pit nessuna diagnosi di sclerosi multipla.

Un percorso gia consistente, di cui siamo orgogliosi protagonisti: nel periodo 2021-2023, nel mondo, secondo unaricerca
commissionata dalle associazioni e dalla Federazione Internazionale SM, sono attivi 2.346 progetti di ricerca, per un
valore totale di 1.394.465.196 €, di cui oltre 806 - per un valore di oltre 421 milioni - in Europa.

Il terzo cerchio, interno e connesso agli altri due, € stato anche il primo a essere stato disegnato ed ¢ la strategia che guida
laricercaindirizzata, promossa e finanziata da AISM con la sua Fondazione, presentata nell’Agenda della Sclerosi Multipla
e patologie correlate 2025. Ci indirizza, in piena sintonia con le strategie globali della ricerca, a scoprire le cause della
SM (prevenzione primaria), bloccare sin dall’'inizio la SM e le patologie correlate (prevenzione secondaria), rallentare e
fermare la progressione e i sintomi, promuovendo il benessere e la qualita di vita delle persone, che sono seme, radice e
meta di ogni nostro impegno quotidiano.

Nel periodo 2020-2024, nel portfolio di FISM risultano attivi 188 progetti: 84 per bloccare la SM, 74 per ristabilire la
funzione, 23 per la prevenzione primaria e 7 per potenziare le infrastrutture di ricerca, per un investimento complessivo
di 56 milioni di euro.

| 12 progetti conclusi presentati in questo Compendio, insieme ai 3 del Registro Italiano Sclerosi Multipla e ai Progetti
speciali tuttorain corso, fotografano lo stato dell’arte della nostra ricerca.

Due sono dedicati a importanti fattori di rischio, I'impatto del Covid e dell'inquinamento sulla malattia; altri due
rappresentano il contributo di FISM all’irrinunciabile ricerca sulle cause della SM.

Tre gli studi dedicati all'identificazione di nuove strade per migliorare la diagnosi e il monitoraggio della malattia.
Un terzo ambito di questo Compendio & costituto dai progetti mirati a identificare strade per nuovi trattamenti.

Decisamente importanti, per la strategia complessiva della nostraricerca, i progetti speciali indirizzati alla messa a punto
di una medicina sempre piu personalizzata. A titolo di esempio il progetto che utilizza i dati riportati dalle persone (Patient
Reported Outcome). Sempre di pili le persone coinvolte nella SM si rivelano co-attori decisivi.

Un'ultima nota: con il bando 2023 abbiamo ottenuto 125 richieste di finanziamento: di questi 24 sono stati finanziati.
La nostraricerca di eccellenza € viva e vitale, anche piu delle risorse che riusciamo a mettere a disposizione.

Abbiamo tutti insieme la responsabilita di fare il possibile e anche di piu per rendere possibili tutti i progetti di ricerca
che possono cambiare la storia di tante persone e arrivare alla meta del viaggio, un mondo libero dalla sclerosi multipla.

Presidente FISM Direttore Ricerca Scientifica FISM



«We are driven by anirrepressible need to answer burning questions. Burning for us researchers. Burning for people with
multiple sclerosis and related disorders, who ask scientific research to be able to truly live." It is in the words of one of our
researchers, member of our Scientific Committee, that we read the spirit of FISM scientific research.

Our way of working, our strategy, our journey are intertwined like a spider's web.

In the outermost network, which contains all the others, there is a global strategy for scientific research in all fields: as the
title of the FISM 2024 conference indicates, we work to include brain health - an issue that concerns billions of people in
the world - in a united, global agenda that connects us all.

Inside the first, a second network of connections. Since May 2023, the Multiple Sclerosis Societies of Italy, Australia,
Canada, Denmark, France, Germany, Spain, the United Kingdom, the United States, together with their International MS
Federation, have declared their collective commitment to a global research strategy that leads to definitive treatments
for MS.

We have given ourselves three directions. The first: blocking multiple sclerosis (stop MS), the progression of symptoms
and disability, by finding the new treatments that are still missing. The second: recover function (restore MS) that is to find
strategies to repair myelin, to make rehabilitation increasingly effective, to improve people's quality of life. The third: put
an end to MS once and for all (end MS), which means reducing risk factors to zero and arriving at a world in which there is
no longer any diagnosis of multiple sclerosis.

A substantial path, of which we are proud protagonists: in the period 2021-2023, in the world, according to research
commissioned by the Societies and the International MS Federation, 2,346 research projects are active, for a total value
of €1,394,465,196, of which over 806 - worth over €421 million - in Europe.

The third circle, internal and connected to the other two networks, was also the first to be designed. This is the strategy
that guides the research directed, promoted and financed by AISM with its Foundation, presented in the Agenda of
Multiple Sclerosis and related pathologies 2025. It directs us, in full harmony with global research strategies, to discover
the causes of MS (primary prevention), block MS and related disorders from the beginning (secondary prevention), slow
down and stop the progression and symptoms, promoting the well-being and quality of life of people, who are the seed,
root and goal of all our daily commitments.

In the period 2020-2024, 188 projects are active in the FISM portfolio: 84 to block MS, 74 to restore function, 23 for
primary prevention and 7 to strengthen research infrastructures, for a total investment of €56 million euros.

The 12 completed projects presented in this Compendium, together with the 3 from the Italian Multiple Sclerosis Registry
and the special projects still underway, illustrate the state of the art of our research.

Two are dedicated to important risk factors, the impact of Covid and pollution on the disease; two others represent
FISM's contribution to the indispensable research on the causes of MS.

Three studies are dedicated to identifying new ways to improve the diagnosis and monitoring of the disease. A third area
of this Compendium consists of projects aimed at identifying paths for new treatments.

The special projects are significantly important for the overall strategy of our research, aimed at developing increasingly
personalized medicine. A clear example is the project that uses data reported by people (Patient Reported Outcomes).
More and more, people involved in MS are proving to be decisive co-actors.

One last note: following the 2023 call for proposals, we received 125 funding requests: of these, 24 were funded. Our
excellent research is alive and vital, even more than the resources we are able to provide.

We all have the responsibility to do everything we can and even more to make all the research projects that can change
the lives of many people possible and reach the final destination of our journey, a world free from multiple sclerosis.

Chairman of the Italian Director of Scientific Research for the
Muiltiple Sclerosis Foundation Italian Multiple Sclerosis Foundation
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progetti attivi
active projects

5,2 milioni / 5.2 million €

stanziati per la ricerca
scientifica nel 2023
allocated to scientific
research in 2023

L’Associazione Italiana Sclerosi Multipla, attraverso la sua
Fondazione (FISM), promuove e orienta la ricerca scientifica
sulla sclerosi multipla in Italia e ne € la principale finanziatrice:
sostiene il percorso scientifico dei ricercatori di talento, tramite
un bando annuale di carattere generale rispetto agli obiettivi di
ricerca, bandi dedicati a programmi speciali, la partecipazione
a progetti internazionali, la promozione e il finanziamento di
centri/network di eccellenza e infrastrutture di ricerca.

Per individuare terapie e trattamenti efficaci a rallentare il
decorso dellamalattia e per trovare,domani, una curarisolutiva,
AISM e FISM hanno guidato il talento e la passione dei
ricercatori negli ambiti di ricerca piu promettenti, investendo
oltre 22 milioni di euro negli ultimi 3 anni. Hanno contribuito
al posizionamento di eccellenza del sistema di ricerca italiano;
oltre a finanziare la ricerca extramurale e intramurale, hanno
sviluppato modelli europei innovativi di partnership finalizzati
a promuovere un unico ecosistema tra ricerca e cura.
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Open and integrate

Investire nelle infrastrutture
e nelle risorse per la gestione
delle stesse

196

gruppi di ricerca attivi
active research groups

Tutte le persone con SM e patologie correlate, loro caregiver
e familiari hanno diritto a una ricerca scientifica rigorosa, di
eccellenzaeinnovativachesiaindirizzata, promossaefinanziata,
inmodo coresponsabile datuttigliattoriche condividono questa
missione, verso una cura personalizzata. Un diritto alla ricerca
chessideve esplicare anche attraverso la cittadinanza scientifica:
la conoscenza e il coinvolgimento di tutti i cittadini - non solto
delle personeinteressate - per garantire la piena partecipazione
e la traduzione della ricerca in risposte concrete per le persone
e per la societa (cfr. Agenda della sclerosi multipla e patologie
correlate 2025).

La ricerca FISM & finanziata in accordo con la mappa strategica
difinanziamento AISM-FISM.

1) Fund and forget, finanzia e dimentica:
investire nell'innovazione, basata sulle idee
del ricercatore

2) Select and oversee, seleziona e monitora:
sostenere un'area di ricerca specifica e
monitorare i progressi della ricerca

3) Open and integrate, aprire e integrare:
sostenere insieme anche ad altri enti di
ricerca, le infrastrutture di ricerca e le risoprse
per la gestione delle stesse anche per garantire
cheirisultati della ricerca siano condivisi

4) Commit and integrate, impegno e
integrazione con tutti gli attori coinvolti:
I'impegno delle fondazioni a sostenere aree di
ricerca strategiche integrando le competenze
di tutti gli attori (stakeholder) coinvolti

Zaratin P, Battaglia M.A. and Abbracchio MP, Trends in Pharmacological Sciences, 2014 - Cell Press
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The Italian Multiple Sclerosis Association, through its Foundation
(FISM), promotes and guides research on multiple sclerosis in Italy
and is its main funder: it supports the scientific path of talented
researchers, through an annual call of a general nature with respect
to the research objectives, calls dedicated to special programs,
participation in international projects, promotion and financing of
centers / networks of excellence and research infrastructures.

To identify effective therapies and treatments to slow down the
course of the disease and to find, tomorrow, a definitive cure,
AISM and FISM have guided the talent and passion of researchers
in the most promising research areas, investing over 22 million
euros in the last 3 years. They have contributed to the positioning
of excellence of the Italian research system; in addition to funding
extramural and intramural research, they have developed
innovative European models of partnerships aimed at promoting
a single ecosystem between research and care.

All people with MS and related diseases, their caregivers and
family members have the right to rigorous, excellent and
innovative scientific research that is directed, promoted and
funded, in a co-responsible way by all the actors who share
this mission, towards personalized care. A right to research
that must also be expressed through scientific citizenship: the
knowledge and involvement of all citizens - not only the persons
concerned - to ensure full participation and the translation
of research into tangible answers for people and for society
(cfr. Multiple sclerosis and related diseases Agenda 2025).

FISM research is funded in accordance with the AISM-FISM
funding strategy map.

1) Fund and forget: investing in innovation,
based on the ideas of the researcher;
2) Select and oversee, select and monitor:

‘5 Select and oversee Commit and integrate support a specific research area and monitor

£ Portfolio Foundation Stakeholders research progress .

) driven driven 3) Open and integrate, open and integrate:
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g institutions, research infrastructures and
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§ Fund and forget Open and integrate that research results are shared

T 4) Commit and integrate, commitment and

O Investigator Project resources q q 5 S .

o . . integration with all the actors involved: the
driven driven

Project management

commitment of the foundations to support
strategic research areas by integrating the
skills of all the actors (stakeholders) involved

Zaratin P, Battaglia M.A. and Abbracchio MP, Trends in Pharmacological Sciences, 2014 - Cell Press
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COVID-19 nelle persone con sclerosi multipla:
impatto su attivita, progressione, profili
neuropsichiatrici e aspetti immunologici della
malattia. Lo studio DISCERNING

Unita di Neurologia, Unita di Neuroriabilitazione, Servizio di Neurofisiologia, IRCCS Ospedale
San Raffaele; Milano; Universita Vita-Salute San Raffaele, Milano, Italia

COLLABORATORI/COLLABORATORS

Maria A. Rocca, Vittorio Martinelli, Roberto Furlan, Paolo Preziosa, Chiara Zanetta,
Agostino Nozzolillo, Federico Montini, Olga Marchesi, Alessandro Meani

La pandemia da coronavirus 2019 (COVID-19) ha solle-
vato preoccupazioni in relazione alla salute delle perso-
ne con sclerosi multipla, poiché sono state considerate a
maggior rischio di contrarre I'infezione e di sviluppare una
forma piu severa di COVID-19. Nella popolazione gene-
rale, fattori demografici, ecologici, politico-economici e
la presenza di comorbidita hanno influenzato la gravita
di COVID-19. Nelle persone con sclerosi multipla, I'eta
avanzata, il sesso maschile, le comorbidita, una maggiore
disabilita, il trattamento con terapie altamente efficaci e
I'uso recente di steroidi sono stati associati ad un aumen-
tato rischio di COVID-19 e ad una prognosi peggiore. Li-
dentificazione di tali caratteristiche ¢ utile per individuare
i pazienti a rischio di COVID-19 grave, ma la loro utilita &
limitata in termini di interventi preventivi poiché rappre-
sentano tratti non modificabili. Al contrario, studi sulla po-
polazione generale hanno evidenziato come anche fattori
modificabili come un maggiore indice di massa corporea,
livelli elevati di glucosio nel sangue ed il fumo di sigaretta
siano associati ad un’infezione pil severa, aprendo la stra-
da a strategie preventive personalizzate.

Sulla base delle conoscenze attuali, I'infezione da SARS-
CoV-2 potrebbe influenzare diversi aspetti della sclerosi
multipla, compresa l'attivita di malattia, la necessita di
un cambio terapeutico, la progressione della disabilita ed
il peggioramento dei sintomi psicologici. Inoltre, la rispo-
sta immunitaria all'infezione da SARS-CoV-2 non ¢ stata
completamente caratterizzata nelle persone con sclerosi
multipla.

Questo studio ha valutato un gruppo di pazienti con scle-

rosi multipla che ha sviluppato la malattia da COVID-19
(COVID-19(+)) confrontandolo con un gruppo di pazienti
senza COVID-19 (COVID-19(-)), identificando fattori de-
mografici, biologici e dello stile di vita associati all'infezio-
ne da SARS-CoV-2. Abbiamo anche esplorato se la malat-
tia da COVID-19 fosse correlata ad un aumentato rischio
di attivita infiammatoria di malattia, peggioramento della
disabilita, modifiche del trattamento, deficit cognitivi e
sintomi psicologici nei 18-24 mesi successivi all'infezione.
Infine, abbiamo caratterizzato la rispostaimmunitaria ver-
so SARS-CoV-2 nel gruppo di pazienti COVID-19(+), valu-
tando il ruolo della vaccinazione.

Nello studio sono stati inclusi pazienti afferenti presso il
Centro Sclerosi Multipla dell'lRCCS Ospedale San Raffa-
ele. | dati basali sono stati raccolti per 174 pazienti CO-
VID-19(+) e 348 COVID-19(-), con caratteristiche similiin
termini di eta, sesso, disabilitd, durata di malattia e tratta-
mento. | dati di follow-up erano disponibili per 136 pazien-
ti COVID-19(+) e 186 pazienti COVID-19(-).

Livelli pit elevati di vitamina D e lo stato di fumatore attivo
sono emersi come fattori protettivi nei confronti dell'infe-
zione da SARS-CoV-2, mentre avere piu conviventi e lavo-
rare a stretto contatto con gli altri o nel settore sanitario
aumentava il rischio di COVID-19.

Il nostro studio ha inoltre dimostrato che la malattia da
COVID-19 non é correlata ad un aumentato rischio di at-
tivita infliammatoria di malattia, progressione della disabi-
lita o modifiche al trattamento nei 18-24 mesi successivi
all'infezione. La percentuale di pazienti con riacutizzazioni



(6.6% vs 5.4%), necessita di cambiamento del trattamen-
to (7.4% vs 3.8%), presenza di lesioni nuove o ingrandite
alla risonanza magnetica dell’encefalo (8.8% vs 10.2%) e
presenza di lesioni captanti il mezzo di contrasto (6.7% vs
3.9%) sono infatti simili tra i due gruppi.

Inoltre, abbiamo riscontrato che la compromissione co-
gnitiva ed i disturbi dell'umore, tra cui stanchezza, ansia,
depressione, scarsa qualita del sonno e sintomi da distur-
bo da stress post-traumatico, sono simili nelle persone con
sclerosi multipla con COVID-19 rispetto a quelle senza
18-24 mesi dopo l'infezione. Nello specifico, non abbiamo
evidenziato differenze significative in termini di memoria,
velocita di elaborazione delle informazioni, attenzione e
fluenza verbale tra i due gruppi. Infine, anche la risposta
immunitaria all'infezione & comparabile tra persone con
sclerosi multipla COVID-19(+) e COVID-19(-).

Diversi fattori modificabili possono favorire o contrasta-
re l'infezione da SARS-CoV-2 nelle persone con sclerosi

multipla, agevolando l'identificazione dei pazienti piu a ri-
schio per COVID-19 grave. Un'azione educativa specifica,
cosi come il mantenimento di misure personali e compor-
tamenti protettivi, potrebbero proteggere dal rischio di
infezione le persone con sclerosi multipla. Inoltre, questo
studio rafforza l'importanza del monitoraggio attento e
della supplementazione dei livelli di vitamina D nelle per-
sone con sclerosi multipla.

Non abbiamo evidenziato alcuna differenza in termini di
attivita infiammatoria di malattia, progressione della disa-
bilita e modifiche al trattamento tra i gruppi COVID-19(+)
e COVID-19(-).

Sulla base di questi risultati, potrebbe essere opportuno
suggerire che le persone con sclerosi multipla possano tor-
nare alla loro vita normale con meno paura del COVID-19,
alleviando misure protettive eccessive.

COVID-19 in people with multlple SCIERosis:
impact on disease activity, progression,
Neuropsychiatric profile and ImnmuNoloGical features.

The DISCERNING study

The pandemic of coronavirus disease 2019 (COVID-19)
has raised several health concerns in people with multiple
sclerosis (PwMS), since they have been considered at high-
er risk to develop infections and more severe COVID-19.
Significant efforts were made to better understand how
SARS-CoV-2 affects PWMS and identify risk factors for
adverse outcomes with COVID-19. In the general popula-
tion, demographic, ecological, and politico-economic fac-
tors together with comorbidities have influenced the se-
verity of COVID-19 worldwide. In PwMS, older age, male
sex, concomitant comorbidities, higher disability, ongoing
treatment with highly effective therapies and recent ster-
oids administration were associated with anincreased risk
of COVID-19 and worse prognosis. The definition of such
features is helpful for the identification of those patients
at high-risk of severe COVID-19, but still their utility is
limited in terms of preventive interventions as they are
non-modifiable traits. In contrast, studies on the general
population have highlighted that also modifiable factors
such as higher body mass index, higher glucose level in the
blood and smoking, are associated with a worse outcome,
opening the way to tailored preventive strategies.

Based on current knowledge, SARS-CoV-2 infection could
influence different aspects of MS, including disease activ-
ity, treatment change, disability progression and worsen-
ing of psychological symptoms. Moreover, the immune
response to SARS-CoV-2 infection has not been fully
characterized yet among PwMS. Given these premises,
this study evaluated a group of PwWMS who developed
COVID-19 (COVID-19(+)) in comparison with a group of
patients without COVID-19 (COVID-19(-)), identifying
demographic, biological and lifestyle factors associated
with SARS-CoV-2 infection. We also explored whether
COVID-19 was associated with an increased risk of in-
flammatory disease activity, disability worsening, treat-
ment changes, cognitive disfunction and neuropsychiatric
manifestations during the 18-24 months after infection.
Finally, we characterized immune response to SARS-
CoV-2 in the COVID-19(+) group, evaluating the role of
vaccination.

We enrolled patients afferent to the Multiple Sclero-
sis Center of the IRCCS San Rafaele Hospital. Baseline
data were collected for 174 COVID-19(+) and 348 COV-
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ID-19(-) PWMS, with similar characteristics in terms of
age, sex, disability, disease duration and treatment. Fol-
low-up data were available for 136 COVID-19(+) and 186
COVID-19(-) patients.

We found that higher vitamin D levels and active smoking
status were protective factors against SARS-CoV-2 infec-
tion, while having more cohabitants and working in direct
contact with others or in the healthcare sector increased
the risk of COVID-19.

We demonstrated that COVID-19 did not increase the
risk of inflammatory activity, disability progression, or
treatment changes in PWMS during the 18-24 months af-
ter infection. Percentage of patients with relapses (6.6%
vs 5.4%), need for treatment change (7.4% vs 3.8%), pres-
ence of new or enlarging brain lesions (8.8% vs 10.2%,) and
presence of lesions with contrast enhancement (6.7% vs
3.9%) were similar between the two groups.

We found that cognitive impairment and mood distur-
bances, including fatigue, anxiety, depression, poor sleep
quality and post-traumatic stress disorder symptoms,
were similar in PwMS with COVID-19 compared to those
without COVID-19 at 18-24 months after the infection.
Regarding cognitive function, there were no significant
differences in terms of memory, information processing
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speed, attention and verbal fluency, between the two
groups.

Finally, also the immune response to SARS-CoV-2 infec-
tion was comparable between COVID-19(+) and COV-
ID-19(-) PWMS.

Our study demonstrated that several modifiable factors
could favor or contrast SARS-CoV-2 infection in PwWMS
and may help clinicians to protect those patients with a
priori risk factors of severe COVID-19. Pursuing an edu-
cational policy towards employers and social importance
of telework as well as the maintenance of protective per-
sonal measures and behaviors may prevent unnecessarily
risk of infection in these patients. Moreover, this study re-
inforces the importance of careful monitoring and supple-
mentation of vitamin D levels in PwMS.

We also found no significant differences in terms of in-
flammatory disease activity, disability progression, and
treatment change between the COVID-19(+) and COV-
ID-19(-) groups.

Based on these findings, it may be appropriate to suggest
that PwMS can begin to return to their normal lives with
less fear of COVID-19.
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Alcuni fattori ambientali, come i livelli di vitamina D, il
fumo di sigaretta, la dieta e, piu recentemente, I'inquina-
mento atmosferico, sono stati associati ad un aumento del
rischio di sclerosi multipla (SM). Minori conoscenze sono
disponibili riguardo al ruolo degli stessi fattori ambientali
come trigger di ricaduta inflammatoria; I'inquinamento at-
mosferico potrebbe essere uno di questi.

Lobiettivo del progetto e stato studiare in persone con SM
(PcSM) la relazione tra I'inquinamento atmosferico (prin-
cipalmente I'esposizione ai particolati, PM) e la presenza
di attivita infiammatoria dimostrata dalla presenza di le-
sioni captanti il gadolinio in risonanza magnetica nucleare
(RMN) cerebrale, analizzando anche possibili fenomeni epi-
genetici e le relazioni con le citochine pro-inflammatorie.
altre possibili varianti genomiche correlate con la SM.

Abbiamo raccolto i parametri di qualita dell'aria (PM2.5,
PM10, O3, NO2, SO2 e C6H6, temperatura, umidita) at-
traverso 40 sensori Purple Air distribuiti nella citta di Pa-
via, e calcolato i valori di inquinamento atmosferico relati-
vi alla residenza di 50 PcSM sottoposte a RMN cerebrale.
Nel giorno della RMN abbiamo raccolto campioni di siero
per analizzare il network delle citochine, i livelli della cate-
na leggera dei neurofilamenti e di vitamina D, e di sangue
intero per I'analisi epigenetica.

Inoltre, attraverso questionari ad hoc, abbiamo raccolto

informazioni sui fattori che potrebbero influenzare la re-
lazione tra inquinamento atmosferico e I'attivita infiam-
matoria: abitudine al fumo, esposizione alla luce solare.

La RMN ha mostrato lesioni con potenziamento contra-
stografico in 11 casi (22%). Dal confronto tra le PcSM che
avevano RMN “attiva” rispetto a quelle stabili & emerso
che Il fumo di sigaretta era significativamente associato
alla presenza di lesioni “attive”, confermando i dati della
letteratura che mostrano un'associazione tra abitudine
al fumo e rischio di SM, nonché un decorso peggiore della
malattia nei fumatoririspetto ai non fumatori. Lunico altro
fattore significativamente associato alla presenza di attivi-
tadimalattia sembra essere la quantita di tempo trascorso
all'aperto (relazione inversa). Viceversa, i livelli di inquina-
mento atmosferico (sia in termini di concentrazione media
che di numero di giorni in cui la quantita era superiore alla
soglia OMS, nei 14 giorni precedenti la RMN) non hanno
mostrato associazioni significative con evidenze RMN di
attivita di malattia.

In conclusione, lo studio non ha messo in evidenza rela-
zioni significative tra i livelli di inquinanti e la presenza di
lesioni inflammatoria “attive” alla RMN. Tuttavia, ulteriore
luce sul ruolo dell'inquinamento atmosferico come trigger
di ricaduta infiammatoria in corso di SM potrebbe deriva-
re dalle analisi epigenetiche e sui marcatori bioumorali, i
cui risultati non sono ancora disponibili.
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Air Pollution as a possible trigger of inflammation in

multiple sclerosis (API)

Some environmental factors, such as vitamin D levels, cig-
arette smoking, diet and, more recently, air pollution, have
been associated with an increased risk of multiple sclero-
sis (MS). Less knowledge is available regarding the role of
environmental factors themselves as triggers of inflamma-
tory relapse; air pollution could be one of them.

The objective of the project was to study in persons with
MS (PwMS) the relationship between air pollution (main-
ly exposure to particulate matter, PM) and the presence
of inflammatory activity demonstrated by the presence of
gadolinium-enhancing lesions on brain magnetic resonance
imaging (MRI), also analyzing possible epigenetic phenom-
ena and the relationships with pro-inflammatory cytokines.

We collected the air quality parameters (PM2.5, PM10,
03,N02,S02 and C6H6, temperature, humidity) through
40 Purple Air sensors distributed in the city of Pavia, and
calculated the air pollution values relating to the resi-
dence of 50 PwWMS underwent brain MRI. On the day of
MRI, we collected serum samples to analyze the cytokine
network, light chain neurofilament and vitamin D levels,
and whole blood for epigenetic analysis. Furthermore,
through ad hoc questionnaires, we collected information
on the factors that could influence the relationship be-

tween air pollution and inflammatory activity: smoking
habits, exposure to sunlight.

MRI showed contrast-enhancing lesions in 11 cases (22%).
Comparing PWMS who had "active" MRI with the “stable”
ones, we found that cigarette smoking was significantly
associated with the presence of "active" lesions, confirm-
ing the literature data which show an association between
smoking habits and the risk of MS, as well as a worse
course of the disease in smokers compared to non-smok-
ers. The only other factor significantly associated with the
presence of disease activity appears to be the amount of
time spent outdoors (inverse relationship). On the contra-
ry, air pollution levels (both in terms of average concentra-
tion and number of days in which the value was above the
WHO threshold, in the 14 days preceding the MRI) did not
show significant associations with MRI evidence of dis-
ease activity.

In conclusion, the study did not highlight significant re-
lationships between the levels of air pollutants and the
presence of "active" inflammatory lesions on MRI. Howev-
er, further light on the role of air pollution as a trigger of
inflammatory relapse in MS could come from epigenetic
and biohumoral markers analyzes, the results of which are
not yet available.
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Ruolo delle vescicole extracellulari nella regolazione
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La sclerosi multipla (SM) & una malattia autoimmunitaria
cronica che colpisce il sistema nervoso centrale. E caratte-
rizzata da un’alterata capacita di una popolazione linfoci-
taria di "cellule sentinella" (chiamate cellule T regolatorie)
di crescere e controllare I'inflammazione che distrugge la
guaina mielinica. Nonostante i grandi avanzamenti nella
comprensione delle cause della SM, il meccanismo alla
base della perdita della tolleranza immunologica non € an-
cora completamente chiarito. La funzione delle citochine
nella regolazione di questo processo € ben caratterizzata,
mentre il ruolo delle vescicole extracellulari (VE) prodot-
te dai linfociti, contenenti numerose molecole regolatrici
della risposta immunitaria, non & ancora delucidato. Ci
siamo dunque proposti di valutare se le VE rilasciate dai
linfociti T abbiano un ruolo patogenetico attraverso il ri-
lascio di specifiche molecole (incluso i microRNA) capaci
di inibire la funzione soppressoria delle T regolatorie, con
|'obiettivo di identificare un nuovo meccanismo patogene-
tico della SM ed eventuali nuovi bersagli terapeutici atti a
ripristinare la tolleranza immunologica.

In accordo con gli obbiettivi proposti nel nostro progetto,
il primo passo € stato quello di caratterizzare il contenuto
delle VE prodotte dai linfociti T convenzionali provenien-
ti sia da soggetti sani che da pazienti SM. | risultati hanno

mostrato che le VE prodotte dai linfociti T di pazienti SM
presentavano un alterato contenuto di molte citochine
immuno-regolatrici insieme ad uno specifico gruppo di mi-
croRNA principalmente coinvolti nella modulazione della
risposta immunitaria. Per testare I'ipotesi che il contenuto
vescicolare associato ai pazienti SM abbia uno specifico
effetto biologico sui linfociti T regolatori abbiamo esegui-
to una quantizzazione dei trascritti di queste ultime cellu-
le trattate con VE di pazienti SM. Lanalisi di questi dati ha
evidenziato che i linfociti T regolatori trattati con vescico-
le SM presentano un’alterata espressione genica associata
auna specifica risposta citochinica e ai processi metabolici
rilevanti per I'attivazione cellulare. Infine, abbiamo valuta-
to se le VE di SM potessero modulare a livello epigenetico
la funzione delle cellule T regolatorie. | dati hanno mostra-
to I'induzione di specifici pathway associati ad un probabi-
le circuito pro-inflammatorio nei pazienti con SM.

In conclusione, le nostre analisi supportano l'ipotesi di la-
voro, suggerendo un ruolo biologico delle VE derivate da
linfociti T nella regolazione epigenetica del fattore tra-
scrizionale Foxp3, il gene chiave delle cellule T regolato-
rie. Questo apre la strada allo sviluppo di nuovi approcci
terapeutici volti a bloccare la funzione patogenetica delle
VE derivate dai linfociti T, ripristinando la tolleranza peri-
ferica nella SM.
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Elucidating the extracellular vesicle-associated
determinants modulating Foxp3 expression
and suppressive function of T regulatory cells

in multiple sclerosis

Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease
affecting the central nervous system characterized by an
impaired ability of a lymphocyte population (called reg-
ulatory T cells - Tregs) to grow and control inflammation
that destroys the myelin sheath. Despite great advances
in understanding the causes of MS, the mechanism under-
lying the loss of immunological tolerance is not yet fully
understood. While the function of cytokines in regulating
this process is well characterized, the role of extracellular
vesicles (EVs), produced by lymphocytes and containing
numerous immune-regulatory molecules (including mi-
croRNAs), is still not clear. We aimed to evaluate whether
the EVs released by T lymphocytes may have a pathoge-
netic role through the release of microRNAs able to inhibit
the suppressor function of regulatory T cells, to identify a
novel pathogenetic mechanism of MS and possible new
therapeutic targets to restore immunological tolerance.

According to our objectives, the first step was to char-
acterize the EV content associated to T lymphocytes
from both healthy subjects and MS patients. The results
showed that EVs produced by T cells of MS patients pre-

Pubblicazioni/Publications

e Maniscalco GT* Liotti A¥, Ferrara AL, Prestipino
E, Salvatore S, Di Battista ME, Moreggia O, Di Gi-
ulio Cesare D, Vastano R, Belardo M, Napolitano
M, Ranieri A, Longo K, Andreone V, De Rosa V.
Humoral efficacy of the third SARS-CoV-2 vac-
cine dose in Multiple Sclerosis subjects undergo-
ing different disease-modifying therapies. Mult
Scler Relat Disord. 2022 Dec; 68:104371. doi:
10.1016/j.msard.2022.104371

sented an altered content of many immuno-regulatory cy-
tokines together with a distinct set of microRNAs mainly
involved in the regulation of the immune response. To test
the hypothesis that the EV content associated with MS pa-
tients could affect Tregs, we performed a transcriptomic
analysis of those cells treated with EVs released from T
cells of MS patients. A careful analysis of these data has
highlighted that Tregs treated with MS-derived EVs show
a significantly modified gene expression profile associat-
ed with specific cytokine responses and with metabolic
processes linked to cell activation. Finally, we evaluated
whether T cell-EVs from MS could modulate Treg function
at the epigenetic level. Our data showed the induction of
specific pathways associated with a predominant pro-in-
flammatory circuit in MS patients.

In conclusion, our analyses support the working hypoth-
esis, suggesting a biological effect of T cell-derived EVs
in the epigenetic regulation of Foxp3, the master gene of
Tregs. This may pave the way for novel therapeutic ap-
proaches to specifically target the pathogenic role of T
cell-derived EVs and restore T cell tolerance in MS.
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Analisi dei meccanismi attraverso i quali la variante
genetica Gly307Ser associata alla sclerosi multipla
influenza la funzione dei linfociti T
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Un fattore di rischio identificato per diverse malattie au-
toimmuni, compresa la sclerosi multipla (SM), & una va-
riante genetica in CD226. CD226 (DNAM-1) & un recet-
tore transmembrana espresso dalla maggior parte delle
cellule immunitarie ed & fondamentale per I'adesione e
I'attivazione delle cellule T. Il polimorfismo a singolo nucle-
otide (SNP) associato alla SM é localizzato nella regione
di coding e genera uno scambio di aminoacido (da glicina
a serina in posizione 307) nella parte citoplasmatica del
recettore, con la potenziale conseguenza di alterare la se-
gnalazione cellulare. Quali siano le conseguenze dell’atti-
vazione di CD226 & ancora argomento di discussione e il
suo ruolo nel contesto autoimmune & da chiarire. Lobiet-
tivo dello studio € di investigare i meccanismi immunitari
che portano all'infiammazione del sistema nervoso cen-
trale (SNC) attraverso I'analisi della funzione del fattore di
rischio presente in CD226.

In primo luogo abbiamo analizzato l'impatto del polimorfi-
smo CD226 Gly307Ser sulle funzioni biologiche e moleco-
laridelle cellule T CD8: sopravvivenza, proliferazione, fun-
zioni effettrici e polarizzazione. A questo scopo, abbiamo
selezionato 16 donatori sani di uguale eta e sesso per ogni
allele. Attivando le cellule CD8 tramite il recettore delle
cellule T (TCR), il fenotipo tra quelle che presentano l'allele
di CD226 protettivo e quello arischio € simile. Nonostante
cio alivello del trascrittoma le cellule T CD8 dei donatori a
rischio presentano un aumento della trascrizione dei geni
presenti nei pathway moleculari del TCR, di JAK/STAT e
di IFN-y. In accordo, I'allele di rischio CD226 dimostra un
aumento selettivo della fosforilazione delle chinasi pro-
teiche mitogeno-attivate (MAPKSs) le chinasi segnale-re-
golate extracellulari 1 e 2 (ERK1/2) in associazione con la
fosforilazione di STAT4 e la produzione di IFN-y.

Inoltre utilizzando la spettrometria di massa abbiamo
esplorato i meccanismi molecolari coinvolti investigando
se la sostituzione di una glicina con una serina nella coda
citoplasmatica di CD226 nelle cellule jurkat possa influen-
zarne l'interattoma. Dopo l'attivazione con pervanadato
non abbiamo trovato differenze rilevanti.

Infine abbiamo valutato |'effetto del polimorfismo CD226
Gly307Ser sulla risposta clinica ai farmaci in pazienti con
SM. Abbiamo quindi analizzato se il polimorfismo Gly-
307Ser in CD226 abbia la capacita di influenzare la ri-
sposta a natalizumab, glatiramer acetato, e IFNB. | nostri
risultati hanno rivelato un'associazione fra la variante pro-
tettiva CD226 e la risposta positiva al trattamento con il
glatiramer acetato.

Lo scopo del progetto era quello di capire i meccanismi at-
traverso i quali CD226 possa indurre una disfunzione nel-
le cellule T nei pazienti con SM. Abbiamo dimostrato che
le cellule T CD8 provenienti da donatori portatori della
variante a rischio di CD226 producono livelli pit elevati di
IFNy e questo meccanismo potrebbe essere parte della di-
sregolazione immunitaria che contribuisce alla patogenesi
della SM. Questi studi permettano di chiarire in dettaglio
il ruolo di CD226 nella SM e costituiscano un passo avanti
verso la medicina personalizzata.
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Investigation of the mechanisms by which the
multiple sclerosis associated genetic variant CD226
Gly307Ser influences T cell function

The transmembrane receptor CD226 (DNAM-1) is fun-
damental for T cell adhesion and activation. Importantly,
a CD226 allelic variant (Gly307Ser) has been defined as
a genetic risk for several autoimmune diseases including
multiple sclerosis (MS). This polymorphism is located in
the coding region and generates an amino acid change
Gly307Ser in the cytoplasmic tail of the receptor and
could alter CD226 signaling. The downstream signaling
of CD226 is still controversial and its integration in the
context of autoimmunity remains to be addressed. In par-
ticular the impact of the CD226 Gly307Ser polymorphism
on CD8 T cell function and the molecular mechanism by
which this genetic variant predisposes to the central nerv-
ous system (CNS) autoimmunity remains enigmatic. The
general aim of the proposal was to gain further insight on
the immune mechanisms that lead to CNS inflammation
by dissecting the function of the MS risk gene, CD226.

First, we analyzed the impact of the CD226 Gly307S-
er polymorphism on CD8 T cell biological and molecular
functions: survival, proliferation, effector functions and
polarization. For this purpose, we selected 16 age- and
sex-matched healthy donors homozygote for each allele.
Upon T-cell receptor (TCR) engagement, the phenotype of
ex-vivo CD8 T cells bearing the CD226 protective or risk
allele was similar but at the transcriptomic levels, the CD8
T cells from the donors carrying the risk allele presented
an enriched transcriptomic signature of TCR, JAK/STAT
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and IFN-y signaling pathways. In agreement, the CD226
risk allele led to a selective increase in the phosphoryla-
tion of the mitogen-activated protein kinases (MAPKSs)
extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2)
associated with enhanced phosphorylation of STAT4 and
increased production of IFN-y upon TCR stimulation.

We explored the mechanisms involved by investigating
whether the replacement of a Glycine by a Serine in the
CD226 cytoplasmic tail could affect CD226 interactome
in transfected jurkat cells using mass spectometry and
immunoprecipitation assay, but we did not find relevant
differences. Finally, we assessed the effect of the CD226
Gly307Ser polymorphism on MS clinical response to
treatment by analyzing whether CD226 Gly307Ser pol-
ymorphism could impact the response to natalizumab,
glatiramer acetate, and IFNB. Our results revealed an as-
sociation between the CD226 protective variant and the
response to glatiramer acetate treatment.

The aim of the project was to help to understand the mech-
anisms by which CD226 drives T cell dysfunctions in MS
patients. We found that CD8 T cells from donors carrying
the CD226 risk variant show an increased Th1-signalling
and produce higher levels of IFNy. Patients carrying the
risk allele have an increased probability to respond to
glatiramer acetate treatment, suggesting that this mecha-
nism could be part of the immune dysregulation that con-
tributes to the pathogenesis of MS.

genetic variant CD226 Gly307Ser influences T
cell function. Conference Abstract SFI 2021

e Morandi E, Bernard I, Terskikh E, Nunez N, Bech-
er B, Astier A, Saoudi A. The CD226 risk variant
Gly307Ser associated with autoimmune diseases
increases IFN-y production by CD8 T cells. Manu-
script submitted
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| microRNA circolanti nel liquido cerebrospinale
come potenziali biomarkers della progressione
della malattia mediata dalla sinaptopatia nella

sclerosi multipla
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La quantificazione dei microRNA (miR) nei fluidi biologici &
oggetto di grande attenzione nel campo della ricerca sulla
sclerosi multipla (SM) per scopi diagnostici, prognostici e di
monitoraggio terapeutico. | miR rappresentano una nuova
classe diimportantiregolatori dei diversi processi patologi-
ci che avvengono durante il corso della SM, compresa la si-
naptopatia, ovvero I'insieme di alterazioni sinaptiche strut-
turali e funzionali. Studi condotti sia nella SM che nel suo
modello murino, I'encefalomielite autoimmune sperimen-
tale (EAS), hanno rivelato che la sinaptopatia puo causare
danni eccitotossici attraverso un'eccessiva eccitazione
sinaptica protratta nel tempo, guidando una progressione
silente della malattia e portando a deficit motori e cognitivi.
Linsorgenza precoce e la potenziale reversibilita rendono
la sinaptopatia un bersaglio terapeutico attraente nella
SM, nonostante la mancanza di biomarcatori affidabili. Di
particolare interesse in questo contesto & stata larilevazio-
ne del miR-142-3p nel cervello EAS e nel liquor dei pazienti
con SM, dove innesca la sinaptopatia glutammatergica.
L'obiettivo principale di questo progetto e stato accresce-
re le nostre conoscenze sull’eccitossicita mediata dal miR-
142-3p ed identificare eventuali altri miR come potenziali
biomarcatori per la progressione della SM guidata dalla si-
naptopatia. A questo scopo, i livelli di specifici miR sono sta-
ti analizzati nel liquor di una vasta coorte di pazienti con SM
e correlati con vari parametri clinicamente rilevanti. Date
I'eterogeneita e la complessita della malattia, sono stati
esaminati parametri motori, cognitivi, neurofisiologici e ge-
netici per poter capire il contributo di ciascun miR studiato
nei diversi aspetti legati alla sinaptopatia che influenzanoiil
decorso della SM. | prelievi di liquor sono stati eseguiti alla
diagnosi (TO), secondo la buona pratica clinica insieme alle
valutazioni cliniche e neuroradiologiche.

Lo screening di campioni di liquor prelevati da 250 pazien-
ti con SM e da 60 persone di controllo ha evidenziato due
miR trai 24 studiati, attivati dalla neuroinflammazione ma
con effetti opposti nella prognosi della SM. Il miR let-7b-
5p € emerso come un potenziale fattore protettivo per il
decorso della SM fin dalle prime fasi della malattia. | livel-
li liquorali di let-7b-5p sono ridotti nella SM progressiva,
mostrando una correlazione negativa con la gravita della
malattia a TO e al follow-up di 1 anno. Le analisi statisti-
che e bioinformatiche hanno indicato che let-7b-5p € una
possibile molecola antiinfiammatoria e neuroprotettiva,
attivata dall'inflammazione per spegnere la risposta in-
fiammatoria, senza un apparente contributo diretto alla
sinaptopatia nella SM.

Al contrario, il miR-142-3p & emerso come un biomarcato-
re negativo della progressione della malattia guidata dalla
sinaptopatia e uno strumento promettente per identifi-
care terapie personalizzate nella SM e nell'EAS. Abbiamo
dimostrato che i livelli liquorali di miR-142-3p correlano
direttamente con la progressione della SM. Inoltre, lacom-
binazione di alti livelli di miR-142-3p con alti livelli delle
citochine proinflammatorie interleuchina-1beta (IL-1B) o
Tumor Necrosis Factor (TNF) indica un decorso piu grave
della malattia. Il miR-142-3p si &€ dimostrato anche un ef-
fettore del IL-1pB e del TNF nell'induzione delle alterazioni
sinaptiche, mentre bassi livelli di miR-142-3p sono asso-
ciatiaunarisposta piu efficace al dimetil fumarato, un trat-
tamento consolidato per la SM. Infine, € stata considerata
I'influenza del background genetico sugli effetti dannosi
del miR-142-3p, rivelando un'interazione con la variante
a singolo nucleotide Val66Met del gene del Brain-Derived
Neurotrophic Factor (BDNF). La produzione della proteina
Met-BDNF, che é ridotta alle sinapsi rispetto alla proteina



Val-BDNF, sembra disaccoppiare I'associazione tra IL1B e
miR-142-3p, cosi come gli effetti dannosi di miR-142-3p
sul decorso della SM, fornendo nuovi elementi per la pro-
gettazione di trattamenti sempre piu personalizzati.

Complessivamente, i nostri risultati rafforzano il ruolo di
miR-142-3p come biomarcatore negativo della progres-
sione della SM guidata dalla sinaptopatia per ottimizzare
le scelte terapeutiche e indicano let-7b-5p come un fat-
tore protettivo con caratteristiche antiinflammatorie e

neuroprotettive. Questa ricerca getta le basi per possibili
avanzamenti nella diagnosi e nella prognosi della SM, ag-
giungendo nuovi elementi alla valutazione degli esiti dan-
nosi della sinaptopatia. | miR-142-3p e let-7b-5p si sono
anche rivelati dei possibili bersagli terapeutici per la SM.
Considerando l'evolversi del panorama delle terapie an-
ti-miR, c'e la possibilita che in futuro tali interventi venga-
no testati e alla fine approvati come trattamenti per la SM.
La possibilita di sviluppare strategie terapeutiche perso-
nalizzate basate sui livelli dei miR sottolinea I'importanza
della ricerca continua in questo promettente campo.

MicroRNAs in cerebrospinal fluid as potential
biomarkers for synaptopathy-driven disease
progression in multiple sclerosis

The exploration of microRNAs (miRs) in biological fluids is
receiving great attention in the field of multiple sclerosis
(MS) research for diagnostic, prognostic and therapeutic
monitoring purposes. They represent a new class of crit-
ical regulators involved in different pathological process-
es during MS course, including synaptopathy, a collective
term for structural and functional synaptic alterations.
Studies conducted in both MS and its mouse model, the
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), have
revealed that synaptopathy can cause excitotoxic damage
by long-lasting excessive synaptic excitation, driving silent
disease progression and leading to motor and cognitive
deficits. The precocious occurrence and the potential re-
versibility make synaptopathy an attractive therapeutic
target in MS, although reliable biomarkers are still miss-
ing. Of particular interest in this context is the presence
of the inflammatory miR-142-3p in the EAE brain and in
the cerebrospinal fluids (CSF) of patients with MS, where
we recently demonstrated its role as a crucial regulator of
glutamatergic synaptopathy.

The primary goal of this project was to improve our un-
derstanding of circulating miR-142-3p and other miRs as
potential biomarkers for MS synaptopathy-driven disease
progression. To this aim, the levels of specific miRs were
analyzed in CSF of a large cohort of patients with MS and
correlated with various clinically relevant variables. Giv-
en the heterogeneity and complexity of MS disease, mo-
tor, cognitive, neurophysiological and genetic parameters
were examined to dissect single miR contribution to MS
course influenced by synaptopathy. CSF withdrawal along
with clinical and neuroradiological assessments were per-
formed at the diagnosis (T0), according to standard clinical
practice.

Screening CSF samples withdrawn from 250 patients
with MS and 60 control persons, revealed two main miRs,
among the 24 studied miRs. Both were triggered by neu-
roinflammation but had opposite effects on MS prognosis.
Let-7b-5p emerged as a potential protective factor for MS
course, with anti-inflammatory and neuroprotective prop-
erties from the early stages of the disease. CSF let-7b-5p
levels were reduced in progressive MS displaying a neg-
ative correlation with disease severity at TO and 1-year
follow-up. Statistical and bioinformatic analysis indicated
that let-7b-5p is a possible anti-inflammatory and neuro-
protective molecule, activated by inflammation to extin-
guish the inflammatory response, with no apparent direct
contribution to MS synaptopathy.

On the contrary, miR-142-3p emerged as an adverse bi-
omarker of the synaptopathy-driven disease progression
and a promising tool for identifying personalized therapies
in MS and in EAE. We demonstrated that CSF miR-142-3p
levels directly correlated with disease progression and se-
verity. Moreover, the combination of high miR-142-3p in
the CSF with high levels of the proinflammatory cytokines
interleukin-1beta (IL-1B) or tumor necrosis factor (TNF)
indicated a more severe disease course. Importantly, we
also revealed that miR-142-3p was an essential effector
of synaptic alterations induced by IL-18 and TNF, while
low miR-142-3p levels associated with a more effective
response to dimethyl fumarate, an established MS treat-
ment. The impact of genetic background on miR-142-3p
detrimental effects was finally considered, revealing an in-
teraction with the single-nucleotide variant Val66Met of
the Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) gene. The
production of the protein Met-BDNF, reduced at synapse
compared to the protein Val-BDNF, seemed to uncouple
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the association between IL1B and miR-142-3p as well as
the detrimental effects of miR-142-3p on MS course, pro-
viding new insights for the designing of increasingly per-
sonalized treatments.

All together our findings further strengthen the role of
miR-142-3p as adverse biomarker of synaptopathy-driv-
en disease progression to optimize therapeutic deci-
sion-making. In parallel, let-7b-5p emerges as a protective
factor with anti-inflammatory and neuroprotective char-
acteristics.
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This research establishes the foundation for possible ad-
vancements in MS diagnosis and prognosis, giving addi-
tional dimensions in the assessment of synaptopathy-driv-
en detrimental outcomes.

