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Titolo del progetto: Biomarcatori sierici e liquorali di prognosi a lungo termine in pazienti adulti con Stato Epilettico

Sinossi

Lo Stato Epilettico (SE) & una frequente emergenza neurologica caratterizzata da un’elevata mortalita e morbidita. Come
evidenziato nella definizione di Stato Epilettico (1), Iattivita epilettica sostenuta o le crisi epilettiche ripetute sono in grado di
innescare modificazioni biomolecolari e cellulari che possono portare a danno o morte neuronale, gliosi e rimodellamento
dendritico ed assonale che sono in ultimo alla base dello sviluppo di conseguenze cognitivo-comportamentali irreversibili e
dell’epilettogenesi.

Gli scores attualmente in uso nella pratica clinica (EMSE, STESS, END-IT) permettono di definire la sopravvivenza a breve termine
dopo un episodio di SE ma non sono in grado di definire il rischio di sviluppo ed il grado di danno cerebrale permanente (2,3) ed il
rischio di sviluppare epilessia o declino cognitivo-comportamentale dopo un primo episodio di SE (4-10).

Negli ultimi anni la letteratura si € arricchita di studi riguardanti biomarcatori sierici e liquorali di neuroinfiammazione e di danno
glioneuronale nei pazienti con epilessia e con Stato Epilettico (8,11-13) ma nonostante la crescente attenzione scientifica ad oggi
nessun biomarcatore sierico o liquorale € stato validato per uso clinico nel determinare la prognosi nei pazienti con Stato Epilettico.
Il presente studio si pone 'obiettivo principale di valutare il profilo sierico e liquorale e le variazioni longitudinali di alcuni specifici
biomarcatori di neuroinfiammazione e di danno neuronale nei pazienti con un primo episodio di SE, valutandone nello specifico il
potere predittivo nei confronti dello sviluppo di sequele neuro-cognitive e di sviluppo di epilessia.

Lo studio arruolera in modo prospettico nell’arco di 12 mesi, i pazienti adulti non epilettici con diagnosi elettro-clinica certa di un
primo episodio di SE osservati presso I’'Ospedale Civile di Baggiovara (OCB), Modena. Ci poniamo quindi I'obiettivo di arruolare 60
pazienti non epilettici con un primo episodio di SE.

Ogni paziente arruolato verra sottoposto ad un prelievo di siero entro 24 ore dalla diagnosi di Stato Epilettico e quando indicato per
pratica clinica, anche ad un prelievo liquorale. Verranno misurati i seguenti biomarcatori: Metalloproteinasi della matrice 9 (MMP9)
e Superossidodismutasi (SOD) quali marcatori di infammazione ed Ubiquitina Carbossi-terminale Idrolasi L1 (UCH-L1) quale
marcatore di danno neuronale.

Sugli stessi prelievi saranno misurati anche biomarcatori gia in studio nei pazienti con SE presso il nostro centro: total TAU (tTAU)
[TAU fosforilata (pTAU), B-amiloide (AB), enolasi neurono-specifica (NSE), neurofilamenti leggeri (NfL), proteina S100-B (S100B) e
pannello citochinico. | prelievi sierici per il dosaggio degli stessi biomarcatori verranno ripetuti anche a 6 mesi.

Verranno raccolti inoltre i dati clinici, elettroencefalografici e terapeutici di ogni paziente arruolato. Inoltre, verra acquisita una
RMN encefalo entro le prime 48 ore dalla diagnosi di Stato Epilettico e tutti i pazienti arruolati effettueranno un monitoraggio EEG
a lungo termine nelle prime 24-48 ore dalla diagnosi di SE come previsto dal protocollo diagnostico-terapeutico locale.

Per tutti i pazienti arruolati & previsto un follow-up a 6 mesi comprensivo di: valutazione clinica, acquisizione di RMN encefalo e
dosaggio dei biomarcatori.

Per i pazienti arruolati entro il 10° mese sara effettuato, entro il termine dello studio, un follow-up a 12 mesi che comprendera:
valutazione clinica e acquisizione di RMN encefalo.

