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RIASSUNTO

Nell'ultimo decennio, l'impiego di cellule stamimabdulte multipotenti (CSM) ha
consentito l'individuazione di nuovi approcci teeaici per la cura di difetti tessutali
strutturali acquisiti o di malattie degenerativer R realizzazione dei cosiddetti prodotti di
terapia avanzata, l'identificazione di cellule staafi multipotenti circolanti animali ha
suscitato un particolare interesse nei confrontisgegue periferico umano quale fonte
ideale, caratterizzata da facile reperibilita detaica estrattiva non invasiva. Nel presente
lavoro e stata definita una metodica di isolametitocellule multipotenti da sangue
periferico umano Human Peripheral Blood Cells hPBC). La caratterizzazione delle
proprieta immunofenotipiche, proliferative e differziative delle popolazioni
fibroblastoidi estratte ne ha evidenziato la poiaita di impiego in applicazioni di
ingegneria tessutale. Il confronto con le popolazellulari isolate da sangue periferico
animale porcine Peripheral Blood Cells/ pPBC) ne ha dimostrato proprieta
immunofenotipiche e proliferative distintive. Inrpeolare, per entrambe le popolazioni
cellulari, I'analisi di gqPCR ha evidenziato I'espsene di geni di pluripotenza quali
Nanog, SOX2, KlIf4 e c-Myc, mentre lo studio @ubling Timene ha messo in luce una
capacita proliferativa costante associata ad uabilish immunofenotipica nella coltura
espansiva. L’'analisi mediante citofluorimetria hefinito per le popolazioni umane e
animali la derivazione da nicchie staminali diffetiieinfatti le cellule hPBC, esprimendo
marcatori quali NG2 CD13, potrebbero derivare dalla regione peridasepmentre le
cellule pPBC, esprimendo il CD44, potrebbero mtdoniéi nel sangue periferico da midollo
osseo. Risultando entrambe responsive vitro a stimoli di tre differenti linee
differenziative, le cellule pPBC e hPBC possono stgrarsi cellule staminali
multipotenti. Studi di crescita su matrici valvalacellulari porcine hanno dimostrato che
le cellule pPBC rispondono agli stimoli del suppagsprimendo il profilo genico specifico
delle popolazioni cellulari tipicamente presentilleevalvole cardiache aortiche e
polmonari. Lo studio delle proprieta immunomodutegalelle cellule hPBC mediante co-
coltura con linfociti umani e analisi di gPCR dopmattamento con la citochina
proinflammatoria INF, ne ha evidenziato la capacita di regolare laiferakzione di
linfociti, monociti e granulocitimediante I'espressione di geni coinvolti nella osta
inflammatoria, quali CXCL9, IDO1 e COX2.






ABSTRACT

In the last decade, the use of multipotent adelinstells (MSC) has paved way for the
identification of new therapeutic approaches fa tfeatment of acquired structural tissue
defects or degenerative diseases. For exploitiagnaximum therapeutic potential of these
cells, there is an urgent need for clear understgnolf the characteristics of multipotent
stem cells isolated from animal and human perighbla@od, being an ideal source,
characterized by high availability and non-invasaxéraction technique.

In the present work, a method for the isolatiomaifitipotent cells from human peripheral
blood human Peripheral Blood CellshPBC) has been defined. The characterization of
the immunophenotypic, proliferative and differeetproperties of extracted fibroblast-like
populations has highlighted their potential usetigsue engineering applications. The
comparison with the cell populations isolated framimal peripheral bloodp6rcine
Peripheral Blood Cellg pPBC) has demonstrated their distinctive immumeotypic and
proliferative properties.

In particular, for both cell populations, gPCR as#& showed the expression of genes of
pluripotency such as Nanog, SOX2, KIf4 and c-Mytilevthe Doubling Time study has
highlighted a constant proliferative capacity assed to immunophenotypic stability in
the culture expansion. Flow cytometry analysis stwbwhat the animal and human
populations originate from different stem cell reshhPBC, because of the expression of
markers such as NG2 and CD13, may arise from thegseular region, while pPBC,
expressing CD44, could mobilize to the peripherldotd from bone marrow. Being
responsive tdn vitro stimuli and differentiating towards osteogenicpmtirogenic and
adipogenic lineages, pPBC and hPBC can be consdidsrenultipotent stem cells.

Growth assays on porcine acellular valvular masricave shown that pPBC engraft well
onto the matrices expressing the specific gendlerof cell populations typically present
in aortic and pulmonary heart valves. The immunontetdry properties of hPBC were
investigated by co-culture with human lymphocytad analysis of gPCR after treatment
with the proinflammatory cytokine INF these studies have shown the ability of human
populations to regulate the proliferation of lympiit®s, monocytes and granulocytes by
the expression of genes involved in inflammatorgpmnse, such as CXCL9, IDO1 and
COX2.






INTRODUZIONE

1. Terapia cellulare

La terapia cellulare € un ramo della medicina ragativa che si basa sull’introduzione di
cellule in un paziente che presenta disfunziondiemge o acquisite a livello di un tessuto
o di un organo. Il termine identifica, dunque, unadalita di cura in cui i farmaci sono

sostituiti da cellule. Piu recentemente, il corzéttstato utilizzato soprattutto per indicare
procedure che prevedono l'uso di sottopopolaziogiluari ben caratterizzate, che
vengono isolate da biopsie o prelievi di tessutbseo protocolli standardizzati e vengono
infine introdotte nel ricevente dopo una manipaaei ex vivo o direttamente dopo

I'estrazione (Giordano, 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Esempio di terapia con cellule staminali ematopciietper la cura della leucemia

