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e Sinossi

L’epilessia ¢ una patologia che colpisce circa cinquanta milioni di persone nel mondo. L’origine delle crisi
epilettiche nel 60% dei pazienti € dovuta ad una alterazione focale del cervello. Nel 25% circa di questi pazienti
le crisi epilettiche non sono adeguatamente controllate dal trattamento farmacologico (epilessia
farmacoresistente), e tali pazienti sono candidati alla chirurgia dell’epilessia.

I meccanismi che determinano la farmacoresistenza non sono stati ancora del tutto identificati. Il quadro
patologico dell’epilessia ¢ caratterizzato da ipereccitabilita neuronale, a cui si associano frequentemente
rimodellamento del tessuto cerebrale, neurodegenerazione e neuroinfiammazione, sostenuta sia dalle cellule
residenti che da leucociti periferici reclutati attraverso una barriera ematoencefalica (BEE) danneggiata.

I neutrofili rappresentano la popolazione piu abbondante tra le cellule dell’immunita innata e svolgono un
ruolo chiave nel promuovere la rottura della BEE e la neuroinfiammazione in diverse condizioni patologiche
del sistema nervoso centrale, quali il trauma cerebrale, 1’ischemia, la malattia di Alzheimer. Uno dei
meccanismi principali con cui i neutrofili danneggiano I’endotelio cerebrovascolare e promuovono il danno
del parenchima cerebrale consiste nel rilascio di fibre di cromatina decorate con proteine altamente pro-
inflammatorie, fra cui I’istone citrullinato, la neutrofilo-elastasi e la mieloperossidasi, denominate trappole
extracellulari dei neutrofili (NET).

Ad oggi, scarsa attenzione é stata dedicata alla caratterizzazione dei neutrofili e dei NET in contesti di epilessia.
Un aumento significativo del rapporto neutrofili/linfociti & stato riportato durante la fase acuta di crisi
epilettiche generalizzate in pazienti epilettici e recentemente proposto come biomarcatore infiammatorio di
malattia. Tuttavia, non & noto se in pazienti affetti da epilessia farmacoresistente vi siano alterazioni fenotipiche
e/o funzionali del comparto neutrofilico, quali I’espansione di specifiche sottopopolazioni, 1’alterazione dei
mediatori infiammatori coinvolti nella loro attivazione e la produzione di NET.

Questo studio si prefigge di approfondire il coinvolgimento dei neutrofili e dei NET in pazienti affetti da
epilessia focale farmacoresistente del lobo temporale (ad eziologia non autoimmune o non infiammatoria) e
candidati al trattamento chirurgico. A tale scopo, la presente proposta progettuale si articolera su tre livelli di
investigazione.

Il primo livello mira a verificare se I’epilessia farmacoresistente induca una modificazione sistemica della
risposta inflammatoria dei neutrofili rispetto a soggetti sani, tramite 1’utilizzo di un approccio di
citofluorimetria policromatica su sangue periferico e di multiplexing di mediatori infiammatori plasmatici. In
parallelo misureremo i livelli plasmatici dei NET e verificheremo se nei pazienti epilettici vi sia un’attivazione
del processo di NETosi tramite saggi cellulari in vitro. Inoltre, le analisi di correlazione tra i parametri
immunologici e quelli clinici potrebbero identificare biomarcatori candidati di malattia misurabili su una fonte
di materiale biologico facilmente accessibile come il sangue periferico.



Il secondo livello si focalizzera sulla risposta infiammatoria localizzata nel SNC e caratterizzera il fenotipo dei
neutrofili eventualmente infiltranti il campione di tessuto cerebrale epilettico e la produzione di NET tramite
approcci di citofluorimetria policromatica e analisi di immunofluorescenza confocale.

Tale approccio permettera di dettagliare il ruolo e il fenotipo dei neutrofili sia a livello periferico che centrale.
Questo aspetto & particolarmente rilevante da un punto di vista patologico, in quanto potrebbe indicare la
presenza di uno stato costitutivamente alterato di queste cellule nei pazienti selezionati.

Il terzo livello é basato su un approccio di pre-clinica e potrebbe rivelare il potenziale epilettogeno dei NET,
identificando un nuovo meccanismo patogenetico non ancora descritto. A tal fine verra sfruttato il modello
pilocarpina di epilessia del lobo temporale nel quale valuteremo il potenziale terapeutico dell’inibizione della
NETosi nel controllare la ricorrenza delle crisi epilettiche e contrastare il danno cerebrale.

I dati ottenuti in questo progetto potrebbero individuare nuovi biomarcatori cellulari e/o molecolari di malattia
e suggerire nuove prospettive terapeutiche immunomodulanti per quei pazienti epilettici oggi non trattati con
successo con i farmaci anticrisi.

e Parole chiave (max 5): neutrofili, DNA extracellulare, infiammazione sterile, epilessia
farmacoresistente, immunofenotipizzazione

o Razionale (max 1000 parole)

L’epilessia ¢ una patologia da cui sono affetti circa cinquanta milioni di persone nel mondo, secondo
1’Organizzazione Mondiale della Sanita. Nel 60% di questi pazienti 1’origine delle crisi epilettiche ¢ dovuta a
una alterazione localizzata (focale) del cervello. In circa il 25% dei pazienti con epilessia focale, il trattamento
farmacologico risulta inefficace, una condizione definita dall’International League Against Epilepsy (ILAE)
come epilessia farmacoresistente (Kwan et al, 2010). | meccanismi che determinano la farmacoresistenza,
benché ampiamente oggetto di numerosi studi, non sono stati ancora del tutto identificati.

Una possibile alternativa terapeutica per i pazienti con epilessia farmacoresistente & rappresentata dalla
ablazione della zona epilettogena attraverso metodiche chirurgiche che sono efficaci e sicure quando i pazienti
vengono accuratamente selezionati (Weibe et al, 2001; Kohlhase et al, 2021).

L'epilessia é frequentemente un disturbo cronico ed é caratterizzata non solo da ipereccitabilita neuronale ma
anche da rimodellamento del tessuto cerebrale che include neurodegenerazione, rimodellamento vascolare e
neuroinfiammazione, sostenuta sia dalle cellule residenti, che da leucociti periferici, reclutati attraverso una
barriera ematoencefalica (BEE) danneggiata (Turrin e Rivest, 2004; Vezzani e Granata, 2005; Schultzberg et
al., 2007; Fabene et al., 2008, 2010; Bauer et al., 2017).

