Le cellule staminali nella
terapia delle lesioni cerebrali




Definizione :

Le lesioni cerebrali (LC)
possono essere dovute a un
trauma o una malattia che
puo causare infiammazione,
malfunzionamenti, o la
distruzione di cellule cerebrali
o tessuto cerebrale.

Una lesione puo essere
localizzata in una parte del
cervello o puo essere diffusa.




Epidemiologia

¢ LC si verificano ogni 15 secondi negli Stati Uniti e la
principale causa di morte nelle persone di eta inferiore ai 45

anni.

“* Approssimativamente 5 a 6 milioni di persone vivono negli

Stati Uniti con lesioni cerebrali

¢ Di questi pazienti, 500.000 hanno bisogno di
ospedalizzazione e circa 80.000 soffrono di disabilita cronica
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Classificazione

\—

TRAUMATICHE i NON TRAUMATICHE

4

= Trauma cranico lieve .

| , W = Ictus
= Trauma cranico moderato § v . = Tumori
= Trauma cranico grave : Yol = Meningite

lesione del midollo spinale N = Malattie metabolich

Morte




Lesioni cerebrali traumatiche

forze esterne

 Identificate come una patologia b Al
complessa i L

O Grande eterogeneita per le cause
esterne, per i meccanismi
fisiopatologici e per la prognosi

O Gravita della malattia per I’elevata
mortalita e per la disabilita
permanente

d Lesioni al cervello indotte da ‘7;,&%




Tre categorie di lesioni cerebrali traumatiche

Moderate
©9-12

Severe

*3-8

Mild — Low Risk

Mild — Medium Risk

Mild — High Risk

GCS=15

Nessuna perdita di
coscienza

No amnesia

No vomito

No cefalea diffusa

Rischio di ematoma =
<0.1:100

Perdita di coscienza
Amnesia
Vomito

Rischio di ematoma =
1-3:100

Con frattura del cranio
e/o
deficit neurologici

Rischio di ematoma =
6-10: 100




Cause

*Incidente stradale: 65% del
decessi dopo trauma
cranico grave

s»Cadute

s*Infortuni sul luogo di lavoro

 Infortuni sportivi

*Infortuni domestici

s Violenze
f/(i_i_i

SPORT rootsair




Un complesso meccanismo
fisiopatologico

Lesione primaria Lesione secondaria

 Danno neuronale iniziale a e Lesioni secondarie sono il
seguito di un trauma . Si risultato dei cambiamenti
manifesta con: contusione, neurofisiologici e anatomici,
danni ai vasi sanguigni che si verificano dopo pochi
(emorragie), lacerazione minuti o dopo giorni dal

assonale e neuronale trauma originale.




Molti disordini biochimici responsabili delle lesione secondarie sono stati

identificati: aumento radicali liberi, la perossidazione lipidica, disfunzione
mitocondriale, inflammazione, I'apoptosi e danno assonale diffuso .

Primary injury

Secondary injury
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Brain damage (cell death, asxonal

injury, brain atrophy and
damyelination)

-

Functional deficits




Due approcci terapeutici

1. Neuroprotezione : riduzione del
danno cellulare e della morte
neuronale e assonale.

2. Neurorigenerazione:
rimodellamento neurovascolare
con stimolazione dell’
angiogenesi, neurogenesi e

oligodendrogenesi




1) Neuroprotezione :

Approccio farmacologico:
O Antiossidanti

0 Neuroimmunofilline

O Antinfiammatori

O Eritropoietina

o Traumatic brain injury (TBI) elicits both complex
degenerative and regenerative tissue responses in the
brain and is one of leading causes for mortality and
morbidity worldwide.

« There are no pharmacologic agents that have
demonstrated improved outcomes from TBI because all
the Phase lll clinical trials in TBI have failed.

» Progesterone and erythropoietin showed high
therapeutic potential in animal studies but failed in
recently completed clinical trials.

» There are a number of investigational drugs under early
clinical trials including cyclosporin A, glibenclamide,
minocycline, NNZ-2566, nerve growth factor,
propranolol, statins, stem cell therapy, tranexamic acid,
and valproic acid.