Ogni paziente arruolato sara inoltre sottoposto ad una valutazione neuropsicologica tra il 6° e il 12° mese.
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Razionale

Lo Stato Epilettico (SE) & una frequente emergenza neurologica caratterizzata da un’elevata mortalita e morbidita. Come
evidenziato nella definizione di Stato Epilettico (1), I'attivita epilettica sostenuta o le crisi epilettiche ripetute sono in grado di
innescare modificazioni biomolecolari e cellulari che possono portare a danno o morte neuronale, gliosi e rimodellamento
dendritico e assonale che determinano la comparsa di conseguenze cognitivo-comportamentali irreversibili e dell’epilettogenesi.
Tuttavia, gli scores clinici esistenti (4,6,7) non permettono di definire con precisione il rischio individuale di sviluppare conseguenze
irreversibili dopo un episodio di SE.

Negli ultimi anni la letteratura si € arricchita di studi sia su modello animale sia sull’'uomo riguardanti potenziali biomarcatori sierici
e liquorali di neuroinfiammazione e danno glioneuronale (8,10,13). Nonostante la crescente attenzione scientifica, ad oggi nessun
biomarcatore & validato per poter essere utilizzato nella pratica clinica a scopo diagnostico o prognostico.

La definizione di biomarcatori sierici e liquorali di neuroinfiammazione e di danno glioneuronale durante un primo episodio di SE ha
importanti implicazioni diagnostico-terapeutiche oltre che gestionali.

Dal punto di vista terapeutico, la definizione delle modificazioni acute di biomarcatori infiammatori permette di individuare i
pazienti che potrebbero beneficiare, gia a partire dalla fase acuta, di trattamenti neuroprotettivi, potenzialmente “disease-
modifying” da affiancare al consolidato trattamento con farmaci anti-crisi.

Dal punto di vista gestionale, la valutazione del potere predittivo dei biomarcatori di neuroinfiammazione e di danno glioneuronale
nei confronti di sequele funzionali (cognitivo-comportamentali e lo sviluppo di epilessia) nei pazienti che sopravvivono ad un primo
episodio di SE permette di definire e predire con maggiore precisione il carico gestionale del paziente per i caregivers e per il
sistema sanitario permettendo cosi di mettere in atto le strategie assistenziali pit idonee alla gestione e alla cura del singolo
paziente.

Tra i biomarcatori maggiormente studiati nell’epilessia si ritrovano i Neurofilamenti e la S100B.

| Neurofilamenti sono una classe di filamenti intermedi la cui principale funzione & quella di mantenere la struttura citoscheletrica e
le interconnessioni con gli altri filamenti permettendo cosi la crescita e la stabilita della struttura degli assoni dei neuroni dove sono
espressi in maniera esclusiva e qui svolgono anche un importante ruolo nei processi di plasticita sinaptica (14,15). Nei processi
patologici che provocano un danno neuronale acuto o cronico ripetuto, i Neurofilamenti vengono quindi rilasciati nello spazio
extracellulare ed i loro livelli possono essere misurati nel liquor e anche nel siero rappresentando percio un biomarcatore di
degenerazione neuronale in differenti patologie neurologiche. Tra i Neurofilamenti, i Neurofilamenti Leggeri (NfL) sono una
sottocategoria caratterizzata da un minor grado di fosforilazione e quindi da un peso molecolare inferiore. Sono pertanto
maggiormente diffusibili e pil adatti a poter essere misurati nel siero. Diversi studi sia su animale (16,17) sia nell’'uomo (12,18,19)
hanno dimostrato un transitorio incremento dei livelli sierici e liquorali di NfL sia dopo singole crisi sia nei pazienti con SE. In
particolare, un recente lavoro del nostro gruppo ha documentato come nei pazienti con SE i livelli sierici di NfL sono maggiori
rispetto a quelli osservati dopo singole crisi e rispetto ai controlli sani. Inoltre i NfL presentano un significativo incremento
soprattutto negli SE di piu lunga durata, negli SE refrattari alla terapia, e nei pazienti che vanno incontro a peggioramento clinico o
al decesso entro 30 giorni dallo SE (12).