I neutrofili rappresentano la popolazione piu abbondante tra le cellule dell’immunita innata e svolgono un
ruolo chiave nel promuovere la rottura della BEE e della barriera sangue-CSF durante i processi
neuroinfiammatori (Christy et al., 2013; Santos-Lima et al., 2022). La capacita dei neutrofili di aumentare la
permeabilita vascolare & nota ormai da quattro decenni e la relazione tra I'adesione dei neutrofili e il danno
vascolare e stata studiata in diverse condizioni patologiche del sistema nervoso centrale (SNC; Wedmore e
Williams, 1981; Wang e Doerschuk, 2002; DiStasi e Ley, 2009; Rossi et al., 2020).

Inoltre, una delle funzioni effettrici piu rilevanti identificate recentemente nei neutrofili consiste nel rilascio di
fibre di cromatina decorate con proteine altamente pro-infiammatorie, fra cui I’istone citrullinato (CitH3), la
neutrofilo-elastasi (NE) e la mieloperossidasi (MPO), denominate trappole extracellulari dei neutrofili (NET).
Originariamente identificata come un meccanismo anti-microbico (Brinkmann et al., 2004), la NETosi € stata
coinvolta in svariati contesti patologici sia acuti che cronici, in cui contribuiscono a promuovere processi di
infiammazione sterile e danno tissutale (Wartha et al., 2008, Yousefi et al., 2019). Nel contesto delle patologie
del SNC, il coinvolgimento dei neutrofili e dei NET & stato evidenziato nelle condizioni di trauma cerebrale,
ischemia, malattia di Alzheimer, e sclerosi laterale amiotrofica (Zenaro et al. 2015; Vaibhav et al., 2020; Trias
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etal., 2018; Colciaghi and Costanza, 2022) dove si ipotizza che il rilascio dei NET veicoli segnali infiammatori
in grado esacerbare il danno sia dell’endotelio cerebrovascolare che del parenchima, richiamando
contestualmente altri leucociti al sito di infiammazione. In particolare, la stimolazione delle integrine
neutrofiliche porta alla produzione di NET e al rilascio di mediatori infiammatori, tra cui specie reattive
dell'ossigeno e chemochine, che contribuiscono sia alla riduzione dell’espressione delle proteine delle
giunzioni occludenti cerebrovascolari con conseguente apertura della BEE, che al reclutamento ed attivazione
di ulteriori leucociti al sito di inflammazione (Santos-Lima et al., 2022). I neutrofili sono in grado contribuire
molto precocemente alla disfunzione vascolare sia in modelli animali di ischemia cerebrale (modello murino
di occlusione dell'arteria cerebrale media; Hallenbeck et al., 1986; Kataoka et al, 2004; Sienel et al., 2022) che
in un modello murino di stato epilettico (SE) indotto da pilocarpina (topo C57B6/pilocarpina, Fabene et al.,
2008). Entro un’ora dall’induzione dello SE, i neutrofili sono in grado di aderire ai microvasi cerebrali
contribuendo non solo alla disfunzione della BEE, ma anche in maniera significativa all’intensita dello SE, e
alla conseguente ricorrenza delle crisi epilettiche spontanee nella fase cronica di malattia. La deplezione dei
neutrofili indotta prima dell’induzione dello SE nel modello pilocarpina tramite I’infusione dell’anticorpo anti-
Gr-1, causa una drastica riduzione sia dell’intensita dello SE che della frequenza delle crisi epilettiche
spontanee in fase cronica di malattia, confermando il contributo pro-epilettogeno dei neutrofili (Fabene et al.,
2008). Una riduzione simile della patologia epilettica ¢ stata ottenuta nello stesso lavoro tramite la
somministrazione di anticorpi monoclonali diretti contro I’integrina 04 e VCAM-1, o in modelli knock-out per
le molecole di adesione (e.g. Selplg” o Fut7”) (Fabene et al., 2008). Un aumento del numero di leucociti &
stato osservato nel parenchima cerebrale di pazienti con epilessia refrattaria al trattamento, indipendentemente
dall’eziologia della malattia (Fabene et al., 2008).

Ad oggi, scarsa attenzione ¢ stata dedicata alla caratterizzazione dei neutrofili e dei NET in contesti di epilessia.
Alcuni studi hanno descritto un aumento significativo del rapporto neutrofili/linfociti (NLR) durante la fase
acuta di crisi epilettiche tonico-cloniche generalizzate in pazienti epilettici e riportato che tale incremento
risulta anche associato a crisi febbrili complesse ma non a crisi febbrili semplici (Ozdemir et al. 2017; Yigit et
al. 2017; Giines & Biiyiikgdl, 2020; Hossein et al., 2022). L’aumento di un’unitda di NLR correla
significativamente con un rischio raddoppiato di occorrenza di crisi epilettiche tonico-cloniche generalizzate
ed é stato quindi proposto come biomarcatore infiammatorio in pazienti epilettici e fattore prognostico di
malattia, suggerendo che una risposta infiammatoria sistemica mediata dai neutrofili sia associata
all’insorgenza delle crisi epilettiche nei pazienti. Un recente studio ha dimostrato che neutrofili di pazienti
affetti da encefalite anti-NMDA siano piu proni a produrre NET rispetto a controlli sani (Qiao et al., 2022).