Simultaneously, miR-142-3p and let-7b-5p unveil their po-
tential as a therapeutic target for MS.

Considering the evolving landscape of anti-miR therapy,
there is potential for these interventions to undergo test-
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future. The prospect of developing personalized treat-
ments based on miR profiles, emphasizes the importance
of continued research in this promising field.
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A causa di un'eziologia poco chiara, la sclerosi multipla
(SM) manca ancora di biomarcatori e terapie specifici. Fra
i fattori potenzialmente coinvolti nella malattia, numerosi
studi hanno proposto un collegamento tra infezioni vira-
li e la SM. Oltre ai virus in grado di infettare 'uomo, oggi
grande attenzione é stata dedicata al possibile ruolo dei
retrovirus endogeni umani (HERV), sequenze stabilmente
integrate nel nostro DNA a seguito di infezioni avvenute
milioni di anni fa nei nostri antenati primati, da parte di vi-
rus ormai estinti. In particolare, il gruppo HERV-W ¢ quel-
lo maggiormente studiato per la possibile correlazione
con la SM, tanto che un anticorpo diretto contro una sua
proteina & attualmente in sperimentazione clinica come
terapia innovativa per la SM. Nonostante gli HERV-W rap-
presentino una promettente prospettiva diagnostico-te-
rapeutica, il loro effettivo utilizzo come marcatori e bersa-
gli specifici e stato prevenuto dalla scarsa conoscenza dei
singoli membri presenti nel genoma umano.

Il nostro laboratorio ha caratterizzato nel dettaglio tutte
le 213 sequenze HERV-W integrate nel DNA umano, piu
un set di altre 3200 sequenze HERV conservate. Questo
database & stato utilizzato per studiare specificamente
I'espressione di queste sequenze nelle persone con SM, e
compararla con gli individui sani. Tale confronto, effettua-
to con tecniche innovative, era mirato a identificare final-
mente le singole sequenze HERV espresse maggiormente
o esclusivamente in presenza della SM, e quindi meritevoli

di essere validate come biomarcatori specifici per la dia-
gnosi ed il monitoraggio della malattia.

Il progetto ha coinvolto 80 persone con SM e 40 control-
li sani (CS) reclutati presso il Centro SM dell'Ospedale
Binaghi di Cagliari. Entrambi i gruppi hanno fornito un
campione di sangue dal quale sono state isolate le cellule
mononucleate (PBMC), ovvero i principali effettori del-
la risposta immunitaria e infiammatoria (fra cui linfociti,
monociti e granulociti). Una parte di campioni (32SM e 23
HC) é stata inoltre usata per purificare la sola popolazione
dei monociti, direttamente coinvolta nell’eziologia della
SM. Le popolazioni cellulari ottenute sono state utilizzate
per I'estrazione e il sequenziamento dell’'RNA, che rappre-
senta l'insieme di tutti i geni e gli altri elementi espressi dal
DNAdiogni cellula, ovveroil trascrittoma. | profili trascrit-
tomici ottenuti sono quindi stati analizzati, per ricondurre
ogni sequenza di RNA alla sua origine nel genoma e com-
pararnei livelli di espressione nella malattia con quelli de-
gli individui sani, allo scopo di individuare specifici HERV
espressi maggiormente o esclusivamente nel sangue delle
persone con SM.

L’analisi, condotta separatamente per PBMC e monociti,
ha consentito di individuare rispettivamente 159 e 8 spe-
cificiHERV la cui espressione era significativamente diver-
sain presenza della malattia. Inoltre, alla luce della diversa
incidenza della patologia tra individui di sesso femminile e



maschile (in rapporto di circa 2:1), la stessa analisi € stata
ripetuta separatamente in base al genere rivelando anche
in questo caso un’azione specifica della SM. In particolare,
le donne con SM hanno mostrato una modulazione degli
HERV molto superiore, con 122 elementi espressi diffe-
renzialmente rispetto ai controlli contro i 19 individuati
nella popolazione maschile. Tra i diversi elementi HERV
modulati in presenza della malattia, 12 erano riconducibili
al gruppo HERV-W e quindi degni di particolare attenzio-
ne per il loro possibile ruolo nella SM. Uno in particolare,
situato nel locus 2q13, era gia stato individuato come pro-
mettente indicatore di presenza della malattia ed ¢ attual-
mente in corso di ulteriore valutazione come potenziale
biomarcatore per la diagnosi della SM.

I nostro studio ha permesso di raggiungere una conoscen-
za senza precedenti del trascrittoma retrovirale nei PBMC
e monociti di persone con SM, rivelando che la patologia

innesca variazioni specifiche in base al tipo cellulare e - so-
prattutto - al genere. In particolare, lamodulazione piti for-
te nell’espressione degliHERV e stata osservata nei PBMC
delle donne con SM, un dato di forte interesse poiché po-
trebbe chiarire alcune motivazioni alla base dell'incidenza
aumentata fra gli individui di sesso femminile. Lo studio ha
individuato diverse sequenze HERV espresse differenzial-
mente nelle persone con SM, meritevoli di ulteriori studi
per chiarirne l'eventuale contributo patologico. Lanalisi
ha infine consentito di selezionare un elemento HERV-W
di particolare interesse, in corso di ulteriore validazione
per la sua applicazione come biomarcatore precoce per
la diagnosi di SM, e in fase di studio per valutarne anche il
potenziale come biomarcatore predittivo, prognostico e di
andamento terapeutico.

Identification of individual HERV-W loci differentially
expressed in multiple sclerosis patients as specific
biomarkers and innovative therapeutic targets

Due to an unclear etiology, multiple sclerosis (MS) still
lacks specific biomarkers and therapies. Among the fac-
tors potentially involved in the disease, several studies
have proposed a link between viral infections and MS.
Particularly, in addition to viruses capable of infecting
humans, today great attention has been devoted to the
possible role of human endogenous retroviruses (HERV),
sequences that are stably integrated into our DNA follow-
ing infections that occurred millions of years ago in our
primate ancestors, by viruses now extinct. In particular,
the HERV-W group is the most studied for the possible
correlation with MS, and an antibody directed against one
of its proteins is currently in clinical trial as an innovative
therapy for MS. Although HERV-W represent a promising
diagnostic and/or therapeutic perspective, their effective
use as specific markers and targets has been prevented by
the lack of knowledge of the various individual members
present in the human genome. To this purpose, our labo-
ratory has characterized in detail all the 213 HERV-W se-
quences integrated in the human DNA, plus a set of 3,200
other preserved HERV sequences. This database has been
used to specifically study the expression of these sequenc-
es in people living with MS and compare it with healthy
individuals. This comparison, carried out with innovative
techniques, was aimed at finally identifying the individual

HERV sequences expressed more or only in the presence
of MS, and therefore worthy of being validated as specific
biomarkers for disease diagnosis and monitoring.

The project involved 80 people with MS and 40 healthy
controls (HC) recruited at the MS Clinical Center of Bi-
naghi Hospital, Cagliari. Both groups provided a blood
sample from which mononucleate cells (PBMC) were iso-
lated, being the main effectors of the immune and inflam-
matory responses (including lymphocytes, monocytes and
granulocytes). A portion of samples (32 MS and 23 CS) was
also used to purify the monocyte population, directly in-
volved in the etiology of MS. The obtained cell populations
have been used for the extraction and sequencing of RNA,
which represents the set of all genes and other elements
expressed by the DNA of each cell, namely the transcrip-
tome. The obtained transcriptomic profiles were then

analyzed to link each RNA sequence to its origin in the
genome and compare its level of expression in the dis-
ease with the one of healthy individuals, to detect specific
HERV expressed more or exclusively in the blood of peo-
ple with MS. The analysis, conducted separately for PBMC
and monocytes, made it possible to identify 159 and 8
specific HERVs, respectively, whose expression was signif-
icantly different in the presence of the disease. Moreover,
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inthe light of the different incidence of pathology between
females and males (in ratio of about 2:1), the same analy-
sis was repeated separately on a gender basis, revealing
also in this case a specific action of MS. Women with MS
showed in fact a much higher modulation of HERVs, with
122 elements that were differentially expressed against
the 19 detected in the male population. Among the dif-
ferent HERV elements modulated in the presence of the
disease, 12 were attributable to the HERV-W group and
therefore worthy of particular attention for their possible
role in MS. One in particular, at locus 2q13, had already
been identified as a promising indicator of the presence of
the disease and is currently being further evaluated as a
potential biomarker for the diagnosis of MS.

Our study has allowed to reach an unprecedented knowl-
edge of the retroviral transcriptome in PBMC and mono-
cytes of people affected by MS, revealing that the pathol-

Comunicazioni a Congressi/Congress Presentations
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Multipla come biomarcatori specifici e bersagli te-
rapeutici innovativi. Congresso Scientifico Annua-
le della Societa Italiana SM e la sua Fondazione,
Roma, 30 maggio-1 giugno 2023

ogy triggers specific variations according to cell type and
- above all - to gender. In particular, the strongest modula-
tionin the expression of HERV was observed in the PBMC
of women with MS, a fact of great interest as it could clar-
ify some of the reasons behind the increased incidence of
the disease for this gender. The study identified several
differentially expressed HERV sequences in people with
MS, deserving further studies to clarify their possible
pathological contribution.

Finally, the analysis allowed to select a HERV-W element
of particular interest, which is being further validated for
its application as an early biomarker for the diagnosis of
MS, and in phase of study to also assess its potential as a
predictive, prognostic, and therapeutic biomarker.

e Grandi N, Frau J, Cocco E, Tramontano E. Identi-
ficazione di singoli loci HERVW espressi differen-
zialmente nei pazienti affetti da Sclerosi Multipla
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24-26 maggio 2022
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Lo studio di malattie immunomediate complesse come la
sclerosi multipla (SM) implica un'ampia comprensione del-
le dinamiche del sistema immunitario, essenziale per svi-
luppare e valutare terapie efficaci. Linstabilita dei servizi
sanitari dovuta alle fluttuazioni epidemiche pud indurre
variazioni nella frequenza dei prelievi di sangue per la cre-
azione di profiliimmunologici che permettano il confronto
tra diverse terapie. Inoltre, il prelievo di sangue venoso ri-
chiede l'impiego di personale sanitario e talvolta comporta
complicazioni. Per risolvere questi problemi, lo studio ha
analizzato piccoli campioni di sangue ottenibili tramite
puntura del dito e ha monitorato i cambiamenti nel siste-
ma immunitario periferico durante la somministrazione di
dimetil fumarato (DMF), cladribina (CLA) e ocrelizumab
(OCR).

Abbiamo eseguito un monitoraggio approfondito utiliz-
zando la citometria a flusso ad alta dimensionalita per
analizzare un gran numero di parametri per ogni cellula,
fornendo una visione dettagliata della composizione del
sistema immunitario e della risposta ai trattamenti. 254
campioni, provenienti da persone con SM prima e durante
CLA, DMF e OCR, sono stati analizzati con il nostro meto-
do ottenendo un ampio set di dati.

Il nostro metodo avanzato di citometria aflusso haidentifi-
cato 110 caratteristiche immunitarie, altamente correlate
trai campioni di sangue venoso e quelli ottenuti con finger
prick, provando l'affidabilita di questi ultimi. Tutti i tratta-
menti hanno portato a una riduzione dei livelli di neurofi-
lamenti nel sangue, un biomarcatore del danno neuronale,
indicando un'attenuazione nella neurodegenerazione.
L'analisi delle componenti principali, un metodo utilizzato

per semplificare la complessita dei dati ad alta dimensio-
nalita, e stata applicata all'intero set di dati. Questa prima
analisi ha evidenziato variazioni significative influenzate
da OCR, separandolo dagli altri trattamenti. Escludendo i
campioni OCR, € emersa una maggiore separazione tra i
profiliimmunitari dei soggetti trattati con CLA, DMF e non
trattati, dimostrando gli effetti specifici del trattamento
sul sistema immunitario anche per questi farmaci.
Abbiamo anche impiegato l'intelligenza artificiale per
esplorare le modificazioni immunitarie. Dopo aver classi-
ficato le variabili immunologiche in base alla loro rilevanza
per i diversi tipi di cellule immunitarie, abbiamo osservato
che le caratteristiche legate alle cellule B erano altamente
indicative in tutti i trattamenti, in particolare per OCR. Le
caratteristiche legate alle cellule T hanno contraddistinto
principalmente le persone trattate con CLA. In particola-
re, le caratteristiche legate alle cellule NK, ILC e HSC sono
risultate classificatori con una potenza moderata, in parti-
colare nel gruppo DMF.

Abbiamo validato questi risultati anche con un'analisi sta-
tistica formale. Con criteri statistici stringenti, il CLA ha
influenzato 12 caratteristiche legate alle cellule B e 7 alle
cellule T, il DMF ha influenzato 5 caratteristiche legate alle
cellule B e 10 alle cellule T, mentre I'OCR ha influenzato
21 caratteristiche legate alle cellule B. Sorprendentemen-
te, usando criteri meno rigidi, sono emersi ulteriori cam-
biamenti allineati con le analisi dell'intelligenza artificiale.
Questirisultati forniscono indicazioni sugli effetti di ciascun
trattamento su specifiche componenti immunitarie, contri-
buendo allo sviluppo di approcci personalizzati per la SM.
Abbiamo anche studiato la cinetica immunitaria in modo
longitudinale. Sia il CLA che il DMF hannoridotto le cellule
B di memoria unswitched e aumentato le cellule B di tran-
sizione, ma se il DMF ha portato a cambiamenti continui,
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il CLA ha indotto cambiamenti repentini. Esaminando le
cellule T, il DMF ha causato una diminuzione significati-
va delle cellule T helper infiammatorie, mentre il CLA ha
indotto un aumento delle cellule T helper di tipo 2 e delle
cellule T regolatorie, due popolazioni di linfociti note per
il loro ruolo antinflammatorio. Questi risultati, tra gli al-
tri, hanno confermato le alterazioni osservate nell'analisi
cross-sectional, fornendo una conoscenza piu completa
degli effetti del trattamento nel tempo.

Abbiamo anche cercato di identificare i fattori immunitari
legati a eventi avversi durante i trattamenti modificanti la
malattia per la SM, comprese le infezioni opportunistiche.
Inun caso, un paziente in trattamento con DMF ha mostra-
to un improvviso aumento delle cellule T CD8 senescenti,
seguito da un'elevata frequenza di cellule T CD4 e gd se-
nescenti, da un'inversione del rapporto tra cellule T CD4
e CD8 e dall'attivazione di vari tipi di cellule T in seguito
a un episodio febbrile. Un'indagine approfondita ha rive-
lato un'infezione primaria da CMV, confermata da cellule
T CDS8 senescenti specifiche per CMV e dalla sieroconver-
sione. Anche un altro paziente con alterazioni immunitarie

simili ha dimostrato una sieroconversione, evidenziando
I'importanza di monitorare le risposte immunitarie per an-
ticipare e gestire potenziali eventi avversi.

Il nostro studio ha rivelato che farmaci diversi hanno ef-
fetti distinti ma anche sovrapposti sul sistema immunita-
rio delle persone con SM. || DMF influisce principalmente
sulle caratteristiche legate alle cellule T, mentre il CLA ha
un effetto leggermente piu forte sulle sottopopolazioni di
cellule B. LOCR influenza principalmente le cellule B, con
conseguenze sulle cellule T helper follicolari. Lo studio ha
inoltre evidenziato I'affidabilita della nostra tecnica avan-
zata di citometria a flusso e dei metodi di campionamento,
che consentono di monitorare in tempo reale le fluttua-
zioni immunologiche. Questi risultati forniscono prezio-
se indicazioni sulle complesse risposte immunitarie nei
soggetti sottoposti a varie terapie, offrendo una migliore
comprensione del loro impatto sulla sclerosi multipla, dei
loro meccanismi d’azione e di come intervengono nel mo-
dificare le reazioni immunitarie contro eventuali infezioni.

Every Drop iS Sacred (EDSS): searching for immune
correlates of efficacy, mode-of-action and side
effects of MS drugs by high-dimensional cytometry
on finger prick-derived capillary blood

Studying complex diseases like multiple sclerosis (MS) in-
volves a broad understanding of the immune system's dy-
namics, essential for developing and examining effective
therapies. Instability of Health Care (HC) services due to
epidemic fluctuations also brings variations in the frequen-
cy of blood sampling for observational immunological pro-
filing that compare various therapies. Moreover, venous
blood sampling requires HC personnel and occasionally
leads to complications. To address these issues, the study
analyzed small blood samples obtainable through fin-
ger pricks and tracked changes in the peripheral immune
system during the administration of Dimethyl Fumarate
(DMF), Cladribine (CLA), and Ocrelizumab (OCR).

We performed a thorough monitoring using high-dimen-
sional flow cytometry to analyze a large number of pa-
rameters or features for each cell, providing a detailed
view of the immune system's composition and response
to treatments. 254 samples, coming from persons with MS
(pwMS) before and during CLA, DMF, and OCR were ana-
lyzed by our improved method, giving large dataset.

Our advanced flow cytometry method identified 110 im-
mune features, highly correlated between finger-prick
and venous blood samples, indicating reliable results from
finger-prick. All treatments led to a reduction in blood
neurofilament levels, a biomarker of axonal damage, indi-
cating blunted neurodegeneration.

Principal Component Analysis, a method used for simplify-
ing the complexity in high-dimensional data, was applied to
the complete dataset. This first analysis highlighted signif-
icant variations influenced by OCR, separating it from the
other treatments. Upon excluding OCR samples, separa-
tion between immune profiles of CLA, DMF, and untreated
individuals became evident, demonstrating treatment-spe-
cific effects on the immune system also for these drugs.
We also employed artificial intelligence to explore im-
mune changes. After categorizing immune features based
on their relevance to different immune cell types, we ob-
served that B cell-related features were highly indicative
across all treatments, particularly for OCR. T cell-related
features mainly distinguished pwMS treated with CLA.
Notably, NK, ILC, and HSC-related features were classifi-
ers with moderate power, specifically in the DMF group.
We validated these findings also by formal statistical anal-



ysis. With stringent statistical criteria, CLA affected 12 B
cell-and 7 T cell-related features, DMF impacted 5 B cell-
and 10 T cell-related features, and OCR influenced 21 B
cell-related features. Surprisingly, when considering less
strict criteria, additional unexpected changes emerged
aligned with the artificial intelligence analyses. These
findings provide insights into the nuanced effects of each
treatment on specific immune components, contributing
to a comprehensive understanding of personalized ap-
proaches for pwMS. We also investigated immune kinet-
ics in a longitudinal fashion. CLA and DMF both reduced
Unswitched Memory B cells and increased Transitional B
cells, but with notable differences. DMF led to continu-
ous changes, while CLA induced rapid shifts in the initial
6 months that later stabilized. Examining T cells, DMF
caused a significant decrease in inflammatory T helper
cells, whereas CLA induced an increase in Type-2 Help-
er T and Regulatory T cells, two lymphocyte populations
known for their anti-inflammatory roles. These findings,
among others, confirmed the alterations observed in
the cross-sectional analysis, providing a more complete
knowledge of the treatment effects with time.

We also tried to identify immune factors linked to adverse
events during disease-modifying treatments for MS, in-
cluding opportunistic infections. In one case, a patient on
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DMF showed sudden increase in senescent CD8 T cells,
followed by elevated frequencies of senescent CD4 and gd
T cells, areversed CD4/CD8 T cell ratio, and activation of
various T cell types following self-resolving fever. A thor-
ough investigation revealed a primary CMV infection, con-
firmed by senescent CMV-specific CD8 T cells and sero-
conversion. Another patient with similar immune changes
also demonstrated unequivocal seroconversion, highlight-
ing the importance of monitoring immune responses to
anticipate and manage potential adverse events.

Our study revealed that different drugs have distinct and
overlapping effects on the immune system in pwMS. DMF
primarily impacts T cell-related features, while CLA has a
slightly stronger effect on B cell subsets. OCR chiefly in-
fluences B cells with aftermaths on follicular T helper cells.
The study also highlighted the reliable nature of our ad-
vanced flow cytometric technique and sampling methods,
allowing real-time monitoring of immune changes. These
findings provide valuable insights into the complex im-
mune responses in individuals undergoing various DMTs,
offering a better understanding of the impacts on multiple
sclerosis and the potential weight of infections on disease
progression.
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Comprendere il controllo neurale della linfopoiesi
nell’Encefalite Autoimmune Sperimentale per
designare nuove terapie e monitorare l'attivazione
del sistema immunitario nella sclerosi multipla
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La sclerosi multipla & causata da alcune cellule del sangue
che entrano nel cervello e lo danneggiano. Le cellule del
sangue sono prodotte nel midollo osseo, che si trova all’in-
terno delle ossa. Il cervello comunica con il midollo osseo
attraverso i nervi, che trasmettono sotto forma di segnali
neurali le istruzioni sul tipo di cellule di sangue che devono
essere prodotte. Il primo obiettivo di questo studio era ca-
pire se il cervello manda dei segnali anomali al midollo os-
seo e lo istruisce a produrre le cellule del sangue che cau-
sano la malattia nel modello sperimentale della sclerosi
multipla (encefalite sperimentale autoimmune, ESA). Il se-
condo obiettivo eraindividuare nel modello ESA laregione
del cervello che manda i segnali anomali al midollo osseo.
Il terzo obiettivo era cercare dei marcatori che potessero
indicare se anche nelle persone con sclerosi multiplail cer-
vello manda segnali anomali al midollo osseo.

| risultati del nostro studio hanno permesso di dimostrare
che nel modello ESA i nervi istruiscono il midollo osseo ad
aumentare la produzione delle cellule del sangue. Cio av-
viene attraverso il rilascio da parte dei nervi di una sostan-
za, la norepinefrina, che modifica la maturazione delle cel-
lule del sangue perché é capace di legarsi ad uno specifico
recettore (recettore adrenergico di tipo 3). Infatti, quando
abbiamo trattato i topi con una molecola che impedisce
alla norepinefrina di legarsi a questo recettore, abbiamo
osservato che la maturazione delle cellule immunitarie

nel midollo osseo ritornava normale e i topi avevano una
malattia molto piu lieve. Abbiamo scoperto che i messag-
gi anomali trasmessi al midollo osseo sono generatiin una
particolare regione del cervello da dei neuroni che sono
chiamati neuroni AgRP perché producono il fattore AgRP.
Questi neuroni sono alterati nei topi con ESA. Infine abbia-
mo scoperto che anche nelle persone con sclerosi multipla
il midollo osseo produce cellule del sangue in maniera di-
versa rispetto ai soggetti sani e che i neuroni AgRP sono
alterati e producono maggiori quantita del fattore AgRP.

Questo studio ha permesso di caratterizzare un nuovo
possibile meccanismo di malattia nella sclerosi multipla,
evidenziando il contributo il cervello e dei nervi nel con-
trollo della produzione di cellule immunitarie. Inoltre, i
risultati di questo studio hanno fornito dei marcatori che
possono essere usati monitorare la produzione di cellule
immunitarie nel midollo osseo e l'attivazione dei neuroni
AgRP nelle persone con sclerosi multipla. Questi marcato-
ri potrebbero costituire dei nuovi indicatori dello stato di
malattia. Infine questo studio ha dimostrato che una mole-
colachebloccail legame della norepinefrina conirecettori
adrenergici di tipo 3 ¢ efficace nel curare I'ESA nel topo.
Questa scoperta potrebbe portare in futuro alla messa
a punto di una nuova terapia per le persone con sclerosi
multipla.



Exploiting a neural reflex to reduce generation
of T cells in Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis and monitor immune system
activation in multiple sclerosis

Multiple sclerosis is caused by certain blood cells entering
the brain and damaging it. Blood cells are produced in the
bone marrow, which is located inside the bones. The brain
communicates with the bone marrow through nerves,
which transmit instructions, in the form of neural signals,
about the type of blood cells that need to be produced.
The first aim of this study was to understand whether the
brain sends abnormal signals to the bone marrow and in-
structs it to produce the blood cells that cause disease in
the experimental model of multiple sclerosis (experimen-
tal autoimmune encephalitis, ESA). The second goal was
to identify in the ESA model the region of the brain that
sends the abnormal signals to the bone marrow. The third
goal was to look for markers that could indicate whether
the brain also sends abnormal signals to the bone marrow
in people with multiple sclerosis.

The results of our study showed that in the ESA model,
nerves instruct the bone marrow to increase the produc-
tion of blood cells. This is done through the nerves' release
of a substance, norepinephrine, which modifies blood cell
maturation because it is able to bind to a specific recep-
tor (type 3 adrenergic receptor). In fact, when we treat-
ed mice with a molecule that prevents norepinephrine
from binding to this receptor, we observed that immune
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cell maturation in the bone marrow returned to normal
and the mice had much milder disease. We found that
the abnormal messages transmitted to the bone marrow
are generated in a particular region of the brain by neu-
rons that are called AgRP neurons because they produce
AgRP factor. These neurons are altered in mice with ESA
than in healthy mice. Finally, we found that even in people
with multiple sclerosis, the bone marrow produces blood
cells differently than in healthy individuals and that AgRP
neurons are altered than normal and produce greater
amounts of the AgRP factor.

This study made it possible to characterize a possible new
disease mechanism in multiple sclerosis, highlighting the
contribution the brain and nerves in controlling the pro-
duction of immune cells. In addition, the results of this
study provided markers that can be used to monitor im-
mune cell production in the bone marrow and activation
of AgRP neurons in people with multiple sclerosis. These
markers could be new indicators of disease status. Finally,
this study showed that a molecule that blocks the binding
of norepinephrine to type 3 adrenergic receptors is effec-
tive in treating ESA in mice. This finding could lead to the
development of a new therapy for people with multiple
sclerosis in the future.
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Effetti dei farmaci anti-CD20 sull'eccitotossicita
sinaptica dipendente dalle cellule T

nella sclerosi multipla
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| linfociti T e B svolgono un ruolo importante nella pato-
genesi della sclerosi multipla (SM). Le cellule B sono coin-
volte nella presentazione dell'antigene, nella produzione
di autoanticorpi e nell'attivazione delle cellule T. Studi
preclinici e clinici hanno inoltre evidenziato che nella SM
I'infiammazione induce una disfunzione sinaptica (sinap-
topatia infiammatoria) che ha un ruolo importante nel-
la progressione della malattia. Nei modelli sperimentali
di SM (encefalomielite sperimentale autoimmune, ESA)
e stato dimostrato che specifiche citochine proinfiam-
matorie possono alterare la trasmissione e la plasticita
sinaptica, inducendo ipereccitabilita neuronale e danno
eccitotossico. Anche nei pazienti con SM, studi condotti
con la stimolazione magnetica transcranica (TMS) hanno
dimostrato una correlazione fra livelli liquorali di specifi-
che molecole infiammatorie e i parametri che misurano la
trasmissione eccitatoria e inibitoria intracorticale. Infine,
utilizzando un modello chimerico ex vivo, abbiamo recen-
temente dimostrato che le cellule T periferiche prelevate
da pazienti con SM recidivante-remittente (RR) in fase
attiva inducono eccitotossicita quando vengono incubate
su neuroni murini, riproducendo le alterazioni osservate
nella ESA. Recentemente gli anticorpi monoclonali an-
ti-CD20, che hanno come bersaglio i linfociti B, sono stati
approvati come terapia in diversi fenotipi di SM. Queste

terapie, modulando le interazioni tra linfociti B e T, potreb-
bero esercitare un effetto protettivo sulla sinaptopatia in-
fiammatoria nella SM.

Nel presente progetto abbiamo utilizzato il modello chi-
merico basato sulle cellule T per valutare gli effetti del
trattamento con farmaci anti-CD20 sulle disfunzioni si-
naptiche nei pazienti con SM progressiva. | linfociti dei
pazienti sono stati prelevati prima (TO) e dopo nove mesi
di trattamento (T1). E stata effettuata un'analisi citofluo-
rimetrica delle popolazioni di cellule T e delle citochine
inflammatorie rilasciate delle cellule T. Infine, abbiamo uti-
lizzato la TMS per valutare l'efficienza della trasmissione
sinaptica eccitatoria e inibitoria e della plasticita sinaptica
prima e dopo il trattamento.

Sono stati arruolati 15 pazienti con SM progressiva presso
I'IRCCS Neuromed (Pozzilli). Tutti i pazienti hanno inizia-
to il trattamento con ocrelizumab. | risultati del modello
chimerico ex-vivo di SM hanno confermato che le cellule T
isolate da campioni di sangue di pazienti a TO alteravano la
trasmissione sinaptica in linea con i nostri risultati prece-
denti ottenuti con linfociti T raccolti dai pazienti con SM
attiva. Confrontando i dati ottenuti incubando i linfociti
dei pazienti prima e dopo il trattamento abbiamo osserva-
to unariduzione significativa delle alterazioni sinaptiche.



Analizzando i linfociti T prelevati prima e dopo il tratta-
mento, non abbiamo evidenziato differenze significative
nel profilo di citochine infiammatorie. Per valutareil ruolo
delle citochine nella sinaptopatia mediata dai linfociti T
abbiamo analizzato nello specifico I'azione del TNF (tumor
necrosis factor). Questa molecola proinfiammatoria era
stata infatti identificata come la principale responsabile
delle alterazioni sinaptiche indotte dai linfociti T di pazien-
ti con SMin fase attiva.

I risultatihanno mostrato che gli effetti negativiindottidelle
cellule T dei pazienti con SM progressiva sulla trasmissione
sinaptica sono annullati bloccando I'attivita del TNF. Questi
dati suggeriscono un ruolo di questa molecola nella sinap-
topatia T-mediata anche nei pazienti con SM progressiva. |
risultati della valutazione con TMS hanno confermato una
ridotta espressione della plasticita di tipo LTP (potenzia-
mento a lungo termine) nei pazienti con SM progressiva
rispetto ai controlli. | dati ottenuti dopo 9 mesi di terapia

hanno mostrato un aumento significativo della plasticita
misurata con la TMS. Al basale, lo studio della trasmissione
eccitatoria intracorticale ha evidenziato una riduzione del-
la trasmissione inibitoria nei pazienti. Questi parametri non
sono variati significativamente dopo il trattamento.

La sinaptopatiainfiammatoria rappresenta unimportante
meccanismo di progressione della SM. Dati sperimenta-
li indicano che si tratta di un fenomeno almeno in parte
reversibile e potrebbe quindi rappresentare un importan-
te bersaglio per le terapie. | risultati di questo progetto
suggeriscono che il trattamento con farmaci anti-CD20
potrebbe avere un effetto protettivo sulla sinaptopatia
inflammatoria, riducendo le alterazioni indotte dai linfo-
citi T e dalle citochine infiammatorie, e migliorando l'e-
spressione della plasticita sinaptica nei pazienti con SM
progressiva.

Effects of anti-CD20 therapy on T lymphocyte-
dependent synaptic excitotoxicity

in multiple sclerosis

T and B lymphocytes play an important role in the patho-
genesis of multiple sclerosis (MS). B cells are involved in
antigen presentation, autoantibody production, and T cell
activation. Preclinical and clinical studies have also shown
that in MS, inflammation induces synaptic dysfunction
(inflammatory synaptopathy), which plays an important
role in disease progression. In experimental models of MS
(experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE), it
has been shown that specific proinflammatory cytokines
can alter synaptic transmission and plasticity, inducing
neuronal hyperexcitability and excitotoxic damage. Also,
in patients with MS, studies using transcranial magnetic
stimulation (TMS) have demonstrated a correlation be-
tween the cerebrospinal fluid levels of specific inflam-
matory molecules and parameters measuring excitatory
and inhibitory intracortical transmission. Finally, using an
ex vivo chimeric model, we have recently demonstrated
that peripheral T cells collected from patients with active
relapsing-remitting (RR)MS induce excitotoxicity when
incubated on murine neurons, mimicking the alterations
observed in EAE.

Recently, anti-CD20 monoclonal antibodies targeting B
lymphocytes have been approved as therapy in different
MS phenotypes. These therapies, by modulating B- and
T-lymphocyte interactions, could exert a protective effect
on inflammatory synaptopathy in MS.

In the present project, we used the chimeric T cell-based

model to evaluate the effects of anti-CD20 drug treat-
ment on synaptic dysfunction in patients with progressive
MS. Peripheral blood lymphocytes were collected before
(TO) and after nine months of treatment (T1). The results
will be supported by cytofluorimetric analysis of T cell
populations and inflammatory cytokines released by T
cells. Finally, we used TMS to evaluate the efficiency of ex-
citatory and inhibitory synaptic transmission and synaptic
plasticity before and after treatment.

Fifteen patients with progressive MS were enrolled at
the IRCCS Neuromed (Pozzilli). All patients started treat-
ment with ocrelizumab. Results from the ex-vivo chimeric
model confirmed that T cells isolated from blood samples
of MS patients at TO altered synaptic transmission in line
with our previous results obtained with T lymphocytes
collected from patients with active MS. Comparing the
data obtained by incubating lymphocytes collected before
and after treatment, we observed a significant reduction
of synaptic alterations. Analysing T lymphocytes collected
before and after treatment, we found no significant differ-
ences in the profile of inflammatory cytokines. To evaluate
the role of cytokines in T-cell-mediated synaptopathy, we
therefore analysed the role of TNF (tumor necrosis factor).
Accordingly, this proinflammatory molecule was previous-
ly identified as the responsible of T lymphocyte-induced
synaptic alterations in MS patients with disease activity.
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Our results confirmed that blocking TNF activity in vitro
prevented the negative effects induced by T cells collected
from untreated patients on synaptic transmission. These
results suggest a role of this molecule in T cell-mediated
synaptopathy also in progressive MS. The results of TMS
evaluation confirmed reduced expression of long term po-
tentiation (LTP)-like plasticity in patients with progressive
MS compared with controls. Data obtained at T1 showed
a significant increase in LTP-like effect after 9 months of
therapy. At baseline, the study of intracortical excitatory
transmission showed reduced inhibitory transmission in
patients with progressive MS. These parameters were not
significantly modified after treatment.
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Inflammatory synaptopathy represents an important
mechanism of MS progression. Experimental data indi-
cate that this phenomenon is at least partly reversible and
could therefore represent an important target for ther-
apies. The results of this project suggest that treatment
with anti-CD20 drugs could have a protective effect by re-
ducing synaptic alterations induced by T lymphocytes and
inflammatory cytokines, and improving the expression of
synaptic plasticity in patients with progressive MS.
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Nuove strategie terapeutiche di re-mielinizzazione:
ruolo dei recettori A2B adenosinergici nella
oligodendrogenesi e loro possibile interazione

con la via di segnalazione di sfingosina-1- fosfato
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Gli oligodendrociti svolgono la funzione essenziale di
mielinizzazione delle fibre nervose dei neuroni del Siste-
ma Nervoso Centrale (SNC). Essi originano dalle cellule
precursori degli oligodendrociti parenchimali (OPC) non
solo durante lo sviluppo, ma anche in eta adulta. La con-
seguenza primaria della morte degli oligodendrociti & la
demielinizzazione assonale, che ritarda o blocca comple-
tamente la conduzione dell'impulso nervoso nella regione
interessata. La perdita di oligodendrociti e di OPCs € un
aspetto comune a molte patologie del SNC, e tra queste
la sclerosi multipla (SM) & la piu diffusa. Adenosina € un
importante modulatore endogeno nel SNC. E nota dalla
letteratura un’interazione tra adenosina e OPC; adenosi-
na infatti modula la loro proliferazione e differenziazione
verso oligodendrociti maturi. Nelle cellule della linea oli-
godendrocitaria (dai precursori a quelle mature) sono pre-
senti tutti e quattro i sottotipi recettoriali adenosinergici
finora clonati e identificati (A1, A2A, A2B e A3). |l recet-
tore A2B e definito come il piu enigmatico tra i recettori
adenosinergici sia per la scarsita di ligandi selettivi che per
la bassa affinita verso il modulatore endogeno adenosina;
cio lascia presuppore che tale recettore venga attivato
solo in condizioni di emergenza o di patologia. E impor-
tante ricordare infatti che le concentrazioni di adenosina
aumentano significativamente in tutte le condizioni di
stress e di patologia a livello cerebrale. In una prima parte
del presente progetto abbiamo caratterizzato il ruolo dei
recettori A2B (A2BR) su colture primarie di OPC, utiliz-
zando agonisti e antagonisti selettivi per tale sottotipo re-
cettoriale. Il fingolimod, un modulatore del recettore della

sfingosina-1-fosfato (S1P), & un farmaco ad azione immu-
nosoppressiva, che ha aperto un nuovo e promettente ap-
proccio terapeutico nella SM. S1P € prodotto da sfingosina
chinasi (SphK), un enzima coinvolto nella stimolazione e
nella sopravvivenza degli oligodendrociti. In una secon-
da fase del progetto abbiamo studiato il ruolo di S1P e di
SphK nei processi di oligodendrogenesi in colture di OPC
e lapossibile interazione con la via disegnalazione attivata
dalla stimolazione dei A2BRs. Abbiamo valutato successi-
vamente il ruolo dei A2BRs e il potenziale oligodendroge-
netico legato alla loro attivazione in un altro modello in
vitro mirato allo studio dei processi di mielinizzazione ed
in un modello animale in vivo di de- e re-mielinizzazione.

La stimolazione selettiva dei A2BRs inibisce la differen-
ziazione degli OPC in vitro e riduce le correnti al K+ vol-
taggio-dipendenti necessarie alla maturazione dell'OPC,
mentre |'inibizione specifica di SphK1 o SphK2 esercita
I'effetto opposto. Durante la differenziazione degli OPC
aumenta l'espressione dei A2BR, questo effetto viene
impedito dal blocco di SphK1/2. Inoltre, il silenziamento
selettivo dei A2BR nelle colture di OPC ne stimola la loro
maturazione e, cosa interessante, migliora I'espressione
della liasi di S1P, I'enzima responsabile del catabolismo
irreversibile di S1P. Infine, & stata confermata |'esistenza
di un'interazione tra la via di SphK1/S1P e dei A2BR negli
OPC poiché la stimolazione acuta dei A2BR attiva SphK1
aumentandone la fosforilazione. Per approfondire il ruo-
lo di questo sottotipo recettoriale nell'interazione neu-
rone-oligodendrocita e nel processo di mielinizzazione,
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abbiamo saggiato gli effetti di diversi ligandi dei A2BR in
co-colture di OPC/neuroni del ganglio della radice dor-
sale (DRG), un test consolidato di mielinizzazione in vitro.
L'agonista selettivo dei A2BR, BAY606583, ha ridotto si-
gnificativamente i livelli di proteina basica della mielina
(MBP), ma contemporaneamente ha aumentato I'indice
di mielinizzazione nelle co-colture DRG/OPC, analizzate
mediante microscopia confocale. L'ultimo effetto e sta-
to prevenuto dagli antagonisti selettivi A2BR, PSB603 e
MRS1706. Per chiarire al meglio questi dati inaspettati e
controversi, ci siamo chiesti se i A2BRs potessero svolgere
un ruolo funzionale sui neuroni DRG. In primo luogo ab-
biamo dimostrato, mediante immunocitochimica, che la
monocoltura primaria di DRG esprimeva i A2BR. La loro
attivazione selettiva da parte di BAY606583 ha aumen-
tato l'eccitabilita neuronale del DRG, come dimostrato
dall'aumento del numero dei potenziali d'azione, dalla di-
minuzione della reobase e dal potenziale di membrana a
riposo piu depolarizzato. Tutti questi effetti sono stati pre-
venuti da PSB603. Durante questo aumento dell'attivita
neuronale dipendente dall’attivazione dei A2BRs, i neuro-
ni DRG potrebbero rilasciare fattori in grado di facilitare

i processi di mielinizzazione. Infine, nel modello murino
cuprizone, i nostri risultati hanno dimostrato che la stimo-
lazione selettiva dei A2BRs non & coinvolta nei processi
di re-mielinizzazione, mentre quella dei A2AR aumenta
il tempo di latenza di recupero dei livelli di MBP rispetto
agli animali trattati con veicolo, il che ¢ indicativo di una
ridotta rimielinizzazione. Gli esperimenti in vivo hanno su-
bito un ritardo soprattutto per la pandemia. Visti i risultati
promettenti essi sono ancora in corso.

| recettori A2B adenosinergici inibiscono le correnti al K+
e la differenziazione cellulare e modulano la sintesi di S1P
negli OPC in coltura. | nostri dati ne suggeriscono inoltre
un diverso ruolo durante I'oligodendrogliogenesi e la mie-
linizzazione, a seconda della loro attivazione sui neuroni
o sulle cellule oligodendrogliali. | nostri risultati indicano
una interazione tra i A2BRs e la segnalazione S1P sugge-
rendo che possano rappresentare importanti ed innovati-
vi bersagli molecolari utili per lo sviluppo di nuove terapie
per il trattamento dei disturbi demielinizzanti.

New insights for remyelinating therapies:
oligodendrogenic role of adenosine A2B receptors
and their putative interplay with sphingosine-1-

phosphate axis

Oligodendrocytes (OLs) are the cells responsible to my-
elin production in the central nervous system (CNS).
Rapid communication between neurons requires mye-
lin enwrapping of nerve fibers to allow saltatory propa-
gation of electrical impulses. In addition, OLs promote
neuron metabolism, and stabilize axonal cytoskeleton.
Differentiation of OL precursor cells (OPCs) into mature
OLs is a key event for axonal myelination in the brain;
this process fails during demyelinating pathologies, such
as multiple sclerosis (MS). A number of pathways that
may contribute to ameliorated/impaired remyelination
in MS lesions have been identified, among them adeno-
sinergic signaling and sphingosine kinase/sphingosine 1-
phosphate signaling axis. As known from the literature,
adenosine exerts a key role in OPC proliferation and mat-
uration towards mature oligodendrocytes, with either
stimulating or inhibitory effects described depending
on the adenosine receptor subtype involved. In cells of
the oligodendrocyte lineage (from precursors to mature
cells), all four adenosine receptor subtypes cloned and
identified so far are present (A1, A2A, A2B and A3). The
A2B receptor (A2BR) is defined as the most enigmatic of

the adenosine receptors due to the paucity of selective
ligands and the low affinity for the endogenous modula-
tor adenosine suggesting that this receptor is only acti-
vated in emergency or pathological conditions. Extracel-
lular adenosine concentrations significantly increase in
all conditions of stress and pathology at the brain level.
In the first part of the present project, we characterized
the role of A2BRs on primary OPC cultures, using selec-
tive agonists and antagonists for this receptor subtype.
Fingolimod, a modulator of sphingosine-1-phosphate
analogue (S1P), is a drug with immunosuppressive ac-
tion, which has opened a new and promising therapeutic
approach in MS. S1P is produced by sphingosine kinase
(SphK), an enzyme involved in the stimulation and surviv-
al of oligodendrocytes. In the second part of the project
we studied the role of S1P and SphK in oligodendrogen-
esis in OPC cultures and a possible interplay with A2BR
signalling. We subsequently evaluated the role of A2BRs
and the oligodendrogenetic potential linked to their
activation, in another in vitro model aimed at studying
myelination processes and in an in vivo model of de- and
re-myelination.



We demonstrated that the selective stimulation of A2BR
inhibits OPC differentiation in vitro and reduces volt-
age-dependent outward K* currents (IKand 1A) necessary
to OPC maturation, whereas specific SphK1 or SphK2 inhi-
bition exerts the opposite effect. During OPC differentia-
tion, A2BR expression increases, this effect being prevent-
ed by SphK1/2 blockade. Furthermore, selective silencing
of A2BR in OPC cultures prompts maturation and, intrigu-
ingly, enhances the expression of S1P lyase, the enzyme
responsible for irreversible S1P catabolism. Finally, the ex-
istence of an interplay between SphK1/S1P pathway and
A2BRs in OPCs was confirmed since acute stimulation of
A2BRs activates SphK1 by increasing its phosphorylation.
To better characterize the role of this receptor subtype in
neuron-OL interplay and in myelination process, we test-
ed the effects of different A2BR ligands in a dorsal root
ganglion (DRG) neuron/OPC co-cultures, a corroborat-
ed in vitro myelination assay. The selective A2BR agonist,
BAY606583, significantly reduced myelin basic protein
(MBP) levels but simultaneously increased myelination
index in DRG/OPC co-cultures, analysed by confocal mi-
croscopy. The last effect was prevented by the selective
A2BR antagonists, PSB603 and MRS1706. To clarify this
unexpected data, we wondered whether A2BRs could play
afunctional role on DRG neurons. We firstly demonstrated,
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by immunocytochemistry, that primary DRG monoculture
expressed A2BRs. Their selective activation by BAY606583
enhanced DRG neuronal excitability, as demonstrated by
increased action potential firing, decreased rheobase and
depolarized resting membrane potential. All these effects
were prevented by PSB603. Throughout this A2BR-de-
pendent enhancement of neuronal activity, DRG neurons
could release factors to facilitate myelination processes.
Finally, in the cuprizone mouse model, we found that the
selective stimulation of A2BRs did not modulate remyeli-
nation whereas selective stimulation of A2AR increases the
latency time of MBP level recovery, compared to vehicle
conditions, which is indicative of reduced remyelination. In
vivo experiments were delayed mainly due to the pandemic.
Given the promising results, they are still ongoing.

We conclude that A2BRs inhibit K+ currents and cell
differentiation and modulate S1P synthesis in cultured
OPCs. Our data further suggest a different role of A2BR
during oligodendrogenesis and myelination, depending on
their activation on neurons or oligodendroglial cells. Our
results shed new light on the interaction between A2BRs
and S1P signaling, as putative and innovative targets for
the treatment of demyelinating disorders.
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Introduzione / Introduction

AISM, attraverso la sua Fondazione, sostiene, con le proprie risorse, anche la ricerca dedicata a progetti speciali,
che coprono specifiche aree d'interesse e riguardano ricerche di ampio respiro, pluriennali che prevedono la
compartecipazione e la collaborazione di diversi centri di eccellenza nazionali /o internazionali. La distribuzione delle
tematiche affrontate da tali progetti evidenzia 'impegno a finanziare e promuovere la ricerca e le infrastrutture per
rispondere all’Agenda della Sclerosi Multipla e patologie correlate 2025.

Diseguitoriportiamo un approfondimento sui principali progetti speciali diricercain corso suddivisi in ambiti di studio.

Through its Foundation, AISM also supports, with its own resources, research dedicated to special projects, which cover
specific areas of interest and concern multi-year research involving the participation and collaboration of various national and
international centers of excellence. The distribution of the research area addressed by these projects highlights the commitment
to finance and promote research and infrastructure to respond to the Multiple Sclerosis and other related disorders Agenda
2025. The following is an in-depth analysis of the main special research projects in progress divided into research areas of studly.
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Il PDTA come strumento di umanizzazione e
personalizzazione dei percorsi di cura e assistenziali

presso la Rete della SM
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| Percorsi Diagnostico Terapeutici Assistenziali (PDTA)
sono uno strumento di management sanitario, in grado di
tradurre le linee guida in processi e protocolli di gestione
clinica e assistenziale, ma anche di soddisfare i bisogni in-
dividuali di ciascun paziente promuovendo la personaliz-
zazione delle cure, massimizzando I'utilita delle risorse
impegnate.
Anche in conseguenza della programmazione Ministeria-
le, che ne ha progressivamente enfatizzato il ruolo, negli
ultimi anni 14 regioni e numerose aziende sanitarie han-
no approvato PDTA per la sclerosi multipla (SM). LAsso-
ciazione Italiana Sclerosi Multipla (AISM) ha collaborato
alla stesura di molti di questi PDTA, seppure con intensita
e modalita diverse a seconda dei territori, sia in funzione
del diverso livello di sviluppo delle proprie sezioni che,
soprattutto, della capacita del sistema dei servizi. Spesso
nei territori in cui AISM ha partecipato alla definizione dei
percorsi sono nate buone pratiche e si sono sviluppate reti
che seguono le persone con SM lungo tutto il percorso di
cura.
Valorizzare e diffondere queste buone pratiche anche nel
resto del Paese € uno degli obiettivi del progetto "Il PDTA
come strumento di umanizzazione e personalizzazione dei
percorsi di cura e assistenziali presso la Rete della SM"
(per brevita "Progetto Umanizzazione"), avviato come
progetto triennale nel 2020, e consolidatosi nel tempo
come ricerca speciale di FISM.
Il progetto si articola su tre componenti:
1. La misurazione dei bisogni delle persone con SM e
dell'efficacia dei servizi disponibili, dunque la raccolta

di dati che consentano di misurare le priorita assisten-
ziali di persone e famiglie con SM e di valutare esi-
stenza e la consistenza delle reti di presa in carico su
ciascun territorio analizzando i PDTA dove esistenti e
individuando le buone pratiche emergenti;

2. La repertorializzazione e disseminazione delle buone
pratiche, mirata a offrire a quanti piu contesti locali
possibili protocolli e soluzioni organizzative che si sia-
no dimostrate efficaci altrove, massimizzando la capa-
cita di AISM di fungere da acceleratore dell’innovazio-
ne e supportandone I'adattamento;

3. Il supporto alla formalizzazione dei PDTA, dunque
all'apertura di tavoli territoriali per i PDTA nei quali
far confluire buone pratiche gia esistenti sui territori
insieme alle eccellenze identificate grazie al progetto
dallarete nazionale di AISM. Le attivita di ingaggio de-
gli stakeholder e di accompagnamento al processo po-
litico locale sono essenziali in questa componente per
assicurare che i modelli individuati dal progetto infor-
mino i sistemi di presa in carico locali.