La S100B e una proteina legante il calcio principalmente espressa negli astrociti e che partecipa a diversi processi di proliferazione e
differenziazione cellulare. Durante i processi di danno neurale viene rilasciata nel liquor e nel siero per cui e riconosciuta in molte
malattie neurologiche come un sensibile marker di danno astrocitario. Inoltre, I'incremento dei livelli extra-cellulari di S100B e
riconosciuto come un fattore che prende parte attiva nei processi infiammatori e neurodegenerativi (20,21). Diversi studi hanno
dimostrato un innalzamento dei livello sierici di S100B nei pazienti con epilessia rispetto ai controlli sani e una correlazione con il
grado di severita dell’epilessia (10,21-24). Inoltre, i livelli sierici di S100B sono risultati significativamente aumentati nei pazienti
con SE rispetto ai controlli ed ai pazienti con epilessia (25) e nei pazienti con SE e stata dimostrata una stretta correlazione positiva
tra i livelli sierici di S100B e il grado di danno parenchimale rilevato in acuto dalla RMN (26).

Neurofilamenti leggeri e S100B sono biomarcatori di danno neurogliale gia in studio presso il nostro centro nei pazienti con
epilessia e SE. A fianco a questi, lo studio prendera in considerazione ed esplorera i seguenti biomarcatori:

-Metalloproteinasi della matrice 9 (MMP9): & considerato un marcatore di neuroinfiammazione ed epilettogenesi. E’ un
componente di una larga famiglia di enzimi proteolitici che prendono parte ai meccanismi di degradazione/rimodellamento della
matrice extracellulare. Svolge un ruolo chiave nel favorire i processi di neuroinfiammazione attraverso I'induzione di cambiamenti
di permeabilita della barriera emato-encefalica e migrazione leucocitaria che si osservano in corso di crisi epilettiche sostenute.
Favorisce inoltre i processi di rimodellamento patologico dei network neuronali, di rimodellamento strutturale a livello selle sinapsi
e di morte cellulare che contribuiscono all’epilettogenesi (27-30).

- Superossidodismutasi (SOD): &€ un enzima che prende parte ai meccanismi antiossidanti. Nelle crisi epilettiche ripetute e nello
Stato Epilettico si & osservato un incremento dei processi neuroinfiammatori e della produzione di specie reattive dell’ossigeno e
dell’azoto. Nei pazienti con SE i livelli plasmatici di SOD appaiono ridotti rispetto a quelli osservati nei controlli sani (31,32).

- Ubiquitina Carbossi-terminale Idrolasi L1 (UCH-L1): & considerato un marcatore di danno neuronale. E’ un enzima citoplasmatico
altamente specifico nei neuroni ed i cui livelli liquorali e sierici incrementano rapidamente in corso di processi che portano a
distruzione neuronale ed incremento di permeabilita della barriera emato-encefalica. Entro 48 ore da crisi singole, sono stati
riportati livelli liquorali di UCH-L1 significativamente pil elevati rispetto ai controlli; inoltre nei pazienti con crisi ripetute i livelli
sierici di UCH-L1 sono apparsi significativamente piu elevati rispetto ai pazienti con crisi singole (33).

Obiettivi
Lo studio valutera in particolare il profilo in acuto e la variazione nel tempo dei summenzionati biomarcatori sierici e liquorali di
neuroinfiammazione e di danno neuronale nei pazienti adulti con diagnosi definita di un primo episodio di SE. Gli obiettivi principali
dello studio sono:
e Valutazione del profilo e delle modificazioni longitudinali dei biomarcatori in studio e loro correlazione con i dati clinici e
paraclinici: epidemiologici (eta, genere, comorbidita), clinici (eziologia, manifestazione clinica, durata), terapeutici
(risposta al trattamento, uso di terapie di terza linea, uso di terapie immunomodulanti/immunosoppressive) e
strumentali (caratteristiche EEG e di alterazioni acute peri-ictali allo studio di neuroimaging in acuto).
e Correlazione del profilo e delle modificazioni longitudinali dei biomarcatori in studio con le sequele neurologiche a breve




e lungo termine: il rischio di decesso, lo sviluppo di danni parenchimali cerebrali (atrofia e gliosi), lo sviluppo di epilessia,
il rischio di ricorrenza di SE, il declino cognitivo-comportamentale.