Tuttavia, non & noto se in pazienti affetti da epilessia farmacoresistente vi siano alterazioni fenotipiche e/o
funzionali del comparto neutrofilico, quali ’espansione di specifiche sottopopolazioni, 1’alterazione dei
mediatori infiammatori coinvolti nella loro attivazione e la produzione di NET. Similmente, non & al momento
stato investigato se i NET possano svolgere un ruolo pro-epilettogeno, né se I’inibizione della NETosi possa
modulare il danno cerebrale e/o controllare le crisi epilettiche. Tramite la combinazione di approcci di
citofluorimetria policromatica, multiplexing di molecole infiammatore, saggi funzionali in vitro sui neutrofili,
e 1'utilizzo del un modello in vivo di SE indotto da pilocarpina, questo studio si prefigge di investigare il
coinvolgimento dei neutrofili e della NETosi nella patogenesi dell’epilessia farmaco-resistente. | risultati della
presente proposta progettuale potrebbero contribuire all’identificazione di nuovi meccanismi, finora non
indagati, alla base della farmacoresistenza dell’epilessia.

o  Obiettivi (max 500 parole)
La presente proposta progettuale si prefigge di:

1. Analizzare la frequenza e il fenotipo dei neutrofili circolanti e quantificare i livelli dei mediatori
molecolari plasmatici associati all’attivazione dei neutrofili in pazienti epilettici affetti da epilessia focale
farmaco-resistente non associata ad eziologia autoimmune e/o inflammatoria, e relativi controlli sani (n=20
pazienti con epilessia del lobo temporale farmacoresistente con sclerosi ippocampale o non lesionale, candidati
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al trattamento chirurgico; n=20 controlli sani). Questo approccio potrebbe identificare alterazioni
infiammatorie sistemiche a carico dei neutrofili in corso di epilessia e suggerire biomarcatori candidati di
malattia, misurabili su una fonte di materiale biologico facilmente accessibile come il sangue periferico.

2. Verificare il reclutamento dei neutrofili nel cervello di pazienti epilettici. Verra quantificata
I’eventuale infiltrazione ed il fenotipo dei neutrofili presenti nel tessuto cerebrale campionato dalla resezione
chirurgica dei pazienti (n=5 pazienti). In parallelo, valuteremo 1’eventuale presenza dei NET in sezioni di
tessuto cerebrale attraverso un approccio di immunofluorescenza (IF) confocale. Questa analisi permetterebbe
di evidenziare il potenziale coinvolgimento dei neutrofili e dei NET nei processi neuroinfiammatori
dell’epilessia.

3. Determinare la capacita dei neutrofili isolati da pazienti di rilasciare NET in vitro rispetto ai controlli
sani e misurare il contenuto dei NET circolanti in pazienti e controlli. Questa sezione del progetto
permetterebbe di verificare se in corso di epilessia vi sia un’attivazione del processo di NETosi ed indicherebbe
un nuovo potenziale meccanismo inflammatorio associato all’epilessia.

4, Studiare il potenziale ruolo pro-epilettogeno dei NET in un modello preclinico di stato epilettico, e
valutare se I’inibizione farmacologica della NETosi in questo modello sia in grado di ridurre il danno cerebrale
e la ricorrenza delle crisi epilettiche. Questa analisi potrebbe valutare in modo diretto il coinvolgimento dei
NET nella patogenesi dell’epilessia ed identificare un nuovo potenziale approccio terapeutico. Dati preliminari
ottenuti nel nostro laboratorio su modello ratto-pilocarpina mostrano che, nella fase cronica di malattia (4
settimane dopo 1’occorrenza dello SE), infiltrati neutrofilici (identificati coi marcatori Ly6G+ e NE) sono in
grado di estrudere NET dsDNA*-CitH3*, particolarmente evidenti a livello dei vasi (Figura 1, in fondo al
progetto).

e Piano Sperimentale (max 2000 parole)

Obiettivo 1

Task 1.1 Selezione dei pazienti — Criteri di Inclusione/esclusione (Responsabile Giuseppe Didato)

Criteri di inclusione

Saranno arruolati 20 pazienti adulti (> 18 anni) affetti da epilessia focale farmacoresistente del lobo temporale
ad eziologia non autoimmune o infiammatoria (con sclerosi dell’ippocampo o non lesionale), candidati a
trattamento chirurgico per I’epilessia presso la Neurochirurgia della Fondazione IRCCS Istituto Neurologico
Carlo Besta di Milano.

Per la definizione di epilessia farmacoresistente saranno applicati i criteri ILAE (Kwan et al, 2010): persistenza
di crisi epilettiche dopo assunzione di almeno due farmaci anticrisi (ASM) in associazione 0 in successione.

Criteri di esclusione

Epilessia temporale ad eziologia inflammatoria/autoimmune

Malattie inflammatorie o autoimmuni del sistema nervoso centrale o sistemiche
Terapia con farmaci antinflammatori o immunosoppressori

Come soggetti di controllo saranno inclusi donatori sani senza patologie neurologiche o infiammatorie acute
o croniche abbinati per eta e sesso (n=20).

Task 1.2 Immunofenotipizzazione e profilo infiammatorio plasmatico (Responsabili Massimo Costanza-
Francesca Colciaghi)

Al fine di determinare eventuali alterazioni del comparto neutrofilico in corso di epilessia, i pazienti epilettici
e controlli saranno sottoposti a prelievo ematico e verranno determinati:

@) la conta assoluta dei neutrofili circolanti;

(b) la frequenza dei neutrofili tramite un’analisi di citofluorimetria policromatica comprensiva di
marcatori di lineage e maturazione/differenziamento quali: CD14 e HLA-DR, importanti per distinguere i
monociti (CD14+ HLA-DR+) dai granulociti (CD14- HLA-DR-); CD16 e CD15, utili a differenziare i
granulociti eosinofili (CD16*CD15'") e basofili (CD16°CD15°) dai neutrofili (CD16*CD15%); CD66b, CD11b,
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CD10 indicativi dello stato di maturazione dei neutrofili. Verra incluso inoltre il marcatore CXCR2, un
recettore per le chemochine responsabile del traffico dei neutrofili nel sito dell'infiammazione, oltre che essere
un marcatore di maturita cellulare (Marini et al., 2017; Borella et al., 2022)

(©) i livelli plasmatici di un pannello di 21 mediatori molecolari associati all’attivazione e al reclutamento
dei neutrofili (Marini et al., 2017) e quantificati tramite metodica Bioplex/Luminex. In particolare, (i)
citochine: interferon (IFN)-y, interleuchina (IL)-3, IL-4, IL-6, IL-17, IL-18, IL-23, fattore di necrosi tumorale
(TNF), fattore attivante i linfociti B (BAFF); (ii) chemochine: CCL2, CCL3, CCL4, CCL20, CXCL1, CXCL2,
CXCL10; (iii) fattori di crescita: il fattore di crescita granulocitario (G-CSF), il fattore di crescita
granulocitario-macrofagico (GM-CSF), il fattore di crescita trasformante (TGF)-a, il fattore di crescita dei
fibroblasti (FGF)-B, il fattore di crescita dell'endotelio vascolare (VEGF).

