Neuroinflammazione ed ictus

La moadulazione della microglia come nuova potenziale terapia del danno ictale
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Combined TMS
with EEG
to develop
biomarkers of
stroke recovery
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Salvageable Brain

L ischemia evoca una robusta risposta
inflammatoria che inizia entro poche ore
dall'insorgenza dell'ictus e caratterizza Ia
risposta secondaria o differita dell'ischemia.

Vengono attivate le cellule della microglia e
gli astrociti con afflusso di cellule reclutate
dalle citochine, dalle molecole di adesione,
dalle chemochine e attraverso la parete dei
vasi sanguigni.

Le cellule cerebrali stimolate ed i vasi
sanguigni poi comunicano tra loro attraverso
una complessa rete di paracrino e
segnalazione autocrina e paracrina.

Vries & Schwaninger et al.,2016
Sominsky et al., 2015
Boche D. e Nicoll JAR et al., 2013
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Figure 3. Remodeling the Neurovascular Unit

This schematic depicts a cerebral blood vessel and surrounding brain parenchyma that comprise the neurovascular unit. The neurovascular unit encompasses
cell-cell and cell-matrix interactions between component vascular, glial, and neuronal cells. Homeostatic signaling in the neurovascular unit sustains normal brain
function. Dysfunctional neurovascular signaling mediates injury after stroke. During the recovery phase after stroke, neurovascular signaling may also be critically
important with repair mechanisms that may involve angiogenesis, vasculogenesis, and endothelial precursor mechanisms. As the blood-brain barrier heals,
inflammation may convert from a deleterious to beneficial role. Reactive glia (astrocytes, microglia, pericytes) may secrete trophic factors. Synaptic and dendritic
plasticity as well as axonal remyelination may provide parenchymal substrates for functional recovery. Emerging data now suggest that these phenomenon do not
occurin isolation. All components of the neurovascular unit are likely to remodel coordinately (Arai et al., 2009; Murphy and Corbett, 2009; Zhang and Chopp, 2009).
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Le cellule della microglia sono i macrofagi “residenti” e costituiscono la prima
linea di difesa contro i danni nel sistema nervoso centrale.

Nel cervello umano normale, il numero delle cellule della microglia rappresenta
una quota variabile tra circa lo 0,5% ed il 15% di tutte le cellule cerebrali. Nel
cervello umano la microglia si trova piu nella materia bianca che nella materia

grigia.



_ » Garantisce il trofismo del neurone

- *» Regola la “sensitivita” del neurone

Microglia « Determina la difesa immunitaria attiva nel SNC

-« Controlla la plasticita neuronale

. Partecipa al controllo della BBB



Diversi fenofipr di attivazione della Microglia

“Le cellule microgliali sono tradizionalmente considerate gl
induttori del danno a carico delle strutture nervose centrali
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Ineria Morales et al. Front Cell Neurosci. 2014 Apr 22;8
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ONCE THOUGHT TO BE PASSIVE
SENTINELS, MICROGLIA NOW
SEEM TO BE CRUCIAL FOR
PRUNING BACK NEURONS
DURING DEVELOPMENT.

La microglia e estremamente dinamica, molto piu di qualsiasi altra cellula nel
cervello adulto” Secondo Nimmerjahn, i movimenti delle cellule potrebbero sondare

I'intero cervello ogni paio d’ore
Video: La Microglia ( in verde) sorveglia costantemente il cervello estendendo

e accorciando le sue molte propaggini _ _ _
Nimmerjahn, A., Kirchhoff, F. & Helmchen,



THE

CONSTANT ;
GARDENERS

ONCE THOUGHT TO BE PASSIVE
SENTINELS, MICROGLIA NOW
SEEM TO BE CRUCIAL FOR
PRUNING BACK NEURONS
DURING DEVELOPMENT.

Dopo un insulto (evento in giallo) la microglia (in verde) parte in azione, variando
il suo stato di riposo a forma di ragno in formazioni simili a gocce d’acqua
disperse su una superficie liscia che inglobano ed eliminano il tessuto danneggiato



normal CNS physiology pathophysiology (e.g. ischaemia)
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injury-induced release of:
— pro-inflammatory cytokines

— excess glutamate
— reactive oxygen species

Dopo un danno cerebrale ischemico, le cellule della microglia migrano
rapidamente verso il sito della lesione e contribuiscono al meccansimo
inflammatorio favorendo una eccessiva produzione di citochine
inflammatorie e sostanze citotossiche.