Non essendo possibile sottoporre a procedure diiztazione i prodotti cellulari senza
incidere sulla loro vitalita e quindi sulle lorogprieta terapeutiche, tutti questi trattamenti
devono essere eseguiti in condizioni che garamscan bassissimo livello di
contaminazione ambientale, allo scopo di ridurrasithio microbiologico associato. Lo

sviluppo di un prodotto di terapia cellulare chesgaessere impiegato in protocolli clinici



sperimentali segue una procedura ben definita oivefde una fase preclinica, una fase di
validazione ed una di approvazione.
La fase preclinica e orientata sin dal concepimelgiodisegno sperimentale alla raccolta
di informazioni necessarie alla traslazione in cangpnico. In breve, tali informazioni
riguardano:
> la definizione e la verifica sperimentale endpoint biologici di funzione (ad
esempio: il potenziale di crescitmm vitro di cellule staminali, il profilo
immunofenotipico, la secrezione di specifici faifor
> la verifica sperimentale del mantenimento delleattaristiche biologiche del
prodotto anche dopo criopreservazione e/o coltellalare;
> la verifica sperimentale della funzione biologidagddove possibile, in modelli
animali della patologia per la cui cura sarannoi@gate le cellule.
L’attivita di convalida del processo produttivo éegssere svolta in osservanza a quanto
prescritto dalle pratiche GMRGpod Manufacturing Practigee i risultati delle prove e
delle convalide costituiscono parte integrantepetocollo sperimentale che dovra essere
sottoposto a processi autorizzativi (Giordano, 2007
Esistono diverse forme di terapia cellulare (Braydt al, 2011):
v il trapianto di cellule tessuto-specifiche, speazmite e funzionali Cell
Replacement Therajpy
v' l'uso di cellule umane geneticamente modificate pettenimento di prodotti
biologici a scopo terapeuticod]l-based gene therapy
v il trapianto di cellule staminali o cellule proggiti di origine sia autologa che

allogenica.

1.1 Terapia staminale

E una strategia di intervento medico basata salldiscellule staminali$tem CellsSC) e
finalizzata al recupero di organi o tessuti danmgggla malattie o traumi. Si definisce
staminale una cellula non specializzata che hapadta di moltiplicarsi indefinitamente
e, in condizioni fisiologiche o sperimentali, egrnado di differenziarsi in cellule mature
con specifiche funzioni (Ratajczakt al, 2008). Se le cellule staminali isolate
dall’embrione nelle prime fasi di sviluppo sarelibér piu adatte allo scopo rigenerativo,
in virtu del loro elevato tasso proliferativo e lddlbro notevole capacita differenziativa, i
problemi etici sollevati dalla loro origine pre-akt hanno portato la comunita scientifica a

rivolgere l'attenzione verso lI'impiego terapeutidocellule staminali adulteAdult Stem



Cells ASC). Queste ultime sono state identificate wedii tessuti in eta post-natale, e
popolazioni cellulari di varia origine sono giatstésolate e caratterizzate, alcune solo di
recente (Korbling e Estrov, 2003). Le cellule staahi adulte, pur avendo capacita
proliferative e differenziative piu limitate rispeta quelle embrionali, sono in grado di
garantire il proprio autorinnovamentse(f-renewdl e la sostituzione degli elementi
cellulari tessuto-specifici terminalmente differeaiz per il turnover fisiologico del
distretto in cui sono localizzate o la riparaziahalo stesso in seguito ad infortuni o
all'insorgenza di stati patologici (Kuet al, 2009).

Studi recenti suggeriscono che le cellule stamiadililte sono caratterizzate da un’elevata
responsivita agli stimoli differenziativi, una prigta definita plasticita cellulare (Korbling
e Estrov, 2003). In particolare, tra le diverse gdapioni di ASC, quelle mesenchimali
(Mesenchymal Stem CellISC) sono caratterizzate dal piu alto potenzidfferenziativo,
essendo in grado di evolvere in numerbeeage cellulari di origine mesodermica,
ectodermica ed endodermica (Hipp e Atala, 2008).

Sulla base di queste considerazioni, la possildiitinpiegare cellule staminali isolate da
tessuti adulti ha rivoluzionato I'approccio terapen nel campo della medicina
rigenerativa, rendendo possibile avanzare nuove@agste di intervento per la cura di
malattie e disfunzioni tessutali. Sono, infattimrmarosi itrial clinici che hanno dimostrato
la potenzialita terapeutica dell'impianto di cedlustaminali isolate da fonti diverse
(midollo osseo, tessuto adiposo, sangue periferivel)a rigenerazione tessutale. |l
trapianto di cellule ematopoietiche € il primo epérdi terapia staminale realizzato con
grande successo ed e attualmente molto usato reeupero di diverse tipologie di linfomi
e mielomi. Anche il trapianto autologo di cellulaminali mesenchimali € una strategia
terapeutica sempre piu diffusa per il riparo distesdi origine mesodermica, come i
polmoni e il cuore, e per il trattamento di condigipatologiche quali l'ictus, il diabete, la
sclerosi multipla e le malattie degenerative dstesna nervoso (Alzheimer, Parkinson)
(Sng e Lufkin, 2012).

2. Cellule staminali per la rigenerazione tessutale
Il compartimento staminale a livello tessutale ei@efinito nicchia staminale (Schofield,
1978); esso consente il mantenimento dello staddfémenziato della cellula staminale

mediante uno specifico controllo della divisionéudare.
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Figura 2. Divisione asimmetrica di una cellula staminale

La mitosi staminale € definita asimmetrica, in dode due cellule figlie che si originano
hanno caratteristiche diverse. Infatti, una ered@#astaminalita della cellula madre
assicurando il cosiddettesélf-renewdl o autorinnovamento della popolazione e I'altra,
Transient Amplifying Cel(TAC) o cellula progenitrice, va incontro ad un @&sso
differenziativo mediante successive divisioni midbé simmetriche e acquisizione di
peculiari caratteristiche tessutaltonmittment (Figura 2). Questa proprieta consente
I'omeostasi tessutale, assicura il corrétimover cellulare in tutti i tessuti dell’organismo
e, in occasione di un danno, promuove processjenerazione (Knoblich, 2001).

Come descritto da Ratajczak e colleghi (Ratajcetikal, 2008), il diverso grado di
potenzialita differenziativa delle cellule stamingbC) porta a distinguere 4 tipologie
diverse (Figura 3):

v’ totipotenti, che danno origine a tutti i tessuti e agli anhessbrionali.
Fisiologicamente, le cellule staminali totipotestino I'oocita fecondato (zigote) o i
blastomeri derivati dalle prime due divisioni. Lantroparte artificiale e |l
cosiddettaclonote ottenuto tramite trasferimento nucleare in unitacenucleato;

v' pluripotenti, che danno origine a tessuti derivanti da tutti e irfoglietti
embrionali (ectoderma, mesoderma ed endoderma)edgmpio sono le cellule
staminali embrionali che si trovano nella masshutzk interna della blastocisti

v' multipotenti, che danno origine a tessuti derivanti da un fmdtietto embrionale,
come ad esempio le cellule staminali adulte;

v’ unipotenti, ovvero celluletissue-committe¢he danno origine ad una sola linea
cellulare. Alcuni esempi sono le cellule staminatessuto-specifiche
ematopoietiche, epidermiche, epatiche e neurali.