I dati immunologici esaminati ai punti a-c nel gruppo di pazienti epilettici saranno sia comparati al gruppo di
controlli sani che correlati con i seguenti parametri clinici:
o Eta di esordio dell’epilessia

e Durata di malattia

e Frequenza delle crisi

e Presenza di crisi con evoluzione tonico-clonica bilaterale (oltre alle crisi focali)

e Numero di farmaci anticrisi (ASM) assunti al momento della valutazione
Obiettivo 2

Task 2.1 Immunofenotipizzazione del tessuto cerebrale (Responsabile: Massimo Costanza)

Al fine di determinare se i neutrofili vengano reclutati nel cervello in corso di epilessia e caratterizzarne il
fenotipo immunologico, un campione di tessuto ottenuto dal lobo temporale dei pazienti dopo I’intervento
chirurgico sara analizzato tramite citofluorimetria multiparametrica comprensiva degli stessi marcatori di
lineage e maturazione/differenziamento riportati nella Task 1.2-b.

La frequenza delle sottopopolazioni dei neutrofili che verranno eventualmente determinate nel tessuto
cerebrale dei pazienti epilettici sara comparata a quella dei neutrofili circolanti dei pazienti epilettici e dei
donatori sani, determinati nell’obiettivo 1.

Task 2.2 Analisi degli infiltrati e dei NET nel tessuto cerebrale dei pazienti (Responsabile Francesca
Colciaghi)

Allo scopo di verificare la presenza degli infiltrati neutrofilici e della NETosi nel cervello epilettico, sezioni
di tessuto fissato ottenuti dalla chirurgia dell’epilessia verranno valutati per analisi di tripla IF confocale tramite
I’utilizzo di diverse combinazioni di marcatori specifici: CD66b/NE/MPO, CD66b/MPO/CitH3,
NE/MPO/CitH3, dsDNA/CitH3/NE.

Obiettivo 3

Task 3.1 Misurazione dei NET plasmatici (Responsabile: Massimo Costanza)

Il processo di NETosi e caratterizzato dal rilascio di fibre DNA associato ad enzimi quali NE e MPO, pertanto
la presenza di tali complessi nei fluidi biologici € ampiamente considerata come un marcatore di NETosi
(Carmona-Rivera et al., 2022; Borella et al., 2022)

Ad oggi non esistono kit commerciali in grado di determinare i livelli dei complessi dSDNA-NE o dsDNA-
MPO. In laboratorio abbiamo recentemente messo a punto una metodica ELISA in grado di determinare in
modo semi-quantitativo il livello dei complessi DNA-MPO e DNA-NE nei fluidi biologici. Effettueremo
pertanto una valutazione dei livelli di tali complessi nel plasma dei pazienti epilettici (n=20) e controlli (n=20),
reclutati all’obiettivo 1. I livelli dei NET circolanti saranno correlati ai parametri clinici descritti nell’obiettivo
1 (eta di esordio dell’epilessia, durata di malattia, frequenza delle crisi, numero di farmaci anticrisi assunti al



momento della valutazione, intervallo temporale rispetto alla crisi precedente al prelievo ematico). La
realizzazione di questa Task prevede il contributo della dr.ssa Michela Cravedi.

Task 3.2 Saqggio di NETosi in vitro (Responsabile: Francesca Colciaghi)

Per verificare se 1’epilessia sia associata ad un’attivazione della NETosi, sfrutteremo un saggio di NETosi in
vitro, in collaborazione con la dott.ssa Sabina Sangaletti (Fondazione IRCCS Istituto Nazionale dei Tumori).
Pertanto, una parte del prelievo ematico ottenuto all’obiettivo 1 verra utilizzata per purificare i neutrofili da
pazienti e controlli (n=5/gruppo) tramite separazione immunomagnetica. | neutrofili saranno coltivati per 4h
in vitro su piastre di poly-D-lysina come descritto (Sangaletti et al., 2012) e verra valutato se, rispetto al gruppo
di donatori sani, i neutrofili derivanti dai pazienti epilettici rilasciano in misura maggiore NET sia
spontaneamente (come effetto di un’attivazione pregressa), che in seguito ad induzione con uno stimolo
canonico di NETosi quale I’estere del forbolo PMA. Inoltre, colture parallele saranno trattate con un bloccante
selettivo della dell’enzima peptidil-arginina deiminasi (PAD)4 (Lewis et al., 2015). Tale enzima promuove la
citrullinazione degli istoni e la conseguente decondensazione della cromatina ed e stato dimostrato avere ha
un ruolo chiave nel promuovere la NETosi (Colciaghi and Costanza, 2022). Questo trattamento servira a
verificare in un modello in vitro che I’inibizione del PAD4 sia in grado di bloccare la NETosi dei neutrofili
derivanti da pazienti epilettici e in che entita questo avvenga rispetto a neutrofili derivanti dai donatori sani.

Obiettivo 4 (Responsabile Francesca Colciaghi)

Task 4.1 Trattamento terapeutico in un modello di stato epilettico con ’inibitore dell’enzima PAD4