Lobiettivo a lungo termine del Progetto Umanizzazione
consiste nell’assicurare che il processo politico e program-
matorio che genera, implementa e valuta i PDTA coinvolga
attivamente persone con SM, caregiver e professionisti,
assicurando una integrazione delle cure sostenibile e cen-
trata sulle persone.

Grazie al progetto sono stati individuati, repertorializzati
e messi a disposizione di decisori e programmatori terri-
toriali e regionali numerosi modelli e protocolli innovativi.



Tra questi emergono come particolarmente qualificanti
del percorso quelli relativi alla presa in carico riabilitativa,
al case-management transmurale, a fertilita e gravidanza,
alla comunicazione della diagnosi, al supporto psicologico,
ad informazione ed empowerment delle persone conSM e
delle loro famiglie.

Nel corso dell'ultimo anno di progetto tre soluzioni orga-
nizzative per I'implementazione del PDTA si sono diffuse
in contesti diversi: l'allocazione di slot nell'agenda degli
altri specialisti coinvolti nella presa in carico delle perso-
ne con SM, in previsione del loro bisogno di approfondi-
menti e follow-up, la diffusione del PDTA tra il personale
delle aziende coinvolte tramite corsi ECM inclusi nei Piani
Formativi delle Aziende e l'istituzione di un tavolo di valu-
tazione partecipato che, attraverso I'adozione di PROMs e
PREMs, valuta i processi ed esiti del PDTA secondo le me-
todologie del miglioramento continuo della qualita.

Dal 2020 sono confluiti nel progetto 16 contesti in cui
sono in discussione PDTA aziendali e interaziendali per la
SM, per un totale di 22 aziende e 25 Centri clinici SM coin-
volti. In 7 di questi contesti i PDTA sono stati gia deliberati,
in 2 casi si sta procedendo ad una revisione del percorso
gia definito. Nei restanti 9 contesti si sta procedendo alla
costruzione del tavolo o alla definizione del PDTA per la
prima volta.

Tutti questi percorsi incorporano materiali e indicazio-
ni prodotti da AISM. Nella larga maggioranza dei casi le

Sezioni di AISM hanno partecipato attivamente alla pro-
gettazione e stesura dei PDTA, in alcuni casi di eccellenza
AISM partecipa alla governance del percorso, inclusa la
sua valutazione.

I modelli basati sulle buone pratiche identificate nel pro-
getto sono confluiti anche in 5 PDTA tavoli regionali. In
Piemonte e in Campania i materiali del progetto hanno
fornito un supporto decisivo all’avanzamento dei lavori,
che in Campania hanno portato nel 2024 alla approva-
zione del PDTA per la SM per la prima volta. In Calabria,
Sardegna e in Sicilia i materiali del progetto supportano la
revisione dei PDTA regionali gia approvati.

Il Progetto Umanizzazione ¢ diventato un elemento por-
tante della collaborazione tra AISM e il sistema delle cure
a livello territoriale, regionale e nazionale. Le manifesta-
zioni di interesse raccolte da AISM per il progetto e la
relativa rapidita con cui si sono diffuse alcune soluzioni
organizzative suggeriscono che AISM possa accelerare la
diffusione dell'innovazione e facilitarne I'adozione nella
programmazione delle cure per la SM. |l Progetto Umaniz-
zazione combina la capacita di AISM di ingaggiare gli sta-
keholder, legata alla propria attivita continua e capillare
sul territorio, con quella di identificare soluzioni replicabili
grazie alle attivita di ricerca sociale e sanitaria del livello
centrale dell’Associazione.

The Integrated Care Pathway as a tool for
humanization and personalization of care and
assistance paths within the MS Network

The Integrated Care Pathways (ICPs) are a healthcare
management tool, capable of translating the guidelines
into clinical and healthcare management processes and
protocols, but also of satisfying the individual needs of
each patient by promoting the personalization of care,
maximizing the usefulness of the resources used.

Also as a result of ministerial planning, which has progres-
sively emphasized its role, in recent years 14 regions and
numerous local health authorities have approved ICPs for
multiple sclerosis (MS). The Italian Multiple Sclerosis So-
ciety (AISM) has collaborated in the drafting of many of
these ICPs, albeit with different intensity and modalities
depending on the territories, both as a function of the dif-
ferent levels of development of its Chapter and, above all,
of the capacity of the supply system. Often in the territo-
ries in which AISM has participated in the definition of the
care pathway, good practices have arisen and networks
have developed that follow people with MS throughout

the treatment process.

Valuing and disseminating these good practices also in the

rest of the country is one of the objectives of the project

"The Integrated Care Pathway as a tool for humanization

and personalization of care and assistance paths within

the MS Network" (for brevity "Humanization Project"),
started as a three-year project in 2020, and consolidated
over time as a special FISM research.

The project is divided into three components:

1. The measurement of the needs of people with MS and
the effectiveness of available services, therefore the
collection of data that allows AISM to measure the
care priorities of people and families with MS and to
evaluate the existence and consistency of the care net-
works on each territory by analyzing the ICPs where
they exist and identifying emerging good practices;

2. The assembling of a repertoire and dissemination of
good practices, aimed at offering to as many local con-
texts as possible organizational protocols and solu-
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tions that have proven effective elsewhere, maximiz-
ing AISM's ability to act as an accelerator of innovation
and supporting its adaptation;

3. Supportfor the formalization of ICPs, therefore for the
opening of territorial tables for ICPs to bring togeth-
er good practices already existing elsewhere together
with the excellence identified thanks to the project by
the national AISM network. Stakeholder engagement
and accompaniment activities in the local political pro-
cess are essential in this component to ensure that the
models identified by the project inform local manage-
ment systems.

The long-term goal of the Humanization Project is to en-

sure that the policy and planning process that generates,

implements, and evaluates ICPs actively involves people
with MS, caregivers, and professionals, ensuring sustain-
able and people-centered integration of care.

Thanks to the project, numerous innovative models and
protocols have been identified, cataloged, and made avail-
able to territorial and regional decision-makers and plan-
ners. Among these, those relating to rehabilitation care,
transmural case management, fertility and pregnancy,
communication of the diagnosis, psychological support,
information, and empowerment of people with MS and
their families emerge as particularly qualifying of the path.
During the last year of the project, three organizational
solutions for the implementation of the ICP have spread in
different contexts: the allocation of slots in the agenda of
the other specialists involved in taking care of people with
MS, in anticipation of their needs of specialist follow-up,
the dissemination of the ICP among the staff of the provid-
ers involved through CME courses included in the health-
care organizations training plans and the establishment of
a participatory evaluation table which, through the adop-
tion of PROMs and PREMs, evaluates the processes and

e Manacorda, T., Ponzio, M., Terzuoli, F., Lamendo-
la, P, Bezzini, D., & Battaglia, M. A. (2023). Tran-
sforming multiple sclerosis care in Italy through
Integrated Care Pathways and local networks of
service providers. A survey on clinical centers. Po-

pulation Medicine, 5 (Supplement)

outcomes of the ICP according to continuous quality im-
provement methodologies.

Since 2020, 16 contexts in single-authority or multi-au-
thority ICPs for MS are being discussed have joined the
project, for a total of 22 local health authorities and 25 MS
clinical centers involved. In 7 of these contexts, the ICPs
have already been approved, in 2 cases a review of the ex-
isting ICP is underway. In the remaining 9 contexts we are
proceeding with the construction of the table or the defi-
nition of the ICP for the first time.

All these routes incorporate materials and guidance pro-
duced by AISM. In the large majority of cases, the AISM
Chapter actively participated in the design and drafting of
the ICPs, in some cases of excellence AISM participates in
the governance of the path, including its evaluation.

The models based on the good practices identified in the
project were also included in 5 regional ICP discussion
tables. In Piemonte and Campania, the project materials
provided decisive support to the progress of the work,
which in Campania led to the approval of the ICP for MS
for the first time in 2024. In Calabria, Sardinia, and Sicily
the project materials support the revision of the already
approved regional ICPs.

The Humanization Project has become a cornerstone of
the collaboration between AISM and the healthcare sys-
tem at a territorial, regional, and national level. The expres-
sions of interest collected by AISM for the project and the
relative speed with which some organizational solutions
have spread suggest that AISM can accelerate the diffusion
of innovation and facilitate its adoption in MS treatment
planning. The Humanization Project combines AISM's
ability to engage stakeholders, linked to its continuous and
widespread activity in the territory, with that of identify-
ing replicable solutions thanks to the social and health re-
search activities of the central level of the Society.

e Manacorda T, Ponzio M, Terzuoli F, Lamendola P,
Bezzini D., Battaglia M A Transforming multiple
sclerosis care in Italy through Integrated Care Pa-
thways and local networks of service providers. A
survey on clinical centres. Population Medicine, 5,
2023(Supplement)
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Le persone con sclerosi multipla (SM) potrebbero essere
piu suscettibili alle infezioni, al cancro e a patologie cro-
niche rispetto alla popolazione generale non per la pre-
senza della patologia in sé, ma in relazione all'utilizzo di
alcune specifiche terapie o al grado di disabilita. In base
alle conoscenze al momento disponibili, I'uso di molti far-
maci modificanti la malattia (DMD) richiede un'attenzione
particolare sulla possibilita di eventi infettivi o insorgenza
di tumori o malattie croniche. In questa prospettiva, tra i
bisogni clinici ancora insoddisfatti nelle persone con SM,
si pone l'acquisizione di un quadro completo sullo stato di
immunizzazione contro le principali malattie infettive e
sul rischio di cancro e patologie croniche. Nonostante la
rilevanza della medicina preventiva nel processo decisio-
nale clinico, non ci sono studi in letteratura sull'aderenza
di questi pazienti alle campagne di screening e vaccinazio-
ne in Italia. Lo scopo dello studio sara quello di descrivere
|'adesione alla medicina preventiva da parte delle persone
con SM, indagando possibili differenze tra persone con e
senza SM nell'accesso a vaccinazioni e screening. Inoltre,
cercheremo di identificare, in entrambi i gruppi, le poten-
ziali variabili correlate all'aderenza alla medicina preventi-

va, compresa l'influenza della pandemia Covid-19. Questo
progetto di 1 anno & concepito come uno studio multicen-
trico, osservazionale e retrospettivo, diviso in due parti. La
prima & concepita come uno studio trasversale che arruo-
leracirca 1.250 pazienti dai database di Centri clinici, Uni-
ta di Riabilitazione e sedi locali dell'Associazione Italiana
Sclerosi Multipla del Nord, Centro e Sud Italia. Saranno
arruolati pazienti di eta superiore ai 25 anni con diagno-
si confermata di SM. | dati saranno raccolti attraverso un
questionario somministrato per telefono, previo consenso
informato scritto.La seconda parte & concepita come uno
studio caso-controllo, all'interno dello studio trasversa-
le, che arruolera un sottogruppo di 300 persone con SM
(gruppo casi) e 300 senza SM, appaiate per sesso, eta e
area di residenza (gruppo controllo) per analizzare I'im-
patto della malattia e/o disabilita sull'accesso/aderenza
alla medicina preventiva. La conoscenza dello stato di im-
munizzazione e del rischio di cancro e patologie croniche &
fondamentale per la pratica clinica nella gestione dei nuovi
DMD ma anche per la salute pubblica nel determinare I'e-
ventuale necessita di percorsi di cura integrati mirati alle
persone con SM.

ADVOCACY

ADVOCACY



Al momento il progetto € nella fase di arruolamento pa-
zienti e raccolta dati tramite interviste telefoniche. Vista
la difficolta nel reperire controlli senza SM, stiamo arruo-
lando nuovi Centri clinici SM e nuove Sezioni AISM.

Finora i casi arruolati sono 346, di cui il 73% sono donne,
con un’eta mediana pari a 49 anni (range 27-77) e uno sta-
to di salute generale medio pari a 7 (range 0-10). Riguardo
la sclerosi multipla, il campione presenta una disabilita lie-
ve ed il 55% ha una forma recidivante remittente. Consi-
derando lo stile di vita, il 58% dei casi arruolati non ha mai
fumato e il 52% non beve sostanze alcoliche, mentre solo
il 49% dichiara di fare un’attivita fisica sufficiente o piu
che sufficiente e il 30% é sovrappeso/obeso. Consideran-
do gli screening oncologici programmati, nei soggetti con
eta superiore i 50 anni, meno del 50% dichiara di eseguire
lo screening colorettale, mentre la percentuale di donne
che esegue la mammografia raggiunge '88%. Fra le donne
con eta fra 25 e 64 anni, invece, il 94% di queste effettuail

PAP test. Analizzando le vaccinazioni, solo il 24% dei casi
arruolati dichiara di effettuare la dose di richiamo antite-
tanica, mentre fra i soggetti con eta superiore ai 65 anni, il
55% dichiara di effettuare la vaccinazione antinfluenzale e
solo il 21% quella anti-pneumococcica.

La scarsa presenza di casi con disabilita grave non ci per-
mette di valutare I'adesione alla medicina preventiva nei
soggetti piu fragili, per questo motivo nei prossimi mesi
sara necessario incrementare I'arruolamento di casi con
forme progressive e disabilita piu grave. Inoltre, il basso
numero di controlli finora arruolati, non ci permette an-
coradi confrontare i dati dei casi con i rispettivi controlli.
| dati ottenuti finora sono abbastanza in linea conidatiin
letteratura per la popolazione italiana, mostrando ancora
una bassa aderenza allo screening per il tumore del co-
lon retto e alle vaccinazioni raccomandate in eta adulta/
anziana.

Description of adherence to the main preventive
health campaigns of persons with multiple sclerosis

Persons with multiple sclerosis (PWMS) might be more
susceptible to infections and cancers and chronic diseas-
es than general population, not because of the presence
of the disease itself, but to some specific therapies used
or the degree of disability. Based on the currently availa-
ble knowledge, the use of many disease-modifying drugs
(DMDs) requires special attention to the possibility of in-
fectious events or the onset of cancer. In this perspective,
a still unmet clinical need in PWMS is the acquisition of a
complete picture of the immunization status against the
main infectious diseases and the risk of cancer and other
chronic diseases. Adherence to preventive pathways can
reduce screening time for access to specific treatments,
increase safety within complex therapies, and reduce the
risk of comorbidities. Despite of the relevance of preven-
tive medicine in clinical decision-making, there are no
studiesinthe literature on the adherence of these patients
to screening and vaccination campaigns in Italy. The pur-
pose of the study will be to describe the adherence to pre-
ventive medicine by PWMS, investigating possible differ-
ences between PwMS and people without MS (PwoMS) in
access to vaccinations and screenings. In addition, we will
try to identify, in both groups, the potential variables cor-
related to preventive medicine adherence, including the
influence of the Covid-19 pandemic. This 1-year project is
conceived as a multicentre, observational, and retrospec-
tive study, divided in two parts. The first one is conceived
as a cross-sectional study that will enrol approximately

1,250 patients from databases of Clinical Centers, Reha-
bilitation Units, and local branches of the Italian MS Soci-
ety in Northern, Central, and Southern ltaly. Patients over
25 years of age with a confirmed diagnosis of MS will be
enrolled. Data will be collected through a questionnaire
administered by telephone, upon written informed con-
sent. The second part is designed as a case-control study,
that will enrol a subgroup of 300 PwWMS (case group) and
300 PwoMS, matched by gender, age, and residence area
(control group) to analyse the impact of disease and/or
disability to access/adherence to preventive medicine.
Knowledge of immunization status and chronic disease
risk is critical for clinical practice in the management of
new DMDs but also for public health in determining the
possible need for integrated care pathways targeted to
PwMS.

Actually, we are enrolling cases and controls from sever-
al MS clinical centers and local branches of AISM. Due to
the difficulty of finding controls, we are involved in the
study of other MS clinical centers, and we are promoting
the project among local branches of AISM to increase the
number of participants.

At the moment, we have analysed 346 cases of which 73%
were females, with a median age of 49 years (range 27-77)
and a median general health status of 7 (range 0-10). Con-
cerning MS, 55% with a relapsing-retting form and mostly
with a mild disability. Regarding lifestyle, 58% of enrolled



cases never smoked and 52% did not drink alcohol, where-
as only 49% of subjects reported doing enough or more
than enough physical activity and 30% is overweight or
obese. Considering programmed cancer screening, in sub-
jects aged more than 50 years, less than 50% declared to
do colorectal screening, whereas the percentage of wom-
en reporting to do mammography reached 88%. Among
women aged less than 64 years, 94% declared to do PAP
test. Regarding vaccinations, only 24% declared to do
booster dose against tetanus and, among subjects aged
more than 65 years, 55% of them did flu vaccines and only
21% did vaccine against pneumococcus.

The scarce presence of cases with severe disabilities does
not allow us to evaluate the adherence to preventive med-
icine in the most fragile subjects, so in the coming months,
it will be necessary to increase the enrolment of cases with
certain characteristics. Furthermore, the low number of
controls enrolled so far does not yet allow us to compare
cases with their respective controls. The data obtained
so far are quite in line with literature for the Italian pop-
ulation, showing a low adherence to colorectal cancer
screening and the recommended vaccinations in adults/
elderly age.

Progetto speciale di ricerca FISM finanziato nel 2021 e 'ammontare di 45.000 €
FISM Research special project funded in 2021 and the amount of € 45,000
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ENACT. Impiegare soluzioni neuroergonomiche
per attenuare il tremore cerebellare

www.enactproject.eu
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Il progetto ENACT (impiegare soluzioni neuroergonomi-
che per attenuare il tremore cerebellare) mira a studiare
il tremore cerebellare negli arti superiori in persone con
sclerosi multipla (SM) al fine di realizzare soluzioni indos-
sabili per mitigarlo durante le attivita quotidiane e lariabi-
litazione. Contestualmente, il progetto mira ad utilizzare
ambienti interattivi di realta virtuale e mista sia per inve-
stigare il tremore cerebellare, sia per realizzare exergame
motorio-cognitivi atti a promuovere I'attivita riabilitativa
a livello degli arti superiori, coinvolgendo le persone con
SM durante I'esecuzione dei compiti previsti a livello cli-
nico. | dati a livello motorio e fisiologico saranno inoltre
esplorati anche a scopo diagnostico e prognostico.

Per raggiungere tali risultati, ENACT adotta |'approccio
della neuroergonomia: l'indagine neuroscientifica delle in-
terazioni uomo-macchina per progettare tecnologie cen-
trate sull'utente.

Il progetto € iniziato nell'ottobre 2021. Dopo un primo
anno focalizzato sullo sviluppo tecnologico per la raccolta
di dati sperimentali, il team del progetto ENACT & passato
all'utilizzo di exergame sviluppati in collaborazione con il
Politecnico di Torino. Tali exergame, caratterizzati da para-
digmi di doppio compito a livello motorio e cognitivo in re-
alta virtuale e mista, sono tesi all'indagine di soluzioni per
indagare e mitigare il tremore cerebellare e per testare
soluzioni atte a coinvolgere gli utenti durante l'attivita ria-
bilitativa. Sono stati sviluppati diversi giochi per piattafor-
me di realta virtuale e mista dai costi contenuti, in modo
da facilitarne diffusione ed impiego. Lattivita di design e
test, con soggetti con e senza SM, si & alternata a momenti
di re-design, anche basati su focus group, per rendere le
soluzioni quanto piu vicine possibile ai bisogni clinici de-
finiti dagli esperti di AISM insieme alle persone con SM
coinvolte nello studio. Lo sviluppo del prototipo di sistema
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indossabile per la mitigazione del tremore € andato avanti
secondo i tempi previsti. Tutte le attivita elencate si sono
sviluppate in sinergia con RAISE, I'ecosistema per I'innova-
zione supportato dal PNRR in Liguria (in particolare alivel-
lo di Spoke 2, specificamente nella sua attivita NRTWIN,
della quale il PI di ENACT é co-coordinatore e tramite la
quale proseguira lo sviluppo e il test delle piattaforme in-
terattive e computazionali del progetto ENACT). Le prime
pubblicazioni sui risultati del progetto sono arrivate nel
corso del 2023 grazie all'attivazione del protocollo clinico
ENACTO1. Inoltre, il Pl ha dedicato parte delle sue attivita
alla divulgazione e all'impegno pubblico per promuovereiil
progetto in eventi nazionali ed internazionali (come la con-
ferenza RIMS 2023 a Genova, la summer school ECTRIMS
2023 a Gdansk, la conferenza RehabWeek 2023 a Singa-
pore), instaurando collaborazioni con esperti in ambito
sia clinico che tecnologico a livello internazionale (anche
ricevendo 'onore di insegnare all’Universita del Kyushu
come docente ospite, presentando metodologie e risultati
di ENACT).

L'ambiente interattivo a basso costo e il sistema indossabi-
le di ENACT per indagare e mitigare il tremore cerebellare
negli arti superiori sono progettati (e saranno ulterior-
mente riprogettati in base a dati sperimentali) per essere
utilizzati da persone con SM. Rispettivamente, |'ambiente
interattivo & progettato per essere utilizzato durante la
riabilitazione e il sistema indossabile durante le attivita
della vita quotidiana, consentendo (nella sua versione fi-
nale) a studenti e lavoratori di essere attivi senza utilizzare
dispositivi ingombranti e poco confortevoli per attenuare
il sintomo. Un prototipo avanzato verrarilasciato e valida-
to con dimostrazioni sul campo entro il 3° anno di proget-
to. Queste soluzioni dovrebbero anche raccogliere nuovi
dati sul progresso della SM (in particolare per prevedere

I'eventuale transizione alla forma progressiva) e l'esito dei
protocolli riabilitativi: ENACT mira a identificare nuovi
marcatori della SM in termini di firma motoria e fisiologi-
ca del tremore cerebellare. Tali dati saranno analizzati da
una piattaforma computazionale (correlandoli con que-
stionari soggettivi e test clinici quantitativi, profili gene-
tici e test di imaging) al fine di valutare le condizioni indi-
viduali e personalizzare gli interventi clinici. La rilevanza
di ENACT per la ricerca dei meccanismi patogenetici
della SM derivera inizialmente dalle indagini sugli indici
motori e fisiologici del tremore cerebellare in funzione
dell’esplorazione di nuovi aspetti dei processi sensomo-
torialla base del sintomo. Particolare attenzione érivolta
alle metriche di coordinazione occhio-mano che contri-
buiranno, insieme ad altri indici motori e fisiologici, alle
indagini neuroscientifiche in setting interattivi e alla ca-
librazione in tempo reale delle stimolazioni multimodali
che sopprimono il tremore. Lindagine sui meccanismi pa-
togenetici della SM ¢ inoltre arricchita dall'integrazione
di tecnologie non invasive (sensori motori e fisiologici,
stimolatori multimodali) all'interno di sistemi indossabili
e portatili: consentiranno di raccogliere dati nei contesti
della vita quotidiana dei soggetti, facilitando la correla-
zione della progressione dei sintomi della SM con i mar-
catori. ENACT mira a facilitare le procedure riabilitative
attraverso l'adozione delle tecnologie coinvolgenti della
sua piattaforma interattiva, basata sulla realta virtuale e
mista per migliorare la compliance sperimentale e clinica
dei pazienti. Pertanto, queste funzioni coadiuveranno gli
interventi riabilitativi. | dati raccolti durante gli esercizi
saranno utilizzati per esplorare eventuali strategie per
mitigare il tremore cerebellare. In ogni caso, i modelli
della piattaforma computazionale potrebbero consen-
tire I'impiego di biomarcatori del tremore cerebellare
per valutare l'esito di trattamenti invasivi e modularli nel
tempo.

ENACT. Employing Neuroergonomic solutions
to Attenuate the Cerebellar Tremor

www.enactproject.eu

The ENACT (Employing Neuroergonomic Solutions to
Attenuate the Cerebellar Tremor) project aims to inves-
tigate the cerebellar tremor in upper limbs in people with
multiple sclerosis (MS) to devise wearable technologies
for mitigating it during daily activities and rehabilitation.
Simultaneously, the project aims to use interactive en-
vironments in virtual and mixed reality for investigating
the cerebellar tremor and for implementing motor-cog-

nitive exergames designed to promote individual compli-
ance to upper limb rehabilitation procedures, engaging
people with MS during clinical tasks. Furthermore, the
motor and physiological data collected during this pro-
ject will be explored in terms of diagnostic and prognos-
tic applications. To achieve such results, ENACT adopts
the approach of neuroergonomics: the neuroscientific
investigation of human-machine interactions to design
user-centered technologies.



The project began in October 2021. After an initial year
focused on technological development for the collection
of experimental data, the ENACT project team switched
to using exergames developed in collaboration with the
Polytechnic of Turin. These exergames, characterized by
dual-task paradigms at the motor and cognitive levels in
virtual and mixed reality, are aimed at investigating solu-
tions for examining and mitigating cerebellar tremor and
for testing solutions to engage users during rehabilitative
activities. Various games for cost-effective virtual and
mixed-reality platforms have been developed to make
them affordable and easy to use. The design and testing
activities, with subjects with and without MS, alternated
with moments of re-design, also based on focus groups,
to make the solutions as close as possible to the clinical
needs defined by the AISM experts together with the peo-
ple with MS involved in the study. The development of the
wearable system prototype for tremor mitigation contin-
ued as scheduled. All the activities listed developed in syn-
ergy with RAISE, the innovation ecosystem supported by
the PNRR in Liguria (particularly at the level of Spoke 2,
specifically in its NRTWIN activity, of which the ENACT PI
is co-coordinator and through which the development and
testing of the interactive and computational platforms of
the ENACT project will continue). The first publications on
the project's results arrived in the course of 2023 thanks
to the activation of the ENACTO1 clinical protocol.
Furthermore, the Pl has dedicated part of his activities
to dissemination and public engagement to promote the
project at national and international events (such as the
RIMS conference 2023 in Genoa, the ECTRIMS Summer
School 2023 in Gdansk, the RehabWeek conference 2023
in Singapore), establishing collaborations with experts in
both clinical and technological fields internationally (also
receiving the honor of teaching at Kyushu University as
a guest lecturer, presenting methodologies and results of
ENACT).

The low-cost interactive environment and wearable sys-
tem of ENACT to investigate and to mitigate the cerebel-
lar tremor in upper limbs are designed (and they will be
further re-designed according to experimental data) to
be used by people with MS. Respectively, the interactive
environment is designed for being used during rehabili-

tation and the wearable system during activities of daily
living, enabling (in its final version) students and workers
to be active without using cumbersome and awkward de-
vices to attenuate the symptom. An advanced prototype
will be released and validated with field demonstrations
by the 3rd year of the project. These solutions should also
collect novel data on the MS progress (especially in order
to predict the transition to the progressive form) and the
outcome of rehabilitative protocols: ENACT aims to iden-
tify novel markers of MS within the motor and physiolog-
ical signature of the cerebellar tremor. Such data will be
analyzed by a computational platform (correlating them
with subjective questionnaires and clinical quantitative
tests, genetic profiles, and imaging tests) in order to assess
the individual conditions and personalize the clinical inter-
ventions.

The relevance of ENACT for the research of MS patho-
genic mechanisms will derive initially from the investiga-
tions on the motor and physiological indices of cerebellar
tremor according to novel aspects of the sensorimotor
processes underlying the symptom. Particular attention is
paid to metrics of eye-hand coordination that will contrib-
ute, alongside with other motor and physiological indices,
to the neuroscientific investigations in interactive settings
and to the real-time calibration of the multimodal stimu-
lations suppressing the tremor. Additionally, the investi-
gation of the pathogenic mechanisms of MS is enriched
by the integration of non-invasive technologies (motor
and physiological sensors, multimodal stimulators) within
wearable and portable systems: they will allow to collect
data outside the laboratory or the clinical settings, along
days and weeks in the contexts of daily living of the sub-
jects, easing the correlation of MS symptoms progression
with biological markers.

ENACT aims at facilitating the rehabilitative procedures
through the adoption of the engaging technologies of the
interactive platform, based on virtual and mixed reality for
improving the experimental and clinical compliance of the
patients. Thus, these functions will assist the rehabilitative
interventions. As in the main goals of the project, the data
collected during the exercises will be used to explore po-
tential new strategies to mitigate of the cerebellar trem-
or. On the other hand, the models of the computational
platform could allow to exploit the cerebellar tremor bi-
omarkers to evaluate the outcome of invasive treatments
and modulate them over time.

MEDICINA PERSONALIZZATA

PERSONALIZED MEDICINE



e Ameri K, Battegazzorre E, Galletti C, Bottino A,

PoddalJ, Tacchino, A. Brichetto G, De Michieli L,
and Barresi, G. (2023). Effects of Social Condi-
tions in a Virtual Exergame for Cognitive Reha-
bilitation in Multiple Sclerosis. 2023 IEEE 13th
International Conference on Consumer Elec-
tronics - Berlin (ICCE-Berlin), Berlin, Germany,
2023, pp. 117-122, doi: 10.1109/ICCE-Ber-
lin58801.2023.10375657

Galletti C, Parente C, Bottino A, Lamberti F, Laura
S, de Zambotti M, Podda J, Tacchino A, Brichetto
G, De Michieli L, and Barresi G. A biofeedback-en-
hanced virtual exergame for upper limb repetitive
motor tasks. 2023 IEEE International Conference
on Systems, Man, and Cybernetics (SMC), Hono-
lulu, Oahu, HI, USA, 2023, pp. 1561-1566, doi:
10.1109/5M(C53992.2023.10394416

Parente C, Galletti C, Bottino A, Lamberti F, Podda
J, Tacchino A, Brichetto G, De Michieli L, and Bar-
resi G. A biofeedback-enhanced virtual exergame

for upper limb motor-cognitive rehabilitation.
2023 IEEE 11th International Conference on Se-
rious Games and Applications for Health (SeGAH),
Athens, Greece, 2023, pp. 1-8, doi: 10.1109/Se-
GAH57547.2023.10253757

Barresi G, Parente C, Macaluso A, Ameri K, Pod-
da J, Salatino L, Tonoyan Y, Mariani G, Galletti C,
Storchi C, Boccardo N, Tacchino A, Pedulla L, De
Michieli L, Brichetto G, Bottino A, Lamberti F. Us-
er-Centered Design and Evaluation of Motor Cog-
nitive Exergames in Virtual and Mixed Reality for
People with Multiple Sclerosis. 28th RIMS Annual
Conference, May 4-6 2023, Genoa, Italy
Salatino L, Storchi C, Ferrari A, Boccardo N, Podda
J Pedulla L, Tacchino A, De Michieli L, Brichetto G,
Barresi G. ENACT-VR: A Virtual Reality Setting for
Investigating Eye-Hand Coordination in Multiple
Sclerosis. 28th RIMS Annual Conference, May 4-6
2023, Genoa, Italy

Progetto speciale di ricerca FISM finanziato nel 2021 e 'ammontare di 228.000 €
FISM Research special project funded in 2021 and the amount of € 228,000



Allestimento italiano del programma “REsilience
and Activity every DaY for MS”, degli outcomes,

e valutazione pilota di efficacia mediante impiego
di metodologia mista (READY- It-MS)

Unita di Neuroepidemiologia, Fondazione IRCCS Istituto Neurologico Carlo Besta, Milano, Italia
Unita di Neuroimmunologia e Malattie Neuromuscolari, Fondazione IRCCS Istituto
Neurologico Carlo Besta, Milano, Italia

School of Psychology, Faculty of Health and Behavioural Sciences, University of Queensland,
Brisbane QLD, Australia

COLLABORATORI/COLLABORATORS

Alessandra Solari, Andrea Giordano, Unita di Neuroepidemiologia, Fondazione IRCCS Istituto
Neurologico Carlo Besta, Milano, Italia

Paolo Confalonieri, Rui Quintas, Unita di Neuroimmunologia e Malattie Neuromuscolari,
Fondazione IRCCS Istituto Neurologico Carlo Besta, Milano, Italia

Milda Cerniauskaite, Dipartimento Gestionale di Ricerca e Sviluppo Clinico, Fondazione IRCCS
Istituto Neurologico Carlo Besta, Milano, Italia

Kenneth Pakenham, School of Psychology, Faculty of Health and Behavioural Sciences,
University of Queensland, Brisbane QLD, Australia

COLLABORAZIONI CON ALTRI GRUPPI / COLLABORATIONS WITH OTHER GROUPS
Irene Tramacere, Dipartimento di Ricerca e Sviluppo Clinico, Fondazione IRCCS Istituto
Neurologico Carlo Besta, Milano, Italia

Michele Messmer Uccelli, Associazione Italiana Sclerosi Multipla, Genova, Italia

COLLABORATORI STUDIO MULTICENTRICO READY/ MULTI_READY FOR MS TRIAL
STEERING COMMITTEE

Ambra Mara Giovannetti, Alessandra Solari, Kenneth lan Pakenham,

Giovambattista Presti, Kore University Behavioral Lab, Faculty of Human and Social Sciences,
Universita degli Studi di Enna ‘Kore’, Enna, Italia

Paola Kruger, Patient Expert, EUPATI Fellow, European Patients Academy for Therapeutic
Innovation, Roma, Italia

Independent Data and Safety Monitoring Committee
Stefan Gold, Institut fiir Neuroimmunologie und Multiple Sklerose (INIMS), Zentrum fiir

Molekulare Neurobiologie Hamburg (ZMNH), Universitdtsklinikum Hamburg Eppendorf, Hamburg,
Germany; Charité Universitdtsmedizin Berlin, Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie, Campus
Benjamin Franklin, Berlin, Germany; Charité Universitdtsmedizin Berlin, Medizinische Klinik m.S.
Psychosomatik, Campus Benjamin Franklin, Berlin, Germany

Marta Bassi, Department of Biomedical and Clinical Sciences L. Sacco, Universita di Milano,
Milano, Italia

Maria Pia Sormani, Biostatistics Unit, Department of Health Sciences, University degli Studi di
Genova, Genova, Italia

MEDICINA PERSONALIZZATA

PERSONALIZED MEDICINE



Data Management and Analysis Committee

Massimo Copetti, Unit of Biostatistics, Fondazione IRCSS Casa Sollievo della Sofferenza,

San Giovanni Rotondo, Foggia, Italia

Andrea Giordano, Ambra Mara Giovannetti, Alessandra Solari

Clinical Psychology Expert Panel

Ambra Mara Giovannetti, Kenneth lan Pakenham, Giovambattista Presti, Jana P6ttgen,
Institut fiir Neuroimmunologie und Multiple Sklerose (INIMS), Zentrum fiir Molekulare Neurobiologie
Hamburg (ZMNH), Universitdtsklinikum Hamburg Eppendorf, Hamburg, Germany

Simone Napolitano, “Qui e Ora” - Centro per la promozione del benessere psicologico, Catanzaro, Italia

Centri partecipanti/ Participating centres

Paolo Confalonieri, Rui Quintas, Milda Cerniauskaité Fondazione IRCCS Istituto Neurologico
Carlo Besta, Unita di Neuroimmunologia e Malattie Neuromusolari, Centro Sclerosi Multipla,

Milano, Italia

Carla Tortorella, Maria Esmeralda Quartuccio, llaria Rossi Ospedale San Camillo-Forlanini,

Roma, Italia

Giampaolo Brichetto, Miranda Giuntoli, Annalisa Garaventa Centro di Riabilitazione AISM

di Genova AISM, Genova, Italia

Lariana: Monica Grobberio, Samuela Turati Laboratorio di neuropsicologia, UOSD psicologia

clinica e UOC neurologia, ASST, Como, Italia

Roberto Bergamaschi, Eleonora Tavazzi, Ambrogia Ornella Riolo, Marta Picascia
Centro Sclerosi Multipla, Divisione di Neurologia Generale, IRCCS Fondazione Istituto Neurologico

Nazionale C. Mondino di Pavia, Pavia, Italia

Mary Micheli, Serena De Bigontina Dipartimento Riabilitazione ASLUmbria2, Foligno, Italia
Massimiliano Di Filippo, Elena Di Sabatino, Giuliana Costantini, Eleonora Maltempi
Centro Malattie Demielinizzanti e Laboratori di Neurologia Sperimentale, Clinica Neurologica,

Universita degli Studi di Perugia, Perugia, Italia

Il processo di adattamento alla sclerosi multipla (MS) pud
essere impegnativo e la malattia puo rappresentare un'im-
portante fonte di stress. La resilienza € unarisorsa interna
che ci permette di alleviare gli effetti avversi dello stress
e mantenere un buon livello di salute mentale mentre af-
frontiamo le avversita. Interventi in grado di rinforzare la
resilienza in persone con SM sono quindi fondamentali.

Pakenham e colleghi, Universita del Queensland, hanno
creato un breve intervento di gruppo per promuovere la
resilienza, The REsilience and Activities for every DaY
(READY), e sviluppato una versione specifica per persone
con SM (READY for MS). Il programma si basa sull’Accep-
tance and Commitment Therapy (ACT) e ha dato prova di
essere efficace nel migliorare il funzionamento psicologico
in persone con SM. Purtroppo, € raro che interventi psico-
logici scientificamente supportati siano adeguatamente
disseminati e integrati nei servizi nel lungo termine. Un
modo per contrastare questa tendenza é quello di formare
al loro utilizzo gli operatori dislocati nei servizi territoriali,
con la potenzialita non soltanto di arricchire le loro com-
petenze professionali, ma anche di promuovere il loro be-
nessere. |l progetto READY-It-MS valuta l'efficacia del pro-

gramma READY for MS in Italia (Studio 1 e 3, 4) e I'effetto
del training sugli operatori (Studio 2).

Lo Studio 1 & uno studio pilota randomizzato controllato
che valuta la fattibilita e I'efficacia della versione Italiana
del programma READY for MS, confrontandolo con un
intervento di controllo attivo (rilassamento). Trentasette
persone con SM sono state assegnate casualmente a uno
dei due interventi (1:1 ratio). La maggior parte dei parteci-
panti (indipendentemente dal tipo di intervento a cui sono
stati assegnati) hanno riportato miglioramenti significativi
(p<0.01) nella qualita di vita (QoL), nel tono dell’'umore,
nella resilienza e nella flessibilita psicologica. Il 65% ha
avuto un miglioramento clinicamente rilevante nella QoL
atre mesi dalla fine del programma.

La maggior parte dei partecipanti ha mostrato un ottimo
livello di coinvolgimento e aderenza al programma. Tutti
i partecipanti hanno dichiarato che il programma READY
for MS ha migliorato laloro resilienza, avuto un effetto po-
sitivo sulla loro vita, permesso loro di affrontare meglio la
SM. Tutti i partecipanti raccomanderebbero il programma
READY for MS a altre persone con SM, alcuni suggerisco-



no di estenderlo a altre condizioni di salute e ai familiari.
A livello quantitativo pero, il programma READY for MS
non e risultato piu efficace del rilassamento. Questo risul-
tato € in contrasto con i dati qualitativi che dimostrano la
sua superiorita rispetto al rilassamento per I'impatto sulla
vita quotidiana, la quantita di strategie che fornisce e I'in-
teresse che suscita. E possibile che i dati quantitativi non
siano risultati significativi per via della bassa numerosita
del campione.

Lo Studio 2 & uno studio longitudinale con un singolo
intervento, che valuta l'effectiveness di un training per
formare gli psicologi della rete AISM alla conduzione di
gruppi READY for MS. Il training comprende tre fasi: 1) un
workshop; 2) la partecipazione a un gruppo READY; 3) la
conduzione di un gruppo READY con persone con SM. Le
valutazioni sono state effettuate prima del training, prima
della partecipazione al gruppo READY, immediatamente
dopo e a 3 e 15 mesi dalla fine del gruppo READY rivolto
agli psicologi. Quarantaquattro psicologi hanno partecipa-
to e completato con successo le prime due fasi del training,
40 hanno condotto il gruppo con persone con SM. | parte-
cipanti hanno riportato miglioramenti in tutte le misure di
esito: resilienza, benessere, tono dell'umore e flessibilita
psicologica (p<0.001). | miglioramenti sono emersi subito
dopo la partecipazione al gruppo READY a loro dedicato
e si sono mantenuti a tre e a 15 mesi dalla fine del grup-
po. La flessibilita psicologica media questi miglioramenti.
Tutti i partecipanti hanno superato con successo I'esame
sulle competenze e si sono detti estremamente soddisfatti
dell’esperienza. Lo Studio 3 valuta l'effectiveness del pro-
gramma READY for MS quando condotto nei normali ser-
vizi territoriali (Sezione AISM o Centro SM). Le persone
con SM che hanno preso parte al gruppo hanno compilato
un set di questionari al basale, subito dopo l'intervento e a
tre mesi. Sono stati condotti 33 gruppi (237 partecipanti).
| partecipanti hanno mostrato miglioramenti significativi
nel livello di resilienza (outcome primario), ansia, depres-
sione, stress, QoL e flessibilita psicologica. | miglioramenti
sono avvenuti principalmente immediatamente al termine
del gruppo READY e si sono mantenuti a 3 mesi, indipen-

dentemente da caratteristiche demografiche o di malattia.
La flessibilita psicologica & risultata mediare i migliora-
menti in tutte le variabili di outcome. | dati qualitativi han-
no confermato la fattibilita dell'intervento e I'efficacia del
programma.

| risultati dei tre precedenti studi sono stati discussi in
due riunioni dedicate (gennaio 2020), le riflessioni emer-
se hanno contribuito alla definizione del protocollo dello
studio multicentrico randomizzato controllato (Studio 4).
Lo studio ha completato la fase di raccolta dati e sono at-
tualmente in corso le analisi dei dati.

Il programma READY for MS e stato in grado di migliorare
resilienza, ansia, depressione, stress e flessibilita psicolo-
gica nei partecipanti, indipendentemente da caratteristi-
che demografiche o di malattia dei partecipanti. Questo
risultato e particolarmente prezioso perché evidenzia
come il programma sia estremamente inclusivo e di facile
implementazione. A riprova di questo i risultati dello stu-
dio 2 e 3 mostrano come il programma READY for MS sia
facilmente implementabile nei servizi territoriali italiani
dedicati alle persone con SM, indipendentemente dall’a-
rea geografica o dalla grandezza del centro/Sezione AISM.
Inoltre, i risultati dello Studio 2 suggeriscono che il trai-
ning rivolto agli psicologi abbia avuto un impatto positivo,
sia a livello professionale che personale con un manteni-
mento dei benefici a lungo termine. Lo studio multicentri-
co in corso chiarira definitivamente se, come indicato dai
dati qualitativi dello studio pilota (studio 1) il programma
READY for MS sia superiore a altri intervento standard
come il training autogeno. In conclusione questo progetto
ha permesso di testare I'efficacia e I’ “effectiveness” del pro-
gramma READY for MS, di formare decine di colleghi nella
conduzione di questi gruppi e di offrire altrettanti gruppi
READY for MS a persone con SM seguite nei centri SM o
Sezioni AISMin Italia, rivelandosi un programma efficace e
inclusivo. AISM ha anche firmato un accordo con I'Univer-
sita del Queensland per continuare a offrire questi gruppi
alle persone con SM afferenti alle proprie sezioni.

Italian set up of the program “REsilience and
Activity every DaY for MS”, of outcomes, and pilot
assessment of efficacy using a mixed methodology

(READY-It-MS)

Adjusting to multiple sclerosis (MS) can be highly demand-
ing, and the disease can be a consistent source of stress.
Resilience is an internal resource for alleviating the ad-

verse effects of stress and sustaining good mental health
through adversity. Therefore, targeted interventions
aimed at fostering resilience are crucial in helping people
with MS deal with their iliness-related stressors and im-
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prove their quality of life (QoL).

Pakenham and colleagues - University of Queensland- de-
veloped a brief resilience group intervention called “The
REsilience and Activities for every DaY” (READY) and they
adapted it to people with MS (READY for MS). READY is
an Acceptance and Commitment (ACT)-based group in-
tervention able to improve resilience, Qol, depression,
stress and psychological flexibility in people with MS.
Unfortunately, empirically supported psychological in-
terventions are often not adequately disseminated and
are seldom integrated into frontline services in the longer
term. One way to optimize the uptake of such interven-
tions is to train relevant health professionals in their de-
livery, with also personal benefits for the trainees (e.g. in-
creased psychological flexibility).

The READY-It-MS project consists of four studies, which
address two broad aims: 1. to evaluate READY for MS in
Italy (Studies 1, 3 and 4); 2. To evaluate a READY for MS
health practitioner training program (Study 2).

Study 1 was a pilot randomized controlled trial to assess
Italian READY for MS efficacy when compared to an ac-
tive control intervention (group relaxation). Thirty-seven
people with MS participated and were randomly allocat-
ed to READY for MS or control intervention (1:1 ratio).
The whole sample reported significant improvements in
several psychological dimensions (QoL, mood, resilience,
psychological flexibility, p<0.01) three months after pro-
gram completion, with 65% reaching a clinically significant
improvement in the mental component of QoL (primary
outcome).

READY was well accepted by MS patients with varied so-
cio-demographic and clinical characteristics. All READY
for MS participants stated that it increased their resilience
and positively affected their life, and the majority declared
it helped them in dealing better with MS. All participants
said that they would recommend the READY for MS pro-
gram to others with MS, and some suggested it should be
offered to people with other medical conditions and carers.
However, READY for MS did not resulted more efficacious
then relaxation at a quantitative level but this was a pilot
study, with only the power to detect large differences.
Instead, qualitative data provided evidence in favour of
READY for MS which was considered more engaging and
superior to relaxation in terms of impact on daily life and
variety of strategies provided.

Study 2 is a single-arm longitudinal study (with a nested
qualitative study) that evaluates the effectiveness of a
program for training psychologists in delivering READY
for MS. The training encompassed three phases: 1) train-
ing workshop; 2) READY participation; 3) READY delivery
to people with MS (PwWMS). Self-report data were collect-
ed immediately before the workshop, before and after the
participation in READY, and at three and 15-month fol-
low-ups. Forty-four psychologists successfully completed
Phases 1 and 2, 40 Phase 3. Both quantitative and qualita-
tive results showed the training was effective in fostering

the acquisition of knowledge and skills for effective deliv-
ery of READY to PwMS. Growth curve modelling showed
that participants improved over the course of training in
resilience, positive affect, wellbeing, psychological flexibil-
ity and associated processes. These improvements peaked
during the participation in READY phase and continued to
accrue at a slower rate three months later. Psychological
flexibility mediated the improvements in resilience, posi-
tive affect and wellbeing. Qualitative data confirmed the
personal, professional and community level positive train-
ing impacts. Study 3 aims to evaluate the effectiveness
of READY for MS delivered to PWMS via frontline Italian
services. This is a single-arm longitudinal study (with a
nested qualitative study). Data were collected immediate-
ly before the beginning of the program, after the booster
session and at 3-months follow-up. Thirty-three READY
groups (237 participants) were run. Participants improved
in resilience (primary outcome), anxiety, depression,
stress, health-related quality of life (HRQoL), and psycho-
logical flexibility and associated processes (acceptance,
defusion, and values). Improvements in most outcomes
occurred at post-intervention and were maintained at a
3-month follow-up. No demographic or illness variables
predicted these improvements. Psychological flexibility
mediated improvements in resilience, anxiety, depression,
stress, and HRQoL. Qualitative data confirmed READY
feasibility and the positive psychological impacts on par-
ticipants. Results of the previous studies were discussed in
two dedicated meetings (January 2020). The panel discus-
sion informed the design of the multi-centre RCT (Study
4). The data collection is completed and we are currently
performing the data analyses.

The Italian READY for MS is well accepted by MS patients
with varied socio-demographic and clinical characteris-
tics. It improves participants’ resilience, mood and psy-
chological flexibility. No demographic or illness variables
predicted these improvements. This result is particularly
important as it indicates that the program is highly acces-
sible and easy to implement in different setting (MS or
AISM centre, different geographical areas or centre size).
Study 2 results suggested that the training was personally
and professionally helpful for the MS psychologists (with
long-term maintenance of the subjective gains) and the in-
tegration of program delivery within patients’ association
branches and MS Centres was effective.