Inoltre, in base alla loro origine, le cellule staali si distinguono in embrionali e adulte.
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Figura 3. Sviluppo gerarchico del compartimento cellularerstele

2.1 Cellule staminali embrionali

Le cellule staminali embrionali (Bbryonic Stem CellsESC) (Suraniet al, 2007)
derivano da un embrione allo stadio di blastocetindi a 4-5 giorni dalla fecondazione.
La blastocisti &€ costituita da tre strutture: uttiestrato cellulare piu esterno, chiamato
trofoblastqg da cui prendono origine i tessuti extraembrignala cavita interna o
blastocelee lamassa cellulare interndCM), un gruppo di circa 30 cellule all'interneld
blastocele, destinato a svilupparsi in embriongyfa 4). Le cellule staminali embrionali
sono cellule pluripotenti, capaci quindi di generéautti i differenti tipi cellulari presenti
nell'organismo. Durante lo sviluppo embrionale, caori genetici di pluripotenza, quali
Oct-4, Nanog e Sox-2 indirizzano le ESC verso teedinziazione tessutale, dando origine
ai tre foglietti germinativi (Nicholet al, 1998; Suranet al, 2007).

Le prime linee di cellule staminali embrionali meisono state isolate nel 1981 dalla ICM
di blastocisti di topo (Evans e Kaufman, 1981; M&ari981). Se mantenute in coltura su
un feeder layerdi fibroblasti embrionali murinirhouse embryonic fibroblastMEF) o in
presenza deleukemia inhibitory factor(LIF), le ESC mantengono la loro capacita
proliferativa nonché il loro stato indifferenziajger un periodo di tempo indefinito

(Williams et al, 1988). LIF e un fattore che appartiene alla fdiaidelle interleuchina-6



(IL-6) e che attiva la via dsignaling responsabile del mantenimento della pluripotenza
delle ESC (Matsudat al, 1999).
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Figura 4. Cellule staminali embrionali

Per la loro enorme potenzialita proliferativa efetfiénziativa, le ESC sono oggetto di
studio per I'eventuale applicazione in medicinaengrativa (Donovan e Gearhart, 2001,
Prelleet al, 2002). Numerosi studi hanno dimostrato che le B8€50no essere estratte e
replicate ex vivo e che sono geneticamente manipolabili, ma evolviondormazioni
tumorali (teratocarcinomi) quando trapiantate idesectopica (Soltest al, 1970; Diwan e
Stevens, 1976). Il piu grande limite per l'utilizzerapeutico di queste cellule e

rappresentato dai problemi di ordine etico sollestalla loro origine embrionale.

2.2 Cellule staminali adulte
Le cellule staminali adulte sono cellule indiffezéxte con caratteristiche delf-renewal
che risiedono in specifici distretti tessutali th @ost-natale (Kuaet al, 2009). La prima

popolazione di cellule staminali adulte e statdatsonegli anni '70 dallo stroma del

midollo osseo di porcellino d’india, ad opera dieBenstein e colleghi (Friedenste&inal,
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1970; Friedensteipt al, 1976). Le caratteristiche della nicchia stamirslalta sono state
definite da Schofield nel 1978 come [linsieme dillide specializzate, matrice
extracellulare e molecole solubili caratteristicted tessuto ospite che contribuiscono alla
modulazione degli stimoli differenziativi ed atth@i processi di rigenerazione (Schofield,
1978; Kolf et al, 2007) ¢ ). Nicchie staminali sono state identificate intic#i
tessutali diversi, quali la pelle, il fegato, il sawlo scheletrico, il tratto gastrointestinale, il
pancreas, I'occhio, il cervello, il tessuto adipa$onidollo osseo e il sangue (Spradlieg
al., 2001;Presnelket al, 2002;Jianget al, 2002,Hipp e Atala, 2008). La caratterizzazione
fenotipica e funzionale delle cellule staminali el risultata essenziale per la definizione

dei protocolli terapeutici della medicina rigenerat(Tuanet al, 2003).

Niche coll

Stem cell Progeny cedl

Figura 5. Struttura della nicchia staminale

Tra le cellule staminali adulte, le piu studiatesdorse quelle ematopoietiche, isolate dal
midollo osseo e capaci di dare origine alle celldédla linea linfoide e mieloide del
sangue; esse sono usate in clinica per la teragia thalattie del sistema immunitario
(Hipp e Atala, 2008). Un’eccezione alla tessutoeffpita delle ASC e rappresentata dalle
cellule staminali mesenchimali, che, essendo id@mi differenziare in diverdineage
hanno destato un interesse sempre maggiore n& degdi anni e numerose applicazioni
nel campo della medicina rigenerativa sono statgpgste per il recupero di danni
strutturali e funzionali dei tessuti mesodermicidedermici ed ectodermici attraverso la
terapia cellulare con MSC (Pittengaral, 1999).
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2.3 Cellule staminali mesenchimali

Le MSC sono una popolazione eterogenea di cellutespecializzate e multipotenti che in
colturaex vivoaderiscono alla plastica formando piccole colatiieellule fibroblastoidi
(Colony Forming Unit-Fibroblast CFU-F). Secondo i criteri stabiliti dalla Societa
Internazionale per la Terapia Cellulare (ICT) (Doiwii et al, 2006), oltre che per la
capacita di aderire alla plastica, le MSC si caratano per I'alta espressiorre95%) dei
marcatori CD105, CD73, CD90 e la bassa espresof@o) degli antigeni CD45, CD34,
CD14 o CD11b, CD7® o CD19 e HLA-DR. Esse, inoltre, presentano un alev
potenziale multidifferenziativo in senso osteogeniadipogenico, condrogenico e
miogenico [igura 6 A.

