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• Meccanismi patogenetici (geni+ambiente) 

• Meccanismi di danno neuronale post-ischemico 

• Meccanismi protettivi e riparativi 

• Marcatori con fini diagnostici/prognostici 

• Potenziali target terapeutici (neuroprotezione) 

• Trombolisi e neuroprotezione 

 



Metodologia 

1. STUDI GENETICI 

2. MODELLI ANIMALI 

3. MODELLI CELLULARI 

4. MARKERS BIOLOGICI NEI PAZIENTI 

5. RICERCA TRASLAZIONALE 





• STUDI GENETICI 

 







Dichgans 2007 

Stroke: complex disease 



Interazioni geni-ambiente 

nell’eziologia dell’ictus 

THE LANCET Neurology 2004;3:227-236 



Modelli di studio di “fenotipi complessi” 

Stroke 2004;35:2735_39) 



Il problema del “silent stroke” 

Curr Opin Neurol 14:77-82, 2001 



INTERAZIONI TRA I FATTORI 

DI RISCHIO 

IPERCOLESTEROLEMIA INFIAMMAZIONE

IPERTENSIONE

ATEROSCLEROSI 



ATEROGENESI=INFIAMMAZIONE 

• Danno endoteliale (ipertensione, ipercolesterolemia, fumo) 

• Aumento di permeabilità endoteliale a lipoproteine (LDL) 

• Ossidazione di LDL 

• Reclutamento di Monociti 

• Rilascio di citochine 

• Attivazione di PCR 

• Trasformazione in macrofagi (foam cells) 

• Attivazione piastrinica 

• Rilascio di fattori piastrinici 



McColl et al. Neuroscience 2009 

INFLAMMAGING E INFEZIONI: 

STROKE TRESHOLD 



 

Table 2 Epidemiological studies investigating the role of genetic factors in commonly 

occurring ischaemic stroke  

 

 

 



Infiammazione come fattore di rischio e meccanismo patogenetico nell’ictus:  

eventi sistemici e cerebrali  

J Cer Blood Flow Metab 2002;22:1399 



Proatherogenic effect of CRP 



End-point

IS

SR-S

TIA+IS

IS

MI or IS

SR-S

TIA+IS

FS

IS

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Relative Risk (upper vs lower quartile)

0

Men

PHS (Ridker,  1997)

NHANES III (Ford, 2000)

Framingham (Rost, 2001)

HHP (Curb, 2003)

Women

WHS (Ridke r, 1998, 2000 , 2002)

NHANES III (Ford, 2000)

Framingham (Rost, 2001)

Elderly

Leiden-85P (Gussekloo,  2000)

CHS (Cao,  2003)

Degree of

adjustment

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

No of cases

196

229

  82

259

158

225

114

  80

469

Prospective studies relating baseline CRP levels 

to the risk of first cerebrovascular event 



Homocysteine 



OMOCISTEINA ED ICTUS 

• Rare mutazioni omozigoti CBS: omocistinuria 

• Mutazioni eterozigoti: aumentato rischio? 

• Poolimorfismi omozigoti MTHFR (10% popolazione): 

ridotta attività enzimatica (variante termolabile) 

• Polimorfismi MTHFR (lieve iperomocisteinemia se 

associati a deficit di folati): rischio? 

• Aumento di omocisteina dopo l’ictus 

 

• FATTORE DI RISCHIO PER AD E VD 





Meccanismi patogenetici 

dell’omocisteina 

• Aumentata trombogenicità dell’endotelio 

(inibiz trombomodulina e prot. C, 

aumentata adesione piastrinica) 

• Interazione con NO e sua deplezione 

• Aumentati ROS endoteliali: stress 

ossidativo 

• Deficit di metilazione DNA e istoni: alterata 

espressione genica   

 



The role of platelets 

• Platelets attach to dysfunctional endothelium, 
macrophages, and exposed collagen.  

• The activated platelets release granules containing 
cytokines and growth factors, causing conversion of 
arachidonic acid to both thromboxane A2, leading to 
further platelet aggregation, and leukotrienes, thereby 
amplifying the inflammatory process.  

• Platelets also can be activated by platelet-activating 
factor (PAF), which is produced by monocytes, 
endothelial cells, and neutrophils. PAF causes platelet 
aggregation and degranulation, and also can promote 
leukocyte activation.  

• Platelets release serotonin and glutamate 





Progressione di eventi legati alla 

riduzione del flusso ematico cerebrale 
 

(PENOMBRA ISCHEMICA-FINESTRA TERAPEUTICA) 
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IMPORTANZA DEI CIRCOLI COLLATERALI! 