The multicentre RCT will provide additional information
on the possible superiority of READY for MS over relaxa-
tion observed during the pilot study (qualitative data).

In conclusion, we reached different goals: 1) to test the
efficacy and effectiveness of the READY for MS; to train
dozens of psychologists in successfully running a READY
for MS group; 3) to offer hundreds of PwWMS from all Ita-
ly to participate in a READY for MS group, with great re-
sults in terms of effectiveness and accessibility. Moreover,
AISM signed a copyright agreement to ensure the ongoing
delivery of READY for MS.
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with MS: towards a “values-driven” life. Oral pre-
sentation at the 6th Annual Conference of the
“Interclinical Symposium on Multiple Sclerosis”,
Athens, Greece, October 18-20th 2019
Giovannetti AM. Evaluation of Acceptance and
Commitment Training for psychologists working
with people with multiple sclerosis. Oral presenta-
tion was scheduled in June 2020, but the conferen-
ce was postponed due to the COVID-19 pandemic.
| will present it during the RIMS Digital Conference,
December 4-5, 2020
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Un nuovo profilo funzionale per monitorare
la progressione della disabilita nella sclerosi multipla

(PROMOPRO-MS)
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La sclerosi multipla (SM) é classificata principalmente in
tre decorsi di malattia: recidivante remittente (RR), carat-
terizzato da attacchi definiti di peggioramento della fun-
zione neurologica seguita da periodi di recupero parziali
o completi; secondariamente progressiva (SP), che segue
il decorso della RR ed é caratterizzato da un progresso pit
costante; primariamente progressiva (PP), caratterizzato
da costante peggioramento della funzione neurologica fin
dall'esordio. In particolare, l'identificazione del punto di
transizione tra RR e SP & estremamente complessa, anche
se cruciale per migliorare il processo decisionale del piano
terapeutico e I'impatto sulle strategie farmacologiche e ri-
abilitative. Attualmente, le linee guida per la gestione della
SMrichiedono I'esecuzione di almeno un esame di risonan-
za magnetica (RM) all'anno, mentre una valutazione meno
frequente é richiesta nella fase progressiva della malattia.
Infatti, la RM é essenziale nel processo diagnostico e nella
valutazione prognostica della malattia. Il pattern di lesioni
RM é attualmente integrato nei criteri diagnostici, ma il
gap clinico-radiologico non é stato ancora colmato. Nel re-
cente passato, la ricerca in SM si & soffermata sullo studio
dei Patient-Centered Outcome (PCO) per monitorare la
progressione delle malattie neurodegenerative e prende-
re decisioni tempestive. | PCO consistono in questionari e
scale cliniche con valori sia ordinali che categorici, sommi-
nistrati da medici o autosomministrati dal paziente. | PCO
sono ampiamente utilizzati per valutare lo stato generale
di salute, per aiutare la diagnosi, monitorare il progresso
della malattia e per quantificare la percezione dei pazienti
dell'efficacia di una data terapia o procedura.

Il progetto speciale FISM attivo ‘PROMOPRO-MS’ ha lo
scopo di identificare un set di PCO legati a mobilita, fatica,
performance cognitive, stato emotivo, continenza vescica-
le, qualita di vita, validare un profilo funzionale della SM

basato su variabili e misure significative per I'SM, miglio-
rare la detezione del decorso di malattia, predire la pro-
gressione della malattia e identificare i migliori predittori
di malattia.

Dal 2013 PROMOPRO-MS costituisce una coorte di per-
sone con SM (PcSM) in continua crescita. Ad oggi, abbiamo
eseguito piu di 5.000 valutazioni da circa 1.200 pazienti tra
quelli seguiti dai Servizi di Riabilitazione dell’Associazione
Italiana Sclerosi Multipla (AISM) di Genova, Padova, Vicen-
za. In questa coorte, ogni paziente & valutato ogni quattro
mesi attraverso vari PCOs che ricoprono domini significa-
tivi per la SM. Il database ottenuto, oltre ai PCO, contiene
anche informazioni aggiuntive quali: i) numero di ricadute
negli ultimi quattro mesi (NR), ii) il livello educativo espres-
so in termini di anni totali di educazione (EDU), iii) altezza
(A), iv) peso (P) a v) decorso di malattia. Basandosi su que-
sti dati e stato sviluppato un modello temporale predittivo
dell’evoluzione della malattia con particolare focalizzazio-
ne sulla detezione della transizione daformaRR aforma SP.
Il modello € stato sviluppato utilizzando tecniche di machi-
ne learning ed é capace di predire il futuro decorso di pato-
logia delle PcSM con un’accuratezza di circa I'85%, dimo-
strando al contempo che i PCO possono essere di grande
valore come predittori dell’'andamento della SM. Lanalisi
dati ha avuto un ulteriore sviluppo e, con tecniche avanza-
te di machine learning, i ricercatori stanno sviluppando un
algoritmo di predizione della malattia a 10 anni.

Lo sviluppo di PROMOPRO-MS Digital Edition ¢ in fase
avanzata e si prevede l'avvio dei lavori a giugno 2024 con
la possibilita di incrementare ulteriormente le capacita
predittive.



A new functional profile to monitor the progression
of disability in MS (PROMOPRO-MS)

Multiple sclerosis (MS) is mainly classified into three dis-
ease courses: Relapsing-Remitting (RR), characterized by
clearly defined attacks of worsening neurologic function
followed by partial or complete recovery periods; Second-
ary-Progressive (SP), which follows the RR course and is
characterized by steadier progress; Primary-Progressive
(PP), characterized by steadily worsening neurologic func-
tion from the beginning. In particular, the identification of
the transition point when RR converts to SP is extremely
challenging, although crucial in order to improve thera-
peutic options decision-making and impact on pharmaco-
logical and rehabilitative strategies.

Nowadays, best practice for MS management requires the
performance of at least one Magnetic Resonance Imaging
(MRI) examination per year, while a less frequent assess-
ment is required in the progressive phase of the disease.
Indeed, MRI is now essential in the diagnostic process and
prognostic evaluation of the disease. MRI lesion pattern
is currently integrated into the diagnostic criteria, but the
clinical-radiological gap has not been filled yet.

In the recent past, researchers explored the potential role
of Patient-Centered Outcomes (PCO) to follow the pro-
gression of neurodegenerative diseases and to take timely
decisions. PCOs comprise self- and physician-adminis-
tered tests, questionnaires, and clinical scales consisting
of either ordinal or categorical scaled answers. To date,
PCOs are extensively used to assess general health status,
to support diagnosis and monitor progress of disease, and
to quantify the patients’ perception of the effectiveness of
a given therapy or procedure.

The ongoing FISM special project "A new functional profile
to monitor the progression of disability in MS" (PROMO-
PRO-MS), aims at identifying a set of PCO related to mo-
bility, fatigue, cognitive performances, emotional status,
bladder continence, quality of life, validating a “functional
profile” of MS based on meaningful variables and meas-
ures, improving the disease course detection, predicting
the disease progression and identifying the best disease
predictors.

Since 2013 PROMOPRO-MS constitutes a growing cohort
of people with MS (PwMS), To date, we collected more
than 5,000 evaluations from about 1,200 patients among
those followed by the Rehabilitation Services of the Ital-
ian Multiple Sclerosis Society (AISM) of Genoa, Padua,
Vicenza. In this cohort, each patient is evaluated every
four months through several PCOs covering meaningful
domains for MS. The collected PCO data set comprises
additional information such as: i) number of relapses in

the last four months (NR), ii) educational level expressed
in terms of total years of education (EDU), iii) height (H),
iv) weight (W) and v) disease course. Based on this data a
predictive temporal model of the disease evolution was
developed with a particular focus on the detection of the
RR to SP transition. The model has been developed by us-
ing machine learning techniques and is able to foresee the
future disease course of PwMS with an accuracy of about
85%, demonstrating that PCO are valuable to be used as
MS disease course predictor. Data analysis has undergone
further development and, with advanced machine learn-
ing techniques, researchers are developing a 10-year dis-
ease prediction algorithm.

The development of PROMOPRO-MS Digital Edition is
in an advanced stage, and the start of work is expected in
June 2024 with the possibility of further increasing pre-
dictive capabilities.
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Design, sviluppo e test di usabilita di un'app
per I'autovalutazione e il monitoraggio dei disturbi
cognitivi nelle persone con sclerosi multipla:

DIGICOG-MS®
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| disturbi cognitivi colpiscono circa il 40-70% delle per-
sone con sclerosi multipla (SM). Documentati in tutte le
forme di malattia, le funzioni cognitive maggiormente
interessate sono attenzione e concentrazione, velocita
nell’elaborazione delle informazioni, memoria e appren-
dimento, funzioni esecutive e linguaggio. Considerato
I'impatto negativo sull’autonomia e sulla vita quotidiana,
la gestione dei sintomi cognitivi & certamente una priorita
nella cura delle persone con SM. Sebbene per il clinico si-
ano disponibili batterie neuropsicologiche valide e affida-
bili, come la Brief Repeatable Battery of Neuropsycholo-
gical tests e la Minimal Assessment of Cognitive Function
in MS, difficilmente I'assessment cognitivo rappresenta ad
oggi una pratica clinica routinaria nella presa in carico del-
le persone con SM per diverse ragioni: si tratta di un pro-
€esso spesso oneroso in termini di tempo ed energie per
operatore e paziente, non esente dal rischio di errori in
fase di somministrazione e scoring dovuti all’'ineliminabile
soggettivita del clinico, e non sempre in grado di cogliere
cambiamenti anche minimi occorsi nel tempo a livello del
funzionamento cognitivo. Tuttavia, questi ostacoli posso-
no essere superati dall’utilizzo di soluzioni digitali, come
app e software computerizzati, sviluppate per lo screening
ed il monitoraggio dei disturbi cognitivi.

Sebbene i risultati nell'utilizzo delle nuove tecnologie si-
ano piuttosto promettenti, risultano essere scarse inve-
ce le evidenze relative all'usabilita e allapprezzamento
da parte degli utenti finali. Lo studio si propone quindi di
misurare la validita e ['usabilita di DIGICOG-MS® (DIGltal
assessment of COGnitive impairment in Multiple Sclero-
sis), nuova app di autovalutazione delle funzioni cognitive
per le persone con SM, realizzata dalla Fondazione Italiana
Sclerosi Multipla (FISM).

Lafasedidesignesviluppodell'app éiniziataadaprile 2022
eterminataagennaio 2023, mentre laraccolta dati & avve-
nuta da gennaio 2023 a novembre 2023. DIGICOG-MS®
include quattro test digitali, sviluppati con l'obiettivo di va-
lutare le funzioni pit frequentemente interessate dalla SM
come memoria visuo-spaziale (“Ricorda e posiziona”), me-
moria verbale (“Ascolta e ripeti”), fluenza semantica (“Gene-
ra le parole”) e velocita di elaborazione delle informazioni
(“Associa i numeri”). Questi test prendono ispirazione dalle
rispettive versioni cartacee tradizionali come il 10/36 Spa-
tial Recall Test, Rey Auditory Verbal Learning test, Word
List Generation, e Symbol Digit Modalities Test. Le per-
sone con SM reclutate nello studio hanno effettuato due
valutazioni, digitale e cartacea, in sessioni separate a di-
stanza di una settimana. Per investigare I'associazione tra
i punteggi ottenuti ai test digitali e a quelli cartacei, & stato
calcolato il coefficiente di correlazione lineare r di Pear-
son. Il coefficiente di correlazione intraclasse (ICC) & stato
invece determinato per misurare la consistenza dell’app in
due valutazioni diverse a distanza di due settimane. Infine,
I'usabilita dell’app & stata misurata attraverso i questiona-
ri System Usability Scale (SUS) e la mHealth App Usability
Questionnaire (MAUQ) (versione paziente). Novantadue
persone con SM (femmine: 60) con eta media di 51.38 +
11.36 anni, livello diistruzione di 13.07 £ 2.74 anni, durata
dimalattiadi 12.91 £ 9.51 anni e livello di disabilita di 3.58
+ 1.75 come indicato dal punteggio alla Expanded Disabi-
lity Status Scale, seguite presso il Servizio di Riabilitazione
AISM Liguria, hanno partecipato allo studio. | risultati ri-
velano forti correlazioni tra i test digitali e quelli cartacei
per tutti i domini cognitivi indagati (ps<. 001), con valori
dirtra.58 e .78. Laffidabilita test-retest dell’app é appar-
sa eccellente (ICCs > .90) per memoria verbale e velocita
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di elaborazione delle informazioni, e buona per memoria
visuo-spaziale e fluenza semantica (ICCs > .80). | punteg-
gi totali ottenuti alla SUS e alla MAUQ (84.5 + 13.34 e
104.02 £+ 17.69, rispettivamente) suggeriscono che I'app
DIGICOG-MS® ¢ stata valutata positivamente in termini
di usabilita e soddisfacimento nell’'uso.

Rilevanza per la SM. | risultati ottenuti suggeriscono che
DIGICOG-MS® potrebbe essere considerata un‘alterna-
tiva valida per l'autovalutazione del funzionamento co-
gnitivo a distanza per le persone con SM. DIGICOG-MS®
consentirebbe di effettuare una valutazione cognitiva
ritenuta essenziale, considerata la frequenza dei disturbi
cognitivi e il loro impatto nella vita delle persone con SM,
cherischierebbe invece di essere precluso nei casi in cuile
persone si trovino impossibilitate a recarsi al centro clini-
co a causa di molteplici condizioni critiche (e.g., restrizioni

di guida, costi economici, dipendenza dal caregiver o amici,
eccessiva distanza centro clinico-domicilio, fatica e distur-
bi motori). Inoltre, i benefici sono estesi anche ai profes-
sionisti sanitari in quanto DIGICOG-MS® semplifichereb-
be la somministrazione dei test, migliorando I'accuratezza
eriducendo la percentuale di erroriin fase divalutazionee
punteggio. Lo studio fornirebbe dunque evidenze a soste-
gno di una futura implementazione del nuovo strumento
digitale nella pratica clinica per le persone con SM.
Impatto sulle persone. Il monitoraggio continuo nel tem-
po permetterebbe al clinico in primo luogo di individuare
un trattamento riabilitativo cognitivo personalizzato sul-
le caratteristiche e i bisogni di ciascuna persona con SM.
Inoltre, i dati raccolti attraverso DIGICOG-MS® consen-
tirebbero di identificare la presenza di fenotipi cognitivi
persistenti nella SM, di predire I'insorgenza di eventuali
disturbi cognitivi e monitorarne I'evoluzione nel tempo,
grazie a sofisticati algoritmi di machine learning.

Design, development and usability of a mHealth app
for self-assessment and monitoring of cognitive
impairment in people with Multiple Sclerosis:

DIGICOG-MS®

Cognitive impairment (Cl) affects about 40-70% of peo-
ple with Multiple Sclerosis (PwMS). Attention, informa-
tion processing speed, memory, executive functions, and
language are the most cognitive domains impaired in MS.
Documented in all MS courses, with more severe deficits
in progressive forms, both secondary progressive and pri-
mary progressive, compared to relapsing-remitting MS,
Clis recognized as one of the most disturbing disorders in
MS. Although addressing Cl is recognised as a key priority
in MS care, leading to more timely and targeted treatment
interventions, highly reliable and validated traditional pa-
per-and-pencil tests as the Brief Repeatable Battery of
Neuropsychological tests and the Minimal Assessment of
Cognitive Function in MS are still not widely and routinely
used in clinical practice due to various reasons: system-
atic cognitive assessments are somewhat time-consum-
ing, require specialized examiners, and could not timely
collect subtle cognitive changes. Thus, these limitations
may be overcome by alternative easy-to-use digital solu-
tions. However, while technology offers PwMS alternative
methods for tracking and managing cognitive symptoms,
it is unclear if available digital tools are usable and ap-
preciated by end-users. Given the need to understand in
more depth the potentiality of mobile Health (mHealth)
apps in the assessment of Cl in MS, we designed and de-

veloped DIGICOG-MS® (DIGltal assessment of COGnitive
impairment in Multiple Sclerosis), a smartphone and tab-
let-based app for self-assessment of Cl in PwMS. Aims of
our study were to test validity and usability of the novel
mHealth app in a sample of PwMS.

The first step that consists of the design and development
of DIGICOG-MS® has been carried out between April
2022 and January 2023. Data were collected from Jan-
uary 2023 to November 2023. DIGICOG-MS® includes
four digital tests assumed to evaluate the most affected
cognitive domains in MS as visuospatial memory, verbal
memory, semantic fluency, and information processing
speed. These digital tests took inspiration from tradition-
al paper-based tests known to assess the same cognitive
functions, as 10/36 Spatial Recall Test, Rey Verbal Learn-
ing Test, Word List Generation, Symbol Digit Modalities
Test. Participants were asked to complete both traditional
and digital assessments in two separate sessions. Conver-
gent validity was analysed using the Pearson correlation
coefficient (r) to determine the strength of the association
between traditional and digital tests. To test reliability of
the app, the agreement between two repeated measure-
ments was addressed with use of the intraclass correla-
tion coefficients (ICC). System Usability Scale (SUS) and



mHealth App Usability Questionnaire (MAUQ) were thus
administered at end of DIGICOG-MS® evaluation to test
usability of the mHealth app.

The final sample consisted in ninety-two PwWMS (female:
60), followed as outpatients at the AISM Rehabilitation
Service of Genoa (Italy). They had a mean age of 51.38 +
11.36, an education of 13.07 + 2.74 years, a disease dura-
tion of 12.91 + 9.51 and a disability level as measured by
the Expanded Disability Status Scale of 3.58 + 1.75. Pear-
son correlation analyses indicated significantly strong
correlations for visuospatial memory, verbal memory, se-
mantic fluency, and information processing speed (all ps
<.001), with r values ranging from .58 to .78. Test-retest
reliability of the mHealth app was excellent (ICCs > .90)
for verbal memory and information processing speed, and
good for visuospatial memory and semantic fluency (ICCs
>.80). Moreover, SUS score averaged 84.5 (13.34), and to-
tal score from MAUQ was 104.02 (17.69), suggesting that
DIGICOG-MS® was significant usable and well appreciat-
ed by PwMS.

e Podda J, Tacchino A, Pedulla L, Bergamaschi V,
Ponzio M, Battaglia MA, Brichetto G. A new mHe-
alth app for monitoring and self-assessment of
cognitive impairment in people with Multiple Scle-
rosis: DIGICOG-MS. Best oral presentation RIMS
2023 in euRIMS Annual Congress, May 2023,
Genoa, Italy

e Podda J, Tacchino A, Pedulla L, Bergamaschi, V,
Ponzio M, Battaglia MA, Brichetto G. Digitale o
cartaceo? Usabilita di nuova app di autovaluta-

Relevance for MS. Although preliminary, findings indi-
cated that DIGICOG-MS® is highly usable and accept-
ed by PwMS. DIGICOG-MS® could allow a continuous
self-evaluation and monitoring of cognitive functioning
that otherwise could be prevented for PwMS due to var-
ious critical conditions (e.g., driving restrictions, reliance
on caregivers and friends for assistance, restricted in-
come, hospital-home distance, weakness and motor im-
pairment). The use of DIGICOG-MS® would also be ben-
eficial for health professionals who can take advantage of
adigital tool able to reduce time and errors in administra-
tion and scoring procedures.

Proximity to cure. A continuous monitoring of cognitive
functions would help health professionals to plan a cog-
nitive intervention tailored on personal and clinical char-
acteristics of PWMS. In addition, data acquired through
DIGICOG-MS® will permit to identify cognitive pheno-
types in MS and to predict cognitive decline over time
thanks to sophisticated machine learning algorithms.

zione delle funzioni cognitive per le persone con
sclerosi multipla e correlazione con test cognitivi
tradizionali. Oral Presentation, 22nd Congresso
Nazionale Societa italiana di Riabilitazione Neuro-
logica, April, 2023, Riva Del Garda, Italy

e Podda J, Pedulla L, Brichetto G, Tacchino A. Eva-
luating Cognitive-Motor Interference in Multiple
Sclerosis: A Technology-Based Approach. Bioengi-
neering 2024, 11, 277. https://doi.org/10.3390/
bioengineering11030277
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Riabilitazione delle funzioni cognitive e motorie al
tempo della salute digitale: spunti di teleriabilitazione
per persone con Sclerosi Multipla. (REMOTE-MS)
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La sclerosi multipla (SM) peggiora progressivamente conil
tempo con accumulo di disabilita sia motoria che cogniti-
va. Per questa ragione, i programmi riabilitativi dovrebbe-
ro iniziare prima possibile, essere intensivi e prolungati, e
continuare attraverso le varie fasi della malattia.

| progressi della telemedicina hanno permesso di raggiun-
gere facilmente lunghe distanze, soprattutto in campo
riabilitativo. Infatti, la teleriabilitazione consente di inte-
grare il tradizionale approccio interattivo in presenza tra
paziente e riabilitatore. Copre situazioni nelle quali € com-
plicato per il paziente raggiungere le tradizionali strutture
riabilitative, spesso dislocate lontano rispetto alla propria
residenza. Inoltre, riduce eventuali tempi di ospedalizza-
zione e costi sia per il paziente che per il sistema sanitario.
Numerosi studi hanno dimostrato I'efficacia della teleria-
bilitazione nella SM. Internet, realta virtuale (RV), e ga-
mification sembrano essere strumenti efficaci, tollerati e
sicuri per il trattamento delle funzioni motorie e cognitive
di persone con SM (PcSM). Per questo, la teleriabilitazione
€ un'opzione da considerare per le PcSM quando la riabi-
litazione tradizionale & meno accessibile o inaccessibile.
Nonostante gli effetti positivi dimostrati dalla letteratura
scientifica, ci sono ancora molte sfide da affrontare per
un suo completo uso nella SM. Ad esempio, disabilita dif-
ferenti o necessita individuali potrebbero essere meglio
affrontate attraverso approcci basati su interventi super-
visionati in modalita sincrona. Infatti, ad oggi, la maggior
parte delle esperienze di teleriabilitazione nella SM sono
asincrone, ossia l'informazione medica viene raccolta e
salvata per un invio successivo ad uno specialista.

Il principale vantaggio di un approccio sincrono € la mag-
giore efficienza dovuta alla possibilita di adeguare i det-
tagli di trattamento e di prendere decisioni cliniche nella
sessione in itinere, aspetto decisivo nella SM. Tuttavia,

I’'efficacia della teleriabilitazione sincronarispetto a quella
standard nella SM e ancora materia di studio. Nel presen-
te progetto, valuteremo l'efficacia della teleriabilitazione
sincrona rispetto ad un intervento convenzionale. Lo fa-
remo attraverso uno studio randomizzato e controllato
focalizzato sul dominio cognitivo. Poiché non ci sono evi-
denze scientifiche relative a modificazioni nelle reti neu-
rali dovute ad un intervento in teleriabilitazione sincrona
nella SM, studieremo anche gli effetti di neuroplasticita
strutturale e funzionale attraverso tecniche di risonan-
za magnetica. Inoltre, con uno sguardo a scenari futuri,
esploreremo la fattibilita dell’utilizzo di dispositivi di RV
immersiva per la teleriabilitazione motoria e in dual-task
nella SM. Attraverso una survey online, mapperemo anche
I'utilizzo della teleriabilitazione in Italia. Infine, dai risultati
ottenuti e dal confronto con la letteratura scientifica pro-
porremo linee guida per un utilizzo pratico dei sistemi di
teleriabilitazione.

Durante il primo anno del progetto abbiamo ricevuto I'ap-
provazione etica da parte del Comitato Etico Territoriale
relativa alle attivita del working package 2 (WP2) dal titolo
“Studio RCT sull'intervento di teleriabilitazione cognitiva”.
Prima di iniziare il reclutamento e I'erogazione dell'inter-
vento, abbiamo dedicato sei mesi alla valutazione dei requi-
siti tecnici e di privacy della piattaforma di teleriabilitazione
utilizzata, ovvero la Suite Medico Amico (Gruppo Khymeia).
| primi quattro soggetti hannoiniziato il trattamento nel no-
vembre 2023 e sono in fase di conclusione.

Lobiettivo di questo progetto non & cercare di trovare una
cura per la malattia ma testare l'efficacia degli interventi
riabilitativi erogati attraverso la teleriabilitazione sincrona.



I risultati di questo progetto potrebbero rappresentare un
passo avanti nel dimostrare come la teleriabilitazione sin-
crona potrebbe essere una valida opportunita e un'alterna-

tiva allariabilitazione convenzionale per fornire trattamen-
ti per la SM (ad esempio quando le persone con SM sono
limitate a raggiungere facilmente il centro di riabilitazione).

REhabilitation of cognitive and MOtor functions in
the era of digital health: hints of TElerehabilitation
for people with Multiple Sclerosis (REMOTE-MS)

Multiple sclerosis (MS) progressively worsens over time,
leading to cumulative physical and cognitive disability.
Thus, MS rehabilitation programs should start as soon
as possible, be intensive and prolonged, and continue
during the different phases of the disease. The advance-
ment of telehealth applications allowed easier achieving
long-distance communication, especially in the field of
rehabilitation. Indeed, telerehabilitation allows for dis-
ease treatment and clinical evaluation by integrating the
traditional in-presence patient-rehabilitator interactive
approach, covering situations in which it is complicated
for patients to reach traditional rehabilitation infrastruc-
tures located far away from where they live, and, finally,
reducing hospitalization times and costs to both patients
and healthcare providers. Overall, numerous MS studies
have proven telerehabilitation effectiveness, especially
during the Covid-19 pandemic. Internet and teleconfer-
ences formats, virtual reality (VR), and gamification seem
to be effective, tolerated, and safe tools for MS treatment
aimed at improving both motor and cognitive functions.
Thus, remote communication technologies are options to
be considered for people with MS as traditional rehabili-
tation is less accessible or inaccessible. However, despite
the positive effects unveiled by the scientific literature,
some aspects need to be addressed in MS telerehabili-
tation. One main challenge is the definition of a tailored
treatment due to the diverse disability levels and personal
needs that could be better defined through approaches
based on synchronous (i.e. real-time health information
delivery during a remote live discussion) supervised in-
dividualized interventions. Indeed, most of MS telereha-
bilitation experiences are asynchronously (i.e. store-and-
forward of medical information to a specialist) delivered.
The major advantage of a synchronous approach is the
efficiency gained by having the opportunity to refine de-
tails pertinent to the care episode during the session, by
seeking additional information, and in many cases provid-

ing a clinical decision or advice within the session, a crucial
aspect in MS rehabilitation. The effectiveness of synchro-
nous telerehabilitation services compared to standard
care is still under debate. Here, we will assess the effec-
tiveness of synchronous tele vs. conventional rehabilita-
tion. Specifically, we will conduct and RCT study focused
on the cognitive domain. As no scientific evidence about
neural network changes due to a synchronous telerehabil-
itation intervention are present, we will also evaluate the
structural and functional neuroplasticity through magnet-
ic resonance imaging. Moreover, by looking to the future,
we will explore the feasibility of new immersive VR tools
as an option for motor and dual-task telerehabilitation.

In addition, through a survey, we will map the telereha-
bilitation use in the Italian rehabilitation services. Finally,
based on our results and scientific evidence we will pro-
pose practical guidelines for MS telerehabilitation.

During the first year of the project, we received Ethics ap-
proval by the Comitato Etico Territoriale related to the ac-
tivities in the working package 2 (WP2) on “RCT study on
cognitive telerehabilitation intervention”. Before starting
the recruitment and delivering the intervention, we dedi-
cated six months to the evaluation of the technical and pri-
vacy requirements of the used telerehabilitation platform,
i.e. the Suite Medico Amico (Khymeia Group). The first four
subjects started the treatment in November 2023.

The goal of this project is not attempting to find a cure for
the disease but to test the effectiveness of rehabilitative
interventions delivered through synchronous telerehabili-
tation. The results of this project might be a step forward in
demonstrating how synchronous telerehabilitation could
be a valid opportunity and alternative to conventional re-
habilitation to deliver MS treatments (e.g. when PwWMS are
limited to easily reach their rehabilitation center).

Progetto speciale di ricerca FISM finanziato nel 2022 e 'ammontare di 220.000 €
FISM Research special project funded in 2022 and the amount of € 220,000
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Interazioni virtuose tra riabilitazione ed esercizio
fisico per affrontare il problema della fatica nella
sclerosi multipla: un approccio neurofisiologico
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La fatica € uno dei sintomi debilitanti piu comuni nella scle-
rosi multipla (SM) sin dalle prime fasi della malattia e in
tutti i fenotipi. Non € semplice trattare la fatica nellaSM a
causa della sua componente multifattoriale che compren-
de diversi meccanismi fisiopatologici e diversi adattamenti
neurologici. Partendo dalle definizioni di fatica e affatica-
bilita si possono ricercare nuove strategie per affrontare
questo problema. La fatica riflette uno stato di stanchez-
za, mancanza di energia, scarsa motivazione e difficol-
ta di concentrazione. Puo essere misurato in un preciso
istante nel tempo come percezione dello stato fisiologico
dell'organismo che nasce dalle reti enterocettive coinvolte
nella regolazione dell'omeostasi e dallo stato psicologico
dell'individuo. E stato dimostrato che I'esercizio fisico puod
influenzare questi meccanismi migliorando la capacita del
corpo di correggere le deviazioni da uno stato omeostati-
co equilibrato. Al contrario, I'affaticamento € quantificato
in termini di capacita di lavoro, che puo essere stimato (af-
faticamento percepito) o misurato durante compiti fisici o

cognitivi (affaticamento oggettivo). In relazione alla fun-
zione motoria, il livello di affaticabilita oggettiva dipende
dalle capacita contrattili dei muscoli coinvolti e dal livello
di attivazione volontaria fornita dal sistema nervoso. A
causa del danno della sostanza bianca e grigia tipico della
SM, l'affaticamento potrebbe avere origine da una ridotta
attivazione dei target centrali o periferici delle connes-
sioni sinaptiche. Comprendere i fattori interdipendenti
che contribuiscono a fatica e affaticamento nella SM po-
trebbe essere fondamentale per lo sviluppo di strategie
efficaci per ridurre l'impatto di questi sintomi nelle per-
sone con SM (PcSM). In particolare, un intervento volto a
ridurre I'affaticamento muscolare precoce (ad esempio la
riabilitazione) puo servire come trattamento preparatorio
per aumentare l'efficacia dell'allenamento successivo (ad
esempio l'esercizio aerobico).

Nella prima fase del progetto, abbiamo studiato I'efficacia
di un programma di riabilitazione per affrontare i distur-



bi motori legati alla fatica che influiscono sulla capacita di
camminare nelle PcSM.

24 PcSM (eta=57.8+9.8 anni, tutti con EDSS=6) sono sta-
te sottoposte ad un programma riabilitativo di 20 sessioni
incentrato su cammino, equilibrio e uso corretto dei di-
spositivi di assistenza. Il gruppo sperimentale (FB group)
ha utilizzato una stampella con feedback in tempo reale
basato sul supporto dell'utente, mentre il gruppo di con-
trollo (NOFB_group) ha utilizzato una stampella standard.
| partecipanti sono stati inoltre classificati in base al prece-
dente utilizzo degli ausili: bastone (PRE_cane) o stampel-
la (PRE_crutch). La valutazione includeva i test Timed 25
Foot Walk (T25FW) e Timed Up and Go (TUG) e la scala
Modified Fatigue Impact Scale (MFIS). In un sottogruppo
di 14 PcSM sono stati registrati i parametri dell'andatura
(numero di passi-STEPS e tempo di contatto-CT) su un
percorso lineare utilizzando solette sensorizzate.

Al basale, il gruppo PRE_crutch ha riportato un affati-
camento maggiore rispetto a PRE_cane. Solo in questo
gruppo € stata riscontrata un'associazione positiva tra
affaticamento e prestazione motoria, misurata dalle solet-
te sensorizzate sia negli arti affetti (aff) che in quelli non
affetti (noaff) (STEP_aff: r=0,857, p=0,014; STEP_noaff:
r=0,964, p<0,01; CT_aff: r=-0,893, p=0,007; CT_noaff: r=-
0,857,p=0,014).

Dopo la riabilitazione, abbiamo osservato un migliora-
mento della fatica indipendentemente dall'ausilio prece-
dente e dal gruppo di riabilitazione (F=4,90, p=0,038). II
gruppo FB_group ha ottenuto risultati migliori rispetto
a NOFB_group nei test T25FW e TUG (U=34, p=0,028 e
U=36, p=0,038, rispettivamente). Inoltre, I'associazione
fatica-prestazioni ha cambiato trend: in entrambi i grup-
pi abbiamo trovato un'associazione positiva tra CT e |l
dominio fisico dell’MFIS (PRE_crutch: r=0.821, p=0.08;
PRE_cane: r=0.90, p=0.037) e una associazione negativa
tra STEP e il dominio fisico (PRE_crutch: r=-0.821, p=0.08)
o cognitivo della MFIS (PRE_cane: r=-0.943, p=0.005).

Successivamente, abbiamo disegnato una valutazione
neurofisiologica per distinguere il contributo di meccani-
smi specifici, i.e., circuiti mediati da GABAa e GABAD, alla
fatica e all'affaticabilita. La stimolazione magnetica tran-
scranica (TMS) viene utilizzata per valutare il potenziale
evocato motorio (MEP) e il periodo di silenzio controlate-
rale (cSP) a diversa intensita di stimolo, cioé durante una
curva di reclutamento (RC). Le risposte a una bassa inten-
sitadi TMSriflettono l'attivita del GABAa, mentre le rispo-
ste ad un'elevata intensita di TMS sono indici dell'attivita
del GABAD. Un gruppo di controlli sani (HC) e di PcSM sara
valutato prima e dopo un test da sforzo cardiopolmonare
(CPET) per indurre il massimo esaurimento. Le misure
neurofisiologiche e quelle cardiopolmonari saranno corre-
late ad outcome di fatica e affaticabilita. Ad oggi sono stati
valutati 2 HC. | risultati preliminari mostrano un aumen-
to della durata del cSP suggerendo il coinvolgimento dei
meccanismi GABA nei processi di fatica indotti dall’eser-
cizio aerobico. Ci aspettiamo risultati diversi nella PcSM,
come risultato dei processi di fatica e affaticabilita. Nella
fase finale del progetto, proporremo un intervento riabili-
tativo preparatorio prima dell'esercizio fisico a un gruppo
di persone con SM.

Un programma riabilitativo basato sul cammino, sull’equi-
librio e sull’'uso corretto dei dispositivi di assistenza riduce
efficacemente la fatica nelle PcSM. Linversione nel trend
della correlazione fatica-performance motoria suggerisce
che é possibile ottenere buone prestazioni sperimentando
meno fatica. Inoltre, una stampella con feedback in tem-
po reale sembra avere un impatto positivo sulla capacita
di camminare a prescindere dal tipo di ausilio utilizzato in
precedenza. Ulterioririsultati contribuiranno afar luce sui
meccanismi di fatica e affaticabilita nella SM e sugli effetti
di un trattamento specifico per ridurre questo sintomo.

Virtuous interactions between rehabilitation and
exercise to address the problem of fatigue in
multiple sclerosis: a neurophysiological approach

Fatigue is one of the most common debilitating symptoms
in multiple sclerosis (MS) since the early phases of the dis-
ease and in all phenotypes. Mitigation of fatigue is chal-
lenging in MS due to its multifactorial component includ-
ing several pathophysiological mechanisms and different
neurological adaptations. Starting from the definitions of
fatigue and fatigability, new strategies can be sought to ad-
dress this issue. Fatigue reflects feelings of tiredness, lack

of energy, low motivation, and difficulty in concentrating.
It can be measured at a specific instant in time (state level
of fatigue) as a perception of the physiological state of the
body that arises from interoceptive networks involved in
the regulation of homeostasis and from the psychological
state of the individual. It has been shown that exercise
may influence these mechanisms improving the ability of
the body to correct deviations from a balanced homeo-
static state. In contrast, fatigability is quantified in terms
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of work capacity (trait level of fatigue), which can be ei-
ther estimated (perceived fatigability) or measured during
physical or cognitive tasks (objective fatigability). Related
to the motor function, the level of objective fatigability
depends on the contractile capabilities of the involved
muscles and the level of voluntary activation provided
by the nervous system. Due to the damage of white and
grey matter typical of MS, fatigability might originate from
reduced activation of the central or peripheral targets of
synaptic connections. Understanding the interdependent
attributes that contribute to the state and trait levels of
fatigue in MS might be critical for the development of ef-
fective strategies to reduce the burden of these symptoms
in people with MS (PwWMS). In particular, an intervention
aiming at reducing early muscular fatigability (e.g., reha-
bilitation) may serve as preparatory treatment to enhance
the effectiveness of the following training (e.g., exercise).

In the first phase of the study, we investigated the efficacy
of a technology-empowered rehabilitation program to ad-
dress fatigue-related motor impairments affecting walk-
ing ability in PWMS. 24 PwMS (age=57.8+9.8 years, all
EDSS=6) underwent a 20-session rehabilitation program
focusing on gait, balance, and proper assistive device use.
The experimental group (FB_group) used a crutch with re-
al-time feedback based on user support, whilst the control
group (NOFB_group) used a standard crutch. Participants
were also categorized based on prior aid usage: PRE_cane
and PRE_crutch. Assessment included Timed 25 Foot
Walk (T25FW), Timed Up and Go (TUG) and Modified Fa-
tigue Impact Scale (MFIS). In a subgroup of 14 PwMS, gait
parameters (number of steps-STEPS and contact time-CT)
were recorded on a linear course using sensorized insoles.
At baseline, PRE_crutch reported higher fatigue than
PRE_cane. Only in PRE_crutch there was a positive asso-
ciation between fatigue and motor performance, meas-
ured by the sensorized insoles in both affected (aff) and
non-affected (noaff) limbs (STEP_aff: r=0.857, p=0.014;
STEP_noaff: r=0.964,p<0.01; CT_aff: r=-0.893,p=0.007;
CT_noaff: r=-0.857,p=0.014).

Following rehabilitation, we observed an improvement in
fatigue regardless of the previous aid and the rehabilita-

e Bellosta A, lester C, Biggio M, Tacchino A, Brichet-
to, Bove M, Bonzano L, Pedulla L. Sensorized in-
soles as a tool for assessment of balance deficits in

tion group (F=4.90, p=0.038). FB_group better performed
than NOFB_groupin T25FW and TUG (U=34, p=0.028 and
U=36, p=0.038, respectively). In addition, the fatigue-per-
formance association changed trend: in both groups we
found a positive association between CT and MFIS-phys-
ical domain (PRE_crutch: r=0.821, p=0.08; PRE_cane:
r=0.90,p=0.037) and a negative association between STEP
and MFIS-physical (PRE_crutch: r=-0.821,p=0.08) or cog-
nitive domain (PRE_cane: r=-0.943,p=0.005).

Thereafter, we devised a neurophysiological assessment
to disentangle the contribution of specific mechanisms,
namely GABAa- and GABAb-mediated networks, to fa-
tigue and fatigability. Transcranial Magnetic Stimulation
(TMS) is used to evaluate Motor Evoked Potential (MEP)
and contralateral Silent Period (cSP) at different stimuli in-
tensity, i.e., during a recruitment curve (RC). Responses to
low TMS intensity reflects GABAa activity, whilst respons-
es to high TMS intensity are index of GABAb activity. A
group of healthy controls (HC) and PwMS will be assessed
before and after a cardiopulmonary exercise test (CPET)
to induce maximal exhaustion. Both neurophysiological
and cardiopulmonary features will be correlated to fatigue
and fatigability outcomes. Up-to-date, 2 HC have been as-
sessed. Preliminary results show an increase of cSP dura-
tion suggesting the involvement of GABA mechanisms in
the fatigue processes induced by aerobic exercise.

We expect different results in PwMS, as a result of fatigue
and fatigability processes.

In the final step of the project, we will propose a prepara-
tory rehabilitative intervention prior to the exercise train-
ing to a group of PwWMS.

A rehabilitation program based on gait, balance, and prop-
er assistive device use effectively reduces fatigue among
PwMS. The shift in fatigue-performance trend suggests
that good performance can be achieved experiencing less
fatigue. Moreover, a real-time feedback crutch seems to
have a positive impact on walking ability despite the prior
aid used. Further results will contribute to shed light on
the mechanisms of fatigue and fatigability in PwMS and
the effects of specific treatment to reduce this symptom.

people with Multiple Sclerosis. 28th RIMS Annual
Conference - 4-6 maggio 2023 - Genova
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La sclerosi multipla (SM) & una malattia infiammatoria
e degenerativa cronica del sistema nervoso centrale di
probabile eziologia autoimmune. La riabilitazione & al mo-
mento estremamente efficace nel mantenimento e nel re-
cupero dei deficit provocati dalle ricadute della malattia e
le misure di outcome sono fondamentali per valutare l'effi-
cacia dell'intervento riabilitativo.

Inoltre, la conoscenza di alcuni biomarcatori sierici e sali-
vari si sta espandendo negli ultimi anni, ma solo pochi studi
sono focalizzati sull'effetto della riabilitazione su alcune di
gueste molecole. In questo studio abbiamo considerato il
dosaggio dei neurofilamenti catena leggera (sNfL), dell’'in-
terleuchina 6 (IL-6) e del fattore neurotrofico derivato dal
cervello (BDNF).

Il BDNF appartiene a una famiglia di neurotrofine che han-
no un ruolo cruciale nella neuroplasticita cerebrale. | sNfL
sono presenti nel sangue a seguito del turnover fisiologico
e/o del danno neuronale. Di conseguenza, esiste un con-
senso emergente sul fatto che il ruolo primario del sNfL
nella pratica clinica potrebbe essere quello di uno stru-
mento di monitoraggio seriale dell’attivita subclinica della
malattia.

Un'altra molecola dibattuta per la SM ¢ la citochina IL-6
che é significativamente piu alta nella SM. Inoltre, un VO-
2max pil elevato era fortemente associato a uno sposta-
mento del rapporto BDNF/IL-6 da infiammazione a ripara-
zione quando si consideravano entrambi i gruppi insieme.
E stato dimostrato che la forma fisica e l'esercizio fisico
indicano uno spostamento nell’equilibrio dei biomarcato-
ri del sangue verso un fenotipo di riparazione anche trale

persone che hanno accumulato una disabilita significativa

correlata alla SM.

In letteratura sono presenti solo pochi lavori sulla misura-

zione di questi biomarcatori e nessuno di essi € stato con-

frontato con I'esito funzionale dei pazienti. Sarebbe molto
interessante capire come i livelli dei biomarcatori possono
cambiare durante la riabilitazione e usarli per cambiare la
direzione della riabilitazione in base ad essi. Inoltre, i bio-
marcatori della saliva rappresentano un metodo innovati-

VO e non invasivo.

Gli obiettivi dello studio sono:

1. Confrontare i livelli dei biomarcatori ematici e saliva-
ri prima e dopo la riabilitazione nelle persone con SM
(pcSM)

2. Confrontare l'effetto di due diversi trattamenti riabili-
tativi (realta virtuale rispetto ad un approccio pil tra-
dizionale senza tecnologia) sul livello dei biomarcatori
del sangue e della saliva

3. Valutareilivelli dei biomarcatori nel sangue e nella sa-
liva in pazienti con diverso decorso della malattia

4. Confrontare i livelli dei biomarcatori con le misure di
esito funzionale relative alla SM

5. Confrontarei livelli dei biomarcatori coni risultati del-
la risonanza magnetica.

Sono stati raccolti sangue e saliva di 30 persone sane, di
cui sono stati analizzati BDNF, IL-6 e sNfL tramite lo stru-
mento Ella (Bio-techne, Minneapolis, USA), in grado di ese-
guire un saggio immunologico (ELISA) automatizzato. At-
traverso questo sistema, IL-6 e sNfL sono stati individuati
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sia nel sangue che nella saliva, mentre il BDNF é stato do-
sato solo nel sangue, mentre sembra non essere presente,
o presente in esigua quantita, nella saliva.

| pazienti che hanno partecipato, o stanno partecipando,
allo studio sono valutati da un operatore in cieco ogni due
mesi e in queste occasioni il sangue e la saliva sono raccol-
ti. Dopoi primi due mesi i pazienti hanno iniziato un tratta-
mento riabilitativo, randomizzato in “tradizionale” (senza
tecnologie) e “virtuale” (con Khymeia VRRS, Padova, Italia)
della durata di due mesi.

Al momento, 27 pazienti con SM sono stati reclutati per lo
studio, di cui tre hanno abbandonato lo studio per motivi
personali e 15 hanno ad oggi terminato lo studio. Nove di
essi non hanno ancora terminato lo studio, mentre 33 de-
vono essere ancora iniziare lo studio. Il cieco non ¢ stato
ancora svolto, anche se sono stati esaminati le valutazioni
alla baseline e comparate con i controlli sani.

Alla baseline sNfL sierico nei pazienti con SM era superiore
rispetto ai controlli sani. Le IL-6 presenti nel siero dei sog-
getti con SM era molto simile ai controlli e il siero dei pa-
zienti con SM era superiore alla media dei controlli. Dopo
la riabilitazione, i livelli sierici di NFL hanno mostrato un
trend in aumento; nel frattempo non é stata riportata al-

cuna significativita statistica per la saliva. IL-6 non sembra
essere cambiato nel siero; ha avuto un andamento decre-
scente nella saliva. Il BDNF ha mostrato un trend in au-
mento. La riabilitazione ha mostrato effetti positivi negli
indicatori motori utilizzati.

Anche se lo studio & ancora in corso e abbiamo bisogno di
piu dati per mostrare risultati pit significativi, il siero si &
dimostrato adeguato per lo studio dei biomarcatori, men-
tre la saliva non appare adeguata per la valutazione del
BDNF, anche se € molto interessante la differenziazione
tra sNfL nella saliva e nel sangue in quanto potrebbero evi-
denziare differenti risultati discriminando sistema nervo-
so centrale da sistema nervoso periferico. Poiché & possi-
bile rilevare al momento una tendenza in queste molecole
dopo lariabilitazione, questa potrebbe essere una tecnica
promettente per valutare gli effetti della fisioterapia nelle
persone con SM durante la loro riabilitazione e nel mante-
nimento dei benefici derivati dai trattamenti riabilitativi.
Conlo svolgimento del cieco al termine del progetto e I'au-
mento delle pcSM coinvolte sara possibile avere maggiori
informazioni.

Serum and salivary biomarkers in Multiple Sclerosis:
a new way of observing the rehabilitation effects

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory and
degenerative disease of the central nervous system of
probable autoimmune etiology. Rehabilitation is current-
ly extremely effective in maintaining and recovering the
deficits caused by the relapses of the disease and outcome
measures are fundamental to evaluate the effectiveness
of the rehabilitation intervention.

Furthermore, the knowledge of some serum and salivary
biomarkers is expanding in recent years, but only a few
studies focused on the effects of rehabilitation on some of
these molecules. In this study, we considered the dosage
of neurofilament light chain (sNfL), interleukin 6 (IL-6) and
brain-derived neurotrophic factor (BDNF).

BDNF belongs to a family of neurotrophins that play a
crucial role in brain neuroplasticity. SNfL are present in
the blood following the physiological turnover and/or neu-
ronal damage. Consequently, there is an emerging consen-
sus that the primary role of sNfL in clinical practice may
be as a serial monitoring tool for subclinical disease activ-
ity. Another debated molecule in MS is the cytokine IL-6
which is significantly higher in MS. Furthermore, higher
VO2max was strongly associated with a shift in the BDNF/
IL-6 ratio from inflammation to repair when considering
both groups together. Fitness and exercises have been

shown to indicate a shift in the balance of blood biomark-
ers towards a repair phenotype even among people who
have accumulated significant MS-related disability.
There are only a few works in the literature on the meas-
urement of these biomarkers and none of them has been
compared with the functional outcome of patients. It
would be very interesting to understand how biomarker
levels can change during rehabilitation and use them to
change the direction of rehabilitation based on them. Fur-
thermore, saliva biomarkers represent an innovative and
non-invasive method.

The objectives of the study are:

1. To compare blood and salivary biomarkers levels
before and after rehabilitation in persons with SM
(pwMS)

2. Compare the effect of two different rehabilitation
treatments (virtual reality versus a more traditional
approach without technology) on the level of blood
and saliva biomarkers

3. Evaluate the levels of biomarkers in blood and salivain
patients with different disease courses

4. Compare biomarkers levels with MS-related function-
al outcome measures

5. Compare biomarkers levels with MRI findings.



Blood and saliva from 30 healthy people were collected
and BDNF, IL-6 and sNfL were analyzed using the Ella in-
strument (Bio-techne, Minneapolis, USA), performing an
automated immunoassay (ELISA). Through this system,
IL-6 and sNfL were detected in both blood and saliva,
while BDNF was measured only in blood, while it appears
not to be present, or present in small and non-detectable
amounts, in saliva.