Xiong et al. 2015




2) Neurorigenerazione:

Nuovo approccio terapeutico che prevede

I’utilizzo delle cellule staminali provenienti

da diverse sorgenti .




Nel cervello adulto ci sono regioni di
persistente neurogenesi
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Le cellule staminali nelle lesioni cerebrali traumatiche

E-tE m EEI I soUrces Disease/disorder Cell lines References
Traumatic brain injury  Mouse embryonic stem cells [24-27]
Parkinson's disease Mouse embryonic stem cells [34,35,40]

Human embryonic stem cells [36-39.41]

Human embryonic stem cells

Mouse induced pluripotent cells (B8]

Huntington's disease Human embryonic stem cells [47-49]

Meural stem cells

Alzheimer’s disease Mouse embryonic stemn cells [51,52]

|r'I'E|I.IEE'.'E| FIII.IF'IDI]’[EFI’[ 5tEIT1 {E"S Spinal cord injury Mause embryonic stem cells [54-58,60,62,
64,68,77-/981]

Human embryonic stem cells [65,67,63,70,
727487

E‘EH-IE marrcnw E‘trm-lﬂl EE"E Mouse induced pluripotent cells  [87,88]
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| meccanismi di riparazione delle cellule
trapiantate

A. “Cell Replacement” (sostituzione cellulare).

B. Effetto paracrino.

C. Biobridge: cellule trapiantate formano un ponte biologico che traghetta
le cellule staminali endogene dalla SVZ al tessuto lesionato

@ Transplanted stem celis ® Transplanted stem cells ® Transplanted stem cels

® Dying host celis @ Neurotrophic factors @ Host stem cels
@ Deadhost cells @ Ant-nflammatory substances

@ Anti-ondative stress molecules

Borlongan et al. 2014




Risposta antinfiammatoria : preservazione
della barriera emato-encefalica.
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Test cognitivi comportamenali

Valutazione delle funzioni motorie Valutazione delle funzioni neurologiche

Morris Water Maze

‘III-U

Rotarod test
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Stem Cell Recruitment of Newly Formed Host Cells via a
Successful Seduction? Filling the Gap between
Neurogenic Niche and Injured Brain Site
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- Dopo lalesione cerebrale inizia nella SVZ il meccanismo di riparazione

endogeno. Tale processo non e in grado di riparare il tessuto danneggiato.

- Il trapianto delle staminali crea un ponte cellulare tra la SVZ e la zona
lesionata .

- Il ponte consente ai progenitori neuronali endogeni di raggiungere la regione
danneggiata .
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Trapianto intratecale delle BM-MSCs

Table 1 Demographical data

Demographic characteristics  Demographic group

Number of

!

Sex

Age

Cause of trauma

Duration since injury

History of seizures

Male

Fermule

<M years

20-30 years

=300 years

RTA,

Fall from Height
Train accident

Fall of heavy obyec
<5 year

ey S

Present

Abseni

—

T e A =B = B )

(Total Sample Size =14).

60% memoria

50% linguaggio

55% deambulazione
54% movimento degli arti superiori

38% aspetto cognitivo

Miglioramenti dei sintomi:
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Symptomwise improvements in chronic TBI after cell therapy
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Table 3 Areas of the brain showing improved metabolism in PET CT scan and their correlation to the clinical function
improvement

Patient  Areas of the brain showing improved metabolism in PET CT scan Functions improved
Patient 1 Parieto-Occipital Areas Cognition, speech, sensation, orientation and visual perception
Patient 2 Cingulate Gyri Emotion, attention, cognition, memory
Amygdala Emotional responses, memory, attention
Frontal Planning, Long term memory, emotions, speech, problem solving
Temporal Lobes Speech, memory
Patient 3 Amygdala Emotional responses, memory, attention
Cerebellum Coordination, balance
Cingulate Gyri Emotion, attention, cognition, memory
Basal Ganglia Voluntary motor control, learning,cognition.
Occipital Lobes Vision and perception
Parietal Lobe Movement, orientation
Temporal Lobes Speech, memory
Frontal Lobes Planning, Long term memory, emotions, speech, problem solving
Thalamus Motor control, sensory functions