e Correlazione del profilo e delle modificazioni longitudinali dei biomarcatori in studio con altri biomarcatori sierici e
liquorali di neuroinfimmazione e di danno glioneuronale che vengono gia studiati presso il nostro centro nei pazienti con
SE (tTAU/pTAU/AP), NSE, NfL e S100B e pannello citochinico) ed analisi delle loro modifiche nel tempo.

Piano Sperimentale
Lo studio si configura come studio prospettico interventistico senza farmaco.

Lo studio arruolera in modo prospettico nell’arco di 12 mesi, i pazienti adulti (> 18 anni), non epilettici, con diagnosi elettro-clinica
certa di un primo episodio di SE presso I'Ospedale Civile di Baggiovara, Modena.

Ogni anno presso il nostro centro 80-100 pazienti ricevono una diagnosi definita di SE e di questi 50-60 avvengono in pazienti senza
una precedente diagnosi di epilessia. Ci poniamo quindi I’obiettivo di arruolare 60 pazienti con un primo episodio di SE.

| gruppi di controllo saranno rappresentati da:

- 30 controlli sani. Il gruppo sara composto da una coorte di soggetti sani (senza storia nota di patologie neurodegenerative)
i cui prelievi ematici e liquorali siano stati donati e conservati presso la Neurobiobanca dell’OCB di Modena.

- 30 pazienti con epilessia e crisi isolate. Questo gruppo sara costituito da una coorte di pazienti adulti con diagnosi di
epilessia che per motivi clinici (necessita di intraprendere modificazioni terapeutiche o un iter diagnostico pre-chirurgico)
vengono ricoverati presso I'Unita di Monitoraggio per le Epilessie del reparto di Neurologia dell’Ospedale Civile di
Baggiovara. Verranno arruolati soltanto i pazienti che presenteranno una crisi isolata in corso di monitoraggio EEG e
verranno pertanto esclusi i pazienti con crisi ripetute. Il prelievo sierico per il dosaggio dei biomarcatori verra eseguito
entro 2 ore dalla crisi. Qualora per necessita cliniche, il paziente dovra essere sottoposto a prelievo liquorale le misurazioni
dei biomarcatori saranno effettuate anche su tale matrice. Di questi pazienti verranno raccolti i seguenti dati
epidemiologici, clinici e terapeutici: eta, genere, eta di esordio delle crisi, tipo di crisi, tipo di epilessia, caratteristiche EEG,
frequenza crisi nei precedenti 3 mesi, numero di farmaci anti-crisi effettuati in passato, numero di farmaci anti-crisi in atto
al momento del ricovero, tipo di crisi pre-prelievo.

La diagnosi di SE verra formulata in accordo con la definizione ILAE che considera 5 minuti come limite temporale per la definizione
dello SE tonico-clonico; 10 minuti per lo SE focale con alterazione della consapevolezza e 10-15 minuti per lo SE di assenza (1). Nei
casi si SE non convulsivi (NCSE) la diagnosi avverra mediante I'analisi e la classificazione del tracciato elettroencefalografico in
accordo con i criteri di Salisburgo per la diagnosi elettroencefalografica dei NCSE (34).

Ogni paziente entrera nel percorso diagnostico-terapeutico previsto dall’apposito protocollo locale (PDTA aziendale per la diagnosi
ed il trattamento dello SE basato sulle attuali raccomandazioni internazionali e nazionali — LICE)(35) in uso presso 'OCB di Modena
e tale percorso non sara modificato dalla conduzione del presente studio. | dati clinici, elettroencefalografici e terapeutici di ogni
paziente arruolato verranno raccolti.