Le proprieta e la funzionalita delle MSC dipendotalle caratteristiche della nicchia
staminale da cui hanno origineidura 6 B, all'interno della quale preservano il loro stato
indifferenziato (Spradlinget al, 2001; Esteset al, 2004) e si ancorano a cellule di
supporto mediante proteine di giunzione e di adesi@ppresentate dal®nnessines
dalle caderine(Perez-Morencet al, 2003). E riportato che in seguito a particoléimsli
guale un danno tessutale, la cellula staminaleami@tla sua nicchia ed entra nel circolo
sanguigno, fino a raggiungere il sito in cui vieeelutata per il processo di rigenerazione
tessutale{foming. La presenza sulla sua superficie di specificet®ri di chemochine, ad
esempio il recettore CXCR4 per I'SDBtfomal cell-derived factd¢la, ne consente la

migrazione specifica al sito di reclutamento (Ketifal, 2007).
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Figura 6. (A) Potenziale multidifferenziativo di cellule MSQB) Nicchia delle cellule staminali
mesenchimali. Le MSC sono rappresentate all'intetella componenente perivascolare della nicchia: (BV
blood vessel), e interagiscono (1) con celluleedéhziate (DC) mediante molecole di adesione, deali
caderine; (2) con la matrice extracellulare (ECM)dmante recettori per integrine; (3) con molecagrale,
quali fattori autocrini, paracrini, endocrini. LeS\C presenti nella nicchia del midollo osseo sorsmé@ate
ad ipossia (Kolkt al, 2007).
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Fin dalla prima identificazione di una popolaziahecellule staminali adulte multipotenti
da parte di Friedenstein e collaboratori, le MSC giudiate in termini di immunofenotipo,
plasticita e strategie di impianto sono quelleasmldal midollo osseo (Het al, 2007).
Tali cellule, indicate con Il'acronimo BMMSCB¢ne Marrow-derived Multipotent
Mesenchymal Stromal Céljsisiedono, appunto, nel midollo osseo in etapasale, dove
sembrano avere la funzione di ricreare un microantbifavorevole per la proliferazione e
il differenziamento della componente cellulare espatetica (Friedenstein, 1989). Nella
colturain vitro, esse sono popolazioni di cellule aderenti, clemoche, non fagocitiche e
di morfologia fibroblastoide (CFU-F) (Friedensteit95; Bianco e Robey, 2000), che
risultano eterogenee per quanto riguarda la dimersidelle colonie, la capacita
proliferativa, 'immunofenotipo e il potenziale tifenziativo (Bianco e Robey, 2000). E
stato inoltre dimostrato sia vitro chein vivo che le cellule BMMSC sono in grado di
differenziare, in presenza di specifici stimoli uttlvi, in cellule dell'osso, del tessuto
adiposo, della cartilagine, del tessuto fibroscekrduscolo scheletrico e cardiaco (ke
al., 2007).

Per anni il midollo osseo ha rappresentato l'escdusfonte di cellule staminali
ematopoietiche e di MSC multipotenti. Essendo tacedura estrattiva altamente invasiva
per il donatore e la resa cellulare estremamerriabike e dipendente dall’eta del soggetto
(Nishida et al, 1999; Mueller e Glowacki, 2001; Stenderap al, 2003), nell’ultimo
decennio sono state oggetto di studio fonti alterea quali il cordone ombelicale
(Rubinsteinet al, 1993), il tessuto adiposo (Zw al, 2002), la placenta (Keret al,
2006) e il sangue periferico (Seta e Kuvana, 2007).

2.4 Cellule staminali circolanti nel sangue perifdco

L’esistenza di popolazioni circolanti di celluleastinali o progenitrici multipotenti & un
argomento di ricerca che sta destando sempre tgtesse nella comunita scientifica, in
quanto puoO rappresentare un fattore chiave pecuaasé la rigenerazione dei tessuti
periferici (Kuciaet al, 2008). Ad esempio, le cellule HSC circolano caméimente a
livelli molto bassi nel sangue per mantenerepaol di componenti ematopoietici nel
compartimento midollare delle ossa periferichei H&C vengono mobilizzate nel sangue
attraverso un trattamento farmacologico (sommimzstme di Ganulocyte Colony-

Stimulating Factor G-CSF) (Petiet al, 2002), oppure in seguito ad un danno indotto al

13



midollo osseo (Kuciat al, 2008). Ci sono, pero, evidenze sempre piu nureedetia
presenza in circolo di popolazioni cellulari nonatapoietiche che esprimono marcatori
tipici di cellule staminali mesenchimali, di fibritic di progenitori muscolari scheletrici ed
endoteliali e di cellule staminali epatiche (Kuetaal, 2008).
Cellule fibroblastoidi ad attivitd clonogenica eoliferativa sono state identificate nel
sangue periferico di diverse specie di animali sdguali il guineapig (Kuznetsowet al,
2001), il coniglio (Waret al, 2006), il cane (Husst al, 2000), il topo (Kuznetsogt al,
2001), il ratto (Wuet al, 2003) e infine anche 'uomi¢le et al, 2007) In colturaex vivq
tali popolazioni si presentano aderenti alla ptasted organizzate in tipiche colonie
fibroblastoidi CFU-F. Denominate PB CFU-P¢dripheral BloodColony Forming Unit-
Fibroblas) (Maximow, 1928) o PBMSC Reripheral Blood-derived Multipotent
Mesenchymal Stromal Céll§Heet al, 2007), presentano poco espressi i marcatori:
» della linea ematopoietica, quali il CD34 milarker macrofagico CD14 e I'antigene
leucocitario CD45;
» della linea endoteliale, quali il CD117 (c-Kit) leGD31, la proteina procoagulante
fattore VIII;
» del complesso di istocompatibilitd di classe Il @DR), la cui assenza ne
determina la non immunogenicita.
Esse esprimono invece marcatori tipici della liseganinale mesenchimale (CD90, CD105,
CD73) (Heet al, 2007) e il CD106 ascular cell adhesion moleculg-& la proteina
ICAM-1 (intercellular adhesion molecole),lche sono molecole che mediano I'adesione
delle cellule stromali mesenchimali ai progenigmatopoietici midollari (Tondreaet al,
2005). All'interno della popolazione PB CFU-F sostate inoltre identificate cellule
positive al CD133 (Tondreaet al, 2005), marcatore tipicamente espresso da calrie
potenzialita ematopoietica, endoteliale, o emoarigsgii (Logeset al, 2004). Studiin
vitro e in vivo hanno evidenziato la potenzialita differenziatidelle PB CFU-F in senso
osteogenico, adipogenico, condrogenico e miogefdcaznetsovet al, 2001; Wuet al,
2003 Tondreatet al, 2005).
E stato dimostrato che, in seguito ad un dannait@eso in condizioni di stress, le cellule
PBMSC vanno incontro ad un significativo incrementamerico, mediante un
meccanismo ancora sconosciuto. Alcuni autori suggemo che tali cellule siano, in
condizioni normali, accumulate a livello del miabibsseo (Kuciat al, 2005) o in sedi

periferiche diffuse rficchia staminale perivascolargShi e Gronthos, 2003) e che in
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particolari condizioni fisiologiche o in seguitodanno tessutale, si attivino, migrando nel
torrente sanguigno e stimolando il processo dnegazione del tessuto leso.