Penumbra-based treatment 

« Time is brain » « Penumbra is brain » 



La “cascata ischemica” 



Neurotrasmissione 

glutammatergica 

GLT-1 = EAAT2 

 GLAST = EAAT1 

 



Excitotoxic mechanisms 



The “Penumbra” 

Area of “silent”, yet 
viable, tissue 

 

“Molecular” Penumbra 









1. Systemic inflammation can 
potentiate the cellular 
inflammatory responses to 
stroke originating in 
peripheral organs. 

2. Systemic inflammation can 
convert the regulated T-
cells responses to exposed 
brain antigens to 
autoreactive TH1 
responses 

3. Systemic inflammation can 
prime microglia via 
immune-brain signaling 
pathways which could 
alter their subsequent 
response to an ischemic 
insult 

1 

2 

3 

McColl et al. Neuroscience 2009 

 INFLAMMAZIONE SISTEMICA-INFEZIONI 
 E DANNO POST-ISCHEMICO 



INFIAMMAZIONE E DANNO DELLA BARRIERA EMATO-ENCEFALICA 



Iadecola C. Acta Neuropathol 2010;120:287–296  

The neurovascular unit 



Limit the damage to the 

neurovascular unit 

Ischemic  

injury 

Neuro-toxicity 

Glial toxicity 

Endothelial toxicity 

Reperfusion 

injury 

Haemorrhage 





Focal cerebral ischemia induces a 

complex series of mechanisms 

Dirnagl, Simon, and Hallenbeck. TINS 2003 





Global Ischemic Tolerance 

Kitagawa K et al, 1990  

5 min ischemia 2+2 and 5 min ischemia 
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Stroke 2004;35:616-621 

Il paziente con TIA prodromico ha un infarto nel territorio dell’ACM             
di minori dimensioni rispetto al paziente senza TIA prodromico 
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Nat Rev 2006;7:437-448 

Protezione cerebrale da 
precondizionamento  

 



FASI DEL 

PRECONDIZIONAMENTO 

• Induction phase: activation of transcription 
factors 

 

 

• Transduction phase: amplification of signals 
through intracellular mediators (protein kinases) 

 

 

• Effector phase: activation of protective 
mechanisms (antiapoptotic, antioxidative, 
antiinflammatory) 





        FONTI E PLEIOTROPISMO DELL’EPO  
 

EPO and EPO receptors are expressed by : 

astrocytes, neurons, oligodendocytes, microglial cells, and brain endothelial cells   



Trasduzione del segnale dell’eritropoietina 

Lancet 2002;359:96-97 



La comprensione dei meccanismi cellulari della 

tolleranza ischemica offre la speranza di  

identificare nuovi fattori neuroprotettivi che 

potrebbero essere impiegati per trattare oltre 

all’ictus anche patologie neurodegenerative 

L’impiego di agenti precondizionanti potrebbe 

anche consentire l’ampliamento della finestra 

terapeutica per la trombolisi 

Possibili applicazioni cliniche… 





RUOLO E OBIETTIVI DEI 

BIOMARKERS NELL‟ICTUS 
 

• Migliorare l‟accuratezza diagnostica 

 

• Valore prognostico 

 

• Scelta del trattamento più appropriato 

 

• Monitoraggio dell‟efficacia della terapia 



J Cereb Blood Flow Metab 1999 Sep;19(9):1004-9 

Increased cytokine release from peripheral blood 

cells after acute stroke. 
Ferrarese C, Mascarucci P, Zoia C, Cavarretta R, Frigo M, Begni B, 

Sarinella F, Frattola L, De Simoni MG. 
Department of Neurology, University of Milan, Ospedale San Gerardo, Monza, Italy. 

 



Rilascio ex vivo di IL-6 da cellule ematiche di pazienti 
con ictus: paragone tra ischemici e emorragici  (* = 

p<0.05; ** = p<0.01).  

Ferrarese C , et al. J  Cer Bl Fl 
Metab 1999;19:1004-9 



L„aumento di IL-6 precede quello di PCR  
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CRP and outcome in ischemic stroke 

Author Patients (Primary) endpoint Follow-

up  

Detection 

limit 

Time of CRP 

determination 

Results 

Canova et 

al., 1999  

138 patients with 

TIA, ischemic or 

hemorrhagic stroke 

Neurologic deficit ? 2.4 mg/l On admission, < 120 h 

after onset of symptoms 

No significant correlation between CRP 

values and prognosis 

Muir et al. , 

1999  

228 patients with 

acute ischemic 

stroke 

survival 959 days 

(average) 