Patients who have participated, or are participating, in
the study are assessed by a blinded operator every two
months and during the evaluations, blood and saliva are
collected. After the first two months, the patients began
a rehabilitation treatment, randomized into "traditional"
(without technologies) and "virtual" (with Khymeia VRRS,
Padua, Italy) lasting two months.

At the moment, 27 MS patients have been recruited for
the study, of which three dropped out of the study for per-
sonal reasons and 15 have completed the study to date.
Nine of them have not yet finished the study, while 33
have yet to start the study. Blinding has not yet been per-
formed, although baseline assessments were examined
and compared with healthy controls.

At the baseline, serum sNfL in MS patients was higher
than in healthy controls. IL-6 in the serum of MS subjects

e Prada V. Serum and salivary biomarkers in MS: a
new way to observe the rehabilitation effects. Sig
Mobility 16-20 April 2023, Bilbao, Spain

was very similar to controls, and the serum of MS patients
was higher than the average of the controls. After reha-
bilitation, serum sNfL levels showed an increasing trend;
meanwhile, no statistical significance was reported for
saliva. IL-6 does not appear to be changed in serum; had
a decreasing trend in saliva. BDNF showed an increasing
trend. Rehabilitation showed positive effects in the motor
indicators used.

Although the study is still ongoing and we need more data
to show more significant results, serum has proven to be
adequate for the study of biomarkers, while saliva does
not appear adequate for the evaluation of BDNF, even if
the difference between sNfL in saliva and blood as they
could highlight different results discriminating central
nervous system from the peripheral nervous system. Since
itis possible to currently detect a trend in these molecules
after rehabilitation, this could be a promising technique
for evaluating the effects of physiotherapy in people with
MS during their rehabilitation and in maintaining the ben-
efits derived from rehabilitation treatments.

With the completion of the blind at the end of the project
and the increase in the number of pwMS involved, it will be
possible to have more information.

Progetto speciale di ricerca FISM finanziato nel 2021 e 'ammontare di 144.000 €
FISM Research special project funded in 2021 and the amount of € 144,000
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Oltre a questi Istituti sono stati individuati e coinvolti nel processo di reclutamento altri 23 Centri SM
Besides the proposing institutions other 23 MS Centers were identified and involved in recruitment process

Nell'ultima decade si € assistito ad un importante pro-
gresso nella disponibilita di farmaci capaci di modificare
il decorso della sclerosi multipla (SM). Nonostante cio,
problemi legati alla qualita della vita e al rischio di super
trattamento rimangono per i pazienti. Approcci sicuri che
possono essere utilizzati dall’inizio (biologico) della malat-
tia, senza importanti rischi di effetti collaterali, non sono
ancora alla nostra portata. Il vaccino contenente Bacille
Calmette-Guérin (BCG) puo avere queste caratteristiche
poiché é risultato avere un effetto benefico in pazienti con
SM precoce e primo episodio demielinizzante.

Essendo sicuro, economico e di facile utilizzo, noi propo-
niamo il suo uso per prevenire la progressione del proces-
so demielinizzante in soggetti con sindrome radiologica-
mente isolata (RIS: persone asintomatiche con quadro di
risonanza magnetica del sistema nevoso centrale sugge-
stiva di SM). Sara condotto uno studio multicentrico, in
doppio cieco, controllato con placebo. Cento persone con
RIS saranno randomizzate in due gruppi: 50 riceveranno
una singola dose of BCG and 50 una singola dose di place-
bo. | due gruppi saranno sottoposto alle seguenti procedu-
re alla baseline a differenti punti di tempo:

e Status clinico, scale MSFC, e “symbol digit modality

test”, ogni sei mesi durante i 3 anni di follow-up.
e Risonanza magnetica dell’encefalo con gadolinio ai
mesi 6, 12, 24, 36.
e Profilo immuno-metabolico, come descritto dal grup-

po di Matarese, ai mesi 6, 12, 24, 36.

Lobiettivo primario dello studio sara il numero di lesioni
“attive” in risonanza durante il follow-up. | dati neurora-
diologici saranno analizzati presso il Quantitative Neuroi-
maging Lab, responsabile il Prof. Nicola De Stefano dell’U-
niversita di Siena. Lobiettivo secondario sara il tempo di
occorrenza del primo evento clinico durante i 3 anni di
follow-up. Saranno anche ottenuti altri obiettivi secondari
di risonanza magnetica dell'encefalo. Un’analisi multi-pa-
rametrica sara applicata per monitorare le variazioni nel
profilo immuno-metabolico dei partecipanti allo studio
prima e dopo vaccinazione con BCG. Saranno valutati la
sicurezza e la fattibilita di questo approccio.

Attualmente 21 Centri sono stati identificati in tutto il Pa-
ese e il Registro Italiano SM e patologie correlate & stato
coinvolto nel processo di identificazione dei casi RIS. Que-
staacquisizione € stataimportante datalararita della con-
dizione oggetto dello studio. Lo stato attuale dello studio
e 'andamento del reclutamento é riassunto come segue:

e 18 Centri aperti, 5 centri hanno reclutato e 2 centri in
sottomissione,

e 20 soggetti sono stai randomizzati e 3 soggetti hanno
completato lo studio, uno & uscito prematuramente
dallo studio.

e Unapersona haavuto progressione di malattia, nessun
altro evento avverso.
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Bacille Calmette Guerin (BCG) vaccine in
radiologically isolated syndrome (RIS)

Multiple sclerosis (MS) witnessed relevant therapeutic
progress in the last decade. This notwithstanding, safe-
ty, quality of life, and overtreatment remain elements of
strong patient concern. Safe and manageable therapies
that can be used since the (biological) onset of the disease,
without risk of overtreatment, are important unmet needs
in MS.
Bacille Calmette-Guérin (BCG) vaccine may have these
characteristics since it’s resulted beneficial in early MS
and first demyelinating episodes. Being safe, cheap, and
handy, we propose to investigate its use to prevent the
progression of the demyelinating process in radiologically
isolated syndrome (RIS: asymptomatic persons with brain
MRI highly suggestive of MS).
A multicentric, double-blind, placebo-controlled trial will
be conducted in the context of the activity of the Center
for Experimental Neurological Therapies. We will rand-
omize 100 persons with RIS according to Okuda criteria
(Neurology 2009): 50 to receive a single dose of BCG and
50 to a single dose of placebo. The two groups will under-
go the following procedures at baseline and different time
points:
e Clinical status, including multiple sclerosis functional
composite scale and symbol digit modality test, every
6 months for the 3-year follow-up.
e MRl brain scan with gadolinium at months 6, 12, 24, 36.
e Immune-metabolic profiling, as recently described by
Matarese’s group at months 6, 12, 24, 36.

e Bridging the gap between vaccination with Ba-
cille Calmette-Guérin (BCG) and immunological
tolerance: the cases of type 1 diabetes and mul-
tiple sclerosis. Ristori G, Faustman D, Matarese G,
Romano S, Salvetti M.Curr Opin Immunol. 2018
Dec;55:89-96. doi: 10.1016/).c0i.2018.09.016

The primary endpoint of the study will be the number of
active lesions at MRI developed over one year. The MRI
data analysis will be carried out at the Quantitative Neu-
roimaging Lab, headed by Prof. Nicola De Stefano of the
University of Siena. The secondary endpoint will be the
time to the first clinical event over the 3 years. Explora-
tory MRI-based endpoints (cortical lesions, brain volume
changes, and magnetization transfer ratios) will be also
considered for the 3-year follow-up. A multiple-parame-
ter analysis will be applied to monitor changes in the im-
mune-metabolic profiling before and after BCG. The safe-
ty and feasibility of this approach will be assessed.

Currently, twenty-one Centers have been identified all

over ltaly, and the Italian MS Register has been involved in

the identification process of RIS condition. That was anim-

portant step given the rarity of the condition under study

The current state-of-art of the project is summarized be-

low (CRO updating).

e 18 centers open, 5 centers have recruited, and 2
centers are under submission

o 20 subjects were randomized and 3 subjects completed
the study, one dropped out of the study prematurely.

e One person had disease progression, no other adverse
events.

e Amato MP, De Stefano N, Inglese M, Morena E,
Ristori G, Salvetti M, Trojano M. Secondary Pre-
vention in Radiologically Isolated Syndromes and
Prodromal Stages of Multiple Sclerosis. Front Neu-
rol. 2022 Mar 14;13:787160

Progetto speciale di ricerca FISM finanziato nel 2016 e 'ammontare di 387.160 €
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Le persone con SM possono avere una maggiore suscetti-
bilita alle infezioni rispetto alla popolazione generale cor-
relata al grado di disabilita o all'uso di farmaci ad attivita
immunosoppressiva. Luso di questi farmaci richiede una
certa attenzione sulla possibilita di eventi infettivi. Per
qguesto motivo, la conoscenza dello stato di suscettibilita
alle infezioni dei pazienti € necessaria ai fini di una corretta
scelta terapeutica ma anche per stimolare i decisori politi-
ci in campo sanitario a valutare la necessita o meno di una
campagna di vaccinazioni diretta alle persone con SM. Ri-
sultainoltre essenziale per stabilire una corretta program-
mazione delle vaccinazioni, che andrebbero effettuate pri-
ma di una terapia immunosoppressiva. Nonostante queste
considerazioni, non ci sono dati disponibili sulla prevalen-
za dei pazienti suscettibili alle infezioni considerando sia
le persone non vaccinate sia quelle mai esposte all'infe-
zione naturale. La sicurezza di molti vaccini nelle persone
con SM é stata solo in parte investigata e i dati sulla loro
correlazione con un aumentato rischio di ricadute sono
discordanti e non disponibili per tutte le vaccinazioni. In
aggiunta, i pochi studi che suggeriscono una possibile cor-
relazione sono stati spesso condotti su campioni di piccole
dimensioni o su sottogruppi con caratteristiche specifiche.

La carenza di dati informativi riguardanti la sicurezza dei

vaccini nella popolazione di persone con SM preclude la

possibilita di offrire nette raccomandazioni sul loro utiliz-
zo in questi pazienti, nonostante I'importanza nella pratica
clinica.

Gli scopi di questo studio sono:

1) valutare lo stato di immunizzazione, indotto dalla ma-
lattia naturale o dalla vaccinazione, contro i principali
agenti infettivi prevenibili dai vaccini disponibili;

2) valutare la sicurezza della maggior parte dei vaccini
utilizzati nella pratica clinica tramite la registrazione
delle ricadute o della progressione della malattia come
evento avverso del vaccino nel periodo di rischio defi-
nito, e confrontando il tasso di ricadute annuo prima e
dopo vaccinazione.

Lo studio, con durata di 3 anni, € concepito come multi-
centrico, osservazionale, retrospettivo e prospettico. E
previsto I'arruolamento di una coorte di 3.000 persone
con SM attraverso I'utilizzo di database di 25 centri clinici
dislocati nell'ltalia settentrionale, centrale e meridionale.
Saranno arruolati tutti i pazienti con nuova diagnosi di
SM recidivante remittente, secondo i criteri di Polman del
2010/17,da gennaio 2011 a dicembre 2024. | dati sull'im-
munizzazione naturale, e ciog il titolo degli anticorpi sierici
specifici, saranno raccolti dalle cartelle cliniche dei centri,
mentre i dati sui vaccini effettuati saranno recuperati dal
libretto vaccinale.

Per studiare I'impatto dei vaccini sul rischio di ricaduta, sa-

ranno analizzati i dati sui pazienti vaccinati durante la ma-

lattia. Sara monitorato un periodo da 2 fino a 6 mesi dopo

il vaccino: il periodo di 2 mesi € considerato come periodo

di massimo rischio clinico, mentre quello di 6 € I'estensione

massima del periodo di rischio. Inoltre, in caso di recidiva,

sara quantificata la disabilita con la scala EDSS, confer-

mata a 6 mesi dal vaccino. Questi dati potrebbero far luce
sulla relazione tra vaccinazione e SM, aggiungendo nuove
informazioni sulla loro sicurezza.

Il comitato scientifico del Registro Italiano SM ha approva-
to larichiesta di estrazione di dati riguardanti le caratteri-
stiche anagrafiche e di malattia dei pazienti arruolati nello
studio e gia inseriti nel Registro.

Lo studio ha subito un rallentamento a causa della difficol-
ta di arruolare pazienti durante la situazione pandemica.
Inoltre, in alcune Regioni, si & riscontrata una difficolta
nell’acquisizione dei libretti vaccinali, talvolta registrati
nella sola versione cartacea che rende il reperimento non
immediato e spesso impossibile. Alcuni Centri clinici SM
inclusi dall’inizio nello studio hanno cominciato ad arruo-
lare in ritardo per motivi logistici e di tipo amministrativo.
Preso atto di queste difficolta, sono stati arruolati ulterio-
ri Centri clinici SM che arricchiscono lo studio anche dal
punto di vista della distribuzione territoriale.

Ad oggi, sono state comunque completate le schede di rac-
colta dati di circa 1000 persone con SM.

E in corso un controllo di qualita dei database finora per-
venuti. Il campione provvisorio & composto da circa 800
soggetti, 71% di sesso femminile, 92% ltaliani, con un’eta
media di 42,4 anni (x11,12 DS) e una durata di malattia
media pari a 9 anni (+ 6,2 DS). Pit del 40% del campione
e stato vaccinato dopo la diagnosi di SM, in particolare
pit del 30% contro tetano e difterite, circa il 25% contro
influenza e pertosse, circa il 10% contro meningococco
ACWY e C, 8% contro HBV, meningococco B e VZV, 7%
contro morbillo e rosolia.

Riguardo la sierologia, I'85% dei pazienti era immunizza-
to per il morbillo, e il 90% per la varicella (dato disponibile
rispettivamente per 188 e 360 persone). Considerando i
virus epatotropici, il 39% dei pazienti non eraimmunizzato
per 'HBV (dato disponibile rispettivamente per 289) e il
99% era negativo per 'HCV (su 322 persone).

Il 29% dei soggetti era negativo al’lHSV-1 e il 39% all’H-
SV-2 (dato disponibile rispettivamente per 282 e 292 per-
sone), mentre solo il 17% era negativo per 'EBV (su 186
pazienti). In aggiunta, il 39% del campione era negativo
al CMV (su 251 pazienti), mentre nessuno era positivo
all’HIV (su 314 pazienti).

Dai dati, anche se parziali, risulta evidente come ancora
molti pazienti, in percentuali diverse, siano suscettibili ad
alcune malattie infettive prevenibili da vaccino.
Dall’esperienza di questo studio risulta chiara la difficolta
nel reperire i dati a riguardo dello stato vaccinale, ma lo
sforzo si rende necessario vista I'importanza della cono-
scenza dello stato di immunizzazione e della prevenzione
in questo ambito, sia nella gestione della malattia stessa
che delle terapie modificanti il decorso.



Immunisation status against major communicable
diseases preventable with vaccines, and safety of
vaccines, in a cohort of multiple sclerosis patients.

An Italian multicenter study

Multiple sclerosis (MS) patients maybe more susceptible
to infections than the general population in relation to
increasing disability or some specific therapies. The use
of immunosuppressant or immunomodulatory drugs re-
quires particular attention concerning the possibility of
the occurrence of infectious events. So, the knowledge of
overall susceptibility to infections in patients is necessary
for therapeutic decision-making and to help policymakers
to assess the need of a vaccine campaign targeted to MS
patients. In addition, it is essential to establish a correct
timetable of vaccination in MS patients, especially before
starting therapies with immunosuppressant drugs.
Despite these considerations, there are no available data
about the prevalence of MS patients susceptible to infec-
tions, considering those unvaccinated or never exposed to
natural infections.
The safety of most of vaccines in MS patients has been
partly investigated, and data on correlation between vac-
cination and increasing risk of relapses are still discordant
or not available for some vaccines. In addition, the few
studies that suggest a possible correlation are mostly car-
ried out on small samples or subgroups of patients with
particular features. The deficiency of data regarding the
vaccine safety in MS population precludes the possibility
to offer clear-cut recommendations, despite the relevance
of vaccinations in the clinical practice.

The aim of the current project on MS patients is twofold:

1) to assess immunisation status, due to past exposure to
natural infectious diseases or vaccines, against major
infectious agents preventable by available vaccines;

2) to assess the safety of most utilized vaccines in the
clinical practice by recording relapses or disease pro-
gression as adverse event in the considered risk period
after vaccination and using the annual relapse rate and
its trend during the study period.

The 3-year project is conceived as a multicenter, observa-

tional, both retro- and prospective study. A cohort of about

3,000 people with MS will be enrolled among databases of

25 clinical Centers in Northern, Central and Southern Ita-

ly. All patients diagnosed with relapsing remitting (RR) MS

according to the 2010/2017 Polman’s diagnostic criteria
from January 2011 to December 2024 will be enrolled.

Available data on natural immunization, expressed as spe-

cific serum antibody titer, will be collected from the histor-

ical clinical records of Centers, whereas available data on
vaccinations will be collected from vaccination records.

To study the impact of vaccines on the risk of relapse, data
about patients receiving a vaccination during the disease
course will be analyzed. The study follow-up period will
range between 2-6 months after vaccination: the 2-month
period is considered the maximum clinical risk, whereas
the 6 month-period as the maximal extension of risk in
time. In addition, in the case of a clinical relapse, the var-
iation of disability will be evaluated with EDSS scale con-
firmed at 6 months. These data might shed light on the
relationship between vaccination and MS, adding new in-
sights into their safety.

The Scientific Committee of the Italian MS Registry ap-
proved the request for extraction of data regarding the
personal and disease characteristics of patients enrolled
in the study and already included in the Registry.

The study has slowed down due to the difficulty of enroll-
ing patients during the pandemic situation. In addition, in
some regions, there was difficulty in acquiring vaccination
schedule, sometimes recorded in paper version only, mak-
ing their retrieval not immediate and often impossible.
Some MS Clinical Centers included ab initio in the study
began enrolling late for logistical and administrative rea-
sons. Taking note of these difficulties, additional MS Clini-
cal Centers were enrolled, which also enriches the study in
terms of territorial distribution.

To date, however, data collection forms of about 1000
people with MS have been completed.

A quality check of the databases received so far is ongo-
ing. The provisional sample consists of about 800 subjects,
71.2% female; 92.2% Italians; with a mean age 42.4 years
(+11.12 SD) and a mean duration of MS of 9 years (+ 6.2
SD). More than 40% of subjects were vaccinated after di-
agnosis of MS, in particular, more than 30% were vaccinat-
ed against tetanus and diphtheria, around 25% against flu
and pertussis, around 10% against meningococcus ACWY
and meningococcus C, 8% against HBV, meningococcus B
and VZV; 7% against measles and rubella.

Regarding serology, 85% of patients (data available for
188 subjects) were immunized against measles, and 90%
against zoster virus (data available for 360 subjects). Con-
sidering hepatitis viruses, 39% of patients was not immu-
nized against HBV (data available for 289 subjects) and
99% were negative for HCV (data available for 322 sub-
jects).

Twenty-nine percent of subjects were negative to HSV-1
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and 39% to HSV-2 (data available for 282 and 292 sub-
jects, respectively), whereas only 17% of patients were
negative for EBV (data available for 186 subjects). In ad-
dition, 39% of patients were negative to CMV (data availa-
ble for 251 subjects), whereas no one was positive to HIV
(data available for 314 subjects).

From the data, although partial, it is evident that many
patients, in varying percentages, are still susceptible to

e Bezzini D, Battaglia MA, Ulivelli M. Immunisation
status against major diseases preventable with
vaccines in multiple sclerosis patients. 16th World
Congress on Public Health, Rome, 12-17 October
2020

certain vaccine-preventable infectious diseases. It is clear
from the experience of this study that it is difficult to find
data regarding vaccinations in MS, but the effort is neces-
sary given the relevance of knowledge of immunization sta-
tus and prevention in this area, both for the management of
the disease itself and of disease-modifying therapies.

Progetto speciale di ricerca FISM finanziato nel 2019 e 'ammontare di 80.570 €
FISM Research special project funded in 2019 and the amount of € 80,570



Identificazione di fattori di rischio genetici

e dell'interazione gene-ambiente nella sclerosi
multipla pediatrica (PEDiatric Italian Genetic and
enviRonment ExposurE) (PEDIGREE study)

Dipartimento di Scienze della Salute, Universita degli Studi del Piemonte Orientale
‘Amedeo Avogadro,” Novara, Italia

COLLABORATORI/ COLLABORATORS
Sandra D’Alfonso, Filippo Martinelli Boneschi, Maura Pugliatti, Roberto Bergamaschi,
Eleonora Cocco, Maria Pia Amato, Maria Trojano

COLLABORAZIONI CON ALTRI GRUPPI/ COLLABORATION WITH OTHER GROUPS
Martina Tosi, Nicola Pomella, Nadia Barizzone, Dipartimento di Scienze della Salute,
Universita Piemonte Orientale, Novara, Italia

Maurizio Viri, Amanda Papa, Fabio Brustia, Neuropsichiatria Infantile, Ospedale Maggiore,
Novara, Italia

Roberto Cantello, Domizia Vecchio, Neurologia, Universita del Piemonte Orientale, Novara, Italia
Eleonora Cocco, Silvy Pilotto, Gabriella Spinicci, Maria Fronza, Maria Rita Murru,
Valentina Fadda, Centro SM, Cagliari, Italia

Filippo Martinelli Boneschi, Alen Zollo, Andrea Corona, Alessandra Mingione,

Universita di Milano, ASST Santi Paolo e Carlo, Milano, Italia

Maria Trojano, School of Medicine, Universita di Bari "Aldo Moro" Bari, Italia

Pietro laffaldano, Damiano Paolicelli, Alessia Manni, Centro SM, Bari

Marta Simone, UOC Neuropsichiatria Infantile, Dip. Biomedicina Traslazionale e Neuroscienze,
UNIBA, Bari, Italia

Maria Pia Amato, Emilio Portaccio, Angelo Bellinvia, Clinica Neurologica Firenze, Firenze, Italia
Giuseppe Santangelo, Antonio Marino, Andrea Santangelo, NP/ A.R.N.A.S.

Civico di C. Benfratelli, Palermo, Italia

Ruggero Capra & Sara Rasia, Centro SM Montichiari, Brescia, Italia

Lucia Moiola, Chiara Zanetta, Federica, Esposito, Massimo Filippi, Istituto Scientifico

San Raffaele, Milano, Italia

Vincenzo Brescia Morra, Roberta Lanzillo, Universita Federico I, Napoli, Italia

Simona Malucchi, Martina Borghi, Paola Valentino, Centro di riferimento Regionale Sclerosi
Multipla (CReSM), SCDO Neurologia, AOU San Luigi Gonzaga, Orbassano (Torino), Italia
Gioacchino Tedeschi, Antonio Gallo, Alvino Bisecco, Dipartimento di Scienze Mediche e
Chirurgiche Avanzate, Universita della Campania Luigi Vanvitelli, Napoli, Italia

Roberto Bergamaschi, Sara Fusco, IRCCS Fondazione Mondino, Pavia, Italia

Mauro Zaffaroni, Francesca Sassi, Pietro Annovazzi, Neurologia ad indirizzo
Neuroimmunologico - Centro Sclerosi Multipla, ASST Valle Olona, Osp. Gallarate, Italia

Agnese Suppjei, Unita Operativa Neuropsichiatria Psicologia Infanzia Adolescenza, Ferrara, Italia
Alessandra Tozzo, Valentina Liliana Adriana Torri Clerici, Istituto Neurologico Besta, Milano, Italia
Alessandra Protti, Lorenzo Saraceno, Dipartimento di Neurologia, Grande Ospedale Metropolitano
Niguarda, Dipartimento di Neuroscienze Testa Collo, Milano, Italia

Carlo Pozzilli, Viola Baione, Giorgia D'’Ambrosi, Azienda Ospedaliera Universitaria, S. Andrea,
Roma, Italia

Stefano Sotgiu, Alessandra Carta, Neuropsichiatria Infantile, AOU Sassari, Italia

PREVENZIONE

PREVENTION



Marta Zaffira Conti, Marta Radaelli, Neurologia, Bergamo, Italia
Stefania Maria Bova, Neurologia Pediatrica Buzzi, ASST, Fatebenefratelli, Sacco, Milano, Italia
Ylenia Vaia, llaria Serati, Germana Lomonaco, Dipartimento di Scienza Biomedica e Clinica,

Universita di Milano, Italia

Giovanna De Luca, Valentina Tomassini, Clinica Neurologica, Chieti, Italia
Luigi Maria Edoardo Grimaldi, Oscar Oddo, Fondazione Istituto G. Giglio, Pisciotto,

Cefalu,Palermo, Italia

Francesco Patti, Luca Maria, Chisari Clara, Toscano Simona, Finocchiaro Chiara,
DGF Ingrassia Universita degli Studi di Catania, UOS Sclerosi Multipla AOU Policlinico G. Rodolico

San Marco, Catania, Italia

Giacomo Lus, Marcella Coletta, Centro SM, Il Universita, Napoli, Italia

Carlotta Canavese, Neuropsichiatria Infantile, Azienda Sanitaria Locale "Citta di Torino" Torino, Italia
Angela Berardinelli, Stefano Parravicini, U.O. Neuropsichiatria infantile IRCCS Fondazione
Istituto Neurologico Nazionale C. Mondino Pavia, Italia

Girolama Alessandra Marfia, Carolina Gabri Nicoletti, Doriana Landi, UOSD Sclerosi Multipla,

Policlinico Tor Vergata, Roma, Italia

Salvatore Cottone, Neurologia, A.R.N.A.S. Civico di C. Benfratelli, Palermo, Italia

La SM pediatrica (SM-ped) rappresenta una condizione
privilegiata per esplorare i meccanismi coinvolti nello svi-
luppo della malattia in quanto I'esordio avviene in stretta
vicinanza coni possibili fattori eziologici. Nel 2016 ¢ stato
finanziato da FISM il progetto “Identificazione di fattori di
rischio genetici e interazione tra fattori di rischio genetici
e non genetici nella SM pediatrica”. Obiettivi dello studio
attuale sono:

1. identificare i fattori genetici di rischio associati alla
sclerosi multipla, in particolare: i) misurando il carico
genetico dell'esordio pediatrico sulla base delle 233
varianti associate alla SM adulta; ii) identificando va-
rianti genetiche associate al rischio di SM mediante
studio di associazione caso-controllo (GWAS); iii) valu-
tando il rischio familiare della malattia;

2. analizzare i risultati del questionario ambientale som-
ministrato ai soggetti con SM-ped e controlli sani, per
identificare i fattori ambientali che agiscono nelle pri-
me fasi della vita sul rischio di SM;

3. esplorare le interazioni gene-ambiente;

4. identificare il contributo del profilo epigenetico nella

SM-ped rispetto a controlli sani mediante la tecnologia

di array lllumina su tutto il genoma;

esplorare il ruolo della flora microbica intestinale;

6. valutare l'esposizione ad agenti virali mediante determi-
nazione di anticorpi serici, e valutare i dosaggi di vit.D.

v

1. reclutamento dei soggetti
Abbiamo finora reclutato:
- 153 pazienti con SM-ped (eta d’esordio < 18 anni, du-
rata di malattia < 4 anni)

- 115 soggetti di controllo, di cui 39 provenienti dallo
studio di validazione del questionario

- 360 pazienti adulti con SM ed esordio in eta pediatrica.
2. studio del microbiota intestinale
lo studio € stato condotto su 109 pazienti SM-ped e 64
controlli sani. E stata osservata una composizione simile a
livello di phylum tra i gruppi, con Firmicutes (44%) e Baci-
teroidetes (33%) che sono i phyla piu abbondanti. Il meto-
do di classificazione ad albero decisionale ha rilevato una
differenza significativa (p <0,05) a diversi livelli tassono-
mici: Blautia, Firmicutes e Lachnospiraceae, sono arricchi-
ti in PedMS, mentre Bacteroides uniformis, Faecalibacte-
rium_prausnitzii e Alistipes sono diminuiti. La diversita
alfa, misurata mediante |'indice di osservazione, indica che
i controlli sono piu arricchiti in termini di specie rispetto ai
PedMS; anche la beta diversita calcolata con Bray-Curits
dissimilarity matrix risulta statisticamente significativa
(p=0,046), sottolineando una differenza tra i due gruppi.
Per riassumere, abbiamo riscontrato differenze significa-
tive in termini di abbondanza a livello di specie, alcune del-
le quali confermate nella letteratura pediatrica e adulta.
3. studio sui fattori ambientali: dati preliminari su espos

zione a fumo di sigaretta

Dati preliminari sono stati ottenuti su 88 bambini (58 con
SM-ped/30 controlli) eta media 14,7+2,8 anni, eta media
all'esordio 12,1+3,3 anni, durata media di malattia 2,6+2,0
anni. Un numero maggiore di casi (14,3%) rispetto ai con-
trolli (3,6%) & stato esposto al fumo di sigaretta in casa,
con associazione significativa con 'attuale stato di fuma-
tore del padre (76,5% nei casi contro 41,4% nei controlli,
p=0,002; OR=4,60) cosi come con lo stato di fumatore pri-
ma della gravidanza (58,0% nei casi contro 26,7% nei con-
trolli, p=0,010, OR=3,80). Non & stata osservata alcuna as-



sociazione con lo stato di fumatrice della madre (p=0,274),
né durante né prima della gravidanza.

4. dati preliminari su esposizione al sole

Associazioni dirette crude tra condizione di ped-SM e bas-
sa esposizione alla luce solare sono preliminarmente state
osservate per lafasciadieta 0-5 anniin estate (OR piti alta
tra 1 e 2 anni=3,05, IC95% 1,23, 7,60; p=0,020) e fino ai
10 anniininverno (OR pit altatraOe 1 anno=3,76,1C95%
2,03, 6,99; p=0,000019).

5. analisi genetica

Nel progetto PEDIGREE sono stati raccolti i campioni di
DNA di un totale di 483 individui comprendenti 129 pa-
zienti con SM-ped, 281 pazienti adulti con SM ad esordio
pediatrico e 73 controlli sani.

Abbiamo eseguito i seguenti test genetici:

a) la genotipizzazione con lllumina GSA (Global Screening
Array), un array con un contenuto di SNP (polimorfismi a
singola base nucleotidica) a copertura dell'intero genoma
(700.000 SNP), & stata eseguita sull'intera casistica di 483
persone. L'analisi genetica & stata eseguita combinando i
dati di questi campioni con quelli di 210 pazienti con SM
adulta ad esordio pediatrico e 1620 controlli derivati da
precedenti progetti di ricerca, ottenendo una casistica di
2313 persone (620 persone con MS ad esordio pediatrico
e 1693 controlli sani); Abbiamo condotto un'imputazione
con il pannello HRC (Haplotype Reference Consortium,
r1.1) che ha permesso diottenere oltre 5 milioni di SNP. Da
una preliminare analisi di associazione sono oltre alla con-
ferma dell’associazione con la regione del sistema maggio-
re di istocompatibilita (p<10-8) sono emersi 342 SNPs con
significativita p<1le-5 (compresi 2 loci MS identificati nella
casistica adulta internazionale) e tra cui 16 che superano
la soglia di significativita statistica genome wide (p<10-8).
b) profilo di metilazione dell'intero genoma utilizzando I'ar-

ray lllumina Infinium EPIC v.2.0 (900.000 siti CpG) su 118
soggetti pediatrici con SM e 54 controlli sani. Da un’analisi
preliminare sono emerse 1916 probe e 10 regioni differen-
zialmente metilate, tra cui alcune gia descritte in letteratu-
rain casi di SM adulta. Ulteriori analisi sono in corso.

Lelaborazione dei dati € tuttorain corso e sono solo dispo-
nibili | risultati sul microbiota intestinale e dati preliminari
sull’esposizione a fattori ambientali. Possiamo comunque
sottolineare come la casistica oggetto del nostro studio
sia di grande interesse per la numerosita dei casi recluta-
ti, una delle piu rappresentative a livello internazionale.
La popolazione con SM-ped ¢ di particolare interesse per
meglio indagare il ruolo dei fattori ambientali nel favorire
lo sviluppo della malattia, assieme alla predisposizione ge-
netica: I'entita del carico genetico, rispetto alla popolazio-
ne adulta, se confermato nella casistica attuale, potrebbe
contribuire a spiegare | meccanismi di sviluppo piu pre-
coce della malattia nella popolazione pediatrica e la mag-
giore suscettibilita a sviluppare la malattia in relazione a
fattori ambientali.

Dati preliminari della nostra ricerca confermano il ruolo
favorente dell'esposizione al fumo e della ridotta esposi-
zione solare. E in corso l'elaborazione dei risultati su nu-
merosi altri fattori ambientali e perinatali che, nel loro
insieme, possono aprire la strada a individuare possibili
strategie di intervento, volte a modulare positivamente lo
sviluppo e I'evoluzione della malattie, con evidenti finalita
preventive. Emergono inoltre delle associazioni significa-
tive con marcatori genetici ed epigenetici che saranno utili
per una ulteriore stratificazione della popolazione e per
I'analisi di interazione con fattori ambientali.

Identification of genetic risk factors and interaction
between genetic and nongenetic risk factors in
pediatric multiple sclerosis (PEDiatric Italian Genetic
and enviRonment ExposurE) (PEDIGREE study)

Pediatric MS (ped-MS) represents a privileged condition
for exploring the mechanisms involved in the develop-
ment of the disease as its onset occurs in close temporal
proximity to possible etiological factors. In 2016, the pro-
ject "Identification of genetic risk factors and interaction
between genetic and non-genetic risk factors in pediatric
MS" was funded by FISM. Objectives of the present study
are:

1. identify the genetic risk factors associated with mul-

tiple sclerosis, in particular: i) measuring the genetic
burden of pediatric onset based on the 233 variants
associated with adult MS; ii) identifying genetic vari-
ants associated with MS risk using a case-control as-
sociation study (GWADS); iii) assessing the family risk of
the disease;

2. analyze theresults of the environmental questionnaire
administered to subjects with ped-MS and healthy
controls, to identify the environmental factors that act
in the early stages of life on the risk of MS;
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3. explore gene-environment interactions;

4. compare epigenetic profiling of ped-MS versus healthy

controls using lllumina genome-wide array technology;

explore the role of intestinal microbial flora;

6. evaluate exposure to viral agents by determining se-
rum antibodies, and evaluate vitamin D levels.

w

1. recruitment of subjects
We have so far recruited:
- 154 patients with ped-MS (age at onset < 18 years, dis-
ease duration < 4 years)
- 115 control subjects, of whom 39 derived from the ques-
tionnaire validation study
- 364 adult patients with MS and onset in childhood.
2. study of gut microbiota
A total of 109 PedMS and 64 HC have been analyzed. A
similar composition at phylum level has been observed be-
tween groups, with Firmicutes (44%) and Baciteroidetes
(33%) being the most abundant phyla. The heat tree meth-
od revealed a significant different abundance (p<0.05)
at species level: unclassified Blautia, Firmicutes e Lach-
nospiraceae were enriched in PedMS, while Bacteroides
uniformis, Faecalibacterium_prausnitzii e Alistipes were
decreased. Alpha-diversity, measured by Observed index,
highlighted that HC are more enriched in terms of spe-
cies than PedMS; beta diversity according to Bray-Curtis
dissimilarity matrix (p=0,046) confirmed differences be-
tween the two groups. To summarize, we found significant
differences in abundance at the species level, some of
which were confirmed in the pediatric and adult literature.
3. study on environmental factors: preliminary data on
exposure to cigarette smoking
Preliminary data were obtained on 88 children (58 with
ped-MS/30 controls) mean age 14.7+2.8 years, mean age
atonset 12.1+3.3 years, mean duration of disease 2.6 +2.0
years. A greater number of cases (14.3%) compared to
controls (3.6%) were exposed to cigarette smoke at home,
with a significant association with the father's current
smoking status (76.5% in cases versus 41.4% in controls,
p=0.002; OR=4.60) as well as with smoking status be-
fore pregnancy (58.0% in cases versus 26.7% in controls,
p=0.010, OR=3,80). No association was observed with the
mother's smoking status (p=0.274), neither during nor be-
fore pregnancy.
4, sunexposure
A crude direct association was preliminarly found be-
tween MS status and low sun exposure at age 0-5 years
in summer (highest OR at 1-2 years=3.05, 95%IC 1.23,
7.60; p=0.020) and up to 10 years in winter (highest OR at
0-1years=3.76, 95%IC 2.03, 6.99; p=0.000019).
5. genetic analysis
The PEDIGREE project collected whole blood DNA samples
from a total of 483 individuals (129 pediatric MS, 281 MS
adult patients with pediatric onset and 73 healthy controls.
We have performed the following genetic tests:
a) genotyping with the lllumina GSA (Global Screening
Array), an array with a genome-wide SNPs (Single Nucle-

otide Polymorphisms) content (700.000 SNPs), has been
performed on all collected MS patients and controls (483
samples).

The genetic analysis has been performed combining the
data of these samples with those of 210 MS patients (adult
MS with pediatric onset) and 1620 controls derived from
previous projects of the Partner project, and consisting of
SNPs genotyping with genome-wide content, for a total
of 2313 individuals ( 620 MS and 1693 controls). We per-
formed a genotype imputation against the Haplotype Ref-
erence Consortium (HRC) r1.1 panel, obtaining a total of 5
578 473 markers after quality controls filter; Preliminary
analysis, confirmed the association with the HLA region
(p<10-8) and identified additional 342 markers (p<1le-5,
including 2 known MS loci) and 16 markers reaching the
genome-wide threshold (p<10-8).

b) Genome-wide methylation profile using lllumina Infini-
um EPIC v.2.0 array (200 000 CpG sites) on 118 pediatric
MS patients and 5 age-matched healthy controls. Prelim-
inary analysis showed 1916 differentially methylated
probes and 10 differentially methylated regions, some of
them already described in adult MS literature.

Data processing is still ongoing and at present only re-
sults on gut microbiota and preliminary data on exposure
to environmental factors are available. However, we can
emphasize how the present cohorts included in our study
present a great scientific interest due to the large number
of cases recruited, making it one of the most represent-
ative at an international level. The population with ped-
MS is of particular interest for the possibility of better
investigating the role of environmental factors in MS de-
velopment, together with the genetic predisposition fac-
tors: the extent of the genetic load, compared to the adult
population, if confirmed in the current case series, could
explain the mechanisms of early development of the dis-
ease in the pediatric population and the possible greater
susceptibility to develop the disease in relation to environ-
mental factors.

Preliminary data from our research confirm the facilitat-
ing role of exposure to smoking and reduced sun exposure.
The processing of results on other numerous environ-
mental factors is ongoing, which together may pave the
way to identify possible intervention strategies, aimed at
positively modulating the development and evolution of
diseases, with well-defined preventive initiatives. Further-
more, significant associations emerge with genetic and
epigenetic markers which will be useful for further stratifi-
cation of the population and for the analysis of interaction
with environmental factors.
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La malattia da coronavirus 2019 (COVID-19) € una ma-
lattia infettiva che ha colpito oltre 700 milioni di perso-
ne in tutto il mondo e ha causato oltre 6 milioni di morti
(23.01.2024). Il 27 dicembre 2020 ¢ iniziata la campagna
di vaccinazione europea contro il coronavirus; tuttavia,
I'efficacia dei vaccini € ancora in studio in coorti con un
rischio piu elevato di infezione o sottoposte a terapie
immunomodulanti, tra cui i gli individui affetti da Sclero-
si Multipla (SM). Diversi studi, tra cui nostre precedenti
pubblicazioni, indicano che le terapie anti-CD20 e il fin-
golimod (FTY) portano a una risposta anticorpale (umora-
le) attenuata dopo la vaccinazione contro il SARS-CoV-2.
Gli obiettivi del progetto riguardano: la valutazione dello
sviluppo e del declino della risposta umorale e cellulare
specifica dopo vaccinazione contro Sars-Cov-2, in persone
con SM trattate con regimi terapeutici differenti; I'identifi-
cazione di fattori genetici e ambientali nell’'influenza dello
sviluppo, durata e declino della risposta immunitaria cellu-
lare e umorale contro il vaccino in pazienti con SM strati-
ficati per terapia.

Abbiamo analizzato i livelli degli anticorpi circolanti an-
ti-proteina Spike (anti-S) e anticorpi anti-Nucleocapside
(anti-N) in 1307 individui con SM, in diversi momenti dopo
vaccinazione anti-Covid19 ad mRNA (BNT162b2): 1 mese
dopo la seconda dose (T1), 6 mesi dopo la seconda dose
(T2) e 1 mese dopo laterzadose (T3, primo richiamo). | dati
sono stati analizzati includendo variabili quali: eta, sesso,
fumo, la scala di Invalidita Espansa (EDSS) e precedente
infezione da SARS-CoV-2.

Abbiamo osservato che 1 mese dopo la seconda dose, gli
individui SM trattati con natalizumab (NAT), teriflunomi-
de (TER), azatioprina (AZA), fingolimod (FTY), ocrelizu-
mab (OCR) e rituximab (RTX) mostravano una riduzione
significativa delle risposte umorali, rispetto agli individui
con SM non trattati (UNT). Inoltre, I'eta avanzata, il sesso
maschile, I'EDSS e il fumo attivo erano significativamente
associati a titoli anticorpali piu bassi contro SARS-CoV-2.
Sei mesi dopo la seconda dose abbiamo osservato una ri-
duzione dei livelli di anti-S al T2 di 3 volte rispetto a T1.
Mentre dopo un mese dalla terza dose (T3) l'osservazio-
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ne piu importante ha riguardato 'aumento generalizzato
degli anticorpi anti-S in tutte le categorie di individui SM,
rispettoal T1.

Dopo aver valutato gli anticorpi abbiamo indagato sulla ri-
sposta delle cellule del sistema immune (incluse quelle che
li producono, cellule B), indotta dalla vaccinazione. Sono
stati inclusi 79 individui con SM (in terapia con FTY, DMF,
NAT, e non trattati) e 32 soggetti sani (CT), e diversi punti
temporali della vaccinazione e prima della stessa (TO).
Mediante citometria a flusso, abbiamo studiato la com-
posizione dei linfociti T e B. Negli individui SM trattati
con FTY abbiamo osservato una riduzione significativa
di tutte le cellule linfocitarie considerate, accompagnata
da un’alterazione delle loro proporzioni relative, come ad
esempio la riduzione delle cellule naive e Th2 e I'aumento
delle cellule T CD4 effettrici di memoria. Le differenze os-
servate in individui con SM trattati con DMF e NAT sono
meno significative e diverse da quelle osservate nel FTY;
infatti, abbiamo osservato un aumento delle frequenze di
CD8 e Th2 naive nei campioni trattati con DMF, mentre un
aumento delle cellule B nelle persone con SM trattate con
NAT rispetto ai controlli.

Queste differenze sono presenti anche quando si confron-
tano le persone SM trattate con ciascuno dei tre trattamen-
ti con quelle non sottoposte a terapia; concludendo che
queste osservazioni sono dovute principalmente al tratta-
mento farmacologico piuttosto che alla patologia stessa.
Concentrandoci sull'analisi dei linfociti B specifici per la
proteina Spike del SarsCov2 (cellule B spike) nelle persone
con SM e CT é stato osservato un generale aumento della
frequenza di questi linfociti con 'aumentare dei richiami
vaccinali.

Al tempo T1 gli individui con SM hanno mostrato livelli
pit bassi di cellule B spike, rispetto ai CT e questo é stato
particolarmente evidente negli individui SM trattati (FTY,
DMF e NAT). Nell’analisi ai tempi T2 e T3, non sono invece
emerse differenze significative nella frequenza di questi
linfociti tra persone con SM e CT. Cio suggerisce che i ri-
chiami vaccinali possano sviluppare negli individui con SM
una riserva di linfociti B specifici per la proteina Spike del

SarsCov2 simile a quella dei soggetti sani.

Confrontando I'andamento di queste cellule B spike nel
tempo con I'andamento della risposta anticorpale abbia-
mo osservato che nonostante gli anticorpi anti-S tendono
a diminuire con il tempo, la frequenza delle cellule B spike
aumenta, suggerendo una maggiore persistenza delle cel-
lule produttrici di anticorpi, quindi creando le condizioni di
una risposta piu pronta in seguito a stimoli successivi (vac-
cinazione o nuove infezioni da SARS-CoV-2).
Successivamente, abbiamo studiato la risposta dei linfo-
citi B e T, mediante marcatori di attivazione espressi sulla
superficie cellulare, a livello basale e in seguito allo stimo-
lo con un pool di peptidi (molteplici frammenti) del virus
SARS-CoV-2. Abbiamo osservato che le persone con SM
avevano linfociti piu attivi a livello basale rispetto ai con-
trolli, ma meno reattivi agli stimoli specifici. Questa osser-
vazione é stata confermata anche nell’'analisi dei livelli di
proteine prodotte dalle cellule e coinvolte nella risposta
immune (citochine) misurate all'interno del liquido deri-
vante dalle cellule in esame.

Il nostro lavoro dimostra che le persone con SM hanno un
sistema immunitario caratterizzato da uno stato di attiva-
zione e una condizione pro-inflammatoria basale. Tuttavia,
sembrano essere meno reattivi a stimoli specifici, come
quelli rappresentati dalla vaccinazione SARS-CoV-2. Il FTY
mostra |'effetto piu significativo sulla risposta immunita-
ria, riducendo il numero di anticorpi e dei diversi tipi di cel-
lule immunitarie. Concludendo, i nostri dati suggeriscono
che i richiami vaccinali, fondamentali per la popolazione,
sono particolarmente utili a garantire una risposta immu-
nitaria efficace negli individui SM in terapia; infatti, anche
se la risposta iniziale potrebbe essere inferiore rispetto ai
controlli sani, i richiami possono aiutare a ridurre queste
differenze.

| dati sono rilevanti nel contesto della vaccinazione al
SARS-CoV-2 e possono essere estremamente informativi
per comprendere piu in generale la risposta degli individui
SM anche ad altri vaccini e infezioni.

Impact of genetic factors and drugs used
in the treatment of multiple sclerosis on cellular
and humoral immune responses after vaccination

against Sars-Cov-2

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) is an infectious
disease that has affected over 700 million people world-
wide and has caused over 6 million deaths (23.01.2024).

On December 27, 2020, the European vaccination cam-
paign against the coronavirus began; however, the efficacy
of vaccines is still being studied in cohorts with a higher
risk of infection or undergoing immunomodulatory ther-



apies, including individuals with Multiple Sclerosis (MS).
Several studies, including our previous publications, indi-
cate that anti-CD20 therapies and fingolimod (FTY) lead
to an attenuated antibody response after vaccination
against SARS-CoV-2. The project aims to: evaluate the de-
velopment and decline of specific humoral and cellular re-
sponses after SARS-CoV-2 vaccination in people with MS
treated with different therapeutic regimens; identify ge-
netic and environmental factors influencing development,
duration and decline of cellular and humoral immune re-
sponse against Sars-Cov-2 vaccine in patients with MS
stratified by disease therapy.

We analyzed the levels of circulating antibodies against
Spike protein (anti-S) and Nucleocapsid protein (anti-N)
in 1307 individuals with MS, at various time points after
MRNA COVID-19 vaccination (BNT162b2): 1 month after
the second dose (T1), 6 months after the second dose (T2),
and 1 month after the third dose (T3, booster). Data were
analyzed including variables such as age, sex, smoking, Ex-
panded Disability Status Scale (EDSS), and previous SARS-
CoV-2 infection.

We observed that 1 month after the second dose, MS in-
dividuals treated with natalizumab (NAT), teriflunomide
(TER), azathioprine (AZA), fingolimod (FTY), ocrelizumab
(OCR), and rituximab (RTX) showed a significant reduction
in humoral responses compared to untreated individuals
(UNT). Moreover, elderly, males, higher EDSS, and active
smoking were significantly associated with lower anti-
body titers against SARS-CoV-2.

Six months after the second dose, we observed a 3-fold
reduction in anti-S levels at T2 compared to T1. While one
month after the third dose (T3), the most important obser-
vation was a generalized increase in anti-S antibodies in all
categories of MS individuals compared to T1.

After evaluating antibodies, we investigated the response
of immune cells (including antibody-producing cells, B
cells) induced by vaccination. We included 79 MS individ-
uals (treated with FTY, DMF, NAT, and untreated) and 32
healthy subjects (CT), at various vaccination time points
and before vaccination (TO).