Ogni paziente verra sottoposto ad un prelievo di siero entro 24 ore dalla diagnosi di Stato Epilettico e quando indicato per pratica
clinica, anche ad un prelievo liquorale. Verranno misurati i seguenti biomarcatori: Metalloproteinasi della matrice 9 (MMP9),
Superossidodismutasi (SOD) ed Ubiquitina Carbossi-terminale Idrolasi L1 (UCH-L1), oltre a biomarcatori gia in studio nei pazienti
con SE presso il nostro centro (tTAU/pTAU/AB), NSE, NfL e S100B e pannello citochinico). Gli stessi biomarcatori verranno analizzati
nei gruppi di controllo.

Inoltre, verra acquisita una RMN encefalo entro le prime 48 ore dalla diagnosi di Stato Epilettico e tutti i pazienti arruolati
effettueranno un monitoraggio EEG a lungo termine nelle prime 24-48 ore dalla diagnosi di SE come previsto dal protocollo
diagnostico-terapeutico locale.

Per tutti i pazienti arruolati & previsto un follow-up a 6 mesi comprensivo di: valutazione clinica, acquisizione di RMN encefalo e
dosaggio dei biomarcatori.

Per i pazienti arruolati entro il 10° mese sara effettuato, entro il termine dello studio, un follow-up a 12 mesi che comprendera:
valutazione clinica e acquisizione di RMN encefalo.

Ogni paziente arruolato sara sottoposto ad una valutazione neuropsicologica tra il 6° e il 12° mese.

Facilities personale coinvolto

La nostra UO presenta una consolidata esperienza nella gestione e nel trattamento dei pazienti adulti con SE. Ogni anno circa 80-
100 pazienti con diagnosi definita di SE accedono presso I'Ospedale Civile di Baggiovara che rappresenta I'hub provinciale peri
pazienti con emergenze neurologiche. Il neurologo & presente in ospedale 24/24 ore, 7 giorni/settimana ed il pronto soccorso &
operativo in maniera continuativa. Per garantire 'omogeneita diagnostico-terapeutica dei pazienti adulti con SE, dal 2017 € in uso
presso il nostro ospedale un PDTA aziendale per la gestione ed il trattamento dello SE. In virtu di questo, vi € una stretta e
consolidata collaborazione con il pronto soccorso, il reparto di neurorianimazione ed il servizio di neuroradiologia.

Oltre al Centro Epilessia dell’UO di Neurologia, le altre unita operative dell’Ospedale Civile di Baggiovara coinvolte in questo
progetto saranno: I’Unita Operativa di Anestesia e Neurorianimazione, I’Unita Operativa di Medicina di Urgenza e Pronto Soccorso,
I’Unita operativa di Neuroradiologia, la Neurobiobanca di Modena e il Laboratorio di Neuroimmunologia, Universita di Modena e
Reggio Emilia.

Presso la nostra UO lo staff di neurofisiopatologia dedicato copre un servizio ore 8-20 per 6 giorni/settimana potendo acquisire sia
EEG standard sia effettuare monitoraggio EEG in continuo (4 letti dedicati al monitoraggio VEEG presenti nel reparto di neurologia e
24 letti con possibilita di monitoraggio EEG continuo presso il reparto di Neurorianimazione). Tutti gli EEG acquisiti vengono
analizzati da neurofisiologi con comprovata esperienza in elettroencefalografia ed in particolare nella refertazione




elettroencefalografica nel paziente critico (centro riconosciuto SINC).

E’ presente un servizio di neuroradiologia 24/24 ore, 7 giorni/settimana che permette I'acquisizione di RMN su macchinario 3T. Il
nostro centro ha inoltre una lunga e comprovata esperienza clinica e di ricerca sul neuroimaging strutturale nello SE e nelle
epilessie e sul neuroimaging funzionale e sul post-processing nello studio delle epilessie.