Per questo studio pilota, intendiamo utilizzare il modello murino di TLE indotto da pilocarpina in topi
C57BL/6, secondo protocollo ampiamente utilizzato (Fabene et al., 2008). Dopo 1 h di SE convulsivo gli
animali verranno randomizzati e iniettati (i) con GSK484 i.p. (15-20 mg/kg), inibitore specifico dell’enzima
PAD4, e trattati quotidianamente per almeno 20 giorni oppure (ii) riceveranno salina e usati come gruppo di
controllo epilettico (almeno n=5-7 topi per gruppo). La latenza dell’insorgenza della prima crisi epilettica
spontanea dall’occorrenza dello SE, la frequenza e severita delle crisi epilettiche spontanee verranno valutate
nella fase cronica di malattia (5°-20° giorno) attraverso video-monitoraggio (24h/di) dopo I’induzione di SE
come riportato in precedenza (Fabene et al., 2008). Dal momento che le meningi rappresentano una via cruciale
di infiltrazione cerebrale dei leucociti circolanti (Santos-Lima et al., 2022), si ritiene opportuno, in questo
studio pilota, non utilizzare elettrodi corticali per la registrazione EEG delle crisi per non danneggiare le
meningi stesse, evitando cosi di introdurre un bias nell’analisi degli infiltrati neutrofilici e deposito di NET.
Sebbene la somministrazione di pilocarpina, senza 1’insorgenza dello SE, di per sé non abbia effetto sul
reclutamento cerebrale e adesione dei leucociti ai vasi (Fabene et al., 2008), si prevede comunque di generare
un ulteriore gruppo di animali (n=5) che ricevera diazepam (5-10 mg/kg i.p.) 20 minuti prima dell’iniezione
di pilocarpina allo scopo di sopprimere 1’insorgenza dello SE. Questi animali verranno utilizzati come ulteriore
gruppo di controllo specifico della risposta infiammatoria indotta da pilocarpina in assenza di SE (Fabene et
al., 2008; Colciaghi et al., 2011).

Task 4.2 Analisi istologica degli infiltrati, dei NET nel tessuto cerebrale, neuroinfiammazione e danno nel
modello

Un’analisi neuropatologica verra condotta in tutti i gruppi sperimentali per valutare il danno cerebrale sia
livello macroscopico che molecolare. Lo shrinkage ippocampale, la densita cellulare nelle diverse aree
ippocampali (CA, ilo e dispersione delle cellule granulari del giro dentato) e lo spessore della corteccia
cerebrale (segni distintivi di danno nel modello C57BL/6-pilocarpina) verranno valutati su sezioni seriali
colorate con tionina. Sezioni cerebrali adiacenti verranno dedicate alla valutazione (i) della risposta
inflammatoria innata cerebrale (gliale/microgliale con marcatori specifici GFAP/Iba-1) a livello corticale ed
ippocampale, (ii) del deposito dei NET (Ly6G o NE con MPO/CitH3 o con MPO/dsDNA) e (iii)
dell’infiltrazione dei neutrofili (cellule Ly6G+/NE+) a livello meningeale e dei plessi coroidei, attraverso
esperimenti di IF confocale. (iv) Il danno di BEE verra valutato attraverso 1’analisi dell’extravasazione di
albumina o di IgG mediante analisi immunoistochimica (IHC).




L’autorizzazione ministeriale per 1’esecuzione delle procedure animali previste dalla presente Task ¢ in fase
di sottomissione all’Organo Preposto al Benessere Animale della Fondazione IRCCS Istituto Neurologico
Carlo Besta.

La realizzazione di questa obiettivo prevede il contributo della dr.ssa Arianna Ciotti.

» Metodi (max 2000 parole)
Obiettivo 1

Soggetti inclusi nello studio. Tutti i pazienti saranno sottoposti a studio prechirurgico secondo un protocollo
finalizzato a verificare I’esordio delle crisi epilettiche nel lobo temporale, in particolare: accurata valutazione
clinica (raccolta di dati demografici e dettagli della storia epilettologica), monitoraggio video-EEG (VEEG)
per registrazione delle crisi, RM encefalo ad alto campo (3 Tesla), PET cerebrale con 18F-fluoro-
desossiglucosio (FDG). Le resezioni verranno eseguite per motivi strettamente terapeutici dopo che i pazienti
avranno dato il loro consenso informato, e I'estensione dell'escissione verra pianificata sulla base della
localizzazione della zona epilettogena (definita sulla base di dati anatomo-elettroclinici di cui sopra) e del
rischio di deficit post-chirurgici.

| pazienti, ai fini del presente studio, saranno sottoposti a prelievo ematico, in occasione del ricovero
prechirurgico, dopo almeno 48 ore dall’ultima crisi, determinata sulla base del diario delle crisi o del
monitoraggio video-EEG.

Il consenso informato scritto per I'uso di campioni chirurgici cerebrali e di dati clinici a scopo di ricerca, in
conformita alle linee guida etiche istituzionali e nazionali, e il protocollo dello studio ¢ in fase di sottomissione
presso il Comitato Etico della Fondazione IRCCS Istituto Neurologico Carlo Besta.

Raccolta dei campioni. | pazienti e donatori sani saranno sottoposti a prelievo venoso tra le 8 e le 10 del mattino
e fino a 20 ml di sangue sara collezionato in provette con EDTA come anti-coagulante. | campioni saranno
processati entro 30’ dopo il prelievo. Una provetta sara dedicata all’isolamento del plasma tramite
centrifugazione a 2000 g per 10’ a 4°C, ed il plasma aliquotato e conservato a -80°C fino all’uso. Le restanti
provette di sangue verranno processate per le analisi immunologiche sul comparto neutrofilico.

Immunofenotipizzazione su sangue periferico. La conta assoluta dei neutrofili ed il rapporto neutrofili/linfociti
saranno determinati tramite formula leucocitaria derivante da analisi ematologica standard automatizzata
(Advia 2120, Siemens), eseguita presso il Laboratorio Analisi della Fondazione IRCCS Istituto Neurologico
Carlo Besta. Per le analisi di citofluorimetria multiparametrica, 500 pl di sangue saranno trattati con 3 mL di
soluzione di lisi dei globuli rossi ACK per 10’ a temperatura ambiente e lavati per due volte con PBS come
descritto (Montaldo et al., 2022). Successivamente le cellule saranno risospese in 100 pl di PBS 1% BSA,
trattate con Human TruStain FcX™ (Biolegend) per il blocco dei siti aspecifici ed incubate con una miscela
di anticorpi coniugati ai fluorocromi (Biolegend) secondo il seguente pannello: CD14-FITC, HLA-DR-PE,
CD66b-PE-Dazzle594, CD16-PercCP-Cy5-5, CXCR2-PE-Cy7, CD10-APC, CD15-AF700, CD45-APC-
Fire750 (marcatore pan-leucocitario), CD11b-BV570, eFluor450 (marcatore di vitalitd). Successivamente i
campioni saranno lavati e fissati con Fixation Buffer (Biolegend) ed acquisiti tramite citofluorimetro Navios
Ex (Beckman Coulter). | dati verranno analizzati tramite software FlowJo v10.8 (BD Bioscience). Al fine di
determinare la fluorescenza di background e le popolazioni negative e positive, verranno utilizzati i controlli
fluorescence minus one.