AT, The immunology of stroke: from mechanisms to translation
medlcn‘le

Costantino ladecola and Josef Anrather

Division of Neurobiology, Department of Neurology and Neuroscience, Weill Cornell Medical
College, New York, NY 10065
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Il ruolo della Microglia attivata e proliferante € quello di promuovere e
sostenere lo stato neuroinflammatorio mediante rilascio di citochine, intermedi
reattivi dell’ossigeno, proteasi, fattori del complemento e chemochine

Costantino ladecola & Josef Anrather, The immunology of stroke: from mechanisms to translation Nature Medicine (2011) ; 17:796-808



Perivascular microglia promote blood vessel disintegration
in the ischemic penumbra

Valérie Jolivel - Frank Bicker - Fabien Binamé - Robert Ploen - Stefanie Keller - René Gollan - Betty Jurek -
Jérome Birkenstock - Laura Poisa-Beiro + Julia Bruttger * Verena Opitz - Serge C. Thal - Ari Waisman -
Tobias Béuerle - Michael K. Schiifer - Frauke Zipp - Mirko H. H. Schmidt
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——— del vaso entro le
prime 24 ore
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Una mancata modulazione della microglia entro le 24 ore, determina degenerazione del vaso entro
le prime 72 ore dall’evento ictale (\Valerie Jolivel ., Acta Neuropathol 2015)



Spatio-temporal profile of microglia and myeloid immune cells and their polarization state in transient brain ischemia
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Benakis C. The role of microglia and myeloid immune cells in acute cerebral ischemia. Front Cell Neurosci 2015 Jan 14;8:461.



Il processo di attivazione microgliale € un fenomeno complesso, caratterizzato
dall'acquisizione di diversi fenotipi funzionali, schematicamente rappresentati dai
fenotipi M1 e M2, associati rispettivamente a funzioni neuro-tossiche e neuro-

protettive.
Pro-inflammatory
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*, Inhibition
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L'attivazione microgliale
di tipo M1, induce uno
stato di 'tolleranza
inflammatoria’,
caratterizzata dalla
riprogrammazione di
queste cellule verso |l
fenotipo
anti-inflammatorio M2
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The biphasic function of microglia in ischemic stroke
a,b,**

ot Yuanyuan Ma®", Jixian Wang®", Yongting Wang ", Guo-Yuan Yang-

* Department of Neurology, Ruijin Hospital, Shanghai Jiao Tong University, School of Medicine, Shanghai 200025, China
b Neuroscience and Neuroengineering Research Center, Med-X Research Institute and School of Biomedical Engineering, Shanghai Jiao Tong University,
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La polarizzazione differenziale della microglia potrebbe spiegare |’effetto
duplice della stessa dopo una lesione cerebrale (Hu et al., 2014 e Kim et al.,
2014).

Chiarire i meccanismi dettagliati della attivazione e della polarizzazione
microgliale contribuira a controllare il passaggio da un fenotipo dannoso ad
un fenotipo protettivo.

Indagare su come microglia possa comunicare con i neuroni, astrociti,
oligodendrociti sara importante per chiarire il ruolo della microglia durante U
ischemia cerebrale.
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Microglia polarization after ischemic
stroke. The figure illustrates the role
of M1 or M2 microglia in ischemic brain
injury.

- Ischemia causes neural death and
tissue damage. Injured tissue release a
variety of damage associated molecular
pattern molecules, pro-inflammatory
cytokines, and reactive oxygen species
(ROS), causing microglia to polarize
toward M1 or M2 phenotype.

- M1 microglia could exacerbate neural
death, astrocyte apoptosis, and BBB
disruption via releasing IL-6, TNF-a, IL-
18, MMPs, and iNOS.

- Conversely, M2 microglia exert a
protective role after ischemia through
releasing neurotrophic factors including
BDGF, IGF-1, IL-4, and IL-10.

- M2 microglia could maintain BBB
integrity, promote the proliferation and
differentiation of neural stem cells
(NSCs) and oligodendrocyte progenitor
cells (OPCs), and facilitate myelin
regeneration and tissue repair.



Microglia/Macrophage Polarization Dynamics Reveal Novel
Mechanism of Injury Expansion After Focal
Cerebral Ischemia

Xiaoming Hu, MD, PhD; Peiying Li, MD, PhD; Yanling Guo, MS; Haiying Wang, PhD;
Rehana K. Leak, PhD; Songela Chen; Yanqin Gao, MD; Jun Chen, MD
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Administration of primary microglia preconditioned by OGD at 7 days prompted functional
recovery at 28 days by marked secretion of remodelling factors (vascular endothelial growth
factor, matrix metalloproteinase-9).

Intravascular administration of M2 microglia preconditioned by optimal OGD may be a novel
therapeutic strategy against ischemic stroke.