Using flow cytometry, we studied the composition of T
and B lymphocytes. In MS individuals treated with FTY,
we observed a significant reduction in all considered type
of lymphocytes assessed, accompanied by an alteration in
their relative proportions, such as a reduction in naive and
Th2 cells and an increase of memory CD4 T cells. Differ-
ences observed in MS individuals treated with DMF and
NAT were less significant and different from those ob-
served in FTY-treated individuals; indeed, we observed an
increase in the frequencies of naive CD8 and Th2 cells in
samples treated with DMF, while an increase in B cells in
MS individuals treated with NAT compared to controls.
These differences were also present when comparing MS
individuals treated with each of the three treatments with
those not undergoing therapy; thus, we concluded that
these observations are mainly due to pharmacological

treatment rather than the disease itself.

Focusing on the analysis of Spike protein-specific B lym-
phocytes (spike B cells) in MS individuals and CT a general
increase in the frequency of these lymphocytes following
the increased vaccine boost was observed. At T1, MS indi-
viduals showed lower levels of spike B cells compared to
CT, and this was particularly evident in treated MS individ-
uals (FTY, DMF, and NAT). In the analysis at T2 and T3, no
significant differences were observed in the frequency of
these lymphocytes between MS individuals and CT. This
suggests that vaccine boosters may develop in MS indi-
viduals a reserve of Spike protein-specific B lymphocytes
similar to that of healthy subjects.

Comparing the trend of these spike B cells over time with
the trend of the antibody response, we observed that de-
spite anti-S antibodies tending to decrease over time, the
frequency of spike B cells increases, suggesting greater
persistence of antibody-producing cells, thus creating
conditions for a more prompt response to subsequent
stimuli (vaccination or new SARS-CoV-2 infections).
Subsequently, we studied the response of B and T lym-
phocytes, using surface-expressed activation markers, at
baseline and following stimulation with a pool of peptides
(multiple fragments) from the SARS-CoV-2 virus. We ob-
served that MS individuals had more active lymphocytes
at baseline compared to controls, but less reactive to spe-
cific stimuli. This observation was confirmed in the anal-
ysis of levels of proteins produced by cells and involved
in the immune response (cytokines) measured within the
supernatant of the cells under examination.

Our study demonstrates that MS patients have an im-
mune system characterized by a state of activation and a
pro-inflammatory condition even in the absence of exter-
nal stimuli. However, they appear to be less responsive to
specific stimuli, such as vaccination. FTY shows the most
significant effect on the immune response, reducing the
number of various types of immune cells and altering their
balance. The differences in the immune system between
treated and untreated patients are more likely due to the
treatment rather than the disease itself. Finally, we ob-
served that vaccine boosters are crucial to ensure an ef-
fective immune response in MS patients. Although the in-
itial response may be lower compared to healthy controls,
boosters can help mitigate these differences.
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Diversi risultati sperimentali hanno mostrato che la tolle-
ranza immunologica verso gli antigeni self & un processo
regolato da diversi fattori, tra cui lo stato nutritivo/ener-
getico delle cellule del sistema immunitario. Infatti, € stato
evidenziato che la restrizione calorica e il digiuno acuto
sono in grado di migliorare I'encefalomielite sperimenta-
le autoimmune (ESA), il modello murino di SM. Partendo
da queste evidenze, 'obiettivo di questo studio & quello di
valutare l'effetto di unalieve restrizione calorica sull’anda-
mento clinico delle SM. Inoltre, poiché é stato dimostrato
che la rimozione dalla dieta di alcuni alimenti "pro-infiam-
matori" come il latte vaccino e il glutine & associata alla
riduzione dell'inflammazione in alcune malattie autoim-
munitarie, lo scopo di questo progetto € anche valutare
I'effetto della restrizione calorica associata alla rimozione
di alimenti specifici come il latte vaccino e il glutine sulla
progressione della malattia.

Considerato che l'obiettivo principale di questo studio &
quello di valutare l'effetto della restrizione calorica sulla
progressione della SM, al momento dell'arruolamento, a
tutti i pazienti con SM e stata effettuata una visita nutri-
zionale ed é stato sviluppato un profilo nutrizionale spe-
cifico e personalizzato al fine di ridurre I'apporto calorico
del paziente (restrizione calorica del 15-20% rispetto alle
calorie medie normalmente consumate) con o senza l'eli-
minazione di cibi altamente infiammatori (glutine e latte
vaccino). Un gruppo di pazienti con SM ¢ stato assegnato
al gruppo di controllo che continua a seguire la normale
alimentazione. Dopo l'arruolamento, & stato anche ef-
fettuato un prelievo di sangue da tutti i pazienti con SM
inclusi nello studio per valutare la composizione e la per-
centuale delle diverse popolazioni del sistema immuni-
tario e il numero e la funzione delle cellule T regolatorie,
una sottopopolazione cellulare coinvolta nei meccanismi
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di tolleranza immunologica. | pazienti con SM vengono
periodicamente monitorati dai nutrizionisti mediante
impedenziometria per verificare |'aderenza al protocol-
lo nutrizionale e ogni 6 mesi viene effettuato un prelievo
di sangue per la valutazione degli effetti della restrizione
calorica sull'assetto immuno-metabolico. Una volta arruo-
lati, i pazienti saranno poi seguiti per 24 mesi per le succes-
sive visite di follow up. Al termine del periodo di follow up
saranno analizzati gli andamenti sia dei dati clinici (EDSS,
ricadute, numero di lesioni, etc) che molecolari e cellulari
per la valutazione dell’'effetto dei diversi trattamenti sulla
progressione della malattia. Risultatati preliminari hanno
mostrato che la restrizione calorica € associata sia con ri-
duzione della percentuale di subset cellulari che esprimo-
no marker di attivazione sia con la riduzione del numero
di cellule proinfiammatorie (Th1 e Th17). Questi dati sug-
geriscono che il cambiamento delle abitudini alimentari e

la restrizione calorica possono avere un ruolo sulle cellule
del sistema immunitario riducendo lo stato inflammatorio.
Questo studio fa anche parte del progetto Multiact per il
coinvolgimento attivo dei pazienti con SM e del personale
coinvolto nello studio (nutrizionisti, neurologi, ricercatori,
psicologi, ecc.) nella ricerca connessa al progetto.

Lobiettivo di questo studio € quello di sviluppare nuovi
protocolli terapeutici che associano trattamenti farma-
cologici di prima linea con interventi nutrizionali volti a ri-
durre l'introito calorico con o senza rimozione di specifici
alimenti quali il glutine, il latte e i suoi derivati. Inoltre, i
dati ottenuti da questo studio potrebbero anche contri-
buire ad ottenere maggiori conoscenze sulla patogenesi
della malattia e sulla sua crescente prevalenza nei paesi
piu sviluppati.

Calorie restriction as a novel therapeutic tool

to manipulate immunity and improve therapeutic
potential of first line drug treatments during
relapsing remitting multiple sclerosis

Several experimental results have shown that immunolog-
ical self-tolerance is a process finely regulated by several
factors, including the nutritional/energetic status of im-
mune system cells. Indeed, calorie restriction and acute
fasting can improve experimental autoimmune encepha-
lomyelitis (EAE), the mouse model of MS. Based on these
findings, the present study aims to evaluate the effect of
mild calorie restriction on the clinical course of MS. Fur-
thermore, as the removal of specific 'pro-inflammatory'
foods such as cow's milk and gluten from the diet has been
shown to be associated with a reduction in inflammation
in different autoimmune diseases, the aim of this project is
also to evaluate the effect of calorie restriction associated
with the removal of specific foods such as cow's milk and
gluten on disease progression.

Since that, the main objective of this study is to evaluate
the effect of calorie restriction on MS progression, at en-
rolment, the nutritionists performed a nutritional visit,
and a specific and personalized nutritional profile was
developed in order to reduce the patient's caloric intake
(calorie restriction of 15-20% compared to the average
calories normally consumed) with or without the elim-
ination of highly inflammatory foods (gluten and cow's
milk). A group of MS patients was assigned to the control

group who continued to follow the normal diet. After en-
rolment, it has been also performed blood sampling from
all MS patients included in the study to assess the com-
position and percentage of different immune system cell
populations and the number and function of regulatory
T cells, a cellular subpopulation involved in the mecha-
nisms of immunological self-tolerance. MS patients are
periodically monitored by nutritionists by impedencem-
etry to verify adherence to the nutritional protocol and
every 6 months a blood sampling is performed to evalu-
ate the effects of caloric restriction on the immune-met-
abolic asset. After enrollment of all patients, they will be
followed up for 24 months. At the end of the follow-up
period, both clinical (EDSS, relapses, number of lesions,
etc.) and molecular and cellular data will be analyzed to
evaluate the effect of different treatments on the course
of the disease. Preliminary results showed that calorie
restriction is associated with both reduced percent-
ages of cell subsets expressing activation markers and
decreased numbers of proinflammatory cells (Th1 and
Th17). These data suggest that dietary intervention and
calorie restriction may influence immune cells by reduc-
ing the inflammatory state.

This study is also part of the Multiact project for the
active involvement of MS patients and of personnel in-
volved in the study (nutritionists, neurologists, research-
ers, psychologists, etc.) in research related to the project.



milk, and its derivatives. In addition, the data obtained
This study aims to develop new therapeutic protocols that ~ from this study may contribute to a better understanding
combine first-line pharmacological treatments with die- of the pathogenesis of the disease and of its increasing
tary interventions aimed at reducing caloric intake, with prevalence in more developed countries.
or without the removal of specific foods such as gluten,
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La risonanza magnetica € un importante strumento para-
clinico per diagnosticare e monitorare la sclerosi multipla
(SM). La definizione di metodi standardizzati per la raccol-
ta e I'analisi di tecniche MRI avanzate &€ fondamentale non
solo per migliorare la comprensione della fisiopatologia
e dell'evoluzione della malattia, ma anche per generare
ipotesi di ricerca, monitorare il trattamento, aumentare il
rapporto costo-efficacia e la potenza delle sperimentazio-
ni cliniche.

Liniziativa INNI, che coinvolge centri e ricercatori con
competenze riconosciute a livello internazionale, ha I'o-
biettivo principale di determinare e convalidare nuovi bio-
marcatori di risonanza magnetica (RM) da utilizzare come
predittori e / o risultati in futuri studi sulla SM. Inoltre,
INNI mira anche a guidare I'applicazione della risonanza
magnetica per la SM a livello nazionale. La definizione di
standard di RM e protocolli clinici per la valutazione dei
pazienti con SM in Italia, consentira di integrare i dati ot-
tenuti da diversi centri, per testare specifiche ipotesi di
ricerca sulla fisiopatologia della malattia e sugli effetti del
trattamento che potrebbero infine promuovere la medici-
na personalizzata.

Il network INNI & guidato da un Comitato Scientifico i cui
membri sono il Principal Investigator dello studio (Mas-
simo Filippi di Milano), i leader degli altri centri coinvolti

nell'iniziativa (Patrizia Pantano di Roma, Nicola De Stefa-
no di Siena, Gioacchino Tedeschi di Napoli e Maria Rocca
di Milano) e rappresentanti della Fondazione Italiana Scle-
rosi Multipla (FISM), proprietaria del database. Il database
INNI online & disponibile all'indirizzo: https://database.
inni-ms.org.

Il contenuto del database ¢ disponibile solo per gli utenti au-
torizzati, che hanno ricevuto login e password appropriati.

Nel corso del secondo finanziamento di 3 anni e della sua
estensione del 4° anno, & proseguito in linea con i tempi
proposti, 'aggiornamento sulla piattaforma online dei dati
clinici, neuropsicologici e RMI, raccolti presso i quattro
centri partecipanti, utilizzando protocolli di acquisizione
standardizzati e scanner a 3 Tesla.

Durante la prima fase del progetto é stato realizzato un
sistema web-based (https://database.inni-ms.org) in colla-
borazione con il consorzio GARR, il network Italiano per la
ricerca e la formazione (www.garr.it). Questo consente la
raccolta online di dati clinici, neuropsicologici e di risonan-
za magnetica dai centri partecipanti.

Durante il primo triennio, INNI ha agito su tre diversi linee

strategiche di azione:

1. Manutenzione e espansione continua dell'infrastruttura.

2. Sviluppo di progetti di ricerca ad hoc basati sul conte-
nuto di dati di INNI, finalizzati a convalidare a livello
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multicentrico le tecniche di risonanza magnetica.

3. Promozione di un piano per la standardizzazione
dell'uso della risonanza magnetica a livello nazionale,
proponendo protocolli di acquisizione standardizzati
da applicare per lo studio della malattia e aiutando i
centri in tutta ltalia alla messa a punto di questo pro-
tocollo, al fine di rendere omogeneo |'approccio per le
persone con SM a livello nazionale.

Per quanto riguarda I'Azione 1, sono stati caricati dati di
nuovi soggetti; questo ha portato all'inserimento di ulte-
riori 825 soggetti negli ultimi 4 anni e attualmente sono
presenti nel database i dati di 2.535 soggetti, con 'aumento
di 1742 scansioni RM durante l'ultimo anno (attualmente,
4762 esami MR, rispetto a 3020 esami all'inizio del proget-
to). Il centro di coordinamento ha continuato asvolgere una
revisione dettagliata dei dati RMI dei soggetti attualmente
disponibili nel repository INNI, per verificarne la qualita e
la conformita al protocollo, secondo le modalita descritte in
dettaglio in una pubblicazione dedicata. Attualmente sono
state completate le modifiche della piattaforma online (ht-
tps://database.inni-ms.org) concordate con GARR.

Per quantoriguardal'Azione 2, i quattro centri partecipan-
ti hanno completato I'analisi dei loro progetti di ricerca,
che sono descritti nel Compendio 2023, e in pubblicazioni
scientifiche dedicate.

Per quanto riguarda I'Azione 3, i progetti di ricerca hanno
contribuito aidentificare gli approcci piti appropriati per la
gestione dei dati multicentrici nella SM, in particolare per
quanto riguarda la stima dell'atrofia. Sono state esamina-
te anche le fonti di variabilita inter centro nell'analisi della
risonanza magnetica funzionale a riposo. | risultati della
ricerca hanno contribuito, inoltre, a determinare le linee
di ricerca strategiche per i progetti futuri, che saranno in-
centrati sulla progressione della malattia della SM. Sono
stati organizzati corsi online per la diffusione di linee gui-
da sull'uso della risonanza magnetica per la gestione della
SM. Infine, INNI ha iniziato a interagire con altri databa-
se nazionali strategici (ad esempio, il registro italiano SM
e patologie correlate) per supportare il futuro scambio e
integrazione dei dati.

The Italian Neuroimaging Network Initiative (INNI)
to optimize the use of advanced MRI techniques

in patients with MS

Magnetic resonance imaging (MRI) is an important par-
aclinical tool to diagnose and monitor multiple sclerosis
(MS). The definition of standardized methods for the col-
lection and analysis of advanced MRI techniques is central
not only to improve the understanding of disease patho-
physiology and evolution, but also to generate research
hypotheses, monitor treatment, increase cost-effective-
ness and power of clinical trials.

The Italian Neuroimaging Network Initiative (INNI),
which involves centres and investigators with an Inter-
national recognized expertise, has the major goal to de-
termine and validate novel magnetic resonance imaging
(MRI) biomarkers to be utilized as predictors and/or out-
comes in future MS studies. In addition, INNI aims also to
guide the application of MRI in MS at a national level. The
definition of MRI standards and clinical protocols for the
evaluation of MS patients in Italy will allow to integrate
the data obtained from different centers to test specif-
ic hypotheses of research on the pathophysiology of the
disease and on the effects of the treatment which might
ultimately promote personalized medicine.

The INNI network is led by a Scientific Committee whose

members are the principal investigator of the initiative
(Massimo Filippi from Milan), the leaders of the other four
MS centres involved in the initiative (Patrizia Pantano
from Rome, Nicola De Stefano from Siena, Gioacchino
Tedeschi from Naples. and Maria Rocca of Milan) and rep-
resentatives of the Italian Multiple Sclerosis Foundation
(FISM), owner of the database, but will be open to addi-
tional members.

The online INNI database is available at: https://database.in-
ni-ms.org. The database content is available for authorized
users only, who received appropriate login and password.

During the 3-year second grant and of its 4t year exten-
sion, the upload on the online platform of clinical, neu-
ropsychological and MRI data collected at the four partic-
ipating centers using standardized acquisition protocols
and 3 T scanners, continued in line with the proposed
timeframes.

A systematic verification of data upload was performed
by weekly shipment of queries by e-mail. The coordinating
center continued to perform a detailed revision of the MRI
data of subjects currently available in the INNI repository,
to verify their quality and protocol compliance, according



to the procedures described in details in a dedicated pub-
lication.

During the first phase of the project, a web-based system
was created (https://database.inni-ms.org) in collabora-
tion with the GARR consortium, the Italian network for
research and education (www.garr.it). It allows the online
collection of clinical, neuropsychological and MRI data
from the participating centers.

During this three-year period, INNI acts on three different
aspects:

1) Maintenance and continuous expansion of the infra-
structure, including upload of new data, verification and
pre-processing of data uploaded in the database, and im-
plementation of new platform features (Action 1);

2) Development of ad-hoc research projects based on
INNI content, aimed at a multicenter validation of MRI
techniques (Action 2);

3) Promotion of a plan for the standardization of the use of
MRI at a national level, by proposing standardized acquisi-
tion protocols to be applied for the study of MS patients
and helping peripheral centers in the set-up of this proto-
col,inorder to homogenize the approach to MS patients at
a national level (Action 3).

With regards to Action 1, the upload of data of subjects
led to the additional inclusion of 825 subjects during the
last 4 years (currently, 2535 subjects, compared to 1710
subjects at grant start) and of additional 1742 MRI exams

Pubblicazioni/Publications

e Storelli L, Rocca MA, Pantano P, Pagani E, De
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2019; 266:2848-2858 [epub ahead of print
17 August 2019; doi: 10.1007/s00415-019-
09509-4]

e Pagani E, Rocca MA, De Meo E, Horsfield MA,
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(currently, 4762 MRI exams, compared to 3020 exams at
grant start). A systematic verification of data upload was
performed by weekly shipment of queries by e-mail. The
coordinating center (Neuroimaging Research Unit - NRU,
Milan, Pl: Prof. Massimo Filippi) continued to perform
a detailed revision of the MRI data of subjects current-
ly available in the INNI repository, to verify their quality
and protocol compliance, according to the procedures de-
scribed in details in a dedicated publication.
Modifications of the online platform (https://database.in-
ni-ms.org) agreed with GARR have been completed.

With regards to Action 2, the four participating centres
completed the analysis of their research projects, which
are described in the Compendium 2023 and in dedicated
scientific publications.

With regards to Action 3, research projects helped to
identify the most appropriate approaches for handling
multicenter data in MS, especially with regards to atrophy
estimation. Sources of inter-centre variability in the anal-
ysis of resting state functional MRI have been also exam-
ined. Research findings helped to determine strategic re-
search lines for future projects, which will be centered on
MS disease progression. Online courses for dissemination
of guidelines about the use of MRI for MS management
have been organized. Finally, INNI started to interact with
other strategic national databases (e.g., the Italian Multi-
ple Sclerosis and Related Disorders Register) to support
future data exchange and integration.
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Registro Italiano Sclerosi Multipla e Patologie Correlate

Il Registro Italiano Sclerosi Multipla e Patologie Correlate (RISM&PC, abbreviato in RISM) & uno dei Progetti Speciali di
punta della ricerca sostenuta da AISM e dalla sua Fondazione ha I'obiettivo di creare una infrastruttura organizzata
multicentrica per raccogliere i dati di tutti i pazienti con sclerosi multipla seguiti nei diversi Centri sclerosi multipla
(SM) italiani.

Dal 2000 ¢ iniziata la raccolta italiana di dati clinici sulla SM nei Centri clinici SM aderenti ad un progetto di ricerca su un
database nazionale dedicato alla sclerosi multipla (the Italian MS Database Network).

Dal 2014 FISM, in collaborazione con I'Universita degli Studi di Bari e i Centri clinici italiani SM, ha promosso e finanziato
la creazione del Registro Italiano SM.

Dal 2021, per una maggiore inclusivita, la denominazione del Registro & stata modificata in: Registro Italiano Sclerosi
Multipla e Patologie Correlate (RISM). A questo proposito & stato sviluppato un nuovo modulo per la raccolta di informa-
zioni su forme rare di malattie demielinizzanti: malattie demielinizzanti e disturbi dello spettro della neuromielite ottica
(NMOSD), come la neuromielite ottica e le patologie associate alla presenza di anticorpi anti-MOG (MOGAD).

Oltre 185 Centri clinici italiani hanno aderito al progetto e, ad oggi, il RISM raccoglie le storie cliniche di circa 86.600
persone con SM (dati aggiornati a gennaio 2024).

Il Registro € dunque pronto a diventare un vero strumento di ricerca scientifica utile per lo sviluppo di studi epidemiolo-
gici e clinici oltre a essere un valido strumento per la programmazione sanitaria.

Il RISM permettera la promozione dell’equita di accesso alle cure per le persone con SM, attraverso il confronto delle
pratiche assistenziali dei diversi Centri oltre all'analisi delle politiche assistenziali di carattere nazionale e locale.
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Il Comitato Scientifico del progetto RISM ha individuato due aree prioritarie:

e SANITA PUBBLICA. Necessitd di impostare un censimento delle persone con SM e patologie correlate, ag-
giornato in maniera sistematica e continuativa, allo scopo di ottenere stime precise di prevalenza e inci-
denza della malattia a livello regionale e nazionale per il perseguimento di finalita di prevenzione, diagno-
si, cura, programmazione sanitaria, verifica della qualita delle cure, ottimizzazione dell’assistenza sanitaria,
disponibilitadiinformazionisocio-assistenzialie valutazione dell'accesso a cure e servizisanitarisul territorioitaliano.

e PROGETTIDIRICERCA. Necessita di raccogliere informazioni utili per la pianificazione di studi di ricerca per speci-
fiche progettualita. In particolare, studi sull'epidemiologia della malattia e sulla prognosi, sull'ottimizzazione del trat-
tamento (efficacia e sicurezza), sul decorso della malattia, sugli stadi preclinici/subclinici della malattia (CIS e RIS).
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INFRASTRUTTURE

La governance del RISM comprende un Comitato Esecutivo (presieduto da FISM e dall'Universita di Bari) con ruolo ammi-
nistrativo e organizzativo e un Comitato Scientifico (comprendente clinici, statistici, rappresentanti dei centri SM e della
Societa Italiana di Neurologia) che sovrintende alle iniziative scientifiche, promuove specifici progetti strategici e approva
le richieste di accesso ai dati centralizzati per ulteriori progetti di ricerca. Lattuale Comitato Scientifico &€ composto da:

Maria Trojano (rappresentante Universita di Bari, Presidente)
Centro SM, Dipartimento di Scienze Mediche di Base, Neuroscienze ed Organi di Senso Universita di Bari, Bari, Italia

Mario Alberto Battaglia (rappresentante FISM, Vicepresidente)
Fondazione Italiana Sclerosi Multipla - FISM, Genova, Italia

Paola Mosconi (rappresentante Istituto Mario Negri)
Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri, IRCCS, Milano, Italia

Claudio Gasperini (rappresentante Societa Italiana di Neurologia, SIN)
Dipartimento di Neuroscienze, Azienda Ospedaliera San Camillo-Forlanini, Roma, Italia

Eleonora Cocco (rappresentante Centri clinici)
Centro Regionale per la diagnosi e la cura della Sclerosi Multipla ASL8 P.O. Binaghi, Cagliari, Italia

Matilde Inglese (rappresentante Centri clinici)
Centro per lo studio e la cura della Sclerosi Multipla e Malattie Demielinizzanti - Dipartimento di Neuroscienze, Riabilitazione,
Oftalmologia, Genetica e Scienze Materno - Infantili, Clinica Neurologica - Ospedale Policlinico San Martino (DiNOGMI), Genova, Italia

Carla Tortorella (rappresentante Centri clinici)
Centro Sclerosi Multipla - Az. Osp. S. Camillo Forlanini, Roma, Italia

Marco Capobianco (segretario)
Centro Sclerosi Multipla, SC Neurologia, AO Santa Croce e Carle, Cuneo, Italia

Maria Pia Amato (esperto)
Dipartimento di NEUROFARBA, Universita di Firenze, IRCCS Fondazione Don Carlo Gnocchi, Firenze, Italia

Giancarlo Comi (esperto)
Universita Vita-Salute, San Raffaelle, Istituto Scientifico San Raffaele, Milano, Italia

Massimo Filippi (esperto)
Centro Sclerosi Multipla - Ospedale San Raffaele, Milano, Italia

Per il Registro operano due strutture operative: la Struttura Amministrativa e di Coordinamento (SAC), con sede presso
la FISM di Genova e la Struttura Tecnico Operativa (STO), con sede presso I'Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario
Negri, IRCCS di Milano.

| NETWORK DEL REGISTRO

| Centri per la SM sono riconosciuti come componenti chiave per la cura della SM in Italia. Ci sono circa 240 centri per la
SM di varie dimensioni e spesso si trovano all'interno di Dipartimenti di Neurologia degli ospedali pubblici. Attualmente
circail 75% dei centri italiani per la SM ha aderito al RISM.

Con I'obiettivo di aumentare la qualita della raccolta e dell'inserimento dei dati, & stata formata ad hoc una rete di giovani
assistenti di ricerca. Attualmente 26 assistenti di ricerca sono attivi in 15 regioni italiane (oltre 130 centri) e sono asse-
gnati a uno o piu centri in base al loro contributo al progetto in termini di numero di pazienti registrati e distribuzione
geografica. Le loro attivita comprendono: supportare la fase di avvio del progetto e la sua attuazione puntuale presso i
centri SM e garantire una raccolta e una gestione standardizzate dei dati.



Elenco degli assistenti di ricerca attivi

Fondazione Italiana Sclerosi Multipla, Genova

Senior staff: Beatrice Biolzi, Daniele Dell’Anna, Sonia Di Lemme, Chiara Di Tillio, Federica Martini, llaria Maietta,
Ramona Piredda, Silvia Perugini, Chiara Raimondi, Antonino Rallo, Monica Romoli, llaria Rossi

Junior staff: Camilla Borgo, Antonella Carta, Paola Crida, Marco Delogu, Daniele Di Giulio Cesare, Teresa Fonsdituri,
Agata Marchese, Martina Marciano, Silvia Marinetto, Chiara Monetti, Ludovica Roselli, Valentina Tallarico, Stefania
Treccarichi, Eliana Zaccone

Per soddisfare le priorita strategiche del Registro, gli stakeholder comprese le industrie sono coinvolti attraverso un fo-
rum consultivo. Attualmente ¢ attivo un Industry Advisory Board, che include le principali compagnie farmaceutiche che
si occupano di SM.

SOFTWARE DEDICATO

Durante i primi anni, il Registro ha utilizzato un software di soluzione client-server, una cartella medica computerizzata offli-
ne che necessitava di un caricamento periodico da parte dei Centri clinici. A fine 2016 é stato sviluppato un nuovo software
web-based, denominato RISM-App. Da aprile 2021, il Registro utilizza esclusivamente la RISM-App, attualmente alla versio-
ne 3.8. Laccesso al software avviene attraverso l'area riservata del sito web del progetto ( ).

e Focalizzata sul paziente: il paziente viene registrato una sola volta nella banca dati attraverso un codice fiscale (co-
dice personale identificativo univoco). Questo € un punto cruciale perché 'unicita del soggetto SM registrato produ-
ce un miglioramento significativo nella messa in comune dei dati nella banca dati centrale. Nessun caso duplicato &
presente nel database.

e Pratica: I'inserimento dei dati & possibile attraverso diversi dispositivi (PC, cellulare, tablet).

e Sicura:il sistemarispetta gli standard richiesti dal Regolamento Generale sulla Protezione dei Dati dell'Unione Euro-
pea (GDPR) 2016/679 e ogni centro inserisce i dati attraverso una password personalizzata.

e Facilmente accessibile: ¢ sufficiente un accesso a Internet.

e Standardizzata: il database utilizza una codifica standardizzata.

e Stampabile: € possibile stampare un referto contenente le informazioni sul paziente.

e Modulare: € possibile aggiungere piti moduli.

Il database del Registro raccoglie un set di dati essenziali per caratterizzare il profilo clinico delle persone con SM pit altre
variabili incluse in moduli specifici come:

Farmaci

Questa sezione € dedicata alla storia del trattamento del paziente. Questo modulo include il piano di gestione del rischio clinico
per tutti i trattamenti modificanti la malattia. Inoltre gli eventi avversi e gli eventi avversi gravi sono codificati utilizzando il di-
zionario medico MedDRA, mentre le comorbidita sono codificate utilizzando la classificazione internazionale ICD9.

Risonanza magnetica
Questa sezione & dedicata alle misure di risonanza magnetica convenzionale (RMI) (numeri di lesioni cerebraliin T2 e in
TleGd+T1).

Strumentale
Questa sezione raccoglie informazioni su test di laboratorio (es. virologici, immunologici, di funzionalita tiroidea e altri
test specifici), liquor, potenziali evocati, EEG, ECG.

Covid-19
Questa sezione raccoglie informazioni relative all'infezione da Covid-19 come: diagnosi, gravita, esito e correlazione con
farmaci modificanti la malattia (DMT) e vaccinazioni.

NMOSD e MOGAD
Questa sezione & dedicata alle forme rare di malattie demielinizzanti e disturbi dello spettro della neuromielite ottica
(NMOSD) come la neuromielite ottica e le patologie associate alla presenza di anticorpi anti-MOG (MOGAD).
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Gravidanza
Questa sezione raccoglie informazioni riguardanti la gravidanza, gli outcome materni e fetali dei pazienti con SM e dei
loro figli.

SM a esordio pediatrico

Questa sezione raccoglie informazioni sulla SM a esordio pediatrico. Questo modulo include informazioni quali: fattori
di rischio ambientale, vaccinazioni, funzionamento cognitivo nel tempo e caratteristiche specifiche legate alla risonanza
magnetica.

MONITORAGGIO DEI DATI

Per garantire un'elevata qualita delle informazioni raccolte i dati vengono monitorati centralmente. Sono stati implemen-
tati diversi strumenti di controllo al fine di aumentare la qualita e la generalizzazione dei dati raccolti. Periodicamente,
tutti i centri vengono raggiunti con un report su tutti i dati raccolti e un report personalizzato con richieste sui dati man-
canti o sulle incongruenze tra le variabili inserite. | controlli di qualita riguardano:

e date: presenza/assenza, completezza, anomalie e coerenza tra tutti i dati raccolti nel dataset

e completezza: valutazione complessiva del livello di completezza delle variabili incluse

e accuratezza: proporzione di variabili con valore corrispondente al loro range

e consistenza: congruenza con altre variabili.

Ogni 2 mesi gli assistenti di ricerca ricevono un aggiornamento dell'landamento dei centri che hanno in carico e lo condivi-
dono conil responsabile del centro partecipante. Quest'ultimo riceve mensilmente una comunicazione con aggiornamen-
ti e chiarimenti riguardo I'inserimento di dati e le procedure inerenti il progetto.

Inoltre, e stato individuato e adottato un set di 8 indicatori di performance con l'obiettivo di migliorare la qualita, la com-
pletezza dell'indagine, la tempestivita, la generalizzazione e la rappresentativita dei dati raccolti. Per ogni indicatore o
dominio esaminato, a ciascun centro partecipante é stato assegnato un punteggio di cinque per la performance piu alta,
mentre sono stati attribuiti punteggi da 4 a 1 per la performance progressivamente inferiore. Ogni 6 mesi, ogni centro
partecipante riceve un report in cui i dati e gli indicatori di performance del proprio centro vengono confrontati con I'in-
tero campione: in questo modo ogni centro puo valutare le prestazioni piu critiche e il livello di miglioramento nel tempo.
Di seguito gli 8 indicatori di performance e la loro rappresentazione grafica (grafico radar):

=== Punteggio minimo Punteggio massimo
Pt anno

MRI 12 mesi FU 5 anni 1. Ptanno: numero di pazienti annuo
2. FU 5 anni: % di pazienti con follow-up maggiore di 5 anni
3. Ptattivi: almeno 1 visita negli ultimi 2 anni
4. Visita FU: almeno 1 visita ogni 6 mesi/Follow-up

Visita esordio Pt attivi 5. EDSS 6 mesi : almeno 1 valutazione EDSS ogni 6 mesi/ Follow-up

6. EDSS 1 anno: aalmeno 1 valutazione EDSS ogni 12 mesi/ Follow-up
7. Visita esordio: almeno 1 visita entro 1 anno dall'esordio
8. MRI 12 mesi: almeno 1 valutazione MRI ogni anno

EDSS 1 anno Visita FU

EDSS 6 mesi

LINIZIATIVA EMA (EUROPEAN MEDICINES AGENCY) PER | REGISTRI
DEI PAZIENTI

| dati real world sono importanti in quanto offrono una raccolta di dati a lungo termine e consentono di valutare la storia
del trattamento del paziente durante il decorso della malattia.

L'uso dei registri di malattia pud fornire una migliore comprensione degli effetti della comorbidita sull'efficacia e sicurezza
dei trattamenti che modificano la malattia. LEMA ¢ interessata ai dati real world relativi alla valutazione della sicurezza
dei farmaci post-marketing (ovvero, studio sulla sicurezza post-autorizzazione - PASS). L'iniziativa internazionale di con-
divisione dei dati “Big MS Data network”, che include il RISM, ¢ stata riconosciuta dall'EMA come un'iniziativa di alta
qualitain grado di fornire dati per i progetti PASS.



Attualmente il RISM partecipa a quattro progetti PASS attivi:

1.

Uno studio osservazionale che utilizza i dati del programma statunitense Tysabri TOUCH e seleziona i Registri SM
Europei per stimare il rischio di leucoencefalopatia multifocale progressiva e altre gravi infezioni opportunistiche trai
pazienti che sono stati esposti a un trattamento che modifica la malattia della sclerosi multipla prima del trattamento
con Natalizumab (BIOGEN)

Sorveglianza a lungo termine (studio MANUSCRIPT) di pazienti con sclerosi multipla trattati con Ocrelizumab (ROCHE)
Sorveglianza a lungo termine (studio CLARION) in pazienti con sclerosi multipla recidivante altamente attiva trattati
con Cladribina orale (MERCK)

Studio retrospettivo di sicurezza a lungo termine sul farmaco Ofatumumab che utilizza dati reali provenienti da regi-
stri di sclerosi multipla esistenti e da database di diversi paesi (NOVARTIS)

PROGETTI DI RICERCA BASATI SUI DATI DEL REGISTRO ITALIANO SM
E PATOLOGIE CORRELATE

Attualmente sono 55 i progetti approvati, 32 completati e 23 in corso.
Le principali aree prioritarie dei progetti di ricerca

Epidemiologia descrittiva (prevalenza, incidenza e mortalita)

Epidemiologia analitica (fattori di rischio, comorbidita e fattori prognostici)

Decorsi SM e patologie correlate (benigno, RIS, CIS, forma progressiva, esordio pediatrico, esordio tardivo, forma
aggressiva, NMOSD e MOGAD)

Terapia (fattori prognostici e modelli predittivi di risposta al trattamento, aderenza al trattamento, efficacia del trat-
tamento a breve e lungo termine, sicurezza, efficacia comparativa/sicurezza tra trattamenti, algoritmi di trattamento
e switch).

Dal 2018 a febbraio 2024 sono state pubblicate circa 30 articoli peer-reviewed su riviste internazionali.
Di seguito e riportata la lista dei 23 progetti in corso.

Monica Ulivelli trasmissibili. prevenibili da vaccino, e sicurezza dei vaccini, in

Stato di immunizzazione verso le principali malattie R . -
Epidemiologia analitica - fattori di

rischio
una coorte di pazienti con SM. Studio multicentrico Italiano

Linquinamento atmosferico come possibile fattore di rischio

::?e;:aschi della SM. Uno studio ecologico sulla popolazione Italiana gzlciei;mo,og fa analitica - fattori di
& (Studio AIRMUS)

Jessica Frau Valutazione dei fattori prognostici al basale in un'‘ampia coorte  Epidemiologia analitica - fattori
italiana di pazienti affetti da SM prognostici

Maurizio Leone Integrazione di dati genetici e fenotipici tra il data-base Epidemiologia analitica - fattori
PROGEMUS e il Registro Italiano SM prognostici

Marco Salvetti Utilizzo di tecniche di Machine Learning per prevedere il decorso = Epidemiologia analitica - fattori
della SM recidivante-remittente nei singoli pazienti prognostici

Francesco Patti

Maria Pia Amato

Massimo Filippi

Studio retrospettivo sulle caratteristiche cliniche e radiologiche ~ Decorsi SM e patologie correlate -
dei pazienti ad esordio tardivo di sclerosi multipla (LOMS) esordio tardivo
Terapia - fattori prognostici e

modelli predittivi di riposte al
trattamento

Valutazione dell'efficacia in funzione dell'eta, dei trattamenti per
la sclerosi multipla in una coorte Real-Life

Terapia - fattori prognostici e
modelli predittivi di riposte al
trattamento

Fattori predittivi di risposta alla terapia con cladribina in
pazienti affetti da sclerosi multipla

Nuova generazione di modulatori del recettore della sfingosina

Roberto . L . Terapia - efficacia del trattamento
Bergamaschi l-fgsfatg (5‘1P) nella pratica clinica: uno studio real-world dal a breve e lungo termine

registro italiano della SM

Interrompere o continuare le terapie modificanti il decorso di
Emanuele D'’Amico  malattia nella forma secondariamente progressiva di Sclerosi Terapia - sicurezza

Muiltipla: uno studio di confronto sulle traiettorie di disabilita
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Tomas Kalincik

Francesco Patti

Francesco Patti

Emilio Portaccio

Carla Tortorella

Massimo Filippi

Marta Simone

Emilio Portaccio

Emilio Portaccio

Aurora Zanghi

De Meo

Pietro laffaldano

Pietro laffaldano

Tempistica ed efficacia comparativa delle terapie modificanti
la malattia ad alta efficacia nella sclerosi multipla con esordio
nell'infanzia

Studio retrospettivo multicentrico sulla valutazione dell’efficacia
di Rituximab nei pazienti affetti da Sclerosi Multipla recidivante
precedentemente trattati con farmaci ad elevata efficacia
(RENEGADE)

Studio retrospettivo multicentrico sulla valutazione delle
caratteristiche cliniche e radiologiche dei pazienti affetti da
Sclerosi Multipla secondariamente progressiva (ASPERA)

Optimal responder alle terapie disease modifying “platform”, in
una coorte Italiana di pazienti con sclerosi multipla ad esordio
recidivante remittente

Fattori prognostici clinico-radiologici nelle patologie dello
spettro della Neuromielite Ottica e associate ad anticorpi anti-
MOG. Analisi di coorte dal Registro Italiano Sclerosi Multipla ed
implementazione di uno specifico dataset

Profilo di efficacia e sicurezza delle terapie anti-CD20 in un‘ampia
coorte di pazienti affetti da sclerosi multipla: lo studio AFFectS

Studio pragmatico multicentrico, prospettico/retrospettivo,
randomizzato, in aperto per confrontare l'efficacia e la
sicurezza dell'interferone beta-1a (IFN beta-1a) somministrato
settimanalmente i.m. e glatiramer-acetato (GA) nei pazienti
pediatrici affetti da sclerosi multipla.

Efficacia comparativa dei trattamenti modificanti il decorso e
del trapianto autologo di cellule staminali ematopoietiche sul
rischio di progressione indipendente dalle ricadute nei pazienti
con sclerosi multipla recidivante

Verso una definizione consolidata della progressione
indipendente dalle ricadute nella sclerosi multipla recidivante

Exit strategy da Fingolimod: dati dal registro italiano Sclerosi
Multipla

Fenotipizzazione della progressione nella sclerosi multipla

Caratterizzazione della sclerosi multipla progressiva secondaria
non attiva: sfide diagnostiche e valutazione deli fenomeni di
progressione indipendente dall'attivita di ricaduta

Valutazione nel lungo termine della terapia con cladribina:
efficacia, sicurezza, sequenze di trattamento oltre il quarto anno

Terapia - eficacia comparativa/
sicurezza tra trattamenti

Terapia - eficacia del trattamento a
breve e lungo termine

Epidemiologia analitica - fattori di
rischio

Terapia - fattori prognostici e
modelli predittivi di riposte al
trattamento

Decorsi di SM e Patologie
Correlate

Terapia-Fattori prognostici e
modelli predittivi di risposta alle
terapie

Terapia - Efficacia/sicurezza
comparativa tra trattamenti

Terapia - Efficacia/sicurezza
comparativa tra trattamenti

Epidemiologia descrittiva

Terapia - Efficacia/sicurezza
comparativa tra trattamenti

Terapia - Fattori prognostici e
modelli predittivi di risposta alle
terapie

Decorsi di SM e Patologie
Correlate

Terapia - Fattori prognostici e
modelli predittivi di risposta alle
terapie



Italian Multiple Sclerosis And Related Disorders Register

The Italian Multiple Sclerosis and Related Disorders Register (RISM&PC, shortened to RISM) is one of the main Research
Special Projects supported by the Italian MS Society (AISM) and its Foundation (FISM), which was launched with the aim
of creating a multicentric organized infrastructure to collect the data of all patients with MS followed in the various
MS centers in Italy (a near population-level).

Since 2000, the Italian collection of MS clinical data started at different Italian MS centers in the framework of the Italian
Multiple Sclerosis Database Network.

Since 2014, FISM in collaboration with the University of Bari and the Italian MS clinical centers, promoted and funded the
creation of the Italian Multiple Sclerosis Register.

Since 2021, for greater inclusiveness, the name of the Register has been changed to Italian Multiple Sclerosis & Related
Disorder Register (RISM). A new module was included for the collection of information on rare forms of demyelinating
diseases: demyelinating diseases and Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder such as neuromyelitis optica (NMOSD)
and pathologies associated with the presence of anti-MOG antibodies (MOGAD).

More than 185 Italian clinical centers have joined the project and to date, the RISM project collects the demographic
and clinical data of approximately 86,600 people in care by Italian clinical centers.

RISM is therefore ready to become a true scientific research tool that can be useful for the development of epidemio-
logical and clinical studies, as well as being a valid tool for health planning by promoting the equity of access to care by
comparing the welfare practices of the different centers and to study / evaluate national and local welfare policies.
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The Scientific Committee of RISM has identified two high-priority areas:

e PublicHealth: to set up auniversal census of patients that is systematically and continuously updated, in order to ob-
tain accurate estimates of prevalence and incidence of the disease at regional and national level in order to improve
quality of care, health optimization, social and welfare information, access to healthcare treatments and services.

e Research: to gather useful information for the planning of research studies for specific projects. In particular, studies
on epidemiology and prognosis, treatment optimization (effectiveness and safety), MS disease course, early and pre-
clinical/subclinical disease stages (CIS and RIS).
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INFRASTRUCTURE ORGANIZATION

The governance of RISM includes an Executive Committee (chaired by FISM and the University of Bari) with the ad-
ministrative and organizational role and a Scientific Committee (includes clinicians, methodologists, representatives of
MS centers, and of the Italian Neurological Society) which oversees the scientific initiatives, promotes specific strategic
projects, and approves requests of access to centralized data for further research projects.

The current Scientific Committee:

Maria Trojano (Chairman)
University of Bari Aldo Moro, Department of Biomedicine Transnational and Neuroscience “DiBraiN” Multiple Sclerosis Center, Bari

Mario Alberto Battaglia (Co-Chairman)
Fondazione Italiana Sclerosi Multipla, Genova

Paola Mosconi (IRFMN Representative)
Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri IRCCS, Milano

Claudio Gasperini (Italian Neurological Society Representative)
Department of Neurology, San Camillo-Forlanini Hospital, Rome

Eleonora Cocco (MS Clinical Centers Representative)
Centro Sclerosi Multipla Ospedale Binaghi, Cagliari

Matilde Inglese (MS Clinical Centers Representative)
Department of Neuroscience, Rehabilitation, Ophthalmology, Genetics, Maternal and Child Health (DINOGMI), University of
Genoa, Genoa

Carla Tortorella (MS Clinical Centers Representative)
Department of Neurosciences, S. Camillo-Forlanini Hospital, Rome

Marco Capobianco (Secretary)
Centro Sclerosi Multipla, SC Neurologia, AO Santa Croce e Carle, Cuneo

Maria Pia Amato (Expert)
Department of NEUROFARBA, University of Florence, Florence

Giancarlo Comi (Expert)
Centro Sclerosi Multipla Casa di Cura Igea, Milano

Massimo Filippi (Expert)
San Raffaele Scientific Institute, Vita-Salute San Raffaele University, Milan

Two operational structures work for the RISM project: the Technical and Administrative Structure (TAS) based at FISM
in Genoa and the Technical Methodological Structure (TMS) based at
Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri, IRCCS, Milano

NETWORKS RELATED TO THE RISM PROJECT

MS centers are recognized as the key component of MS care in Italy. There are approximately 240 MS centers of varying
size, and they are often located within public hospital neurology departments. Currently about 75% of the Italian MS
centers have joined RISM.

With the aim to increase the quality of data collection and data entry, a network of young research assistants (RA) has
been trained ad hoc. Currently 26 Research Assistants are active in 15 Italian Regions (following more than 130 centers)



and are allocated to one or more centers according to their contribution to the project in terms of the number of patients
recorded and the geographic distribution. The activities of the RAs include: supporting the start-up phase of the project
at the MS centers, supporting the on-time implementation of the project at the MS centers and ensuring a standardized
data collection and management.

List of research assistants currently operating in RISM

Fondazione Italiana Sclerosi Multipla, Genoa

Senior staff: Beatrice Biolzi, Daniele Dell’Anna, Sonia Di Lemme, Chiara Di Tillio, Federica Martini, llaria Maietta,
Ramona Piredda, Silvia Perugini, Chiara Raimondi, Antonino Rallo, Monica Romoli, llaria Rossi

Junior staff: Camilla Borgo, Antonella Carta, Paola Crida, Marco Delogu, Daniele Di Giulio Cesare, Teresa Fonsdituri,
Agata Marchese, Martina Marciano, Silvia Marinetto, Chiara Monetti, Ludovica Roselli, Valentina Tallarico, Stefania
Treccarichi, Eliana Zaccone

To meet the strategic priorities of RISM, relevant stakeholders, including industries, are engaged with an advisory forum.
Currently an Industry Advisory Board, including the main pharma companies with interest in MS, is active.

DEDICATED SOFTWARE

During the first years, RISM used a client-server solution software, an offline computerized medical folder that needed
a periodic upload by clinical centers. At the end of 2016, a new web-based software, named RISM-App, was developed.
From April 2021, the project is running on the RISM-App in an exclusive way. Currently, the software release is 3.8. The
software access happens through the reserved area of the website of the project ( ).

e Patient-centered: the patient is registered only once in the database through a tax code (unique personal identifica-
tion code). This is a crucial point because the uniqueness of the registered SM subject produces a significant improve-
ment in the pooling of the data in the central database. No double cases are now present in the database

e Practical: data entry is possible through different devices (PC, mobile, tablet).

Secure: the system respects the standards required by the European Union General Data Protection Regulation

(GDPR) 2016/679 and each center enters the data through a personalized password.

Easily accessible: an internet access is sufficient.

Standardized: the database uses standardized coding

Printable: it is possible to print a report containing patient information.

Modular: it is possible to add several modules.

The RISM database collects a minimum data set of variables including crucial information that are useful to characterize
the MS patient and other variables included in specific modules such as:

Drugs

This section is dedicated to the patient’s treatment history. This module includes the risk-management plan for all the
Disease Modifying Treatments. Moreover, serious and non-serious adverse events (SAEs and AEs) are codified using
MedDRA and comorbidities are codified using ICD9.

MRI
This section is dedicated to conventional magnetic resonance imaging (MRI) measures (Brain and SC T2and T1 and
Gd+T1 lesion numbers).

Instrumental
This section collects information about laboratory tests (i.e. virological, immunological, thyroid function and other specif-
ic tests), liquor, evoked potentials, EEG, ECG.

Covid-19
This section collects information related to the Covid-19 infection such as: diagnosis, severity, outcome and correlation
with DMTs and vaccinations.
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NMOSD and MOGAD

This sectionis dedicated to rare forms of demyelinating diseases: demyelinating diseases and Neuromyelitis Optica Spec-
trum Disorder such as Neuromyelitis Optica (NMOSD) and pathologies associated with the presence of anti-MOG anti-
bodies (MOGAD).

Pregnancy
This section collects information regarding pregnancy, maternal and foetal outcomes of MS patients and their children.

Pediatric Onset MS
This section collects information on pediatric-onset MS. This module includes information such as: environmental risk
factors, vaccinations, cognitive functioning over time and specific MRI features.