Limitazioni e future indicazioni:

O Identificare la quantita ideale di cellule da trapiantare

O La via di somministrazione

L Monitorare in tutti i pazienti post- trapiantati i cambiamenti
metabolici nel cervello attraverso la PET




Rank Status

1 Completed

2 Recruiting

3 Recruiting

4 Not yet

recruiting

5 Completed

8 Recruiting

Study

Safety of Autologous Stem Cell Treatment for Traumatic Brain Injury in Children
Condition: Traumatic Brain Injury

Intervention: Procedure: Autologous bone marrow precursor cell harvest and transplant

Stem Cell Therapy in Traumatic Brain Injury
Condition: Traumatic Brain Injury

Intervention: Biological: Autologous bone marrow mononuclear cell transplantation

Effect of Recombinant Erythropoietin on Numbers of Circulating Endothelial Progenitor Cells in People
With Persistent Symptoms During the Subacute Period After Traumatic Brain Injury
Condition: Traumatic Brain Injury

Intervention: Drug: Erythropoeitin

Effect of Recombinant Erythropoietin on Numbers of Circulating Endothelial Progenitor Cells in Subacute

Condition: Traumatic Brain Injury
Intervention: Drug: Erythropoietin

Exercise, Hypoxia and CPC in TBI Patients
Condition: Traumatic Brain Injury

Interventions: Other: cognitive activities; Other: Exercise program; Device: Muscle electro-stimulation;
Other: Intermittent hypobaric hypoxia

Pediatric Autologous Bone Marrow Mononuclear Cells for Severe Traumatic Brain Injury
Condition: Traumatic Brain Injury

Intervention: Biological: autologous bone marrow mononuclear cells



| Problemi legati ai Trials Clinici

- Eterogeneita della malattia
- La scelta di un'adeguata finestra terapeutica e fondamentale:
negli studi preclinici il trapianto viene effettuato entro un'ora

dopo trauma, questo approccio non e sempre possibile

nell’'uomo

Early phase Delayed phase

secondary energ

failure
/
BBB
Therapeutic window
Necrotic cell death Delayed apoptotic cell death

minutes hours days/we

primary energy

calcium

excitotoxicity, ’
overload



Lesioni cerebrali Non
Traumatiche



Definizione di ictus dell’Organizzazione
Mondiale della Sanita

J Esordio acuto di deficit
neurologici focali ( o
globali) che perdurano per
almeno 24 ore o portano a
morte.

(Non apparenti cause
diverse da quella vascolare




Epidemiologia dell’ictus

* Terza causa di morte nei paesi

occidentali E" responsabile del 10- 12%
dei decessi per anno

eRappresenta la principale causa di
invalidita nei Paesi occidentali

e Elevati costi diretti ed indiretti
eCirca 80% dei casi e ischemico



Epidemiologia dell’ictus

* Elevata incidenza: 1,5 casi per 1000
abitanti per anno (primo stroke)

* + 30% (recidive)



Costo annuale delle cure per l'ictus negli US

14.7 Billion (36%)

Direct Cost Indirect Cost

Source: Adapted from American Heart Association,
art and Stroke Statistical Update




Classificazione

Cryptogenic
30%

Cardiac

emboliim

12%

Haemorrhagic

Atherosclerotic
cerebrovascular
disease

. 20%

Small vessel
disease
"lacunes”

25%




Ictus ischemico

Denominato anche infarto cerebrale, e
dovuto al blocco del flusso sanguigno
per chiusura di un'arteria che porta il
sangue al cervello.




Cervello
\J

Aneurisma
Cerebrale

, Carotide *
Intracerebrale

Ictus emoraggico

Causato dalla rottura di una arteria del
cervello




Fattori di

Non modificabili

s Eta ('incidenza
dell’ictus sale in
modo esponenziale
con l'eta)

** Etnia

s Familiarita

rISC

h

10




Modificabili

Fumo
Diabete ( controllo glicemico)

Colesterolo alto

Alcool

Inattivita fisica




“Time & il cervello ”

/ Excitotoxicity

Peri-infarct

depolarisations Inflammation

i

Impact

Apoptosis

i

Minutes

Hours

v

Days
Time

Per Stroke 1.2 billion 8.3 trillion 7140 km
Per Minute 1.9 million 14 billion

12 km

3.1 wk

Saver. Stroke 2006;37:263-266.