The Journal of Neuroscience, August 12,2015 - 35(32):11281-11291 - 11281

Neurobiology of Disease

Time after stroke

Neuronal Interleukin-4 as a Modulator of Microglial A
Pathways and Ischemic Brain Damage

CON 1h 3h 1d 2d 3d 5d 7d 14d

Xiurong Zhao, Huan Wang, Guanghua Sun, Jie Zhang, Nancy J. Edwards, and ““Jaroslaw Aronowski
Stroke Program, Department of Neurology, University of Texas Health Science Center, Medical School, Houston, Texas 77030
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Significance Statement

Depending on the activation signal, microglia/macrophages (M®) can behave as “healing” (M2) or “harmful” (M1). In response
to ischemia, damaged/necrotic brain cells discharge factors that polarize M® to a M1-like phenotype. This polarization emerges
early after stroke and persists for days to weeks, driving secondary brain injury via proinflammatory mediators and oxidative
damage. Our study demonstrates that, to offset this M1-like polarization process, sublethally ischemic neurons may instead
secrete a potent M2 polarizing cytokine, interleukin-4 (IL-4). In the presence of IL-4 (including when IL-4 is administered exog-
enously), M® become more effective in the cleanup of ischemic debris and produce trophic factors that may promote brain repair.
We propose that IL-4 could represent a potential target for ischemic stroke treatment/recovery.
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ORIGINAL ARTICLE
Multimodal imaging reveals temporal and spatial microglia
and matrix metalloproteinase activity after experimental stroke
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_Stroke "% Imaging of Microglia Activation in Stroke

Alexander Thiel, MD. PhD; Wolf-Dieter Heiss, MD. PhD
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Figure 3. Time course of microglia activations. Differential time course of microglia activation in the infarct
(yellow arrows) and along fiber tracts (red arrows). Six months after stroke, microglia activity in the infarct
decreases but persists along the pyramidal tract.



The Temporal Dynamics of Poststroke
Neuroinflammation: A Longitudinal Diffusion
Tensor Imaging—Guided PET Study with
HC-PK11195 in Acute Subcortical Stroke

Alexander Thiel'=?, Basia A. Radlinska®?, Caroline Paquette>>, Michael Sidel'-2, Jean-Paul Soucy'*,
Ralf Schirrmacher'-*#, and Jeffrey Minuk'2

Department of Neurology and Neurosurgery, McGill University, Montreal, Quebec, Canada; *Jewish General Hospital, Montreal,
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Un importante ruolo di modulazione della neuroinfammazione della
microglia e svolto dal sistema endocannabinoide.

Studi animali ed umani hanno mostrato elevati livelli di anadamide
(AEA), oleoyl-ethanolamide (OEA) e palmitoiletanolamide (PEA) nelle fasi
iniziali di ischemia.
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REVIEW ARTICLE
Cannabinoids in experimental stroke: a systematic review and

meta-analysis

Timothy J England, William H Hind, Nadiah A Rasid and Saoirse E O’Sullivan

Cannabinoids (CBs) show promise as neuroprotectants with some agents already licensed in humans for other conditions. We
systematically reviewed CBs in preclinical stroke to guide further experimental protocols. We selected controlled studies assessing
acute administration of CBs for experimental stroke, identified through systematic searches. Data were extracted on lesion volume,
outcome and quality, and analyzed using random effect models. Results are expressed as standardized mean difference (SMD) with
95% confidence intervals (Cls). In all, 144 experiments (34 publications) assessed CBs on infarct volume in 1,473 animals.
Cannabinoids reduced infarct volume in transient (SMD —1.41 (95% CI —1.71), — 1.11) P < 0.00001) and permanent (—1.67 (-2.08,
—1.27), P < 0.00001) ischemia and in all subclasses: endocannabinoids (—1.72 (-2.62, —0.82), P=0.0002), CB;/CB, ligands

(-1.75 (-2.19, — 1.31), P < 0.00001), CB, ligands (—1.65 (-2.09, — 1.22), P < 0.00001), cannabidiol (—1.20 (-1.63, —0.77), P < 0.00001),
Ag-tetrahydrocannabinol (=1.43 (-2.01, —0.86), P < 0.00001), and HU-211 (—2.90 (—4.24, — 1.56), P < 0.0001). Early and late
neuroscores significantly improved with CB use (—1.27 (—1.58, —0.95), P < 0.00001; — 1.63 (-2.64, — 0.62), P < 0.002 respectively) and
there was no effect on survival. Statistical heterogeneity and publication bias was present, median study quality was 4 (range 1 to
6/8). Overall, CBs significantly reduced infarct volume and improve functional outcome in experimental stroke. Further studies
in aged, female and larger animals, with other co-morbidities are required.

Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism (2015) 35, 348-358; doi:10.1038/jcbfm.2014.218; published online 10 December 2014

Keywords: cannabinoid; meta-analysis; neuroprotection; preclinical; stroke



Expression of the Endocannabinoid Receptor 1 in Human
Stroke: An Autoptic Study

Paola Caruso, Mp, Marcello Naccarato, MD, PhD, Valentina Faoro,
Danae Pracella, Marta Borando, mD, Isabella Dotti, Nadia Koscica, MD,
Giorgio Stanta, Mp, Gilberto Pizzolato, Mp, and Paolo Manganotti, MD
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Release of Fatty Acid Amides in a Patient With
Hemispheric Stroke
A Microdialysis Study

Wolf-R. Schibitz, MD; Andrea Giuffrida, PhD; Christian Berger, MD; Alfred Aschoff, MD;
Markus Schwaninger, MD; Stefan Schwab, MD; Daniele Piomelli, PhD

AEA

GLu =™ ANANDAMIDE

pmol/ ml

PEA

Microdialysis studies of the penumbra of
a 75-year-old patient with left-sided
hemispheric infarction. Release of gluta-
mate (GLU), glycerol (GLY), lactate (LAC),
and the FAEs (anandamide [AEA], PEA,
and OEA) during the first day after ische-
mia is shown. Note the significant
co-release for lactate and anandamide
(P<<0.01) as well as lactate and PEA
(P<<0.05) (y axis: units of microdialysis
measurements; x axis: probe interval 2 to
3 hours).
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La PEA e un endocannabinoide che viene sintetizzato on demand in
seguito a stimoli in grado di evocare una intensa risposta immunitaria.

Palmitoiletanolamide

Idrolisi e riutilizzo

Fosfolipide
fosfatidiletanolamina

La microglia produce ed idrolizza la palmitoylethanolamide

Muccioli GG, Stella N. Neuropharmacology. 2008 Jan;54(1):16-22.
Levi-Montalcini R, Skaper SD, Dal Toso R, Petrelli L, Leon A Trends Neurosci. 1996 Nov;19(11):514-20.



La PEA, opportunamente formulata nelle forme ultra micronizzata (PEA-um) insieme
a molecole con proprieta antiossidanti quali la luteolina e in grado di ridurre la
neuroinfiammazione. Agisce, infatti, sulla microglia, riducendone [’attivazione e
limitando il rilascio di mediatori pro- infiammatori nei tessuti cerebrali coinvolti.

PEA

sul controllo degli
stipiti cellulari non-
neuronali
responsabili della
Neuroinfiammazione
post-ictus

Ultra-microcomposito
PEA-LUT®
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metabolism

N LUTEOLINA

sul controllo dello
stress ossidativo
parenchimale
associato a processi di
Neuroinflammazione

Glialia®



TRANSLATIONAL

STROKE . . . . .
RESEARCH Co-ultramicronized Palmitovlethanolamide/Luteolin

in the Treatment of Cerebral Ischemia: from Rodent to Man
Carlo Caltagirone' - Carlo Cisari® - Carlo Schievano™ - Rosanna Di Paola” -

Marika Cordaro” - Ciinseppe Bruschetts ™ « Emanuela Eipusiiluj « Subvawre Curzocrea” «
Struke Study Group

La valutazione degli effetti positivi del principio attivo del Glialia® (PEA-LUT®) & stata
recentemente effettuato con metodica traslazionale: dati sul modello animale, confermati dal
dato clinico (Caltagirone, Cuzzocrea et al., 2016)

Lo studio € stato sviluppato in due fasi:
FASE 1 - PRECLINICA ¢« — »> FASE 2 - CLINICA

L4




1- FASE PRECLINICA
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1- FASE PRECLINICA

S 81 m veecs 3. la den_s_lta dei mas_tocm e dei
— | mastociti degranulanti che, come
° 3 [[] co-utraPEALU . . .