Data are centrally monitored in order to guarantee a high quality of the information collected. Several tools of quality
control have been implemented in order to increase the quality and generalizability of the data collected. Each center
periodically receives a report on all the data collected and a tailored report with queries on the missing data or inconsist-
encies among the variables inserted. Quality controls regard:

e dates: presence/absence, completeness, anomalies and consistency among all the data collected in the dataset

e completeness: overall evaluation of the completeness level of the variables included

® accuracy: proportion of variables with value corresponding to their range

e consistency: congruency with other variables

Every 2 months, research assistants are updated on the progress of the centers they are in charge of and share the in-
formation with the responsible of the clinical center. Monthly, each center receives a communication with updates and
clarification regarding data entry and procedures pertaining to the project. Moreover, a set of 8 performance indicators
has been identified and adopted with the aim to improve the quality, completeness of the survey, timeliness, generaliza-
tion, and representativeness of the collected data. For each examined indicator or domain, each participating center was
awarded with a score of five for the highest performance, while lower scores of 4 to 1 were attributed for progressively
lower performance. Every 6 months, each participating center receives a report where data and performance indicators
of its own center are benchmarked with the whole sample: in this way, each center can assess the most critical perfor-
mances and the level of improvement with time. Here the 8 performance indicators and their graphical representation
(radar graph):

= Low score High score

Pts year

MRI 12 mm N Pts FUP 25 years 1. Ptsyear: number of patients/year

N Pts FUP 2 FU 5years: % of patients with follow-up longer
1° Visit within Pts active
1 year

than 5 years
EDSS 1 year Visits 6 mm

N

Pts active: at least 1 visit in the last 2 years

Visits 6 mm: at least 1 visit every 6 months/FU

EDSS 6 mm: at least 1 EDSS evaluation every 6 months/FU
EDSS 1 year: at least 1 EDSS evaluation every 12 months/FU
1° visit within 1 year: At least 1 visit within 1 year from onset
MRI 12 mm: at least 1 MRI every 12 months

© NG AW

EDSS 6 mm

THE EMA (EUROPEAN MEDICINES AGENCY) INITIATIVE FOR PATIENT
REGISTRIES

Real-world data are vital as they offer long-term data collection and allow to evaluate patient’s treatment history
throughout the disease course. The use of disease registries may provide a better understanding of the effects of co-
morbidity on effectiveness and safety of disease modifying treatments. EMA is interested in real-world data regarding
the post-marketing drug safety assessment (i.e., Post-Authorization Safety Study—PASS). The international data-sharing
initiative “Big MS Data network” that include the RISM database, has been recognized as a high quality initiative by EMA,
able to provide data for PASSs.



Currently, RISM collaborates on four ongoing PASSs:

1.

An observational study utilizing data from the US Tysabri TOUCH programme and select EU MS Registries to esti-
mate the risk of progressive multifocal leukoencephalopathy and other serious opportunistic infections among
patients who were exposed to an MS disease modifying treatment prior to treatment with Natalizumab (BIOGEN)
Long-term surveillance of Ocrelizumab (MANUSCRIPT study) treated patients with multiple sclerosis (ROCHE)
Long-term surveillance (CLARION study) of oral Cladribine in patients with highly active relapsing multiple sclerosis
(MERCK)

Ofatumumab long-term retrospective safety study utilizing real-world data from existing multiple sclerosis registries
and databases from multiple countries” (NOVARTIS)

RESEARCH PROJECTS BASED ON THE RISM DATA

Currently 55 projects approved, 32 completed and 23 ongoing. The main priority areas of the research projects are:

Descriptive Epidemiology (prevalence, incidence and mortality)

Analytical Epidemiology (risk factors, comorbidity and prognostic factors)

MS and RD courses (benign, RIS, CIS, progressive form, pediatric onset, late onset, aggressive form, NMOSD and
MOGAD)

Therapy (prognostic factors and predictive models of treatment response, treatment adherence, short and long- term
treatment effectiveness, safety, comparative effectiveness/safety between treatments, treatment algorithms and
switches)

Since 2018 to February 2024, approximately 30 peer-reviewed scientific articles were published on international jour-
nals. Here are reported the title of 23 ongoing projects.

Immunisation status against major communicable diseases _ o
Descriptive Epidemiology -

Monica Ulivelli preventable with vaccines, and safety of vaccines, in a cohort of prevalence

multiple sclerosis patients. An italian multicenter study
Roberto Air pollution as a risk factor of multiple sclerosis. An ecological Analytical Epidemiology - risk
Bergamaschi study in the Italian population (The AIRMUS study) factors

Jessica Frau

Maurizio Leone

Marco Salvetti

Francesco Patti

Maria Pia Amato

Evaluation of baseline prognostic factors in a large Italian cohort = Analytical Epidemiology - prognostic
of patients with multiple sclerosis factors

Integrating genetic and phenotypic data from the PROGEMUS  Analytical Epidemiology - prognostic
data-base and the Italian Multiple Sclerosis registry factors

Use of Machine Learning techniques in predicting the course of ~ Analytical Epidemiology -
relapsing-remitting Multiple Sclerosis in individual patients prognostic factors

Clinical and neuroradiological findings in patients with late-

X R MS and RD courses - late onset
onset multiple sclerosis (LOMS)

Therapy - prognostic factors and
predictive models of treatment
response

Evaluating Age-Dependent Efficacy of Multiple Sclerosis
Treatments in a Real-Life Cohort

Therapy - prognostic factors and

Massimo Filippi Predictors of response to cladribine in multiple sclerosis patients  predictive models of treatment

Roberto
Bergamaschi

response

New generation of sphingosine 1-phosphate (S1P) receptor
modulators in clinical practice: a real-world study from the
Italian MS Registry

Therapy - short and long-term
treatment effectiveness

Stop or not the disease-modifying therapies in secondary

Emanuele D'’Amico  progressive multiple sclerosis: a comparison study of disability Therapy - safety

accrual trajectory
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Tomas Kalincik

Francesco Patti

Francesco Patti

Emilio Portaccio

Carla Tortorella

Massimo Filippi

Marta Simone

Emilio Portaccio

Emilio Portaccio

Aurora Zanghi

De Meo

Pietro laffaldano

Pietro laffaldano

Timing and comparative effectiveness of high-efficacy disease-
modifying therapies in childhood-onset multiple sclerosis

Evaluating the effectiveness of Rituximab in rElapsiNg Multiple
Sclerosis patiEnts previously treated with hiGhly-Active Disease
modifying thErapies (RENEGADE).

Evaluating the clinicAl and MRI characteristics of Secondary
Progressive multiplE sclerosis; a registRy-bAsed/multicentric
cohort study (ASPERA).

Optimal responders to platform disease modifying therapies in
an Italian cohort of relapsing-onset multiple sclerosis patients

Clinical and radiological prognostic predictors in Neuromyelitis
Optica Spectrum Disorders (NMOSD) and MOG Antibody-
mediated Disorders (MOGAD). Evaluation by Italian MS
Registry and implementation of a disease-specific dataset

AFFectS - Anti-CD20 eFFectiveness and Safety profile in a large
cohort of multiple sclerosis patients

Multi-centre, prospective/retrospective, randomised, open
label pragmatic trial to compare the effectiveness and safety
of interferon beta-1a (IFN beta-1a) administered weekly i.m.
and glatiramer-acetate (GA) in pediatric patients affected by
multiple sclerosis.

Comparative effectiveness of disease modifying treatments and
Autologous Hematopoietic Stem Cell Transplant on the risk of
first progression independent of relapse activity in relapsing
multiple sclerosis

Towards an unified definition of progression independent of
relapse activity in relapsing multiple sclerosis

Fingolimod Exit strategy: a real word Italian registry study

Phenotyping progression in multiple sclerosis

Characterization of non-active secondary progressive multiple
sclerosis: diagnosis challenge ad assessment of progression
independent from relapse activity phenomena

Assessment of cladribine therapy over time: effectiveness, safety
and evaluation of treatment sequencing beyond year four

Therapy - comparative
effectiveness/ safety between
treatments

Therapy - short and long-term
treatment effectiveness

Analytical Epidemiology - risk
factors

Therapy - prognostic factors and
predictive models of treatment
response

MS and RD courses - NMOSD and
MOGAD

Therapy - prognostic factors and
predictive models of treatment
response

Therapy - comparative
effectiveness/ safety between
treatments

Therapy - comparative
effectiveness/ safety between
treatments

Descriptive Epidemiology

Therapy - comparative
effectiveness/ safety between
treatments

Therapy - prognostic factors and
predictive models of treatment
response

MS and RD courses

Therapy - prognostic factors and
predictive models of treatment
response



Monitoraggio dei dati:

I'esperienza del Registro Italiano Sclerosi Multipla

& Patologie Correlate

Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri IRCCS, Milano, Italia

COLLABORATORI/COLLABORATORS

Tommaso Guerra, Maria Trojano, Dipartimento Scienze Mediche di Base, Neuroscienze ed
Organi di Senso, Universita degli Studi Aldo Moro, Bari, Italia

Pasquale Paletta, Antonio D’Ettorre, Vito Lepore, Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario
Negri IRCCS, Milano, Italia

Michela Ponzio, Area Ricerca Scientifica, Fondazione Italiana Sclerosi Multipla, FISM, Genova, Italia
Mario Alberto Battaglia, Fondazione Italiana Sclerosi Multipla, FISM, Genova; Dipartimento di

Fisiopatologia, Medicina Sperimentale e Sanita Pubblica, Universita di Siena, Siena, Italia
Maria Pia Amato, Centro Sclerosi Multipla AOU Careggi, Firenze, Italia
Roberto Bergamaschi, Centro Interdipartimentale Sclerosi Multipla, Fondazione Istituto

Neurologico C. Mondino, Pavia, Italia

Marco Capobianco, Centro Sclerosi Multipla, SC Neurologia, AO Santa Croce e Carle, Cuneo, Italia
Giancarlo Comi, Casa di Cura del Policlinico, Universita Vita Salute San Raffaele, Milano, Italia
Claudio Gasperini, Azienda Ospedaliera San Camillo-Forlanini, Roma, Italia

Francesco Patti, Centro Sclerosi Multipla AOU Policlinico Vittorio Emanuele, Catania, Italia
Maura Pugliatti, Centro Di Servizio e Ricerca Sulla Sclerosi Multipla AOU Di Ferrara, Ferrara, Italia
Monica Ulivelli, Dipartimento di Scienze Mediche Chirurgiche e Neuroscienze, Universita degli

Studi di Siena, Siena, Italia

on behalf of the Italian Multiple Sclerosis and Related Disorders Register Centres Group

Luso dei dati provenienti dai registri di malattia € cresciu-
to costantemente negli ultimi dieci anni da parte di opera-
tori sanitari e pazienti; questi dati forniscono un potente
strumento per discernere i diversi decorsi di malattia e
raccogliere informazioni sulla pratica clinica, nonché valu-
tare problemi di sicurezza, quesiti di ricerca e sugli esiti dei
pazienti. Anche I’Agenzia Europea dei Medicinali (EMA)
ha recentemente riconosciuto i registri come strumenti
importanti per supportare il processo decisionale regola-
torio sui prodotti medici. Il crescente utilizzo e il riconosci-
mento formale dei registri come mezzi cruciali per condur-
re una ricerca, monitorare la pratica clinica e rispondere
alle esigenze dei pazienti, richiedono un costante migliora-
mento delle procedure di raccolta e della qualita dei dati.
Infatti, la validita e I'affidabilita dei dati raccolti dai registri
possono essere limitate da dati mancanti, bias di selezio-
ne o insufficiente qualita dei dati che possono essere non
adeguatamente inputati o controllati.

Il Registro Italiano Sclerosi Multipla e Patologie Correla-
te (RISM) raccoglie, attraverso un’applicazione web stan-
dardizzata (RISM-App), pazienti unici e univoci. Oltre 140
centri contribuiscono allaraccolta dei dati e, per aumenta-
re la qualita dell'inserimento dei dati, & stata formata una
rete di assistenti di ricerca (AR), assegnati a uno o pili cen-
tri in base al volume del loro contributo al progetto e alla
loro distribuzione geografica. | dati vengono esportati bi-
mestralmente, costantemente monitorati e analizzati per
valutarne lo stato di aggiornamento e la completezza e per
verificarne la qualita e la coerenza. In dettaglio, le analisi
condotte sono:

e centro-specifiche, come la dimensione del centro
(grandi, medi e piccoli), in relazione al contributo al
progetto, il conteggio del numero di pazienti registrati
rispetto alla precedente esportazione dei dati;

e campione-specifico, lo stato di aggiornamento di cia-
scun paziente registrato (aggiornato, recuperabile,
perso, indefinito, dropout e deceduto);
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e clinico, sull’aderenza al protocollo del progetto, in par-
ticolare sul numero e sulle tempistiche delle visite dal
primo contatto al centro al follow-up (vengono valutati
otto indicatori clinici);

e tempo-specifiche, le analisi sono condotte su tutto il
campione e sul campione registrato post-2016 (anno
in cui il progetto € passato dal precedente Italian MS
Database Network all’attuale organizzazione RISM).

Pertanto, questo studio presenta metodi e strategie per il

controllo di qualita dei dati raccolti nel RISM, evidenzian-

done I'importanza e I'affidabilita al fine di validarne la rap-
presentativita epidemiologica e statistica.

A luglio 2022 il RISM contava 77.628 pazienti raccolti da
126 centri distribuiti in tutta Italia. Da marzo 2021, mo-
mento di inizio di questo tipo di valutazione, un’analisi
descrittiva dei centri e dei dati raccolti nel RISM mostra
un costante aumento del numero di centri coinvolti (da
112 a 126), compresi i centri seguiti da AR (da 88 a 106),
e di conseguenza della popolazione di pazienti (da 70.493
a 77.628), nonostante I'impatto della pandemia da CO-
VID-19 sul sistema sanitario, sulla pratica clinica quotidia-
na e sullaricerca. Si é registrato un aumento dei centri con
incremento del numero di pazienti registrati - indipenden-
temente dalle loro dimensioni - mentre il numero di centri
con numero di pazienti invariato rimane piu stabile tra i
centri medi e grandi.

Focalizzandosi sui pazienti aggiornati (nel campione com-
plessivo e post-2016) in base alle dimensioni del centro,
il numero di centri con 2 75% di pazienti aggiornati era di
21 nei centri piccoli (30%), 5 nei medi (17%) e 2 nei grandi

Data monitoring roadmap.

(8%). Nella coorte di pazienti registrati dopo il 2016 c’era-
no = 75% di pazienti aggiornati in 33 centri piccoli (30%),
in 11 (9%) centri nei centri medi e nel 100% (2) dei centri
grandi.

Considerando gli otto indicatori clinici di aderenza al
protocollo RISM, si € notato un miglioramento significa-
tivo confrontando le due coorti temporali: pazienti attivi,
Expanded Disability Status Scale (EDSS) ogni sei mesi e
ogni anno, visite ogni sei mesi, prima visita entro un anno e
risonanza magnetica ogni dodici mesi sono aumentati di un
punto (in una scala da 1 a 5) confrontando la coorte com-
plessiva con quella post-2016. Due eccezioni sono il nu-
mero di pazienti per anno, che rimane stabile, e il follow-up
superiore a 5 anni, che prevedibilmente peggiora (a causa
del periodo di follow-up piu breve nella coorte post-2016).

| dati provenienti dai registri di patologia forniscono indi-
cazioni per le politiche sanitarie e la ricerca basate sull’e-
videnza dei dati, pertanto i metodi e le strategie che ne
garantiscono la qualita e I'affidabilita sono fondamentali e
hanno diverse potenziali applicazioni. Poiché la validita e
I'affidabilita dei risultati dei registri possono essere limita-
te da dati mancanti, bias di selezione o qualita dei dati non
valutati o controllati adeguatamente, il RISM ha pianifica-
to un’analisi sistematica della coerenza, della completez-
za e del controllo di qualita dei suoi dati per aumentarne
la validita e la generalizzabilita e sostenerne l'osservanza
da parte dei centri. Adottando questo approccio, insieme
all'aumento del numero di centri e di pazienti registrati e
aggiornati nel tempo, € aumentata la percentuale di centri
che hanno incrementato il numero di pazienti registrati.

The experience of the Italian Multiple Sclerosis
and Related Disorders Register

The use of data from disease registers has steadily grown
over the past decade, by healthcare professionals and pa-
tients, providing a powerful tool to discern the different
disease courses and collect information on clinical practi-
ce, safety issues, research topics, and patient outcomes.
Furthermore, the European Medicines Agency (EMA)
has recently recognized registers as important tools to
support regulatory decision-making on medical products.
The growing use and the formal recognition of registers as
crucial means by which conduct research, monitor clinical
practice and embrace patients’ needs, necessary require
a constant improvement in data collection procedures
and data quality. In fact, the validity and reliability of data

collected from registers may be limited by missing data,
selection bias or data quality not adequately evaluated or
checked.

The Italian Multiple Sclerosis and Related Disorders Re-
gister (RISM) collects, through a standardized web-ba-
sed application (RISM-App), unique patients. Over 140
centers contribute to the data collection, and in order to
increase the quality of data entry, a network of research
assistants (RAs) has been trained and assigned to one or
more centers according to the volume of their contribu-
tion to the project and their geographic distribution. Data
are exported bimonthly, constantly monitored and analy-
zed to evaluate and assess their updating and complete-
ness, and to check their quality and consistency. In detail,



the analysis conducted are:

e center-specific, such as center dimension (big, medium
and small), related to their contribution to the project,
counting of the number of patients enrolled respect to
the previous data export;

e sample-specific, the updating status of each patient
enrolled (updated, recuperable, lost, undefined, dro-
pout and deceased);

e clinical, about the adherence to the protocol of the
project specifically about the number and time of visi-
ts from the first contact to the center to the follow-up
(eight clinical indicators are evaluated);

e time-specific, analyses are split in overall analysis and
post-2016 analysis (year in which the project transitio-
ned from the previous Italian MS Database Network to
the current RISM organization).

Hence, this study presents methods and strategies about

the quality control of data collected in the RISM, highli-

ghting both its importance and reliability in order to vali-
date its epidemiological and statistical representativeness.

As of July 2022, the RISM recorded 77,628 patients col-
lected by 126 centers distributed across Italy. Since March
2021, the moment in which this kind of analyses started,
a descriptive analysis of the centers and data collected in
the RISM shows a steady increase in the number of centers
involved (112 to 126), including centers followed by RAs
(88 to 106), and consequently in the patient population
(70,493 to 77,628), despite the impact of the COVID-19
pandemic on the health system, daily clinical practice and
research work. There has been an increase of enlarged
centers - independently of their size - while the number
of unchanged centers remains more stable across medium
and large centers.

e Mosconi, P, Guerra, T, Paletta, P. et al. Data
monitoring roadmap. The experience of the Ita-
lian Muiltiple Sclerosis and Related Disorders
Register. Neurol Sci 44, 4001-4011 (2023).
https://doi.org/10.1007/s10072-023-06876-9

Focusing on the updated patients to the samples (overall
and post-2016) based on the center size, the number of
centers with > 75% updated patients was 21 in small cen-
ters (30%), 5 in medium centers (17%) and 2 in large cen-
ters (8%) in the overall sample. In the cohort of patients
registered after 2016 there were 2 75% updated patients
in 33 small centers (30%), in 11 (9%) of the medium cen-
ters and in 100% (2) of the large centers.

Considering the eight clinical indicators of adherence to
the RISM protocol, a significant improvement has been
noticed comparing the two temporal cohorts: active pa-
tients, Expanded Disability Status Scale (EDSS) every six
months and every year, visits every six months, first visit
within one year, and Magnetic Resonance Imaging (MRI)
every 12 months rose of one point (in a five points scale)
comparing the overall cohort to the post-2016 one. Two
exceptions are the number of patients per year, remaining
stable, and follow-up longer than 5 years, which predi-
ctably worsens (due to its shorter follow-up period).

Data from disease registers provide guidance for eviden-
ce-based health policies and research, so methods and stra-
tegies ensuring their quality and reliability are crucial and
have several potential applications. Since the validity and
reliability of results from the registers may be limited by mis-
sing data, selection bias or data quality not evaluated or ade-
quately controlled, the RISM planned a systematic analysis
of the consistency, completeness and quality control of its
data to increase its validity and generalizability and support
the compliance of centers. Adopting this approach, along
with the increasing number of centers, patients registered
and updated over time, the proportion of centers which in-
creased their number of patients rose.
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La pandemia SARS-CoV-2 come modello per valutare
la relazione tra infezioni virali intercorrenti e attivita
della malattia nella Sclerosi Multipla: uno studio
caso-controllo con propensity score matching
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L'associazione tra infezioni respiratorie virali intercorren-
ti ed esacerbazione dell’attivita di malattia nella Sclerosi
Multipla (SM) e stata suggerita da diversi studi, ipotiz-
zando un effetto “bystander” conseguente all'attivazione
della risposta immunitaria dell'ospite; tuttavia, € meno
chiaro se specifici virus siano associati al rischio di riacu-
tizzazione della SM. Precedentemente alla pandemia di
SARS-CoV-2, nessuna infezione virale respiratoria era mai
stata sottoposta a screening intensivo su un’ampia popola-
zione generale, né eradiagnosticata sistematicamente con
test di laboratorio specifici. La pandemia SARS-CoV-2 puo
quindi rappresentare un modello per valutare la relazione
temporale tra infezioni respiratorie virali intercorrenti ed
esacerbazioni dell’attivita di malattia nella SM.

Abbiamo effettuato uno studio caso-controllo propen-
sity score- matched con un follow-up prospettico clinico
e di Risonanza Magnetica (RM), su una coorte di pazienti
con SM recidivante-remittente (RRMS) risultati positivi
per SARS-CoV2 nel periodo 2020-2022, con l'obiettivo di
valutare se I'infezione da SARS-CoV2 influenzi il rischio a
breve termine di attivita della malattia. Sono stati inclusi
nello studio tutti i casi incidenti di infezione da SARS-
CoV-2 osservati in pazienti con SMRR seguiti presso il
Centro SM dell’AOU Citta della Salute e della Scienza di
Torino, nel periodo marzo 2020-marzo 2022. | dati clinici
e di RM sono stati ottenuti dal “Registro Italiano Sclerosi
Multipla e patologie-correlate”, periodicamente aggiorna-

ti. Linfezione da SARS-CoV-2 é stata considerata confer-
mata se il paziente é risultato positivo a un test antigenico
o molecolare approvato dal’lEMA.

| casi sono stati abbinati 1:1 per eta, EDSS, sesso e tratta-
mento modificante la malattia (DMT) (efficacia moderata
vs elevata) con controlli (rappresentati da pazienti con
SMRR non espostia SARS-CoV-2, utilizzando il 2019 come
periodo diriferimento). Sono state confrontate le differen-
ze in termini di attacchi, attivita di malattia alla RM e peg-
gioramento confermato della disabilita (CDW) tra i casi
nei 6 mesi successivi all'infezione da SARS-CoV-2, rispetto
ai controlliin un periodo di riferimento di 6 mesi nel 2019.
Il CDW é stato definito come un aumento del’lEDSS di 1,0
punti se EDSS al basale < 5,5, o un aumento di 0,5 punti
se 'EDSS al basale = 5,5, confermato a 3 mesi di distanza.

Abbiamo identificato 156 casi di infezione da SARS-CoV-2
in pazienti con SMRR nel periodo marzo 2020 - marzo
2022, su una popolazione totale di circa 1500 pazienti con
SM. Dopo aver escluso 6 pazienti privi di una RM succes-
siva all'infezione da SARS-CoV-2, i restanti 150 casi sono
stati abbinati 1:1 con 150 controlli (pazienti con SMRR non
esposti a SARS-CoV-2, come precedentemente definito).
Leta media era di 40,9 + 12,0 anni nei casi e di 42,0 + 10,9
anni nei controlli, 'TEDSS medio era di 2,54 + 1,36 nei casi
e 2,60 + 1,32 nei controlli. Tutti i pazienti sono stati tratta-
ti con DMT e una percentuale considerevole con DMT ad



alta efficacia (65,3% nei casi e 66% nei controlli), dato che
riflette una tipica popolazione RRMS del mondo reale.
Non abbiamo osservato una differenza significativa, tra i
casi nei 6 mesi successivi all'infezione da SARS-CoV-2 e i
controlli, nella comparsa di attacchi [6/150 (4,0%) casi e
in 8/150 (5,3%) controlli (p = 0,774)], attivita di malattia
allaRM [14/150 casi (9,3%) e 12/150 controlli (8,0%) (p =
0,838)], CDW [8/150 casi (5,3%) e in 10/150 controlli (6,7
%) (p = 0,782)]. In questa coorte non sono stati registra-
ti decessi o ricoveri dovuti a malattia da Sars-Cov2. Una
percentuale considerevole di pazienti (52,8%) era stata
vaccinata con un vaccino mRNA anti-Sars-Cov2, secondo
le linee guida nazionali per i pazienti con SM (quasi tutti i
pazienti non vaccinati non hanno ricevuto il vaccino per-
ché non era ancora disponibile).

Questi risultati possono rassicurare i pazienti con SM
sull’assenza di rischi significativi derivanti dall’esposizione
a SARS-CoV-2 inrelazione all’attivita di malattia. Tuttavia,

tutti i pazienti con SM nella nostra coorte sono stati trat-
tati con un DMT e un numero considerevole con un DMT
ad alta efficacia. Questi risultati potrebbero pertanto non
essere applicabili ai pazienti non trattati, per i quali non si
puo escludere il rischio di un aumento dell’attivita della
malattia dopo l'infezione da SARS-CoV-2. | risultati diversi
rispetto agli studi del passato potrebbero essere spiegati
dal fatto che questi ultimi sono stati effettuati su coorti di
pazienti con SM non trattati o trattati con betalFN, men-
tre nessun studio ha incluso DMT ad alta efficacia; inoltre,
questi studi raramente hanno incluso dati di RM, limitando
cosi la sensibilita al rilevamento dell’attivita di malattia.
Possibili ipotesi che spiegano questi risultati potrebbero
essere:
1. che SARS-CoV2siamenoincling, rispetto ad altri virus,
aindurre esacerbazioni dell’attivita della malattia
2. che l'utilizzo dei DMT sia in grado di sopprimere effi-
cacemente I'aumento dell’attivita di malattia innescata
dall'infezione da SARS-CoV2.

SARS-CoV-2 pandemic as a model to assess the
relationship between intercurrent viral infections
and disease activity in Multiple Sclerosis:

a propensity score matched case-control study

The association between intercurrent viral respiratory
infections and exacerbations of Multiple Sclerosis (MS)
disease activity has been suggested by several studies,
hypothesizing a bystander effect following the activation
of the host immune response; it is yet less clear whether
specific viruses are associated with MS exacerbations risk.
Prior to the SARS-CoV-2 pandemic, never before a viral
respiratory infection had been so intensively screened for
on the wide general population in Europe, and systemati-
cally diagnosed with specific laboratory tests in a huge ef-
fort to immediately detect and quarantine all incident cas-
es (even those asymptomatic or with minimal symptomes).
The SARS-CoV-2 pandemic can therefore represent an
interesting model to assess the temporal relationship be-
tween intercurrent viral respiratory infections and exac-
erbations of MS disease activity.

We have performed a propensity score-matched
case-control study with a prospective clinical/MRI fol-
low-up, on a cohort of relapsing-remitting MS (RRMS)
patients who tested positive for SARS-CoV2 in the period
2020-2022, to evaluate if the SARS-CoV2 infection influ-
ences the short-term risk of disease activity. All incident

cases of SARS-CoV-2 infection observed in RRMS patients
followed at the MS Center of the AOU Citta della Salute
e della Scienza di Torino in the period March 2020-March
2022 were included in the study. Clinical and MRI data
were obtained from the Italian MS Register, in which pa-
tient data are routinely recorded. SARS-CoV-2 infection
was considered confirmed if the patient tested positive
with an EMA-approved antigenic or molecular test.
Controls (RRMS patients not exposed to SARS-CoV-2, us-
ing 2019 as the reference period) were matched 1:1 with
cases for age, EDSS, sex, and disease-modifying treatment
(DMT) (moderate efficacy vs high efficacy, HE). Differenc-
es in relapses, MRI disease activity, and confirmed disabil-
ity worsening (CDW) between cases in the 6 months fol-
lowing the SARS-CoV-2 infection, and controls in a similar
6 months reference period in 2019 were compared. CDW
was defined as a 1.0-point EDSS increase if baseline EDSS
< 5.5, or a 0.5-point increase if baseline EDSS = 5.5, con-
firmed 3 months apart.

We identified 156 cases of SARS-CoV-2 infection in RRMS
patients in the period March 2020 - March 2022, out of a
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total population of approximately 1500 MS patients. Af-
ter excluding 6 patients with no MRI available after SARS-
CoV-2 infection, the remaining 150 cases were matched
1:1 with 150 controls (MS patients not exposed to SARS-
CoV-2, as previously defined). Mean age was 40.9 + 12.0
years in cases and 42.0 + 10.9 years in controls, mean
EDSS was 2.54 +1.36 in cases and 2.60+1.32 in controls.
All patients were treated with a DMT, and a considerable
proportion with a HE-DMT (65.3% in cases and 66% in
controls), reflecting a typical real world RRMS population.
We did not observe a significant difference, between cases
in the 6 months after SARS-CoV-2 infection and controls,
in the occurrence of clinical relapses [6/150 (4.0%) cas-
es and in 8/150 (5.3%) controls (p = 0.774)], MRI disease
activity [14/150 cases (9.3%) and 12/150 controls (8.0%)
(p=0.838)], CDW [8/150 cases (5.3%) and in 10/150 con-
trols (6.7%) (p = 0.782)].

No deaths or hospitalizations due to Covid-19 were re-
corded in this cohort. A considerable proportion of pa-
tients in this cohort (52.8%) had been vaccinated with a
mRNA Covid-19 vaccine, according to the national guide-
lines for MS patients, (almost all unvaccinated patients did
not receive the vaccine because it was not yet available).

Using a propensity score matching design and including
both a clinical and MRI evaluation of MS disease activity,
this study does not suggest an increase in MS disease ac-

e Vercellino M, Bosa C, Alteno A, Muccio F, Marasciulo
S, Garelli P, Cavalla P. SARS-CoV-2 pandemic as amo-
del to assess the relationship between intercurrent
viral infections and disease activity in Multiple Scle-
rosis: A propensity score matched case-control studly.
Mult Scler Relat Disord. 2023 Apr 10;74:104715.
doi: 10.1016/j.msard.2023.104715

tivity after the SARS-CoV-2 infection. These results can
reassure MS patients about the absence of significant
risks of the exposure to SARS-CoV-2 in relation to MS
disease activity. It should however be considered that all
MS patients in our cohort were treated with a DMT, and
a considerable number with a high efficacy DMT. These
results therefore may not be applicable to untreated pa-
tients, for which the risk of increased MS disease activity
after SARS-CoV-2 infection may not be excluded. Thisis an
important difference from most older studies on the rela-
tionship between intercurrent viral infections and exac-
erbations of MS, which were performed on untreated MS
patient cohorts.

Discrepancies with previous studies may be explained by
the fact that older studies usually did not include MRl data
and evaluated only clinical exacerbations, therefore with
limited sensitivity for disease activity. Furthermore, only
3 studies included patients treated with DMTs (betalFN)
and none included patients treated with higher efficacy
DMTs.

Possible hypotheses explaining these results could be that:
1. SARS-CoV2 is less prone, compared to other viruses,

to induce exacerbations of MS disease activity
2. DMT can effectively suppress the increase of disease
activity triggered by SARS-CoV2 infection.



Studio retrospettivo multicentrico sulla valutazione
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La sclerosi multipla (SM) € una malattia demielinizzante
cronica, inflammatoria e degenerativa del sistema nervo-
so centrale (SNC). La SM primaria progressiva (SMPP) &
una forma relativamente rara di SM, che rappresenta circa
il 10-15% dei pazienti con SM ed e caratterizzata daun de-
corso progressivo dall'esordio della malattia con o senza
attacchi clinici o recidive. Secondo diversi studi, i pazienti
con SMPP presentano tipicamente un decorso invalidante
fin dall'esordio dei sintomi, con una percentuale maggio-
re di pazienti che all'esordio presentano compromissione
delle funzioni motorie, atassia cerebellare e sintomi del
tronco encefalico rispetto ai pazienti con esordio recidi-
vante. Secondo una recente classificazione, i pazienti af-
fetti da SMPP possono essere definiti “attivi” e “non attivi’”,
in base alla presenza di attivita della malattia.

Diversi trattamenti, comprese le terapie approvate per
il trattamento delle forme recidivanti di SM come inter-
feroni, fingolimod, natalizumab, alemtuzumab, hanno di-
mostrato una parziale efficacia nel ridurre la progressio-
ne della disabilita nei pazienti con SMPP. Attualmente, la
SMPP rimane una condizione altamente invalidante con
ancora oggi molti bisogninon soddisfatti, specie in termini
di opportunita terapeutiche.

Ocrelizumab € un anticorpo monoclonale umanizzato ri-
combinante che presenta come target selettivo le cellule
B che esprimono CD20. CD20 viene espresso sulla super-
ficie cellulare delle cellule pre-B, delle cellule B mature e
della memoria, ma non sulle cellule staminali linfoidi e sul-
le plasmacellule. Ocrelizumab ¢ in grado di ridurre seletti-
vamente le cellule B che esprimono CD20, senza tuttavia
influenzare la ricostituzione delle cellule B e I'immunita
umorale preesistente, e preservando l'immunita innata e
il numero totale dicellule T

Nello studio ORATORIO (Studio WA25046), un trial clini-
co randomizzato, in doppio cieco, contro placebo, i pazienti
SMPP trattati con ocrelizumab hanno mostrato una ridu-
zione significativa del rischio di progressione di disabilita
(misurata mediante la scala Extended Disability Status Scale
(EDSS) del 24% a 12 settimane e del 25% a 24 settimane.
In un'altra analisi, il 42,7% dei pazienti trattati con ocreli-
zumab non ha avuto evidenza di progressione rispetto al
29,1% dei pazienti trattati con placebo 120.

Dal 2017, in Italia, ocrelizumab viene dispensato nell'am-
bito del Programma di Uso Compassionevole (CUP)
(MA30130) per i soggetti affeti da SMPP che soddisfano
specifici criteri di inclusione (diagnosi di SMPP secondo i
criteri di Mc Donald). Nel gennaio 2018, la European Me-
dicines Agency (EMA) ha autorizzato il trattamento con
ocrelizumab per i pazienti con SM recidivante che mostra-
no caratteristiche cliniche o di risonanza magnetica (RM)
che confermino la presenza di attivita di malattia, con bre-
ve durata di malattia e basso livello di disabilita.

Tuttavia, i pazienti con SMPP trattati con ocrelizumab
nell’ambito del CUP che non presentavano i criteri ORA-
TORIO ma che avevano riportato benefici dalla terapia
con ocrelizumab hanno avuto la possibilita di continuare,
secondo giudizio clinico, il trattamento con tale farmaco

all'interno del programma MA30130.

Lo scopo di questo studio retrospettivo multicentrico e
stata la valutazione dell'efficacia di ocrelizumab in una po-
polazione di pazienti con SMPP che hanno ricevuto que-
sto trattamento sotto CUP pur non presentandoi criteri di
ammissibilita dello studio ORATORIO.

Popolazione di studio. Sono stati raccolti in modo prospet-
tico i dati demografici e clinici dei pazienti con SMPP che
hanno ricevuto il trattamento con ocrelizumab tra maggio
2017 e giugno 2022 nei centri Sclerosi Multipla ltaliani
che contribuiscono al Registro Italiano Sclerosi Multipla.
Sono state studiate due popolazioni di pazienti con SMPP
trattati con ocrelizumab: 1) i pazienti che hanno ricevuto
il trattamento con ocrelizumab nel programma CUP e che
non rispondevano ai criteri ORATORIO. Questi dati sono
stati ottenuti dai centri italiani partecipanti al CUP e con-
servati in un archivio che raccoglie informazioni cliniche
dei pazienti inclusi nel programma MA30130; 2) i pazienti
che hanno iniziato la terapia nell'ambito del CUP e hanno
continuato a essere trattati con ocrelizumab dopo la sua
approvazione e secondo i specifici criteri stability dallo
studio ORATORIO. | dati di questo gruppo di pazienti sono
stati estratti dal Registro Italiano Sclerosi Multipla.

Lo studio e stato approvato dal Comitato Etico del Policli-
nico-Vittorio Emanuele di Catania. E stata inoltre ottenu-
ta I'approvazione dai Comitati Etici di ogni singolo centro
partecipante.

| criteri di inclusione erano i seguenti: eta adulta; capaci-
ta di fornire il consenso informato scritto e di rispettare
i requisiti relativi al programma di trattamento e a tutte
le relative procedure di trattamento; diagnosi di SMPP in
conformita con i criteri McDonald (2017) (3); almeno 4 ci-
cli di trattamento con ocrelizumab e almeno 3 valutazioni
EDSS.

| criteri di ammissibilita di ORATORIO per il trattamento
con ocrelizumab includevano: eta compresa tra 18 e 55
anni, punteggio EDSS compreso tra 3,0 e 6,5, durata della
malattia inferiore a 15 anni nei pazienti con un punteggio
EDSS superiore a 5,0 allo screening o inferiore a 10 anni in
pazienti con un punteggio EDSS pari o inferiore a 5,0 (15).
In base alla presenza dei criteri di ORATORIO, i pazienti
sono stati divisi in gruppi, ORATORIO e non-ORATORIO.
Inoltre, abbiamo ulteriormente stratificato i pazienti nel
gruppo non-ORATORIO in base all'eta (<55, 56-64 e 265
anni), EDSS (<6,5 e >6,5) e durata della malattia (<10-15e
>10-15 anni, secondo I'EDSS).

Per investigare la progressione della disabilita durante il
trattamento con ocrelizumab, le valutazioni EDSS sono
state acquisite al basale (prima dell’inizio di ocrelizumab),
a12(T12) e 24 (T24) mesi dopo l'inizio di ocrelizumab.
Abbiamo stratificato la coorte di pazienti in base alla pre-
senza di attivita di malattia definita dal riscontro di nei 24
mesi prima di iniziare ocrelizumab, di recidive cliniche e/o
attivita neuroradiologica (10). Le caratteristiche che han-
no definito I'attivita neuroradiologica erano le seguenti:
almeno una lesione T1 captante mezzo di contrasto (con-
trast-enhancement lesion; CEL) o almeno 1 lesione T2 di



nuova comparsa o di dimensioni maggiori rispetto a una
precedente RM (10).

Sono stati inoltre calcolati: il confirmed EDSS worsening
(CEW) (definito come un aumento <1 punto o >2 punti
dell'EDSS rispetto alla valutazione basale aT12 e T24) e
I'indice di progressione (progression index; P1) (grado di di-
sabilita diviso per la durata della malattia).

All'estrazione dei dati, su 887 pazienti con SMPP che ave-
vano ricevuto ocrelizumab, 589 (eta media 49,7 + 10,7
anni, 242 [41,1%] femmine) soddisfacevano i criteri di in-
clusione e sono stati pertanto arruolati. Abbiamo riscon-
trato che 149 (25,3%) hanno ricevuto ocrelizumab secon-
doicriteri ORATORIO (gruppo ORATORIO) e 440 (74,7%)
al difuoridei criteri ORATORIO (gruppo non-ORATORIO).
Tra i pazienti nel gruppo non-ORATORIO, 252 (57,3%)
avevano piu di 55 anni, 126 (74,7%) avevano un EDSS su-
periore a 6,5 e 185 (42%) avevano una durata di malattia
superiore a 10 o 15 anni (secondo all’EDSS) al momento
dell’inizio del trattamento. Il follow-up medio é stato di
41,3 £ 12,3 mesi. La percentuale di pazienti con attivita di
malattia al momento dell’inizio del trattamento con ocre-
lizumab era simile tra i gruppi ORATORIO e non-ORA-
TORIO. Inoltre, nel gruppo non-ORATORIO, e nel sotto-
gruppo di pazienti con EDSS >6,5, & stata riscontrata una
percentuale maggiore di pazienti attivi (23,2%) contro 23
(7,3%), p<0,001), mentre non sono state riscontrate diffe-
renze negli altri sottogruppi.

| CEW a 12 e 24 mesi di >1 punto erano rispettivamente
del 22,1% e del 22,8% nel gruppo ORATORIO, del 18,4%
e del 27,5% rispettivamente nel gruppo non-ORATORIO.
| CEW a 12 e 24 mesi di >2 punti erano rispettivamente
del 3,4% e 5,4% nel gruppo ORATORIO, del 3,4% e 5% ri-
spettivamente nel gruppo non-ORATORIO. Tra i pazienti
nel gruppo non-ORATORIOQ, i pazienti con eta >56 anni
hanno mostrato valori pit altidi CEW a 12 e 24 mesi di >1
punto e valori di CEW a 12 e 24 mesi di > 2 punti rispetto
ai pazienti di eta < 55 anni. Non sono state riscontrate dif-
ferenze significative in termini di CEW a 12 e 24 mesi di
>1 punto e di CEW a 12 e 24 mesi di > 2 punti tra i pazienti
stratificati secondo I'EDSS e la durata della malattia al mo-
mento dell’inizio dell’'ocrelizumab. Un'ulteriore stratifica-
zione dei pazienti in base all’eta, ha rivelato che i pazienti
con eta >65 anni al momento dell’inizio dell'ocrelizumab
hanno mostrato un CEW significativamente piu elevato di
>1 punto a 12 mesi e un CEW di > 2 punti a 12 e 24 mesi
rispetto ai pazienti con eta compresa tra 56 e 64 anni e a
quellicon eta < 55 anni.

Non sono state riscontrate differenze significative in ter-
mini di CEW a 24 mesi tra i pazienti stratificati in base alla
presenza di attivita della malattia al momento dell’inizio
dell’'ocrelizumab (p=0,8 e p=0,5 rispettivamente nei grup-
pi ORATORIO e non-ORATORIO). In particolare, nel grup-
po non ORATORIQ, la proporzione di pazienti che hanno
raggiunto il CEW a 24 mesi era simile tra “attivi” e “non at-
tivi”, in ciascun sottogruppo. Stratificando secondo l'eta al
momento dell’inizio del trattamento con ocrelizumab, non

sono state riscontrate differenze significative nel CEW a
24 mesi. Inoltre, non sono state riscontrate differenze in
termini di Pl a 12 e 24 mesi tra il gruppo ORATORIO e
quello non-ORATORIO.

La regressione logistica di Cox ha mostrato che I'eta su-
periore a 65 anni al momento dell’inizio dell’ocrelizumab
era indipendentemente associata a un rischio piu elevato
di CEW a 24 mesi (HR 2,51, IC 25% 1,07-3,65; p=0,01). Il
rischio di CEW era simile nei gruppi ORATORIO e non-O-
RATORIO (p=0,6) anche stratificando in base all'lEDSS
(p=0,8) e alla durata di malattia (p=0,8). L'eta superiore a
65 anni era significativamente associata a un tempo piu
breve per raggiungere il CEW (p<0,01).

In questo studio osservazionale multicentrico ocrelizu-
mab ha mostrato effetti simili sulla progressione della
disabilita in entrambe le coorti di pazienti con SMPP, che
rispondevano o meno ai criteri di ORATORIO.

Tra i pazienti che non presentavano i criteri ORATORIO,
quelli con eta > 65 anni al momento dell’inizio dell'ocre-
lizumab hanno mostrato un CEW significativamente piu
elevatodi >1 puntoa 12 mesieun CEWdi > 2 puntia12e
24 mesi rispetto ai pazienti con eta compresa tra 56 e 64
anni e con eta < 55 anni. Non sono state riscontrate diffe-
renze significative in termini di CEW a 12 e 24 mesi di >1
punto e di CEW a 12 e 24 mesi di > 2 punti tra i pazienti
stratificati secondo I'EDSS e la durata di malattia al mo-
mento dell’inizio del trattamento con ocrelizumab. Ocre-
lizumab é stato il primo farmaco modificante il decorso
della malattia (disease modifying therapy; DMT) ad essere
approvato per il trattamento della SMPP. Un precedente
studiodifase Il e 1l su rituximab (OLYMPUS), un anticorpo
monoclonale chimerico anti-CD20, condotto in pazienti
con SMPP non ha raggiunto I'endpoint primario di effica-
cia; tuttavia, un'analisi su sottogruppi ha dimostrato che i
pazienti con eta <51 anni mostravano una progressione di
disabilita piu rallentata rispetto ai pazienti di eta maggio-
re. Successivamente, lo studio ORATORIO ha investigato
I'efficacia di ocrelizumab nei pazienti affetti da SMPP. In
questo studio, ocrelizumab é stato in grado di ridurre la
percentuale di pazienti con progressione di disabilita a 12
settimane (HR=0,76; IC al 95%, 0,59-0,98; p<0,03).
Successivamente, diversi studi e metanalisi su dati re-
al-world hanno confermato I'efficacia di ocrelizumab nel
ridurre il rischio di recidive, I'attivita neuroradiologica e
nel rallentare il rischio di progression di disabilita nei pa-
zienti con SMPP. In linea con i nostri risultati che mostrano
che i pazienti di eta superiore a 55 anni avevano una pro-
gressione della disabilita simile rispetto a quelli pit giova-
ni, un recente studio retrospettivo ha dimostrato che, in
56 pazienti di eta superiore a 55 anni al momento dell’i-
nizio dell'ocrelizumab, un’alta percentuale dei pazienti,
circail 60%, € rimasto stabile o &€ migliorato dopo due anni
di trattamento con ocrelizumab. Nel nostro studio, I'eta
superiore ai 65 anni € associata ad un rischio piu elevato
di progressione di disabilita. Infatti, i cambiamenti funzio-
nali a carico del sistema immunitario legati all'eta, definiti
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“immunosenescenza’, e inflamm-aging, possono influire
sull’efficacia e sul profilo di sicurezza degli attuali DMT.
Limmunosenescenza puo interessare le cellule T e B, i mo-
nociti e i macrofagi, la microglia, le cellule dendritiche e le
cellule natural killer, inducendo anche la riduzione e I'al-
terazione funzionale delle popolazioni di cellule B naive,
influendo sulla capacita di espansione clonale delle cellu-
le B della memoria e dei livelli anticorpali. Inoltre, diversi
studi hanno osservato che I'eta avanzata € associata a un
maggior rischio di multimorbilita e, a sua volta, la presen-
za di comorhbilita, quali le malattie cardiovascolari, € con-
siderata un fattore di rischio per I'accumulo di disabilita.
La presenza di comorbidita associate all’eta pud inoltre in-
fluenzare la valutazione del rischio-beneficio per I'utilizzo
di alcuni DMT ed essere associata a una ridotta efficacia.
Una recente meta-analisi su oltre 28.000 pazienti con SM,
ha rivelato che I'efficacia dei DMT sulla progressione del-
la disabilita diminuisce fortemente con I'eta, dimostrando
una perdita di efficacia in pazienti con un'eta media di 53
anni. In particolare, i farmaci altamente attivi sembravano
presentare una riduzione di efficacia piu marcata rispetto
ai farmaci a bassa efficacia, nei pazienti di eta pari o supe-
riore a 40,5 anni. Inoltre, i trial clinici attualmente in cor-
so hanno escluso i pazienti di eta superiore ai 55 anni e,
quindi, non ci sono dati che suggeriscano che i DMT siano
efficaci nei pazienti piu anziani, specialmente in quelli sen-
za attivita di malattia. E interessante notare che, nel no-
stro studio, la presenza di attivita di malattia al momento
dell'inizio del trattamento con ocrelizumab sembra nonin-
fluenzare gli outcomes di disabilita. Cio € apparentemente
in contrasto con alcuni studi che mostrano come le terapie
sono efficaci nel ridurre il rischio di ricadute specie nei pa-
zienti con SM progressiva attiva (39). Tuttavia, analisi suc-

cessive sul dataset di ORATORIO non hanno dimostrato
differenze significative nei pazienti con SMPP attiva e non
attiva. Ad oggi, la nostra concezione di attivita di malattia
si basa principalmente sulla presenza di recidive correla-
te allinfiammazione e/o sui segni di attivita alla RM (10,
14), mentre gli effetti dei DMT sull’accumulo di disabilita
indipendente dall’ attivita clinica e/o radiologica (detta an-
che “progression independent of relapse activity”, PIRA) sono
meno conosciuti.