Per il processo dhoming le cellule staminali multipotenti devono abbana@enla loro
nicchia di origine tramite la divisione mitoticaimsnetrica che ne garantisce da un lato il
self-renewal e dall’altro il commitmentverso uno stato sempre piu differenziato.
Quest'ultimo processo puo verificarsi con il paggagdelle cellule attraverso nicchie
diverse che ne regolano il differenziamento (WaHagan, 2000). Inoltre, devono venir
meno le interazioni cellula-cellula e cellula-megritra i componenti della nicchia e i
progenitori indifferenziati, cosi da facilitarnanigresso nel flusso sanguigno. Il sangue
periferico, quindi, potrebbe rappresentare unadvigansito attraverso cui tali progenitori
raggiungono il tessuttarget dove possono proliferare e differenziarsi ulteriente. In
base a queste considerazioni, alcuni studiosizpatio che le cellule PBMSC possano
derivare da cellule staminali primitive di tipo ppotente (PSC) della nicchia midollare o
perivascolare o da precursori tessuto-specifici SCE che si accumulano nel midollo
durante I'ontogenesi; esse verrebbero poi mobiieznal sangue attraverso la stimolazione
in condizioni fisiologiche, farmacologiche o patgiche dellasse SDFelCXCR4
(Ratajczalet al, 2003).

Kucia e collaboratori hanno inoltre osservato cheumero di cellule staminali non
emopoietiche nel sangue periferico puo essere aatoetialla somministrazione di agenti
simili a quelli impiegati per la mobilitazione diS€ (es. G-CSF) (Ratajczak al, 2004) o
stimolati da fattori di stress associati ad un datessutale (es. infarto) (Kucet al,
2004). Un aumento di tali cellule nel sangue padée in seguito a danno supporta
I'ipotesi secondo la quale tali popolazioni possajiocare un ruolo importante nella
rigenerazione dei tessuti. Quindi, € verosimile ¢hprocessi di rigenerazione locali
coinvolgano il reclutamento non solo di progeniforésenti in sede, ma anche di cellule
staminali specifiche per l'organo danneggiato, c¢lsedono nella nicchia staminale

midollare o nella nicchia perivascolare.

3. Proprieta immunomodulatoria del trapianto cellulare

Uno dei punti critici dell'applicazione terapeutidalle cellule staminali e il fatto che esse
potrebbero interferire con il sistema immunitariel’drganismo ricevente. Per questo
motivo, I'immunogenicita e le proprieta immunomaatokie delle MSC sono degli aspetti

che vengono studiati accuratamente nella fase lpmesac di caratterizzazione di una
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popolazione destinata all'impiego per la terapibutae di disfunzioni tessutali (Nauta e
Fibbe, 2007). Mentre la non immunoreattivita detkdlule staminali € garantita dalla
mancata espressione sulla membrana plasmatica @eglyeni del complesso di
istocompatibilita di classe Il (HLA-DR), molti stuch vitro edin vivo hanno dimostrato
che diversi tipi di SC, e soprattutto quelle mebsémali, sono dotate di proprieta
immunomodulatorie e immunosoppressive in virtu elejuali prevengono il rigetto del
trapianto (Le Blanc e Ringden, 2Q0%auta e Fibbe, 2007). In seguito ad un danno anad u
trauma, la capacita di un tessuto di manteneredastasi e iturnovercellulare puo essere
compromessa dal processo inflammatorio correlatdatba degradazone della ECM
tessutale, con conseguente perdita dell’efficaelfazione rigenerativa della componente
staminale. Proprio per questo si ricorre alla sonistriazione di cellule staminali esogene,
che possano ottimizzare il processo di riparazideé tessuto leso. Il meccanismo
attraverso il quale tali cellule agiscono non ecaacstato definito: fino ad ora sono stati
ipotizzati a) la fusione delle cellule morte conNESC, b) il loro differenziamento in
cellule tessuto-specifiche e c) la loro attivitasdcrezione di fattori bioattivi (Semeeb
al., 2011). Nonostante i meccanismi con cui le MSGrapo il danno tessutale siano
numerosi e complessi, si & consolidata sempreudigpieoria che esse agiscano mediante
la secrezione paracrina ed endocrina di citochirfatteri solubili che nel sitdarget
contribuiscono a rendere il microambiente respanaila rigenerazione. Il meccanismo e
mediato dall'interazione con le cellule del sistemmanunitario, quali linfociti, monoliti,
cellule dendritiche éNatural Killer e porta all’attenuazione del processo inflammatori
indotto dalla lesione o dalla patologia da cur&iéafi et al, 2010) ).
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Figura 7. Proprieta immunomodulatorie delle cellule MSC

a) Regolazone dei linfociti T nei trapianti celltla

La regolazione della proliferazione e del differanzento dei linfociti T ha un ruolo
importante nel carattere terapeutico delle MSCafaitutto, in condizioni patologiche le
MSC esogene tendono ad accumularsi nella milza énfienodi, in particolare accanto
alle cellule immunitarie come quelle dendritichei dinfociti B e T, suggerendo
un’interazione cellulo-specifica (Limet al, 2010). In vitro, le MSC inibiscono la
proliferazione dei linfociti T sia tramite il conta cellula-cellula, sia attraverso la
secrezione di fattori umorali specifici quali IDO{Indoleamina 2,3-diossigenasi-1) e
Galectina-1. Inoltre queste cellule contribuiscan@iminuire la produzione linfocitaria
delle citochine proinfiammatorie TNNHTumor Necrosis Factos) e INFy (Interferony) e
ad aumentare la secrezione di interleuchina-101(Q)- probabilmente mediante la
produzione di IDO-1 e di PGE2 (Prostaglandina E2esgpressione della molecola co-
stimolatoria B7-H (Yocet al, 2009). Numerose evidenze sono emerse a dimasteadel
ruolo delle MSC nellattivazione e nel reclutamentiei linfociti Treg attraverso
I'espressione di HLA-G5 e di altre molecole (Selimanal, 2008). Questo prova che le
cellule staminali possono modulare I'infammaziom@ solo in modo diretto, ma anche

indirettamente, stimolando I'intervento di cellalé azione immunosoppressiva.
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b) Regolazione dei linfociti B