= al noto, invadono il parenchima
@ cerebrale in conseguenza del
% 3 1 danno (alterazione della barriera
° 2- emato-encefalica).
S 14 ND . L .
e~ La densita dei mastociti si riduce nei

0 S MO trattati con PEA-Lut.

E 20000 = &

§ 4. |'attivazione astrocitaria tissutale
£ T che, con il PEA-Lut, si riduce
S 10000- rispetto agli animali danneggiati
E ma non trattati

2 50009

S O

E 5“"’“"| MCAO | MCAO+coultraPEALut |
GFAP
50kDa

o B-actin




2- FASE CLINICA

Nella fase clinica una coorte di 250 pazienti con ictus, sottoposta a neuroriabilitazione,
viene trattata con una preparazione di Glialia® (co-ultraPEALut) microgranuli per via
sublinguale due volte al di per 60 giorni

Barthel Index Canadian Neurological Scale
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Nei pazienti con Ictus trattati con Glialia® si sono osservate:

A. una significativa riduzione del dolore B. un significativo miglioramento del deficit
. (p<0,0001) neurologico globale dopo un trattamento di

30 giorni (p<0,0001).



2- FASE CLINICA

mean score = S.E.

mean score + S.E.

Mini Mental State Examination
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una significativa diminuzione della
spasticita nel tempo (T30) (p<0,005).

Numeric Rating Scale
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C. un significativo miglioramento delle
capacita cognitive (p<0,001). 28 pazienti
incapaci di eseguire il test al basale sono
stati in grado di eseguirlo dopo 30 giorni

di somministrazione con Glialia®.

Ashworth Scale (Total)
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E. una significativa riduzione del dolore
(p<0,0001).



EVIDENZE CLINICHE IN FASE POST-ACUTA
(attualmente in corso)

Studio esplorativo, randomizzato e controllato in aperto, sull’efficacia di Glialia®

in pazienti con stroke in riabilitazione post-acuta

Prof Carlo Caltagirone - IRCCS Fondazione Santa Lucia Roma

Disegno sperimentale:

| pazienti vengono
randomizzati ad assumere
Glialia fin dal momento
dell’inclusione ed inizio del
trattamento riabilitativo
(GRUPPO A) oppure a
distanza di un mese
dall’inizio dello stesso
(GRUPPO B).

Verranno stratificati sulla
base del tipo di stroke
(ischemico versus
emorragico) e la presenza di
almeno un precedente
evento cerebrovascolare
riferito in anamnesi.

Trattamento:

Glialia verra assunto
quotidianamente:
GRUPPO A:

2 bustine di
microgranuli/die*2 mesi
(mattino e sera)

GRUPPO B:

2 bustine di
microgranuli/die per 1
mese (mattino e sera)

Terapia di mantenimento
per entrambi i gruppi:

2 cps/die per ulteriori 3
mesi

Outcome principali:

» Disabilita
funzionale

* Qualita della vita

* |nterruzione non
programmata
dell’intervento
riabilitativo

Outcome secondari:

e Livello di
depressione del
tono dellumore

e Test del cammino

» Capacita cognitiva
globale

« Capacita mnesiche




EVIDENZE CLINICHE IN FASE ACUTA

(attualmente in corso)

STUDIO PILOTA PER LA VALUTAZIONE DEGLI
EFFETTI DELLA PALMITOILETANOLAMIDE E
LUTEOLINA, ALIMENTO A FINI MEDICI SPECIALI NEL
RECUPERO FUNZIONALE DELL’ICTUS ISCHEMICO
ACUTO

Descrizione dello studio:
Studio pilota monocentrico, prospettico, in doppio cieco randomizzato versus placebo su 60
pazienti, affetti da primo stroke ischemico nel territorio dell’arteria cerebrale media

Trattamento: palmitoiletanolamide + Iuteolina (GLIALIA® 700mg + 70mg), 2 flaconcini
sospensione di ultra-microcomposito PEALUT®/die, per 10 giorni oppure al placebo

Obiettivo primario: valutare se il trattamento attivo con GLIALIA® sospensione possa avere un
effetto positivo sul recupero funzionale dopo stroke ischemico, espresso come una minore
disabilita clinica a 10 giorni e ad 1 mese dall’inizio del trattamento.

Obiettivo secondario: valutare la riduzione del volume dell’area ischemica, o dell’estensione della
penombra ischemica con esami ematochimici ed ematologici e dosaggio ematico di biomarker
inflammatori.



Glial cells I News review

Don’t underestimate glial cells

Mark Greener

La microglia gioca un ruolo importante nel modulare i meccanismi di
Neuroinfiammazione nelle fasi iniziali dell’ictus (prime 24 ore) dove e
Implicata nella reazione infiammatoria potenzialmente lesiva.

La micrglia e polarizzata (M2) nelle fasi piu tardive (giorni/settimane)
contribuendo a meccanismi trofici di riorganizzazione cerebrale.

Sostanze come gli endocannabinoidi possono potenzialmente essere
usate come nuovi target terapeutici in grado di modulare questi
fenomeni di neuroinfiammazione.