La nostra UO ha un laboratorio di neuroimmunologia dedicato che include una “neuro-biobanca” presente dal 2018 e presenta una
solida esperienza di ricerca nell’ambito dei biomarcatori di laboratorio trasversale a differenti ambiti neurologici.

Infine, & presente un servizio di neuropsicologia clinica con una lunga esperienza specifica nella valutazione cognitiva dei pazienti
con epilessia e partecipante attivamente al Gruppo di Studio LICE Neurologia Cognitiva e Neuropsicologia dell’Epilessia dell’eta
adulta.

Metodi

-Raccolta dati:

Attraverso un’apposita eCRF verranno raccolti per ciascun paziente arruolato i seguenti dati: eta, genere, ora e data di esordio dello
SE, comorbidita e terapie concomitanti, livello di disabilita pre-SE (utilizzando la modified Rankin Scale, mRs), livello di coscienza
alla prima valutazione medica (utilizzando la Glasgow Coma Scale, GCS), eziologia dello SE, semeiologia dello SE, ora e data del
primo EEG, ora/data e risultati dei prelievi sierici e liquorali per il dosaggio dei biomarcatori in studio, tipo/durata e dosaggio dei
farmaci anti-crisi utilizzati, tipo/durata e dosaggio dei farmaci anestestici utilizzati, tipo/durata e dosaggio di ogni altra terapia
utilizzata, data e risultati degli studi neuroradiologici effettuati, tipo di risposta terapeutica (responsivita/refrattarieta/super-
refrattarieta), tempo di ospedalizzazione, tempo in terapia intensiva, necessita di ventilazione meccanica, presenza e tipo di
complicanze intraospedaliere, destinazione alla dimissione, mortalita intraospedaliera, a 30 giorni a 6 mesi ed a 12 mesi, outcome
funzionale (mRs,) alla dimissione, a 30 giorni e (mRS, ADL, IADL) a 6 mesi ed a 12 mesi, sviluppo di epilessia a 6 mesi e 12 mesi,
valutazione neuropsicologica trai 6 e i 12 mesi.

-Definizione di risposta al trattamento:

La risposta al trattamento verra considerata secondo le seguenti definizioni: SE responsivo al trattamento nel caso si risolva dopo la
terapia di prima linea con la sola benzodiazepina o con la benzodiazepina seguita da terapia di seconda linea con un farmaco anti-
crisi secondo protocollo locale in uso adeguato per tipo e dosaggio, somministrato per via endovenosa; SE refrattario nel caso non
venga risolto dalla terapia di prima linea seguita dalla somministrazione di un farmaco di seconda linea; SE super-refrattario se
continua o ricorre nonostante I'utilizzo di terapia anestesiologica per > 24 ore (36,37).

- Monitoraggio EEG:

Ogni paziente ricevera, secondo pratica clinica, un monitoraggio EEG acquisito secondo il sistema internazionale 10-20, a lungo
termine nelle prime 24-48 ore dalla diagnosi di SE. Ogni tracciato verra analizzato da neurofisologi esperti e nei casi di NCSE il
tracciato verra classificato in accordo con i Salzburg Consensus Criteria (SCC) per la diagnosi elettroencefalografica di NCSE (34).

-Determinazione dei biomarcatori:

| prelievi di siero verranno acquisiti entro 24 ore dalla diagnosi SE ed a 6 mesi.

| prelievi sierici e quando acquisito per pratica clinica, anche il prelievo liquorale, verranno analizzati attraverso test immuno-
enzimatico (ELISA kit) per la determinazione dei biomarcatori in studio.