Se da un lato sono numerosi gli studi sulla regotezdei linfociti T da parte delle cellule
staminali mesenchimali, ci sono invece poche erogatse evidenze sperimentali riguardo
ad una loro azione modulatoria nei confronti dedidlule B. Alcune ricerche hanno
dimostrato che le MSC possono inibire il differemmento dei linfociti B in plasmacellule
attraverso la produzione di fattori umorali (Corzet al, 2006).

c) Regolazione dei monociti/macrofagi

Queste cellule sono le maggiori responsabili dpladuzione di citochine nel sito di
inflammazione e quindi rappresentano uno dei pantici dellimmunomodulazione.
Recentemente Maggini e colleghi hanno dimostratlelcellule staminali mesenchimali
modulano I'attivita di monociti e macrofagi inibemdéh loro produzione di citochine pro-
inflammatorie, quali TNE, IL-6 e INF (Maggini et al., 2010). Inoltre, in presenza di
inflammazione, le MSC producono citochine antianfimatorie come IL-10, bloccando
I'attivazione delle cellule del sistema immunitaratenuando il processo inflammatorio e
controllando I'estensione del danno tessutale.né&file cellule MSC promuovono la
fagocitosi delle cellule apoptotiche ripulendo iitos danneggiato ed inibiscono |l
differenziamento delle cellule dendritiche derivaddi monociti. Questi effetti sembrano
essere mediati dalla secrezione di PGE2, che haffetto diretto sull'attivazione dei

macrofagi (Kronsteinest al, 2011).

d) Regolazione delle cellule dendritiche

Le cellule dendritiche Oendritic Cells DC) svolgono un ruolo fondamentale nella
presentazione dell’antigene e nella modulazionkatidlita linfocitaria. E stato dimostrato
che, attraverso il contatto cellula-cellula e larsgione di PGE2 e IL-6, le cellule staminali
mesenchimali sono in grado di inibire la maturagiatelle DC, che di conseguenza
mostrano un’espressiongowrregolata di molecole costimolatorie (CD80 e CD86) e

molecole MHC di classe Il (Aggarwal e PittengerQ2)

e) Regolazione delle cellule Natural Killer

L’azione immunomodulatoria delle MSC sulle celliNatural Killer (NK) &€ ancora poco
conosciuta, ma ci sono alcune evidenze riguardmiblkione di questi effettori della
reazione immunitaria mediante la secrezione di HkR\-e PGE2 da parte delle cellule

staminali mesenchimali (Semedd al, 2011) E importante considerare I'effetto delle
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MSC sul sistema immunitario in regime di controtdell’insorgenza di tumori, che e

dovuto proprio all’inibizione delle cellule NK (let al, 2011).

4. Cellule staminali e prodotti di ingegneria tesstale

L’intervento terapeutico di difetti strutturali efonzionali dei tessuti solidi pud prevedere
I'impiego di matrici naturali o sintetiche ingegierate con cellule staminali; tale strategia
rientra nel campo dell'ingegneria tessutale.

Il termine tissue engineeringingegneria tessutale) e stato coniato circa aent’ fa per
indicare “una tecnica interdisciplinare che appligaincipi e i metodi dell’ingegneria e
delle scienze biologiche con l'obiettivo di compiere le relazioni fondamentali tra
struttura e funzione nei tessuti sani e malati’algfanismo e di sviluppare sostituti
biologici in grado di ripristinare, mantenere o fdgarne la funzionalita”. In tale settore
convergono significativi contributi delle scienze lthse, della scienza dei biomateriali,
della bioingegneria, delle biotecnologie, della Ibgia cellulare e della medicina
rigenerativa (Langer e Vacanti, 1993).

La creazione di tessuéix novoa partire da cellule, biomateriali di supportopedfici
fattori di crescita ha suscitato un interesse sempaiggiore nella comunita scientifica, in
quanto rappresenta un nuovo approccio terapeutieopotrebbe ovviare ai limiti che
caratterizzano l'attuale terapia del trapianto gamo e dell’impianto di protesi artificiali
per il recupero di tessuti ed organi parzialmentkelotutto compromessi a causa di traumi,
malattie congenite o patologie tumorali (Langerazahti, 1993).

4.1 1l danno tessutale

La perdita dell'integrita strutturale di un tesswida compromissione funzionale di un
organo a causa di eventi patologici o traumatiene dei piu importanti e costosi problemi

della pratica clinica moderna (Shieh e Vacanti,5)00a risposta da parte dell’'organismo
ad un danno di media o alta entita consiste pratcipnte nei processi di riparazione che
mirano a limitarlo nella prima fase tramite la f@mone di tessuto cicatriziale. Tale
tessuto e essenzialmente collagenoso e non ristabila composizione fisiologica del

tessuto danneggiato. Questa, dunque, € una rispodtminare che puo essere efficace,
ma non sufficiente per ripristinare la strutturladunzione fisiologica del sito del danno.

Risulta quindi necessario un intervento di tipo roedhirurgico che possa far fronte in

modo piu esaustivo alla riparazione del danno taksu trattamenti chirurgici attualmente
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in uso nella pratica clinica prevedono, a seconglacdsi, quattro possibili approcci: il
trapianto di un organo da donatore (trapianto atagp), il trapianto di tessuto autologo, il

trapianto di protesi sintetiche e il trattamentorfacologico (Williams, 2006) ).