Quantificazione citochine/chemochine/fattori di crescita circolanti. Il plasma dei pazienti e dei controlli sara
scongelato contemporaneamente, centrifugato a 16000g per 4” per rimuovere eventuali aggregati e diluito 1:2.
I livelli di 21 mediatori infiammatori molecolari (IFN-y, IL-3, IL-4, IL-6, IL-17, IL-18, IL-23, TNF, BAFF,
CCL2, CCL3, CCL4, CCL20,CXCL1, CXCL2,CXCL10, G-CSF, GM-CSF, TGF-a, FGF-B, VEGF) saranno
guantificati tramite Human Magnetic Luminex Assay (Premixed Multiplex Custom Assay) (Biotechne) su
piattaforma Bio-Plex 200 Systems (Biorad).




Obiettivo 2

Immunofenotipizzazione dei leucociti cerebrali. L’isolamento dei leucociti presenti nel tessuto cerebrale (n=5
pazienti) verra eseguito come precedentemente descritto (Piconese et al., 2011; Mitsdoerffer et al., 2022). In
breve, il tessuto cerebrale sara sminuzzato con un bisturi e digerito per 30 minuti con collagenasi 1V (2 mg/ml)
e DNasi | (1 mg/ml) (Sigma). Successivamente il tessuto sara ulteriormente omogenato su un filtro di nylon
da 70um (BD Bioscience), per ottenere sospensioni a singola cellula, e i leucociti isolati mediante
centrifugazione su gradiente di Percoll 30/70%. | campioni cosi ottenuti saranno caratterizzati tramite
citofluorimetria multiparametrica sui neutrofili in modo identico a quanto descritto nell’Obiettivo 1.

Microscopia Confocale per valutare i NET nel tessuto cerebrale umano. Dopo l'intervento chirurgico, i
campioni cerebrali en bloc verranno immersi in soluzione fissativa (4% paraformaldeide, PFA) per 24-36 ore
(ad eccezione delle porzioni - circa 200-300 mg - destinate all’analisi immunofenotipica), ed incluse in
paraffina, e quindi processate per ’analisi neuropatologica di routine/diagnostica effettuata nel presso il nostro
istituto (Rossini et al., 2022).

Per lo scopo specifico di questo studio, ulteriori sezioni di tessuto (7 um) verranno sottoposte ad analisi di
doppie/triple-IF (Finardi et al., 2013) per la visualizzazione dei NET e degli infiltrati neutrofilici e del loro
stato di attivazione, con combinazioni di anticorpi primari monoclonali o policlonali, specifici per anti-CitH3,
anti-dsDNA, anti-CD11b, anti-CD66b, anti-CD10, anti-NE, anti-MPO, seguite da incubazione con appropriati
anticorpi secondari fluorescenti e controcolorate con DAPI quale marcatore nucleare. Le sezioni verranno
visualizzate ed acquisite con un microscopio confocale a scansione laser TCS SP8 (Leica Microsystem).

Obiettivo 3

ELISA dei NET circolanti. Una piastra da 96 pozzetti (Nunc) verra rivestita con un anticorpo anti-NE o anti-
MPO (Abcam, 1 pg/ml), per una notte a temperatura ambiente (RT). | pozzetti saranno bloccati con PBS 1%
BSA per 1h a RT, lavati con PBS-Tween 0,05% ed il plasma, diluito 1:2 in PBS 1% BSA, incubato per 3h a
RT. La piastra sara successivamente lavata e incubata con un anticorpo mouse anti-dsDNA (Abcam, 1 pg/ml).
| pozzetti saranno nuovamente lavati e incubati con un anticorpo anti-mouse 1gG-HRP (Southern Biotech).
Infine verra utilizzato il reagente TMB (BD Bioscience) per sviluppare la reazione e acido solforico 1N per
bloccarla. L’assorbanza a 450 nm verra determinata con un lettore di piastre (Thermo Scientific) ed i dati
espressi come densita ottica media a 450 nm +/- deviazione standard.

Saggio di NETosi. | neutrofili saranno purificati da 8 mL di sangue collezionato all’obiettivo 1 da pazienti e
donatori sani (n=5/gruppo) tramite MACSxpress® Whole Blood Neutrophil Isolation Kit (Miltenyi) e lisi dei
globuli rossi tramite RBC Lysis Buffer (eBioscience), secondo protocollo. | neutrofili verranno coltivati su
vetrini pre-trattati con poly-D-lisina (2x10°%pozzetto) in terreno IMDM con 2%FCS (Tripodo et al., 2022) e
stimolati con PMA (80 nM) o lasciati senza stimolo per 4h. In parallelo i neutrofili (stimolati e non stimolati)
saranno trattati con GSK484 (10 uM) per la valutazione e quantificazione dei NET. A tal fine, le cellule
verranno fissate con PFA4% e la marcatura dei NET eseguita con Syto13 (DNA), anticorpi primari diretti
contro CitH3, MPO e NE (Abcam) e successiva incubazione con relativi anticorpi secondari coniugati a
fluorocromi appropriati. | NET saranno visualizzati tramite microscopio confocale SP8 (Leica) e quantificati
come precedentemente descritto (Sangaletti et al., 2012).

Obiettivo 4

Generazione modello topo C57BL/6-pilocarpina. L’induzione dello SE indotto da pilocarpina seguira un
protocollo sperimentale ampiamente validato ed utilizzato (Shibley H et al., 2002; Fabene et al., 2008).