-Studio RM:

Ogni paziente arruolato sara sottoposto ad una prima RMN encefalo, eseguita per pratica clinica in base al protocollo diagnostico-
terapeutico locale entro le prime 48 ore dalla diagnosi di SE. Le RMN encefalo di follow-up verranno acquisite in occasione delle
visite di follow-up a 6 e 12 mesi. RMN encefalo di follow-up nei pazienti con SE vengono gia acquisite come previsto da altro studio
in atto presso il nostro centro (878/2021/SPER/AOUMO SIRER ID 3094 — PMA-SE Peri-ictal MRI Abnormalities in patients with
Status Epilepticus). Tutte le RMN verranno acquisite sullo stesso macchinario (3T) adottando il protocollo di studio in essere presso
la nostra UO per lo studio dei pazienti con epilessia secondo le raccomandazioni fornite della commissione neuroimmagini della
ILAE (protocollo HARNESS-MRI: Harmonized Neuroimaging of Epilepsy Structural Sequences)(38). Tale protocollo prevede le
seguenti sequenze: sequenza 3D T1-pesata ad alta risoluzione (che permette la valutazione anatomica e morfologica); 3D- fluid-
attenuated inversion recovery ad alta risoluzione (che permette la valutazione delle alterazioni di segnale in particolare relative alla
gliosi e all’incremento dello spazio extra-cellulare; sequenza 2D coronale T2 pesata ad alta risoluzione per lo studio in dettaglio
della struttura ippocampale (immagini acquisite perpendicolarmente all’asse lungo dell’ippocampo); Arterial Spin Labelling (ASL)
che permette la visualizzazione delle alterazioni perfusionali.

Quando indicato per pratica clinica, lo studio sara completato con I'acquisizione di una sequenza pesata in T1 con gadolinio per la
definizione della presa di contrasto ed una sequenza SWI (susceptibility-weighted imaging) e T2* per la definizione delle emorragie,
dei depositi di ferro e delle calcificazioni.

-Analisi statistica:

\Verranno condotte analisi descrittive appropriate per le variabili continue e categoriche. Le variabili continue normalmente
distribuite saranno analizzate con test parametrici; in caso di variabili continue non normalmente distribuite, verranno utilizzati test
non parametrici. Le variabili categoriche verranno analizzate utilizzando il test del Chi quadro o il test di Fisher quando appropriato.
Verranno condotte analisi di correlazione per studiare le relazioni esistenti tra i biomarcatori sierici/liquorali e le caratteristiche
cliniche dello SE. Analisi di regressione logistica verranno attuate per valutare il valore predittivo dei biomarcatori sierici e liquorali
nei confronti delle misure di outcome a breve e lungo termine. Saranno utilizzate curve Receiver operating characteristic (ROC)
attraverso il calcolo dell’indice Youden per valutare, per ciascun biomarcatore sierico/liquorale, il valore con la migliore sensibilita e
specificita nel predire gli outcomes considerati. L’area al di sotto della curva ROC (AUC) permettera di valutare I'abilita
discriminatoria di ciascun modello.




Risultati attesi e rilevanza clinica

Sulla base dei dati preliminari e dei dati emergenti dalla letteratura esistente, ci attendiamo di osservare un incremento dei livelli
sierici di Metalloproteinasi della matrice 9 ed Ubiquitina Carbossi-terminale Idrolasi L1 ed una riduzione dei livelli di
Superossidodismutasi nei pazienti durante la fase acuta dello SE rispetto ai controlli sani e rispetto ai pazienti con epilessia. Ci
attendiamo inoltre un maggior grado di modificazione dei biomarcatori analizzati nei casi di SE refrattario e super-refrattario
rispetto ai pazienti con SE responsivo.

Ci attendiamo di osservare un maggiore aumento di Ubiquitina Carbossi-terminale Idrolasi L1 e Metalloproteinasi della matrice 9
e una maggiore riduzione di Superossidodismutasi durante lo SE nei pz che sviluppano modificazioni neuroradiologiche croniche in
senso di gliosi ed atrofia e di sequele cliniche cognitivo-comportamentali rispetto ai pazienti che non le sviluppano.

Inoltre, ci attendiamo di osservare un incremento maggiore in fase acuta ed un persistente incremento in fase cronica di
Metalloproteinasi della matrice 9 nei pazienti che sviluppano un’epilessia ed in particolar modo in coloro che sviluppano
un’epilessia farmaco-resistente ed in coloro che presentano recidive di Stato Epilettico rispetto ai pazienti per cui lo Stato
Epilettico rimane un evento isolato.