Allotrapianto d’organo

Trapianto di tessuto

Protesi artificiali
autologo

Terapia farmacologica

Figura 8. Approcci terapeutici per il recupero di un dannssteale

Nonostante gli incoraggianti risultati ottenuti nmeede I'impiego di una di tali strategie, il
recupero di danni tessutali costituisce ancora kablpma irrisolto della moderna. Un
limite del trapianto allogenico €&, ad esempio, rappntato dall’esiguo numero di
donazioni e dalla obbligatoria terapia immunosoggik& a cui il ricevente deve sottoporsi
per il resto della sua vita.

Il trapianto autologo, sebbene rappresenti unazgmie ideale in ragione dell’assenza di
rischio di rigetto, puo comportare la compromissi@trutturale e funzionale del sito di
prelievo del tessuto.

L'uso di dispositivi protesici si € rivelato, neglitimi anni, un approccio vincente da un
punto di vista clinico-medico: le protesi di ancdiaginocchio (Behairy e Jasty, 1999), le
lenti intraoculari per il trattamento della cat&afLloyd et al, 2001), l'impianto di
pacemaker per la correzione delle aritmie cardig@uwurke et al, 2002) e le valvole
cardiache atrtificiali (Moffatt-Bruceet al, 2004) rappresentano alcuni esempi di
applicazione della strategia protesica nella paatimica. Sebbene sia riconosciuto il loro
grande potenziale terapeutico, essi possono coarpaazioni di rigetto e, a causa della
loro natura sintetica, si adattano scarsamentaamepsi di crescita naturale del sito di
impianto (Williams, 2006).
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In base alle precedenti considerazioni, si pu0 cenmgere come l'ingegneria tessutale
possa essere una valida soluzione o almeno umattea plausibile ai trattamenti sopra
citati ( ).

4.2 Gli “strumenti” dell'ingegneria tessutale

Per stimolare un processo di rigenerazione di tessuorgani, I'ingegneria tessutale si
avvale di tre diversi strumenti: a) cellule, b) n@atdi supporto $caffold e c) fattori di
crescita ). Ciascuno di tali elementi puo essere funzioraleipristino della
funzionalita di un organo perché contribuisce thmente o indirettamente alla
formazione di neotessuto: i trapianti cellulari, di@ate secrezione di specifica matrice
extracellulare (ECM), Iscaffoldper garantire un adeguato sostegno strutturaltori

di crescita per la modulazione della risposta taiéu(lkada, 2006). La combinazione dei
tre elementi porta alla definizione di prodotti azati di ingegneria tessutale (sostituto

tessutale ingegnerizzato).

“Isolated Cells”

3\1 \,) ql .
o7

TISSUE
ENGINEERING

“Tissue-inducing

L H ”
Substances” Matrices

Figura 9. Il paradigma dell'ingegneria tessutale

a) Cellule

Il potenziale terapeutico del sostituto tessutalgegnerizzato e fortemente dipendente
dalle caratteristiche della componente cellulatalig’origine e il grado di staminalita. Le
cellule destinate ad un impiego nella medicina nmggativa possono essere di origine
autologa (derivanti dal paziente stesso), allogeiiprovenienti da un altro individuo) o
xenogenica (estratte da un’altra specie animale3. dellule autologhe risultano
chiaramente le candidate ideali, in quanto queileorigine eterologa richiedono la
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somministrazione al paziente di un trattamento imosoppressivo. Sono comunemente
impiegate cellule tessuto- o organo-specifiche l§telstaminali unipotenti) o cellule
staminali multipotenti. Le cellule tessuto-spedificcontribuiscono in modo limitato al
processo di rigeneraziomx vivoperché sono dotate di un basso potenziale prafifer e
differenziativo rispetto alle cellule staminali rtipbtenti. Pertanto negli ultimi anni la
ricerca scientifica sta promuovendo programmi tewéipi basati sullimpiego di

popolazioni ad elevato grado di staminalita (Wengl, 2010;Bianco e Robey, 2001).

b) Scaffold

Gli scaffoldo matrici di supporto sono biomateriali naturakiotetici che forniscono alle
cellule sostegno meccanico-strutturale e protezimiea e consentono la veicolazione di
cellule o di fattori bioattivi e modulano le interani cellula-matrice necessarie per la
rigenerazione tessutale (Fuehal, 2007). Gliscaffoldingegnerizzati ricreanm vivo un
ambiente extracellulare adatto alla rigeneraziesstitale (Placet al, 2009). A cusa della
scarsa disponibilita di biomateriali naturali digine autologa, allogenica e xenogenica,
I'impiego di scaffoldsintetici in forma di biopolimeri e idrogel ha agutn forte sviluppo

nell’'ultimo decennio (Drury e Mooney, 2003).

c) Fattori di crescita

Sono proteine che svolgono un ruolo chiave nei gssic di proliferazione e
differenziamento cellulare. Possono essere estattiessuti oppure prodotti mediante
tecniche di trasfezione batterica. L'interesse simgcitano € legato alle loro potenzialita di
impiego nel processo di ottimizzazione di un sogiitessutale. | fattori piu comunemente
utilizzati nell’ambito dell’ingegneria tessutale o bone morfogenetic protei(BMP),
basic fibroblast growth facto(bFGF), vascular epithelial growth factoVEGF) e
tranforming growth factop (TGF{3) (Tabata, 2003).

5. L'ingegneria tessutale valvolare cardiaca
Una delle piu interessanti e promettenti applicaizierapeutiche basate sull’'utilizzo delle
cellule staminali combinate cataffolddi supporto per il recupero di danni e disfunzioni

tessutali € I'ottenimento di valvole cardiache igigerizzate.
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5.1 Le valvole cardiache
Le valvole cardiache sono strutture che regolarflusiso del sangue all'interno del cuore
(Figura 10. Si tratta di appendici di tessuto essenzialmefilbeoso, rivestite da
endocardio, che controllano il passaggio del samgaverso gli orifizi che collegano gli
atri con i ventricoli ed i ventricoli con l'arteriaorta o l'arteria polmonare (Stevens e
Lowe, 1997). Esse comprendono:

» lavalvola tricuspide;

» la valvola bicuspide o mitrale;

» lavalvola aortica formata da tre cuspidi semilunar

» la valvola polmonare dotata di tre cuspidi semituna

(anterior)

Pulmonary valve

Anterior interventricular a.