Il nostro studio presenta diversi limiti. Il disegno retro-
spettivo potrebbe aver limitato la potenza statistica dei
nostri risultati. Inoltre, 'uso del’lEDSS come endpoint cli-
nico potrebbe aver sottostimato il possibile peggioramen-
to della progressione della disabilita nella nostra coorte.
Infine, il nostro studio non ha indagato il profilo di sicu-
rezza di ocrelizumab nei pazienti che non soddisfacevano
i criteri ORATORIO. Sono pertanto necessarie ulteriori
analisi per caratterizzare il rischio di eventi avversi, inclu-
sa la leucoencefalopatia multifocale progressiva (PML) in
questo gruppo di pazienti, ed in particolare nei pit anziani.
Poiché la probabilita di attivita di malattia diminuisce con
I'eta mentre aumenta il rischio di eventi avversi, il profilo
rischio-beneficio dell’'uso di ocrelizumab nei pazienti pil
anziani dovrebbe essere verificato in studi longitudinali.
In conclusione, i nostri risultati hanno dimostrato che l'at-
tivita di malattia, la durata di malattia e 'EDSS al momento
dell'inizio del trattamento con ocrelizumab sembrano non
avere alcun impatto sulla progressione della disabilita. |
pazienti che non rispondono ai criteri di rimborsabilita di
ORATORIO potrebbero quindi trarre beneficio dal tratta-
mento con ocrelizumab, e cio potrebbe suggerire di esten-
dere I'utilizzo di questo farmaco a pazienti selezionati con
etainferiore ai 65 anni.

Effectiveness of Ocrelizumab in Primary PrOgRessive
mulTiple sclerosis: a mUIticeNter, retrospective,
real-world sTudY (OPPORTUNITY)

Multiple sclerosis (MS) is a chronic, highly complex, in-
flammatory and degenerative demyelinating disease of
the central nervous system (CNS) causing neurological
deficits referable to damage to the spinal cord, brainstem,
optic nerves, cerebellum, and cerebrum. Primary progres-
sive MS (PPMS) is a relatively rare form of MS, account-
ing for approximately 10-15% of MS patients and it is
characterized by a progressive course from disease onset
with or without superimposed discrete clinical attacks
or relapses. According to several studies, PPMS patients
typically exhibit a disabling course from symptom onset
with a higher proportion of patients presenting at onset

with motor impairment, cerebellar ataxia and brainstem
symptoms than relapsing-onset patients (6-8). According
to a recent classification, progressive MS form is further
categorized according to presence of disease activity in
‘active’ and ‘non-active.

Several treatments, including therapies approved for the
treatment of relapsing forms of MS such as interferons,
fingolimod, natalizumab, alemtuzumab, demonstrated
limited effect on reducing the disability progression in
patients with PPMS. Currently, PPMS remains a high disa-
bling condition with very high-unmet medical need. Ocre-
lizumab is a recombinant humanized monoclonal antibody
that selectively targets CD20-expressing B cells. CD20



expressed on cell surface of the pre-B cells, mature and
memory B cells but not on lymphoid stem cells and plasma
cells. Ocrelizumab is able to selectively deplete CD20-ex-
pressing B cells, however not affecting B-cell reconstitu-
tion and pre-existing humoral immunity, and preserving
the innate immunity and the total T-cell numbers. In the
ORATORIO trial (Study WA25046), a randomized, dou-
ble-blind, placebo-controlled clinical trial in patients with
PPMS, patients treated with ocrelizumab showed a signif-
icant reduction in the risk of progression of clinical disa-
bility (measured by the Expanded Disability Status Scale
(EDSS) sustained for at least 12 weeks by 24% and for at
least 24 weeks by 25% compared with placebo. In another
analysis 42.7% of patients treated with ocrelizumab had
no evidence of progression compared to 29.1% of patients
treated with placebo 120.

Since 2017, in ltaly, ocrelizumab has been provided un-
der Compassionate Use Program (CUP) (MA30130) for
subjects who have been diagnosed of PPMS fulfilling the
inclusion criteria indicated by the protocol (diagnosis of
PPMS according to Mc Donald criteria). On January 2018,
the European Medicines Agency (EMA) authorized ocreli-
zumab for the treatment of adult patients with relapsing
MS showing clinical or imaging features characteristic of
disease activity and with early PPMS in terms of disease
duration and disability level, and with active disease de-
fined by clinical and MRI features.

However, PPMS patients treated with ocrelizumab under
CUP not fulfilling the ORATORIO criteria but reporting
benefits from the ocrelizumab therapy were allowed to
continue the treatment in the Italian MA30130 program
according to the clinical judgment.

The aim of this retrospective multicentre study was to
assess clinical efficacy of ocrelizumab in a population of
PPMS patients receiving this treatment under CUP not
satisfying the ORATORIO eligibility criteria compared to
those patients responding to the labeled criteria of the
ORATORIO.

Study population. This multicenter retrospective study
based on prospectively collected data about the effec-
tiveness of ocrelizumab in PPMS patients who received
treatment between May 2017 and June 2022 in all Italian
MS centers contributing to the Italian MS Registry. Data
collected from two populations of PPMS patients treated
with ocrelizumab: 1) those patients who received ocreli-
zumab treatment in the CUP program and not responding
to the ORATORIO criteria. These data were obtained by
the Italian participating centres to CUP and stored in a
repository collecting general standard information of pa-
tients included in the MA30130 program (16); 2) those
patients who started their therapy under CUP and kept
on being treated with ocrelizumab after its approval and
according to the labeled criteria for PPMS. Data of this
group of patients have been extracted by a secondary re-
pository which is the Italian MS Registry.

The study was approved by the Policlinico-Vittorio Ema-
nuele of Catania, Ethics Committee. Ethical committee

approval was also obtained from each individual partici-
pating center.

The inclusion criteria were the following: adult age; ability
to provide written informed consent and to be compliant
with the requirements regarding the schedule of treat-
ment and all related treatment procedures; diagnosis of
PPMS in accordance with the revised McDonald criteria
(2017); at least 4 treatment courses of ocrelizumab and at
least 3 EDSS evaluations.

The ORATORIO eligibility criteria for ocrelizumab treat-
ment included: an age of 18 to 55 years, a score on EDSS of
3.0to0 6.5, adisease duration less than 15 years in patients
with an EDSS score of more than 5.0 at screening or less
than 10 years in patients with an EDSS score of 5.0 or less
(15). According to the presence of ORATORIO eligibility
criteria, patients were divided in ORATORIO and non-OR-
ATORIO groups. Moreover, we further stratified patients
innon-ORATORIO group according to the age (<55, 56-64
and 265 years), EDSS (<6.5 and >6.5) and disease duration
(<10-15 and >10-15 years, according to the EDSS).

In order to evaluate the disability progression during
ocrelizumab treatment, EDSS evaluations were acquired
at baseline (before ocrelizumab initiation), at 12 (T12) and
24 (T24) months after ocrelizumab initiation.

We stratified the cohort according to presence of disease
activity defined by the finding of active MS disease with-
in the 24 months before starting ocrelizumab, of clinical
relapses and/or MRI activity. Imaging features of inflam-
matory MRI activity were the following: at least one con-
trast-enhancing T1 lesion (CELs) or the development of at
least 1 new or enlarging T2 lesions in comparison to the
previous MRI.

The confirmed EDSS worsening (CEW) (defined as either a
<1-point or 22-points increase in EDSS from baseline that
was confirmed at T12 and T24), and the progression index
(PI) (disability grade divided by duration of the disease),
were calculated.

At the date of data extraction, out of 887 PPMS patients
who had received ocrelizumab, 589 (mean age 49.7 + 10.7
years, 242 (41.1%) females) fulfilled the inclusion criteria
and were finally enrolled. We found 149 (25.3%) received
ocrelizumab according ORATORIO criteria (ORATORIO
group) and 440 (74.7%) outside the ORATORIO criteria
(non-ORATORIO group). Among patients in the non-ORA-
TORIO group, 252 (57.3%) were older than 55 years, 126
(74.7%) had and EDSS higher than 6.5, and 185 (42%) had
a disease duration longer than 10 or 15 years (according
to EDSS) at the time of treatment initiation. The mean fol-
low-up period was 41.3 + 12.3 months. The proportion of
patients with disease activity at the time of ocrelizumab
initiation was similar between ORATORIO and non-ORA-
TORIO groups. In addition, in the non-ORATORIO group,
a higher percentage of active patients was found in those
with EDSS >6.5 (33 [23.2%] versus 23 [7.3%], p<0.001),
while no differences were found in the other subgroups.
The cumulative probabilities of 12- and 24-months of
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CEW of <1 point were 22.1% and 22.8%, respectively in
the ORATORIO group, 18.4% and 27.5% respectively in
the non-ORATORIO group. The cumulative probabilities
of 12- and 24-months of CEW of < 2 points were 3.4% and
5.4%, respectively in the ORATORIO group, 3.4% and 5%
respectively in the non-ORATORIO group.

Among patients in the non-ORATORIO group, patients
with age >56 years exhibited higher values of 12 - and
24-months of CEW of <1 point and 12- and 24-months
of CEW of 2 2 points compared to those patients aged
<55 years. No significant differences in terms of 12- and
24-months of CEW of <1 point and 12- and 24-months of
CEW of = 2 points were found between patients stratified
according to the EDSS and the disease duration at the time
of ocrelizumab initiation. Further stratification of patients
aged >55 years revealed that patients with age >65 years
at the time of ocrelizumab initiation showed significantly
higher CEW of <1 point at 12 months and of CEW of = 2
points at 12 and 24 months compared to those patients
with age between 56 and 64 years and to those with age
< 55 years. No significant differences in terms of 1 point-
CEW at 24 months were found between patients stratified
according to the presence of disease activity at the time
of ocrelizumab initiation (p=0.8 and p=0.5 in ORATORIO
and non-ORATORIO groups, respectively). Particularly,
in the non-ORATORIO group, proportion of patients who
reached 1 point-CEW at 24 months was similar between
‘active’ and ‘non-active), in each subgroup. Stratifying the
age at the time of ocrelizumab initiation in three catego-
ries (<55, 56-64 and 265 years), no significant differences
were found in 1 point-CEW at 24 months. In addition, no
differences in terms of Pl at 12 and 24 months were found
between ORATORIO and non-ORATORIO group.

Cox proportional hazard model showed that age older
than 65 years at the time of ocrelizumab initiation were
independently associated with higher risk of CEW at 24
months (HR 2.51, 25%CI 1.07-3.65; p=0.01).

The Kaplan-Meier-estimated cumulative risk of CEW was
similar in ORATORIO and non-ORATORIO groups (p=0.6)
and stratifying according to EDSS (p=0.8) and to disease
duration (p=0.8). Age older than 65 years was significantly
associated with a shorter time to reach CEW (p<0.01).

In this multicenter, observational study ocrelizumab ad-
ministrations showed similar effects on disability progres-
sion in both PPMS patients responding or not to the ORA-
TORIO eligibility criteria.

Among patients who did not present the ORATORIO cri-
teria, those with age > 65 years at the time of ocrelizumab
initiation showed significantly higher CEW of <1 point at
12 months and of CEW of 2 2 points at 12 and 24 months
compared to those patients with age between 56 and 64
years and with age < 55 years. No significant differences
in terms of 12- and 24-months of CEW of <1 point and
12- and 24-months of CEW of 2 2 points were found be-
tween patients stratified according to the EDSS and the
disease duration at the time of ocrelizumab initiation. The

anti-CD20 monoclonal antibody ocrelizumab was the first
disease-modifying therapy to be approved for treatment
of PPMS. A previous phase 2-3 trial of rituximab (OLYM-
PUS), achimeric monoclonal anti-CD20 antibody, in PPMS
patients did not meet its primary efficacy endpoint; how-
ever, a subgroup analysis demonstrated that patients with
age <51 years showed delayed progression of disability.
Subsequently, the ORATORIO trial investigated the ef-
fect of ocrelizumab in patients PPMS and randomized 732
patients to treatment with either ocrelizumab or placebo
(2:1) for 3 years. In this study, ocrelizumab was able to re-
duce the percentage of patients with 12-week confirmed
EDSS disability progression (HR=0.76; 95% Cl, 0.59-0.98;
p<0.03). Later, several real-world studies and metanalyses
have confirmed the effectiveness of ocrelizumab in reduc-
ing relapses, MRI activity, and slowing down the rate of
progression in PPMS patients.

In line with our results showing that patients older than
55 years had similar disability progression compared to
younger ones, a recent retrospective real-world study
demonstrated that, among 56 patients older than the age
of 55 at the time of ocrelizumab initiation, a high percent-
age of patients, about 60%, remained stable or improved
after two years of ocrelizumab treatment.

On the other hand, we found that age older than 65 is as-
sociated to higher risk of disability progression. Indeed,
age-related functional changes of the innate and adaptive
immune, referred to as immunosenescence, with the re-
sulting low-grade proinflammatory state (inflame-aging),
may impact the efficacy as well as the safety profile of cur-
rent DMTs (27). The immunosenescence can affect T and
B cells, monocytes and macrophages, microglia, dendrit-
ic cells, and natural killer cells, also inducing a reduction
and functional alterations of the naive B-cell population,
of clonal expansion capabilities of memory cells, and of
antibody levels, and antibody specificity. Moreover, sev-
eral studies observed that old age in MS is associated to
a greater multimorbidity risk and, in turn, the presence of
comorbidities, such as cardiovascular diseases, is consid-
ered a risk factor for disability accumulation. Age-asso-
ciated comorbidities may also influence the risk-benefit
analysis for DMTs and be accompanied to reduced efficacy.
A recent meta-analysis of randomized, blinded clinical
trials of MS DMTs against placebo or active comparator
involving more than 28,000 MS patients, revealed that
the efficacy of immunomodulatory DMTs on disability
progression strongly decreases with age, demonstrat-
ing a loss of efficacy at an average age of 53. Particularly,
highly active drugs seemed to reduce their higher efficacy,
as compared to low-efficacy drugs, in patients aged 40.5
years and older.

Notably, current clinical trials have excluded patients over
age 55, and, thus, there are no data suggesting that DMTs
are either effective in the elderly, especially in those with-
out disease activity. Indeed, an age gap exists between
the MS clinical trial and real-world populations due to
the growing numbers of elderly people with MS (33). This
makes clinical trial results less applicable to the aging re-



al-world MS population in terms of age and age-related
changes in disease activity.

In our study, disease duration longer than 10-15 years and
EDSS <6.5 seemed to not affect the disability outcome.
The evidence regarding the predictive power of disease
duration on disease progression was mixed and several
studies have shown that disease duration did not consist-
ently predict disability worsening, particularly in the long-
term. Similarly, the prognostic limitations of the EDSS
across several domains has been widely demonstrated.
Indeed, while lower EDSS values are mainly based on im-
pairments detected by the neurologic examination, values
higher than 4 are deeply influenced by walking disability.
In addition, several studies suggested that EDSS scores
of 6 and higher are less sensitive to change in progression
of the disease. Furthermore, it should be noted that EDSS
does not adequately gather the possible changes of cog-
nitive function, upper extremity ability, and fatigue, which
are demonstrated to be relevant predictors of long-term
disease progression in MS. Interestingly, the presence of
disease activity at the time of treatment initiation seemed
to not influence the outcome. This is apparently in con-
trast with the current literature showing that powerful
therapies are more efficacious in reducing relapses in pa-
tients with active progressive MS. However, subsequent
analyses on ORATORIO dataset could not demonstrate
significant differences regarding the response to ocreli-
zumab in active and non-active PPMS patient. Indeed, our

current understanding of disease activity mainly focuses
on inflammation-related relapses and/or MRI activity,
while to date, the effects of powerful DMTs on disability
accumulation without immunological activity (also called
‘progression independent of relapse activity’ [PIRA]) are
less well known.

Our study has several limits. The retrospective design may
have limited the statistical power of our results. Moreover,
the use of EDSS as clinical endpoint may underestimate
the possible worsening of disability progression in our co-
hort because of a low event rate and fluctuation in scores.
Finally, our study did not investigate the safety profile of
ocrelizumab in patients who did not fulfill the ORATORIO
criteria; further analyses are required to characterize the
risk of adverse events, including progressive multifocal
leukoencephalopathy (PML) in this group of patients, par-
ticularly in the elderly. As the probability of active disease
declines with age while the susceptibility to adverse events
increases, the risks versus benefits of using ocrelizumab in
the elderly should be verified in longitudinal studies.

In conclusion, our results showed that disease activity, dis-
ease duration and EDSS at the time of ocrelizumab initia-
tion seem to not impact the disability outcomes. Patients
not responding to ORATORIO criteria for reimbursable
may benefit from ocrelizumab treatment, thus suggesting
to extend the possible use of this powerful agent in select-
ed patients under the age of 65 years.
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Fondazione Santa Lucia, Roma

Risposte immunitarie ai virus in persone con sclerosi

multipla

Antigen-specific and bystander immune responses to

viruses in persons with multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project
€200.000 - 2 anni/ years

IRCCS Fondazione Santa Lucia, Dipartimento di
Neuroimmunologia, Roma

Linfociti T AQP4-specifici e variazioni delle
sottopopolazioni di linfociti B durante il decorso
della neuromielite ottica

AQP4-specific T cells and fluctuations in B cell
subsets during the course of NMOSD

Borsa di Ricerca / Research Fellowship

€56.000 - 2 anni/ years

Universita degli Studi di Milano, Dipartimento di Scienze
Cliniche e di Comunita, Milano

Ruolo del midollo osseo nel mantenimento di T cell
subsets patogenici o protettivi

Role of the bone marrow in the maintenance of
pathogenic or protective CD4+T-cell subsets in
multiple sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project

€180.000 - 2 anni/ years

Universita degli Studi di Modena e Reggio Emilia,
Dipartimento di Scienze Mediche e Chirurgiche Materno-
Infantili e dell’Adulto, Modena

SM e invecchiamento: il ruolo
dellimmunosenescenza e dellinflamm-aging nella
severita della malattia

MS in the elderly population: immunosenescence,
inflamm-aging and their relation to disease severity

Progetto di Ricerca / Research Project
€30.000 - 1anno/year

Harvard University, Department of Nutrition, Harvard T.H.
Chan School of Public Health, Boston, Massachusetts, USA

Identificazione di metaboliti ignoti e vie biologiche
associate a progressione della disabilita nella
sclerosi multipla: un'analisi dettagliata dello Studio
BENEFIT

Unraveling unknown metabolites and pathways in MS
disability progression: a comprehensive analysis of
the BENEFIT Study

Borsa di Ricerca Senior / Senior Research Fellowship
€97.000 -2 anni/years

Universita degli Studi di Verona, Dipartimento di
Neuroscienze, Biomedicina e Scienze Motorie, Verona

Studiare I'immunopatologia dell'infiammazione
meningea compartimentalizzata nella sclerosi
multipla: analisi combinata neuropatologica,
trascrittomica e proteica di campioni SM autoptici
cerebrali e CSF

Understanding immunopathology of
compartmentalized meningeal inflammation in
multiple sclerosis:combined neuropathology,
transcriptomic and protein study of post-mortem MS
brain and CSF samples

Progetto di Ricerca / Research Project
€166.000 - 3 anni/years



IRCCS San Raffaele, INSPE, Ospedale San Raffaele, Milano

Identificazione dei fattori ormonali coinvolti nella
progressione della sclerosi multipla

Identification of hormonal factors involved in multiple
sclerosis disease progression

Progetto di Ricerca / Research Project
€100.275 - 1anno/ year

University of Cambridge, Department of Clinical
Neurosciences, Cambridge, UK

Caratterizzazione in vivo della perdita sinaptica in
pazienti con sclerosi multipla

Characterising in vivo synaptic loss in patients with
multiple sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project
€29.905,56 - 1anno/ year

Universita degli Studi di Perugia, Dipartmento Medicina e
Chirurgia, Perugia

Inflammazione e trasmissione dopaminergica
centrale nellEAE: implicazioni per i sintomi
psichiatrici e cognitivi nella SM

Inflammation and central dopaminergic transmission
in the EAE brain: implications for psychiatric and
cognitive symptoms in MS

Borsa di Ricerca / Research Fellowship

€ 62.000- 2 anni/ years

Istituto di Neuroscienze della Fondazione
Cavalieri Ottolenghi (NICO), Laboratorio di Neurobiologia
Clinica (CRESM), Orbassano (TO)

Implementazione del dosaggio di GFAP, insieme a
NFL nei pazienti con sclerosi multipla progressiva:
un potenziale strumento per la misura oggettiva dei
sintomi e segni di malattia

Implementation of GFAP, in addition to NFL, in
progressive multiple sclerosis patients: a potential
tool for objective measuring of clinical and patient-
reported outcomes

Borsa di Ricerca / Research Fellowship
€25.500-1anno/year

Universita degli Studi di Perugia, Dipartimento di
Medicina e Chirurgia, Perugia

Quantificazione della disfunzione sinaptica
nella sclerosi multipla mediante un pannello di
biomarcatori del liquido cerebrospinale:

uno studio pilota

Quantifying synaptic dysfunction in multiple
sclerosis by means of a cerebrospinal fluid
biomarker panel: a pilot study

Progetto di Ricerca / Research Project

€29.450-1anno/year

Universita degli Studi di Modena e Reggio Emilia,
Dipartimento di Scienze della Vita, Modena

Biosensori EGOFET per il monitoraggio ad

alta sensibilita di neurofilamenti nella sclerosi
multipla

EGOFET biosensors for high sensitivity monitoring
of neurofilaments in multiple sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project

€70.000- 1 anno/year

Universita Vita-Salute San Raffaele, INSPE Istituto di
Neurologia Sperimentale, Milano

Stimolazione transcranica di corrente elettrica
per rigenerare la mielina in modello di topo di
encefalomielite autoimmune sperimentale
Transcranial direct current stimulation to

restore myelin in experimental autoimmune
encephalomyelitis mouse model

Borsa di Ricerca Senior / Senior Research Fellowship

€74.800 -2 anni/ years

ASST Santi Paolo e Carlo, San Paolo University Hospital,
Neurologia I, Milano

Studio della efficacia della stimolazione diretta
transcranica erogata a domicilio sulla fatica,
disabilita e biomarcatori di danno assonale ed
attivazione astrocitica in sclerosi multipla

Study of the efficacy of home-based transcranial
direct-current stimulation (tDCS) on fatigue,
disability and biomarkers of axonal damage and
astrocytic activation in multiple sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project
€225.894,74 -2 anni/ years



CNR Consiglio Nazionale delle Ricerche, ISTC, Roma
Sollievo dalla fatica nelle persone con sclerosi
multipla: consolidamento della neuromodulazione
domiciliare personalizzata [FaremusS1H]

Fatigue Relief in people with multiple sclerosis:
consolidating personalized home neuromodulation
[FaremusS1H]

Progetto di Ricerca / Research Project

€181.000- 2 anni/ years

I.R.C.C.S. Istituto Auxologico Italiano, U.O. di Neurologia e
Neuoriabilitazione, Ospedale San Giuseppe Piancavallo (VB)
Evidenze comportamentali e neurofisiologiche della
modulazione della fatica nella sclerosi multipla,
forma recidivante-remittente: uno studio pilota
Behavioral and electrophysiological evidence of the
modulation of fatigue in multiple sclerosis, relapsing
remitting form: a pilot study

Progetto di Ricerca / Research Project
€30.000-1anno/year

Universita di Verona, Dipartimento di Neuroscienze,
Biomedicina e Scienze del Movimento, Verona

Lefficacia di un programma di teleriabilitazione
motoria digitale a domicilio combinato con
riabilitazione convenzionale nella sclerosi multipla
progressiva: studio multicentrico randomizzato e
controllato

The effectiveness of combining a home-based digital
motor telerehabilitation program with conventional
therapy in progressive multiple sclerosis:

a multicentre, randomized controlled trial

Progetto di Ricerca / Research Project

€240.600 - 2 anni/ years

Heidelberg University, Faculty of Engineering Sciences,
Heidelberg, Germany

Robotica indossabile per la sclerosi multipla

SERIOUS Soft wEarable Robotlcs fOr mUltiple
Sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project
€400.680 - 3 anni/ years

IRCCS Ospedale Policlinico San Martino, lIT-NSYN, Genova

Modulazione dell’eccitabilita neuronale come
bersaglio terapeutico precoce per prevenire la
neurodegenerazione nell’EAE

Modulation of neuronal excitability as an early
therapeutic target to prevent neurodegeneration in
EAE

Progetto di Ricerca / Research Project

€239.343,82 - 3anni/ years

IRCCS Fondazione Santa Lucia, Laboratorio di Risoluzione
della Neuroinfiammazione, Roma

Stimolare la risoluzione dell'infiammazione

come nuova strategia per modulare la
neuroinflammazione, promuovere la
rimielinizzazione e prevenire la progressione della
malattia nella SM

Boosting Resolution of inflammation as a novel
strategy to modulate neuroinflammation, to promote
remyelination and to slow down disease progression
in MS

Progetto di Ricerca / Research Project

€ 136.600 - 2 anni / years

Universita Vita-Salute San Raffaele,
Dipartimento di Neuroscienze, Milano

Modello cellulare tridimensionale di inflammazione
cronica in sclerosi multipla derivante da cellule
staminali: verso una piattaforma per lo studio di
composti ad attivita farmacologica

Glial-enriched stem-cell 3D model of smoldering
inflammation in multiple sclerosis: towards a drug
screening cellular platform

Progetto di Ricerca / Research Project

€ 153.000 - 3 anni/ years

IRCCS San Raffaele, Dipartimento di Neuroscienze, Milano

Modello tridimensionale di inflammazione cronica
in sclerosi multipla derivante da cellule staminali:

verso una piattaforma per lo studio di composti ad
attivita farmacologica

Glial-enriched stem-cell 3D model of smoldering
inflammation in multiple sclerosis: towards a drug
screening cellular platform

Borsa di Ricerca / Research Fellowship

€61.000- 2 anni/years



Universita degli Studi di Padova, Dipartimento di Medicina
Molecolare, Padova

Impiego di molecole mirate ad indurre la
remielinizzazione in un modello di pesce zebra
di demielinizzazione focale come strategia per il
trattamento della sclerosi multipla

Leveraging targeted small molecules to boost
remyelination in a focal demyelination zebrafish
model as a strategy for the treatment of multiple
sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project

€99.000 - 2 anni/ years

Universita degli Studi di Roma Tor Vergata,
Dipartimento di Biologia, Macroarea Scienze, Roma

Il ricettore Smoothened come target farmacologico
per promuovere la rigenerazione mielinica

Targeting Smoothened/AMPK pathway to boost
central nervous system remyelination

Progetto di Ricerca / Research Project
€246.750- 3 anni/ years



Progetti di ricerca e borse di studio finanziati

da FISM 2022

FISM funded research projects and fellowships

2022

Universita Telematica San Raffaele Roma, Dipartimento

di Scienze Umane e Promozione della Qualita della Vita,
Roma

I geni regolati da EBNA2 nella SM: studio di trascritti
codificanti e non codificanti nel sangue e nel SNC
EBNAZ2- regulated genes in MS: coding

and non-coding transcripts in blood and CNS

Progetto di Ricerca / Research Project
€161.561 - 3 anni/ years

Universita Cattolica del Sacro Cuore, Facolta di Medicina
e Chirurgia, Dipartimento di Neuroscienze, Roma

Ruolo della modulazione dell'espressione genica
da parte di proteine di legame all'RNA sulle
caratteristiche inflammatorie della sclerosi multipla

Impact of gene expression modulation by RNA
binding proteins on inflammatory features

in multiple sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project

€30.000- 1 anno/ year

Istituto Superiore di Sanita, Sect. Inflammatory

and demyelinating diseases of the nervous system,

Dept. Neurosciences, Roma

Infezione da virus di Epstein-Barr e strategie di
evasione della risposta immunitaria nella sclerosi
multipla: focus sull’'asse PD-1/PD-L1

Epstein-Barr virus infection and immune evasion
strategies in the multiple sclerosis brain: focus
on the PD-1/PD-L1 axis

Progetto di Ricerca / Research Project

€53.685-2anni/years

Istituto Superiore di Sanita, Neuroscienze, Roma

Studio del legame tra infezione con EBV, aumentata
espressione di BAFF geneticamente determinata

e rischio di SM in Sardegna e nell'ltalia continentale
Searching for a link between EBV infection status,
genetically determined BAFF overexpression and MS
risk in Sardinians and mainland Italians

Progetto di Ricerca / Research Project

€187.845 -3 anni/ years

Fondazione IRCCS, Istituto Neurologico Carlo Besta,
Department of Clinical Neuroscience, Milano

Svelare le trappole di DNA extracellulare nella
patologia autoimmune del sistema nervoso centrale
Unveiling extracellular DNA traps in autoimmune
pathology of the central nervous system

Progetto di Ricerca / Research Project

€82.235 -2 anni/years

Washington University in St. Louis, MO, School of Medicine,
Neurology, Saint Louis MO (US)

Caratterizzazione del ruolo di Trem-2 nella
maturazione oligodendrocitaria e in un modello

di demielinizzazione del sistema nervoso centrale
Deciphering the contribution of TREM-2

to oligodendrocyte differentiation in CNS
demyelination models

Borsa di Ricerca / Research Fellowship

€ 100.000 - 2 anni/ years

Universita degli Studi di Firenze, Health Sciences,
Dipartimento di Farmacologia, Firenze

Identificazione del ruolo della degenerazione
assonale programmata nella progressione della SM

Deciphering the role of programmed axonal
degeneration in MS progression

Progetto di Ricerca / Research Project
€ 140.000 - 3 anni/years



Sapienza Universita di Roma, Neuroscienze Umane, Roma
Lassociazione tra la neuroinflammazione cronica e
la degenerazione della sostanza bianca nella sclerosi
multipla: uno studio combinato 11C-PBR28 PET-MRI
The association between white matter chronic
neuroinflammation and degeneration in multiple
sclerosis: a combined 11C-PBR28 PET-MRI study
Progetto di Ricerca / Research Project
€33.600-1anno/year

Universita degli Studi di Genova, DIMES, Genova
Studiare i riflessi blink nella sclerosi multipla
attraverso sistemi spiegabili di intelligenza
artificiale

Disentangling Blink Reflexes in Multiple Sclerosis
through explainable artificial intelligence systems

Progetto di Ricerca / Research Project
€270.897 - 3anni/ years

Universita degli Studi di Verona, Medicina, Verona

Caratterizzazione dell'inflammazione meningeale
durante encefalomielite autoimmune sperimentale:
un ruolo per l'interazione neutrofilo-macrofago
Characterisation of meningeal inflammation during
experimental autoimmune encephalomyelitis: a role
for neutrophil-macrophage interplay

Borsa di Ricerca / Research Fellowship

€50.000 - 2 anni/ years

Universita degli Studi di Ferrara, Department of Medical
Sciences, Laboratory for Technologies of Advanced Therapies
(LTTA), Ferrara

Coinvolgimento di HMGB1 nella sclerosi

multipla: ruolo nella ferritinofagia e attivazione
dell'inflammasoma AIM2

Involvement of HMGB1 in Multiple sclerosis:

role in ferritinophagy and AIM2 inflammasome
activationsclerosis: a combined 11C-PBR28 PET-MRI
study

Progetto di Ricerca / Research Project

€ 144.000 - 2 anni/ years

Universita degli Studi di Verona, Radiology,
Deptartment of Diagnostic and Public Health, Verona
Gradient Echo Plural Contrast Imaging (GEPCI):
un nuovo MRI biomarker di neurodegenerazione
in Sclerosi Multipla

Gradient Echo Plural Contrast Imaging

(GEPCI) technique: a novel MRI biomarker of
neurodegeneration in Multiple Sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project

€ 60.000- 1 anno/ year

Sapienza Universita di Roma, Dipartimento

di Neuroscienze Umane, Roma

Il ruolo della risonanza magnetica ad alto e ultra-
alto campo nella previsione di progressione di
disabilita nella sclerosi multipla

Impact of imaging markers at high and ultra-high
field MRI on MS disability progression

Progetto di Ricerca / Research Project
€221.813- 2 anni/years

Universita degli Studi di Milano, Dipartimento di Scienze
Farmacologiche, Milano

Sviluppo di nuovi radiotraccianti del recettore
GPR17 per la diagnosi precoce della sclerosi
multipla

Development of new radiotracers targeting
GPR17 receptor for the early diagnosis of multiple
sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project

€75.000 - 3 anni/ years

University of Cambridge, Deptartment of Clinical
Neurosciences, Cambridge UK
Regolazione epigenetica dei processi

di invecchiamento delle cellule staminali neurali
nella sclerosis multipla progressiva (EMBRACE)

The Epigenetic PrograMme of BRAin Stem
CEIll Aging in Progressive Multiple Sclerosis
(EMBRACE)

Progetto di Ricerca / Research Project

€349.558 - 3anni/years



Fondazione Centro San Raffaele, Neuroimmunology Unit,
INSpe, Division of Neuroscience, Dibit, Milano

Proteine chimeriche REcTO per il trattamento
della SM progressiva

Hybrid REcTO proteins for the treatment of
progressive MS

Progetto di Ricerca / Research Project
€150.000 - 2 anni/ years

Vita-Salute San Raffaele University, Institute of Experimental
Neurology, Division of Neuroscience, Neuromuscular Repair
Unit, Milano

Impatto degli oligodendrociti senescenti sulla
rimielinizzazione nel modello animale di Sclerosi
Multipla Primariamente Progressiva Jab1 KO

Role of OL-senescence on remyelination in the Jab1
KO mouse model of primary progressive MS

Borsa di Ricerca Senior / Senior Research Fellowship

€ 105.000 - 3 anni/ years

[IT Istituto Italiano di Tecnologia , D3Farmachimica, Genova
Ligandi multitarget per la sclerosi multipla con
proprieta sia antinfiammatorie che rimielinizzanti
(MARs)

Multitarget-directed Ligands for Multiple Sclerosis
with combined Antiinflammatory and Remyelinating
properties (MARSs)

Progetto di Ricerca / Research Project

€248.925 -2 anni/ years

CNR - Consiglio Nazionale delle Ricerche Istituto per
I'Endocrinologia e Oncologia Sperimentale (IEOS-CNR),
Napoli

Ruolo di specifici nutrienti nel controllo della
tolleranza immunologica al self in corso di EAE

Nutrient-specific control of immunological
self-tolerance in experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE)

Progetto di Ricerca / Research Project
€30.000- 1 anno/ year

Universita degli Studi di Genova, DINOGMI Dipartimento
di Neuroscienze, riabilitazione, oftalmologia, genetica e
scienze materno-infantili, Genova

Leffetto Del Trapianto Autologo Di Cellule Staminali

Ematopoietiche Sull'inflammazione Cronica Del SNC
Nella Sclerosi Multipla: Uno Studio Combinato MRI/

PET

Using MRI And TSPO-PET To Study The Effect Of
Autologous Hematopoietic Stem Cell Transplantation
On Compartmentalized CNS Inflammation In Multiple
Sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project
€30.000-1anno/year

Universita Vita-Salute San Raffaele, Istituto Scientifico San
Raffaele, Dipartimento di Neuroscienze, Milano

Gli acidi grassi a catena corta nella sclerosi multipla:
modulatori endogeni di staminalita neuronale e
neuroinflammazione

Short-chain fatty acids in multiple sclerosis:
endogenous modulators of neural stemness and
neuroinflammation

Progetto di Ricerca / Research Project
€245.000 - 2 anni/ years

Universita degli Studi di Verona, Neuroscienze, Biomedicina
e Scienze Motorie, Verona

Somministrazione intranasale di vescicole
extracellulari da cellule staminali adipose

nel modello sperimentale di encefalomielite
autoimmune sperimentale: una nuova strategia
terapeutica per la SM

Intranasal administration of extracellular vesicles
derived from adipose mesenchymal stem cells (ASC-
EVs) in experimental autoimmune encephalomyelitis:
a novel therapeutic strategy for MS

Progetto di Ricerca / Research Project

€29.925-1anno/ year

Universita degli Studi di Padova, Biologia, Padova

Leliminazione selettiva delle cellule T della memoria
blocca la progressione dell'EAE : dalle evidenze
sperimentali alla possibile applicazione per la
sclerosi multipla

Selective elimination of effector memory T cells halts
EAE progression: from experimental evidence to
possible application in Multiple Sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project

€ 100.000 - 2 anni/ years



Universita degli Studi di Genova, DINOGMI, Ospedale Policlinico
San Martino IRCCS, Genova

Impatto della tDCS anodica e della realta’ virtuale nei
disturbi cognitivi in pazienti affetti da Sclerosi Multipla:
studio in doppio cieco, randomizzato, prospettico,
controllato

Impact of anodal tDCS and virtual reality on cognitive
dysfunction in patients with Multiple Sclerosis: a double
blind, randomized, prospective, controlled study
Progetto di Ricerca/ Research Project

€ 100.000- 2 anni/ years

Universita degli Studi di Verona, Neuroscienze, Biomedicina

e Scienze Motorie, Sezione di Medicina Fisica e Riabilitativa,
Verona

Trattamento singolo versus trattamento combinato
cognitivo e motorio nella riabilitazione del paziente con
sclerosi multipla

Isolated versus combined cognitive and motor
high-tech rehabilitation in patients with multiple
sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project

€85.434 -2 anni/years

Universita degli Studi di Milano, Dipartimento di Scienze
Biomediche e Cliniche Luigi Sacco, Milano

Sostenere la salute mentale nella quotidianita dopo

la diagnosi di sclerosi multipla: il ruolo della flow
experience e della mindfulness

Supporting mental health in daily life after the diagnosis
of multiple sclerosis: the role of flow experience and
mindfulness

Progetto di Ricerca/ Research Project

€97.654 -2 anni/years

Universita degli Studi di Torino, Psicologia, Torino
Identificazione di domini di qualita di vita associata alla
salute per lo sviluppo di una banca item per il testing
adattivo computerizzato multidimensionale nella
sclerosi multipla

Identifying health-related quality of life domains

to develop an item bank for multidimensional
computerized adaptive testing in multiple sclerosis
Progetto di Ricerca / Research Project

€29.977-1anno/ year

IRCCS Istituto Scientifico Ospedale San Raffaele,
Neurologia e riabilitazione neurologica,Milano

La Batteria Breve e Ripetibile di test
Neuropsicologici (BBR-N-Batteria di Rao): dati
normativi nella popolazione italiana con eta
maggiore a 51 anni

The Brief Repeatable Battery of
Neuropsychological Tests (BRB-N- Rao's Battery):
normative values in an Italian population over 51
years old

Progetto di Ricerca / Research Project
€87.500 - 2 anni/years

Universita degli Studi di Genova, Dipartimento
di Informatica, Bioingegneria, Robotica e Ingegneria
dei Sistemi (DIBRIS), Genova

Valutazione e esercizio personalizzato delle
capacita di guida in persone con sclerosi multipla

Assessment and personalized training of driving
skills in people with multiple sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project
€30.000-1anno/year

Fondazione Don Carlo Gnocchi, IRCCS Santa Maria
Nascente, CADiTeR, Milano

Lutilizzo del metodo Lee Silvermann Voice
Treatment (LSVT)-Loud in teleriabilitazione:
studio pilota sulla fattibilita e gli effetti del
trattamento sull’intensita vocale e sulla qualita
della voce

A feasibility pilot study on Lee Silvermann Voice
Treatment (LSVT)-Loud on voice intensity and
voice use in daily living in people with multiple
sclerosis: a telerehabilitation approach

Progetto di Ricerca / Research Project

€29.925-1anno/year

Universita degli Studi di Genova, Dipartimento
di Medicina Sperimentale, Genova

Studio sugli effetti di un allenamento intervallato
ad alta intensita 30s-30s sulle risposte
cardiorespiratorie e sulla prestazione fisica in
persone con sclerosi multipla con disabilita
minima

Investigation of the effects of 30s-30s HIIT
protocol using two different ergometers on
cardiorespiratiry responses and physical function
in person with MS with minimal disability.

Borsa di Ricerca / Research Fellowship
€54.000 - 2 anni/ years



Fondazione Don Carlo Gnocchi, IRCCS Santa Maria Nascente,
Neurologia, Milano

Valutazione dell'impatto dell’affaticabilita
sperimentalmente indotta sulle funzioni motorie e
cognitive. Effetti di un training ad alta intensita sulle
funzioni motorie e cognitive: uno studio pilota
Evaluation of the impact of experimentally induced
fatigability on motor and cognitive functions. Effect
of high intensity training on motor and cognitive
functions:a pilot randomized controlled trial

Progetto di Ricerca / Research Project

€163.800- 2 anni/ years

Universita degli Studi di Milano, Dipartimento

di Fisiopatologia e Trapianti, Milano

Studio dell’attivita corticale durante esercizi
orientati al compito: i principi attivi della
riabilitazione motoria

Unraveling active ingredients of neurorehabilitation:
investigating cortical activity during task-oriented
exercises

Progetto di Ricerca / Research Project
€233.415-2 anni/ years

Alma Mater Studiorum Universita degli Studi di Bologna,
Psicologia,Cesena

Tracciare le interazioni causali tra aree premotorie
e motorie nella Sclerosi Multipla

Tracking causal interactions between premotor
and motor areas in Multiple Sclerosis

Progetto di Ricerca / Research Project
€30.000-1anno/year
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2023 Biomedical Research FISM Scientific Committee

Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari, Universita degli Studi di Milano, Milano, Italia
Fondazione Centro San Raffaele, Neuroimaging Research Unit, Division of Neuroscience,
Institute of Experimental Neurology, Milano, Italia

Ad hoc
NEUROFARBA Dipartimento di Neuroscienze, Psicologia, Area del Farmaco e Salute del Bambino,
Universita di Firenze, Firenze, Italia

IRCCS S. Lucia Neuroimmunology Unit European Centre for Brain Research, Roma, Italia
Institut du cerveau et de la moelle épiniére (ICM), Hopital Pitié Salpétriére, Paris, France
University of Miami, The Miami Project To Cure Paralysis, Miller School of Medicine, Miami, USA

Istituto di Farmacologia Traslazionale (IFT)
European Center for Brain Research (CERC), IRCCS Fondazione Santa Lucia, Roma, Italia

Dipartimento di Patologia e Diagnostica, Universita degli Studi di Verona, Verona, Italia
Ad hoc

Unita di Neuroimmunologia Clinica, Istituto di Neurologia Sperimentale, Divisione di Neuroscienze,
Istituto Scientifico San Raffaele, Milano, Italia

Dipartimento di Neuroscienze, Biomedicina e Scienze Motorie, Universita degli Studi di Verona, Verona, Italia
ASST-Santi Paolo e Carlo, Milano, Italia
Dipartimento di Medicina Molecolare e Biotecnologie Mediche, Universita di Napoli "Federico 11", Napoli, Italia
Department of Brain Sciences, Imperial College London, London, UK
Ospedale San Raffaele, Milano, Italia

Ad hoc

Centro Neurologico Terapie Sperimentali (CENTERS), Neurologia e Dipartimento di Neuroscienze,
Salute Mentale e Organi di Senso NESMOS, Ospedale Sant’Andrea, Sapienza Universita di Roma, Roma, Italia



2023 Social & Behavioural Science Research FISM
Scientific Committee

Dipartimento di Scienze Biomediche e Cliniche, Universita degli Studi di Milano, Milano, Italia

Istituto di Neuroscienze della Fondazione Cavalieri Ottolenghi (NICO)
AOU San Luigi Gonzaga, Neurologia, Orbassano (TO), Italia

Dipartimento di Fisiopatologia e Trapianti, Universita degli Studi di Milano, Milano, Italia

University of Nottingham, Nottingham UK
SINTEF Digital, Health Services Research, Trondheim, Norway

Rehab Technologies - INAIL-IIT: Genova, Italia
Aarhus University, Aarhus C, Denmark
Neurology-Neuroimmunology Department, Multiple Sclerosis Centre of Catalonia (Cemcat), Barcelona, Spain

IRCCS Ospedale Policlinico San Martino, Dipartimento di Neuroscienze, Riabilitazione, Oftalmologia, Genetica e Scienze
Materno-Infantili (DINOGMI), Universita degli Studi di Genova, Genova, Italia



2022 Biomedical Research FISM Scientific Committee

Dipartimento di Scienze Farmacologiche e Biomolecolari, Universita degli Studi di Milano, Milano, Italia
Institut du cerveau et de la moelle épiniére (ICM), Hépital Pitié Salpétriére, Paris, France

Dipartimento di Patologia e Diagnostica, Universita degli Studi di Verona, Verona, Italia

Dipartimento di Scienze Biomediche, Universita degli Studi di Sassari, Sassari, Italia

Centro Malattie Demielinizzanti e Laboratori di Neurologia Sperimentale, Clinica Neurologica,
Universita degli Studi di Perugia, Perugia, Italia

Unita di Neuroimmunologia Clinica, Istituto di Neurologia Sperimentale, Divisione di Neuroscienze,
[stituto Scientifico San Raffaele, Milano, Italia

DINOGMI, Universita degli Studi di Genova, Genova, Italia
Mount Sinai School of Medicine - New York, USA

Dipartimento di Medicina Molecolare e Biotecnologie Mediche, Universita di Napoli "Federico 11", Napoli, Italia
Department of Brain Sciences, Imperial College London, London, UK

Department of Clinical Neurosciences, University of Cambridge, Cambridge, UK

Ospedale San Raffaele, Milano, Italia

Centro Neurologico Terapie Sperimentali (CENTERS), Neurologia e Dipartimento di Neuroscienze,
Salute Mentale e Organi di Senso NESMQOS, Ospedale Sant’Andrea, Sapienza Universita di Roma, Roma, Italia

Imperial College London, London, UK

CNR Istituto di Neuroscienze, Dipartimento di Scienze Biomediche, Milano, Italia



2022 Social & Behavioural Science Research FISM
Scientific Committee

Fondazione Istituto Neurologico Nazionale C Mondino, IRCCS, Pavia, Italia
Dipartimento di Medicina Sperimentale (DIMES), Universita degli Studi di Genova, Genova, Italia

University of Nottingham, Nottingham, UK
SINTEF Digital, Health Services Research, Trondheim, Norway

Dipartimento di Neurologia, Servizio di Psicologia, Ospedale San Raffaele, Milano, Italia
Dipartimento Neuroscienze, U.O.C. Neurologia e Neurofisiopatologia, Azienda Ospedaliera S. Camillo Forlanini, Roma, Italia
Neurology-Neuroimmunology Department, Multiple Sclerosis Centre of Catalonia (Cemcat), Barcelona, Spain

Development Manager Msc, Physiotherapist, MS Hospitals in Denmark



AISM, Associazione Italiana Sclerosi Multipla, & I'unica organizzazione in Italia che si occupa in modo strutturato e orga-
nico di tutti gli aspetti legati alla sclerosi multipla (SM) e patologie correlate, attraverso una prospettiva d’insieme che
abbraccia il tema dei diritti, i servizi sanitari e socio-sanitari, la promozione, I'indirizzo e il finanziamento della ricerca
scientifica. Le patologie correlate includono lo spettro delle malattie della neuromielite ottica (NMOSD) e MOGAD, che
necessitano di un'attenzione similare alla SM.

Per la ricerca, per individuare terapie e trattamenti efficaci a rallentare il decorso della malattia e per trovare, domani,
una cura risolutiva, mettiamo in campo tutte le risorse, grazie anche, dal 1998, al lavoro della Fondazione Italiana Sclerosi
Multipla (FISM). In questi ultimi 20 anni lo scenario di chi affronta ogni giorno la SM o patologie correlate € molto cam-
biato, grazie all'impatto positivo di farmaci e interventi terapeutici. A determinare questo risultato ha concorso la nostra
capacita diindirizzare la ricerca scientifica verso I'eccellenza e I'innovazione, a livello nazionale e internazionale.

The Italian Multiple Sclerosis Society (AISM) is the only organization in Italy that deals with every aspect of multiple sclerosis (MS)
and related pathologies with a structured and organic approach. AISM has an all-round perspective that covers points such as
advocating for the rights of people with MS, health and social services, promotion, orientation and funding scientific research. The
pathologies linked to MS include Neuromyelitis optica spectrum disorders (NMOSD) and MOGAD, which require similar attention
from health and social services as MS.

Thanks to its Multiple Sclerosis Research Foundation (FISM), established in 1998, AISM promotes research to accelerate the di-
scovery of effective therapies and treatments that slow the progression of the disease and to ensure that one day a definitive cure
can be found.

Over the past 20 years, the scenario for people dealing with MS everyday has undergone radical change, thanks to the positive
impact of new drugs and therapeutic advances. AISM has made a significant contribution to achieving these results thanks to our
ability to orientate scientific research towards excellence and innovation on a national and international level.



Numero Verde AISM
800.80.30.28

www.aism.it
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