Il TIME del cervello @ importante per salvare la
penombra

Core: la zona che subisce

una drastica riduzione di flusso
sanguigno cerebrale

Penombra: La zona attorno al core
che presenta cellule funzionalmente

compromesse ma ancora vitali.




Trattamento trombolitico tempestivo

Il trattamento con rt-PA entro 90 minuti dall’esordio della
sintomatologia ischemica consente maggiori probabilita di ridurre al
30% le disabilita derivanti dal danno ischemico

16 - 1513

AlS, acute ischaemicstroke OTT (min}



Nuova terapia : trapianto cellule
staminali

Integrate Anti-
into host Neducad Inﬂamma[nry Promote Promote
brain apoptosis anglogenesis § neurogenesis

Banerjee et al . 2012




E’' importante per la terapia cellulare
considerare .........

* Timing:. Nella fase acuta si ha un aumento della citotossicita,
dei radicali liberi e dei processi inflammatori che potrebbero
lesionare |a zona di penombra

- Vascolarizzazione : trapianto avra esito negativo in presenza
di una occlusione arteriosa grave e in assenza di circoli
collaterali.

Sito dell'impianto: Diversi studi hanno riportato il recupero
funzionale in modelli animali di ictus e nell'uomo, utilizzando
diverse vie di somministrazione (intracerebrale o per via
endovenosa).

- Dose : Il numero di cellule da trapiantare deve essere
proporzionale al peso dell’animale

Uzun et al. 2010
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Il liquido amniotico una nuova risorsa di cellule
staminali: le caratteristiche biologiche delle cellule

staminali da liquido amniotico (AFSCs).

® Accessibilita

@ Plasticita

@ Stabilta mitotica

@ Sicurezza terapeutica

: : . : + Totipotent
@ Assenza di problematiche di tipo etico ’
* Pluripotent — Embryonc
; ? f . Amniotic
* Multipotent T
» Oligopotent — Adut
*_Unipotent




Center of Excellence for Aging and Brain
Repair of University of South Florida

UNIVERSITY OF
SOUTH FLORIDA

Prof. Borlongan e il leader mondiale
della terapia cellulare per la cura di
patologie cerebrali acute come
I"ictus



http://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=Anp4X62BL2P5xM&tbnid=qcSHniwifQ5-dM:&ved=0CAUQjRw&url=http://hscweb3.hsc.usf.edu/blog/2012/11/29/five-usf-health-researchers-elected-2012-aaas-fellows/&ei=cRXAUfySDYHCPJ2zgfAO&psig=AFQjCNHs47ygNrjLsPcJDOHZmLKXB6tBuA&ust=1371629254793905

Obiettivo dello studio :

#Valutare le capacita delle AFS

in un modello roditore di Stroke
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Experimental design

Day -2: Baseline Behavioral Testing (EBST, Rotarod Test) |

4

Day -1: EBST, Rotarod Test

v

Day 0: MCAo

v

Day 2: EBST, Rotarod Test

v

Day 35: Cell Transplantation

v

Day 60: EBST, Rotarod Test

v

Day 60-63: Morris Water Maze Test

v

Day 63: Euthanasia for Immunohistochemistry

Tajiri et al; 2012



Isolamento delle AFS da ratte gravide

= AF collected from rats at day 14 of pregnancy

AFS culture

Day 15 after withdrawal

Day 5 after withdrawal




INDUZIONE DELLO STROKE (MCAo)

27 ratti : 14 sottoposti a
stroke e 13 a sham surgery

Trapianto intravenoso delle cellule AFS e vehicle dopo
35 giorni post-MCAo

1 millione di AFSs (n=8) e infusione
di vehicle (n=6).
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Test cognitivi comportamenali

Morris Water Maze

!

| RF M =0
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Risultati

AFS trapiante migliorano i deficits motori
causati dal MCAo.
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Riduzione del volume infartuato in

ratti post trapianto

Intact striatum
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Aumento della proliferazione e differenziamento
neuronale nel SVZ e nel Giro Dentato
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Possibile meccasismo di azione delle AFS
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Endothelial progenitor cells and revascularization
following stroke