2.5 mg/l < 72 h after onset of 

symptoms 

CRP is an independent predictor of 

survival 

Di Napoli et 

al., 2001  

193 patients with 

ischemic stroke 

Combined vascular 

endpoint (death or any 

new vascular event) 

12 

months 

0.175 mg/l < 24 h, 48 - 72 h after onset 

of symptoms, at discharge 

CRP is an independent risk factor for a 

bad outcome, determination at 

discharge has the highest predictive 

value 

       

Anuk et al., 

2002 

60 patients with first 

acute ischemic event 

NIHSS, mRS  8 - 12 

months 

 Hs, Dade Beringer 

nephelometer, lit. Bestellt, 

within 24 h after acute 

event 

CRP on admission correlated with 

neurologic deficit on follow-up 

Winbeck et 

al., 2002 

127 first ischemic 

stroke 

Barthel index and mRS, 

combined vascular 

endpoint 

12 

months 

0.1 mg/l < 24 h after onset of 

symptoms 

CRP within 24 h predicts unfavorable 

outcome 

Ceccarelli et 

al., 2002 

Retrospective 

analysis of 288 

elderly patients with 

acute stroke 

mRS, length of hospital 

stay, mortality, rate of 

rehospitalization  

12  < 12 h after admission CRP on admission correlated with 30 

day mortality, disability at discharge, 

and the rate of rehospitalization for 

secondary stroke 

Arenillas et 

al., 2003 

71 patients with first 

ischemic event plus 

intracranial stenosis 

Cerebral ischemic events, 

myocardial infarction 

12  0.175 mg/l > 8 months after acute 

vascular event 

CRP levels above 14 mg/l were 

associated with increased risk for 

ischemic events related intracranial 

large artery occlusive disease 

 



PCR E IL6 PREDICONO OUTCOME 

SFAVOREVOLE A 30 GIORNI 

180 pz con ictus 

ischemico < 24 ore  
•  52% DISABILI O MORTI A 

30 GG (mRs>2) 

(Welsh P, Cerebrovasc Dis 2009) 

PCR  p= 0.004 

 

IL-6  p< 0.001 



p=0.02 

(Montaner et al Stroke 2006) 

PCR CORRELA CON OUTCOME CLINICO 

DOPO tPA 

94 pazienti ictus acuto da occlusione 

prossimale CMA trattati con tPA entro 3 ore. 

Follow-up a 3 mesi con mRs. 



Complicazione emorragica nel caso di terapia 

trombolitica  

 

- MMP-9 è una metallo-proteinasi che degrada la 

matrice cellulare, presente nell’unità neurovascolare 
(negativa nella fase acuta; positiva nella fase post-acuta di remodeling) 

 

 

 

- c-Fn (cellular fibronectin) è un componente della 

lamina basale presente nell’endotelio cerebrale e la sua 

presenza nel siero è un indicatore di disfunzione della 

barriera ematoencefalica 

Zhao, Nature Medicine 2006 



FUNZIONI FISIOLOGICHE delle 

METALLOPROTEINASI 

 

Regolare la migrazione cellulare   

 

Regolare la proliferazione, l‟apoptosi e la 

morfogenesi cellulare (sviluppo e 

morfogenesi SNC)  

 

Modulare l‟attività di  fattori di crescita e 

loro recettori 

 

 

Regolare il bilancio dell‟attività proteolitica 

della matrice 

 

 



MMPs NELL‟ISCHEMIA CEREBRALE: 

FUNZIONE TEMPO DIPENDENTE 

(Zhao BQ , Stroke 2007) 



134 pazienti 

prelievo in urgenza (< 3 h) 

ELISA assay 

(PH sintomatica in 4 pz, 0.2%) 

 

Accuratezza diagnostica 

combinata: 

sensibilità 92% 

specificità 87% 

 

Castellanos, Stroke 2007 



Studio clinico MAGIC multi-centrico italiano  

Centro coordinatore AOUC Careggi Firenze 

Prof. D. Inzitari 
 

 

-MMP 1, 2, 3, 8, 9,14 Activity 

-MMP 1,2, 3, 8, 9,12, 13 Antigene 

-TIMP-1, TIMP-2 

-VON WILLERBRAND, D-Dimero, PAI  

-TFPI  

-TF  

-TAFI  

- P, E-SELECTINA  

-CITOCHINE (IL-4, IL-10, IL- 1Beta, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-alpha, VEGF, MIP-1 alpha 

/ Beta, IP-10, MCP-1)  

-Mieloperossidasi  

-ICAM-1  



Piccardi et al 2015 





Neurotrasmissione 

glutammatergica 

GLT-1 = EAAT2 

 GLAST = EAAT1 

 