Giovani topi maschi C57BL/6 (30-50 giorni di eta, peso 20-25 g) verranno acquistati da Charles-River (Calco,
Como, Italia) e mantenuti in gabbie ventilate con accesso ad acqua e cibo ad-libitum (ciclo luce/buio di 12 ore
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alternati) ed abituati agli sperimentatori per almeno una settimana prima del trattamento. Il giorno
dell’induzione dello SE, gli animali verranno trattati con metilscopolamina (1 mg/kg i.p., Sigma) per
minimizzare gli effetti muscarinici periferici. Trenta minuti dopo, i topi verranno iniettati con pilocarpina (280-
300 mg/Kkg i.p., Sigma) diluita in PBS 0.01 M pH 7.4. Gli animali verranno monitorati fino all’insorgenza dello
SE, che verra clinicamente registrato da due sperimentatori, in accordo con la scala di Racine (Racine 1972).
Le crisi di stadio 1-2 (i.e., automatismi facciali, irrigidimento della coda, head-nodding) verranno accorpate
onde evitare soggettivita nella valutazione delle crisi. Le crisi di stadio 3 (crisi tonico-cloniche caratterizzate
da mioclono unilaterale delle zampe anteriori in aggiunta agli stadi 1-2), stadio 4 (mioclono bilaterale delle
zampe anteriori associato a rearing) e stadio 5 (mioclono bilaterale zampe anteriori/posteriori con perdita di
equilibrio e caduta/ribaltamento) verranno considerate crisi convulsive generalizzate (CMS). Un topo che avra
manifestato un minimo di 3 eventi convulsivi di stadio 3-5 entro 2 ore dall'iniezione di pilocarpina verra
considerato in SE convulsivo (Shibley H et al., 2002). Topi che manifesteranno solo stadi 1-2 verranno esclusi
dallo studio. Un’ora dopo I’insorgenza dello SE convulsivo, gli animali verranno randomizzati e i) iniettati
con la prima dose di GSK484 (15-20 mg/kg i.p., in DMSO 10% in soluzione salina) o ii) assegnati al gruppo
di controllo epilettico (veicolo; n=5-7 topi per gruppo). Novanta minuti dopo 1’onset di SE, tutti gli animali
verranno trattati con DZP 5 mg/kg ip, allo scopo di attenuare ed uniformare la clinica dello SE nei diversi
gruppi. | topi Pilo-GSK484 riceveranno GSK484 (15-20 mg/kg ip) quotidianamente per i 20 giorni di trial. 1l
gruppo di topi non trattati con GSK484, ricevera veicolo per il tempo dello studio pilota. A partire dal 3°- 4°
giorno dopo I’induzione dello SE, gli animali di entrambi i gruppi sperimentali verranno video-monitorati
24h/di per I’intera durata del trial, per la registrazione i) del tempo di latenza della prima crisi epilettica
spontanea (SRS onset), e per ii) la valutazione della semeiologia delle SRS: frequenza, durata, severita secondo
Racine. Ulteriori n=5 topi verranno trattati con DZP (5-10 mg/kg, i.p.) prima della somministrazione di
pilocarpina, allo scopo di prevenire I’insorgenza dello SE (Fabene et al., 2008; Colciaghi et al., 2011), ed
utilizzato come controllo non-epilettico. Venti giorni post-SE, i topi verranno anestetizzati profondamente con
isofluorano e perfusi transcardialmente con soluzione di PFA al 4% in tampone fosfato 0.15 M (pH 7.2-7.4).
I cervelli verranno post-fissati in PFA 4% per 24 ore, crioprotetti in saccarosio 30% e quindi congelati in
isopentano su ghiaccio secco. | cervelli verranno tagliati al criostato e sezioni coronali di 15 [Im verranno
montate in serie su vetrini caricati positivamente (superfrost plus), e conservati a -20°C fino alle reazioni di
IF/IHC.

Prelievi di sangue dalla vena sottomandibolare (circa 150-200 ul, in accordo con le lineeguida IACUC,
Institutional Animal Care and Use Committee, https://olaw.nih.gov/resources/tutorial/iacuc.htm) sono previsti
per gli animali inclusi nello studio, il giorno precedente la somministrazione di pilocarpina (valore basale), il
giorno 6, il giorno 14 e il giorno 20 (data del sacrificio), dopo induzione di SE per la valutazione dei livelli
NET plasmatici (metodica ELISA, riportata sopra), nei diversi gruppi sperimentali.

Analisi istologica per valutare i NET, danno cerebrale e neuroinfiammazione nel tessuto cerbrale murino.
Verrano utilizzati protocolli ampiamente validati nel nostro laboratorio, con opportune modifiche (Colciaghi
etal., 2011, 2014; Nobili et al, 2015; d’Errico et al. 2013). Sezioni coronali colorate con tionina verranno usate
per valutare lo shrinkage ippocampale, la misura dello spessore della corteccia, e la densita cellulare nelle varie
regioni ippocampale, come descritto in Colciaghi et al., 2011 e 2014. Per valutare il danno di BEE le sezioni
saranno immunoreagite con anticorpo specifico anti-albumina (o anti-1gG di ratto/biotinilato) e sviluppate con
reazione di perossidasi con 3,3'-diaminobenzidina tetraidrocloruro 0.075% (DAB; Sigma Aldrich) in presenza
di 0.002% di H202 in 50 mM Tris-HCI pH 7.5, previa incubazione con extravidina-perossidasi (Sigma
Aldrich: diluito 1:4000). Per I’identificazione dei NET, degli inflitrati neutrofilici e della neuroinfiammazione,
le sezioni saranno trattate con MetOH freddo 100% per 20 min, i siti di legame aspecifici bloccati con siero
NGS (o NDS) 10% in PBS, 0.2% Triton X-100. Le sezioni verranno quindi incubate a RT, o/n, in camera
umida con combinazioni di mAb o pAb specifici anti-LysG6 (marcatore murino neutrofili), anti-NE, anti-
MPO, anti-CitH3, anti-dsDNA (diluizioni da 1:200 a 1:1000), anti-Glial Fibrillary Acid Protein (GFAP,
marcatore gliale) o anti-l1ba-1 (marcatore microgliale) in 1% NGS e 0.2% Triton, seguite da incubazione con
appropriati anticorpi secondari fluorescenti e controcolorati con DAPI quale marcatore nucleare. Le sezioni



https://olaw.nih.gov/resources/tutorial/iacuc.htm

verranno visualizzate ed acquisite con un microscopio confocale a scansione laser TCS SP8 (Leica
Microsystem).