Feifei Ma, Anna Morancho, Joan Montaner, Anna Rosell*

Meurovascular Research Laboratory and Neurology Department, Vall d Hebron Research Enstitute, Universitot Awutomnom
de Barceloma, Passeig Vall d Hebron 119-1.29, 08035 Barcelona, Spain

Ischemic Injury
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Endothelium

Pericytes

Neural progenitor

Prossimo step: trapianto modelli animali di stroke il

secretoma delle EPS

Ma et al.2015




Mesenchymal stem cells: therapeutic
outlook for stroke

Osamu Honmou'%*, Rie Onodera’, Masanori Sasaki’*,
Stephen G. Waxman®* and Jeffery D. Kocsis™

" Department of Newrnl Begenerative Medicine, Aesearch Institute for Fronticr BMedicine, Sapporo Medical Uiniversity, Sowath-1st,
Winst-16th, Chaso-kou, Sappons, Holdaido 060-543, Japan
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Riduzione del volume dell’area infartuata
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Active, not Intravenous Stem Cells After Ischemic Stroke
recruiting Conditions: Ischemia; Stroke

Intervention: Genetic: Autologous mesenchymal stem cells

Completed Efficacy Study of CD34 S5tem Cell in Chronic Stroke Patients
Conditions: Stroke, Middle Cerebral Artery Infarction

Interventions: Procedure: Intercerebral implantation of Autulogous Stem Cells;
Drug: convention therapy

Unknown T Study of Purified Umbilical Cord Blood CD34+ Stem Cell on Chronic Ischemic Stroke
Conditions: Ischemic Stroke; Ischaemic Cerebral Infarction; Infarction, Middle Cerebral Artery;
Ischemia; Brain Ischemia

Intervention: Procedure: Intercerebral implantation of allogenic CD34+ stem cell

Recruiting Autologous Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell Transplantation for Chronic Stroke
Condition: Stroke

Intervention: Genetic: intracerebral stem cell transplantation

UnknownT  Autologous Hematopoietic Stem Cell Transplantation in Ischemic Stroke
Condition: Stroke

Interventions: Procedure: autologous hematopoiesis stem cell transplantation; Drug: Aspirin;
Drug: Warfarin; Drug: Atorvastatin; Drug: Edaravone

Completed Autologous Bone Marrow Stem Cells in Middle Cerebral Artery Acute Stroke Treatment.
Conditions: Stroke, Acute; Infarction, Middle Cerebral Artery

Intervention: Procedure: Infusion on autologous CD34+ stem cells into middle cerebral artery

Recruiting Autologous Stem Cell Therapy in Stroke
Conditions: Chronic Stroke, Subacute Stroke
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Pilot Investigation of Stem Cells in Stroke Phase Il Efficacy
Conditions: Ischaemic Stroke; Cerebral Infarction; Hemiparesis, Arm Paralysis

Intervention: Biological: CTX DP

Autologous Bone Marrow Stromal Cell and Endothelial Progenitor Cell Transplantation in Ischemic Stroke
Conditions: Stroke; Infarction, Middle Cerebral Artery

Interventions: Genetic: Autologous BMSCs transplantation;  Genetic: Autologous EPCs transplantati
Genetic: IV infusion of placebo

Intravenous Autologous Bone Marrow-derived Stem Cells Therapy for Patients With Acute Ischemic Stro
Condition: Acute Stroke

Intervention: Biological: Autologous bone marrow stem cell

Safety of Escalating Doses of Intravenous Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cells in Patients Wi
New Ischemic Stroke

Condition: Ischemic Stroke

Interventions: Biological: bone marrow-derived mesenchymal stem cells; Drug: Placebo

Haploidentical Stem Cell Transplant for Patients With Sickle Cell Disease and Prior Stroke or Abnormal
Transcranial Ultrasound
Condition: Sickle Cell Disease

Interventions: Procedure: Hematopoietic Stem Cell Transplantation; Device: CliniMACS;
Drug: See intervention description