Ci aspettiamo infine che il profilo di modifica dei biomarcatori di neuroinfiammazione e di neurodegenerazione analizzati
confermi e si accordi alle modificazioni di altri biomarcatori di neurodegenerazione e inflammatori studiati negli stessi pazienti.

Questo progetto permettera di caratterizzare in modo indiretto, in vivo, nell’'uomo, i cambiamenti indotti a livello cerebrale
dall’attivita epilettica sostenuta. Questo portera ad un incremento delle conoscenze circa i processi coinvolti nel danno cerebrale
e quelli di adattamento post-SE.

Inoltre, la valutazione di biomarcatori di danno neuronale e di inflammazione fin dalle prime fasi dello SE potrebbe supportare lo
sviluppo di diversi algoritmi di trattamento dello SE, rispetto alla pratica clinica attuale, considerando in alcuni pazienti terapie
immunomodulanti /anti-infiammatorie fin dalle prime fasi sulla base del profilo ‘paziente-specifico’ di alterazione dei diversi
marcatori biologici.

Inoltre lo studio permettera di incrementare le informazioni epidemiologiche sulle conseguenze a breve e a lungo termine dello
SE. Infine, riteniamo che I'inserimento dei valori dei biomarcatori sierici negli scores predittivi esistenti possa migliorarne il potere
predittivo nei confronti delle sequele a lungo-termine.
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Piano Temporale del Progetto (schema di Gantt)

Anno 2
Tasks
1]|2[3]a|5]|6]7[8]9]10[ 12]12]1]2[3[4a[5]6]7]8]9[10] 11 [12

Reclutamento del personale coinvolto nel progetto
Reclutamento dei pazienti
Collezione dei dati clinici e terapeutici
Prelievi sierici/liquorali
Studio di neuroimaging*
Visite di follow-up a 6-12 mesi*
Analisi dei dati
Disseminazione dei risultati

*i 12 mesi di follow-up nei termini previsti per lo studio saranno raggiunti dai pazienti che saranno arruolati entro il 10° mese.




Sintetico schema grafico del progetto

Piano economico

costo totale del quotarichiesta a quota . .
progetto Fondazione LICE cofinanziata Ente cofinanziatore
Personale di ricerca 98.000 25.000 73.000 AOU Modena
Attrezzature n.a. n.a. n.a.
Materiali di consumo 9.000 9.000 0
Servizi informatici n.a. n.a. n.a.
Partecipazioni a congressi 2000 2000 0
e collaborazioni (max 10%)
Costi di pubblicazione 2000 2000 0
Overheads (max 10%) 2000 2000 0

Dettaglio delle spese previste

Personale di ricerca:

-2 neurologi (2 mesi/anno per 2 anni): 40.000 € (quota co-finanziata AOU Modena)

-1 dottorando (3 mesi/anno per 2 anni): 18.000 € (quota co-finanziata AOU Modena)

-1 biologo (3 mesi/anno per 2 anni): 15.000 € (quota co-finanziata AOU Modena)

-1 ricercatore (neurologo) dedicato (10 mesi): 25.000 € (quota richiesta a Fondazione LICE)

Materiali di consumo:

-Kit di dosaggio dei biomarcatori: 240 campioni da analizzare per i 3 biomarcatori in studio: 9000 € (quota richiesta a
Fondazione LICE).

Partecipazioni a congressi e collaborazioni:

-Costi per la partecipazione (spese di registrazione) e I'organizzazione di congressi e conferenze per la disseminazione
dei risultati: 2000 € (quota richiesta a Fondazione LICE).

Costi di pubblicazione:

-Costi per la pubblicazione in riviste peer-reviewed degli studi riportanti i risultati dello studio: 2000 € (quota richiesta
a Fondazione LICE).

Overheads:

- Costi fissi generali ed amministrativi: 2000 € (quota richiesta a Fondazione LICE).