Statistica

Le analisi statistiche verranno eseguite con GraphPad Prism 9. La distribuzione dei dati sara calcolata con test
di normalita D'Agostino-Pearson. In caso di dati non distribuiti in modo normale, verranno utilizzati i test
Wilcoxon/Mann Whitney U o Kruskal Wallis con Dunn post-hoc per il confronto tra due o piu gruppi,
rispettivamente. Nel caso di dati normalmente distribuiti, per il confronto tra due o piu gruppi si utilizzera il
test t di Student o 'ANOVA seguito dal test post-hoc di Bonferroni, rispettivamente. Per le analisi di
correlazione si utilizzera la regressione lineare. In tutti i test, p<0.05 sara considerato statisticamente
significativo.

* Risultati attesi e rilevanza clinica (max 500 parole)

Questo progetto si prefigge di approfondire il coinvolgimento di una popolazione chiave della risposta immune
innata quali i neutrofili nell’epilessia farmacoresistente. Inoltre, il ruolo patologico dei NET nell’esacerbare la
risposta infiammatoria & stato ampiamente descritto in diverse patologie del CNS ad eziologia non
autoimmune, ma ad oggi nessuno studio ha mai valutato il loro possibile contributo in relazione alle crisi
epilettiche nei pazienti con epilessia focale farmacoresistente non associata ad eziologia autoimmune e/o
inflammatoria.

A tale scopo, il progetto si articola su tre livelli di investigazione:

1) Il primo livello mira a verificare se I’epilessia farmacoresistente induca una modificazione sistemica della
risposta infiammatoria dei neutrofili. A tal fine verra sfruttato un approccio di citofluorimetria policromatica
su sangue periferico e di multiplexing di mediatori infiammatori plasmatici, che potrebbe identificare
rispettivamente selettive sottopopolazioni neutrofiliche e/o mediatori infiammatori alterati. Inoltre, verra
verificata una possibile alterazione funzionale dei neutrofili, analizzando 1’attivazione di un meccanismo
chiave della risposta neutrofilica, quale la NETosi, tramite la quantificazione dei NET plasmatici e saggi di
NETosi in vitro.

Le analisi di correlazione tra i parametri immunologici e svariati parametri clinici (come da Task 1.2)
potrebbero identificare biomarcatori candidati cellulari e/o molecolari di malattia misurabili su una fonte di
materiale biologico facilmente accessibile come il sangue periferico, da validare in una coorte pit ampia di
pazienti in studi successivi.

2) 1l secondo livello si focalizzera sulla risposta infiammatoria localizzata nel SNC e si avvarra di approcci di
citofluorimetria policromatica identici a quelli utilizzati su sangue periferico, oltre che di analisi dei NET
tramite IF e potrebbe per la prima volta identificare la presenza di eventuali sottopopolazioni neutrofiliche,
cosi come ’attivazione della NETosi nel cervello epilettico.

La combinazione di un immunomonitoraggio dei neutrofili sia a livello periferico che centrale permettera di
dettagliarne il ruolo e il fenotipo nella sua complessita in uno stesso paziente. Tale aspetto é particolarmente
rilevante da un punto di vista patologico, in quanto potrebbe indicare la presenza di uno stato costitutivamente
alterato nei pazienti con epilessia farmacoresistente, con eziologia non autoimmune o non infiammatoria.

3) Il terzo livello e basato su un approccio di pre-clinica e potrebbe rivelare il potenziale epilettogenico dei
NET, identificando un nuovo possibile meccanismo patologico di malattia. A tal fine verra sfruttato il modello
pilocarpina di epilessia del lobo temporale ampiamente utilizzato, con un setting sperimentale strutturato.
Questa parte del progetto potrebbe inoltre verificare il potenziale terapeutico dell’inibizione della NETosi in
epilessia: il modello animale dara 1’opportunita di studiarne gli effetti sul danno cerebrale e sulla ricorrenza
delle crisi epilettiche.
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Nel complesso, i dati ottenuti in questo progetto potrebbero indicare nuovi biomarcatori neutrofilici di malattia
e/o legati alla refrattarieta alla terapia farmacologica, ed aprire prospettive nello sviluppo di strategie
immunomodulanti innovative per quei pazienti epilettici oggi non trattati con successo (~120.000 in Italia).
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Piano Temporale del progetto (schema di Gantt)
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Obiettivo 4
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Soggetti:
« N=20 pz con epilessia focale
farmacoresistente del lobo
temporale candidati alla
chirurgia. No eziologia
inflammatoria/autoimmune.

e Sintetico schema grafico del progetto
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Figura 1. Analisi di IF confocale rappresentativa dei NET e infiltrati neutrofilici nel parenchima corticale di
ratti-pilocarpina cronici (sacrificati 4 settimane dopo I’induzione dello SE e dopo 2 settimane dall’insorgenza
delle crisi epilettiche spontanee).

A-B) Tripla-IF condotta su sezioni corticali rappresentative di un ratto PILO cronico (A) e di un ratto controllo naive non
epilettico (B) con anticorpi specific per I’istone citrullinato (Cit-H3, in rosso), dsDNA (in blu), controcolorate con Nissl
(verde). La presenza di cellule rilascianti NET di dsDNA, positive per Cit-H3 & evidente nel parenchima corticale degli
animali epilettici, prevalentemente nei primi strati corticali, e intorno ai vasi (A). Nessuna evidenza di depositi
extracellulari o di cellule ‘trappanti’ € riscontrabile nel parenchima dei ratti controllo (B).

C) Immagine ottenuta da tripla-IF ad alta risoluzione rappresentativa di un neutrofilo (marcato con neutrofilo elastasi,
NE) rilasciante depositi extracellulari di dsDNA positivi per CiT-H3.

D-E) Immagini di tripla-1F condotta su sezioni di corteccia di un ratto pilocarpina epilettico cronico, in cui si osservano
neutrofili (marcati con Ly6G) “trappanti’ filamenti di dsSDNA positivi per Cit-H3, specie in corrispondenza dei vasi (frecce
bianche in basso).

CitH3/dsDNA

Epi rat (pilo 4 wks)

CTR

Chronic pilocarpine rat (4 weeks after SE)
dsDNA CitH3 Ly6G MERGE

cortical vessel
>
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