ANALISI DEL GLUTAMMATO 

NEI PAZIENTI 

• Spettroscopia RMN 

• Microdialisi in vivo 

• Livelli liquorali 

• Livelli plasmatici 

• Uptake e trasportatori in tessuti periferici 



Immagini in microscopia elettronica 
di piastrine di pazienti con ictus  

    PAZIENTI ICTUS                   CONTROLLI 





Increased glutamate 

release from platelets 

Decreased  glutamate uptake 

from platelets 



 

    CORRELAZIONE TRA TNF-A PLASMATICO 

E TRASPORTO PIASTRINICO DI 
GLUTAMMATO DOPO ICTUS 
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Effect of TNF alpha on platelet 

glutamate uptake 
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•Correlazione inversa tra uptake glutammatergico piastrinico e TNF-alfa plasmatico 

in pazienti con ictus ischemico 

•Inibizione ex vivo dell’uptake di glutammato piastrinico da TNF-alfa: relazione 

dose-risposta  

TNF-alfa PLT Uptake GLUT Plasma GLUT 

DANNO NEUROLOGICO 
CORRELATO 



J Exp Med, 2006 









Take home massage…per il clinico 

LIMITI ATTUALI: 

• I risultati vengono da studi su popolazioni molto 
selezionate, di piccole dimensioni e con intervalli  
temporali variabili 

• Non sempre i risultati sono riproducibili nei diversi studi 

• Alcuni test sono ancora molto costosi e richiedono 
tempi di laboratorio “lunghi” 

 

PROSPETTIVE FUTURE: 

• Sviluppo di pannelli di test diagnostici di ischemia acuta 

• Utilizzo come possibili indicatori precoci di prognosi  

• Possibili indicatori di efficacia e sicurezza di farmaci 
trombolitici/neuroprotettivi nell‟ictus acuto 

• Utilizzo di neuroprotezione per aumentare la finestra 
terapeutica di riperfusione 





TARGET DI 

NEUROPROTEZIONE 
• Antagonisti del glutammato 

• Calcio antagonisti 

• Inibitori dell’Ossido Nitrico 

• Radical Scavengers 

• Antiapoptotici 

• Antiadesione 

• Anticitochine 





Green AR, BJP 2008;153:S325  



Three possible models to explain cell 

death 

1.Ischaemia Cell death 

2.Ischaemia 

Cell death 

 3.Ischaemia 

Cell death 



Potential 

mechanisms 

of ischaemic 

brain 

damage 
(from Pulsinelli 

et al 1992) 



Toward Wisdom From Failure 
Lessons From Neuroprotective Stroke Trials and 

New Therapeutic Directions (Stroke. 2002;33:2123-2136.) 

 

 • Neuroprotezione “mirata”, basata su 
marcatori biologici e imaging 

• Scelta dei farmaci più attivi nei modelli 
sperimentali 

• Cocktail di vari neuroprotettori associati a 
trombolisi 

• Neuroprotezione       Neuroriparazione 

• Riabilitazione associata a terapie 
farmacologiche e fattori neurotrofici 



Italian Stroke Organization 

(ISO) Basic Science 

Lucio Annunziato 
Simone Beretta 

Maria Grazia De Simoni 
Carlo Ferrarese 
Francesco Orzi 



22 
Laboratori attivi nella 

ricerca sullo Stroke 

Sperimentale sul 

territorio Nazionale 



Linee di Ricerca Principali 

Neuroinfiammazione o microglia 6 

Target molecolari vari (Na-Ca exchanger, 

mGlu1, Endocannabinoidi, PARP, GRP17, 

purinergici) 4 

Apoptosi o morte neuronale 3 

Cellule Staminali o terapia cellulare 3 

Neurorepair o Neuroplasticità 3 

Oligodendrociti 2 

Brain conditioning  1 

Collaterali 1 

Totale   23 



Italian Stroke Organization 

(ISO) Basic Science 

1° Workshop 
Roma 26 Gennaio 2016 

Discussione  

- organizzazione di un trial 

preclinico multicentrico italiano 

- scelta dei targets  

- scelta dei bandi di finanziamento  

http://www.iso-stroke.it/


Questioni aperte… 

 

 

- ridurre la distanza tra i modelli animali e gli studi clinici  

(ricerca traslazionale) 

- standardizzazione dei metodi di laboratorio (ELISA assay) 

- accurata selezione e caratterizzazione dei pazienti (in particolare riguardo 

ai tempi dall’esordio dei sintomi) 

- necessità di studi multi-centrici prospettici 

- quali biomarcatori utilizzare come end-point surrogato nei trial clinici 