Heart Valves

L. coronary a. Aortic valve

Circumflex a.
R. coronary a.

L. ventricle
R. conus

Bicuspid valve arteriosus

(mitral valve)

R. marginal a.

Tricuspid valve

Great cardiac v. Key
a. anterior
Coronary sinus b. posterior
. c. left
(posterior) 4 right
e. septal

Figura 10. Anatomia delle valvole cardiache

Ciascuna valvola semilunare & costituita da trebleanforma di nido di rondine, ognuno
dei quali presenta un margine aderente, attacditdimea di trapasso tra ventricolo e
arteria, e un margine libero che sporge nel lunteak®.

Al centro del margine libero, ciascun lembo presemt inspessimento nodulare che serve
a far meglio aderire i tre lembi durante la chias{@oglia, 1999).

L'apertura e la chiusura delle valvole sono dipetidelalle variazioni pressorie
intracardiache. Non esiste, infatti, alcun tipacdntrollo nervoso o muscolare sull'attivita
valvolare (Swanson e Clark, 1974). Garantendo wesstenza efficace e passiva, le
valvole impediscono il reflusso del sangue versoafffi durante la fase sistolica o
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“contrazione ventricolare" (valvole tricuspide e€uspide) o verso i ventricoli durante la
fase diastolica o "rilasciamento ventricolare" (i semilunari).
Tutte le valvole cardiache presentano una strutjareerale in cui si riconoscono: un disco
centrale di tessuto fibroso denso che si estentiéedsuto connettivo del corpo fibroso
centrale e dagli anelli valvolari, uno strato fiblastico e uno strato esterno di endotelio
(endocardig (Favaro, 1914).
Tali strati, il cui spessore varia da valvola avetd, da zona a zona e con l'eta del
soggetto, formano tre diverse tonache denominaigi@ 1):
1. ventricularis che e presente sul lato ventricolare, nella zbradflusso, ed e per lo
piu costituita da fibre elastiche (Filoehal, 2009);
2. spongiosa che e presente nella parte mediana, ed € untdeksso, ricco di
glicosamminoglicani e collagene (Mendelson e Sch2@6);
3. fibrosa o arterialis che definisce la superficie valvolare nella altena di deflusso
e presenta una componente fibrosa molto svilugpdtavaet al.,2009).

Figura 11.Istologia della vaolvola cardiaca.

Nelle valvole si distingue una componente cellu@mprendente:
1. cellule endoteliali valvolari (VEC) (Filovat al, 2009);
2. cellule interstiziali valvolari (VIC) (Filovat al, 2009).
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Le VEC formano sulla superficie di ogni lembo vdare un rivestimento funzionale
deputato a mantenere una superficie non trombogen& modulare I'attivita delle cellule
VIC sottostanti (Filovat al, 2009).
Le VIC sono il tipo cellulare maggiormente rappréaéo nella valvola, presentano le
caratteristiche morfologiche e funzionali dei fiblasti e sono essenziali per |l
mantenimento delle strutture valvolari, in quantne deputati alla produzione della
matrice extracellulare (ECM). Rappresentano unaolagmne eterogenea in cui Si
riconoscono sottotipi diversi, presentanti le daratiche tipiche di:

1. fibroblasti;

2. miofibroblasti;

3. cellule muscolari lisce di tipo fetale (SMC).
Le SMC ed i miofibroblasti sono essenzialmente llezati nella tonaca fibrosa, mentre i
fibroblasti sono presenti essenzialmente in quadlaricolare. La spongiosa € in generale
lo strato piu povero di cellule. | miofibroblastirso caratterizzati da un’alta espressione di
a-actina muscolare liscia e da numerose fibre desstr sono cellule attive nella
proliferazione e nella migrazione.
| fibroblasti sono essenziali pertiirnoverdel tessuto valvolare perché sono attivi nella
sintesi di fattori di crescita, citochine, componetella matrice extracellulare (collagene,
elastina, proteoglicani, fibronectina) ed enzime{alloproteinasi e loro specifici inibitori)
(Tayloret al, 2003).
Le SMC, dotate di capacita contrattile, garantiscibmantenimento di una forza valvolare
intrinseca e la resistenza alle pressioni emodiclaenalle quali le valvole sono sottoposte.
Nel loro insieme le VIC mantengono la stabilita 'mtégrita delle valvole e sono
primariamente coinvolte nella sintesi e nel rimtalakento della matrice extracellulare
(Fayetet al, 2003).
La tabella 1 riassume le componenti strutturaliedealvole cardiache e le loro funzioni.
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Componenti Sub-strutture Funzione

Matrice extracellulare Collagene Fornisce la resistenza e la rigidita per mantereere |
coaptazione durante la diastole (quando la cuspide
presenta massima distensione)

Elastina Permette I'estensione in diastole e la contrazione

sistole (quando la cuspide presenta minima
distensione)

Glicosamminoglicani Fungono da cuscini ammortizzando gli urti ricevulti
durante il ciclo della valvola
Cellule Endoteliali Assicurano la non trombogenicita della superficie
valvolare, regolano reazioni infiammatorie ed
immunitarie
Interstiziali Sintetizzano ECM, MMP, TIMP e median oil

rimodellamento della matrice extracellulare

Tabella 1.Elementi strutturali delle valvole cardiache (Melsda e Shoen, 2006).

5.1.1 Valvola semilunare aortica

La valvola semilunare aortica o valvola aorticaafdetro di 20 mm) regola il flusso
sanguigno dal cuore verso il circolo sistemico. dlzata presso l'orifizio che collega
l'aorta al ventricolo sinistro, la valvola ha unieuura a nido di rondine. Erroneamente si
considera come unica valvola la somma dei tre lemisuspidi, in realta ogni lembo
costituisce una valvola e la loro posizione sfalsesicura la chiusura del vaso impedendo
il reflusso del sangue nel ventricolo. Tali lembinho una caratteristica forma a semiluna,
e per questo sono detti cuspidi semilunari; essisgmtano un ispessimento fibroso
marginale, detto nodulo di Aranzio, che ottimizzachiusura della valvola (Stevens e
Lowe, 1997). Tale ispessimento € talora visibileneouna linea bianca e pertanto viene
detto linea alba (Stevens e Lowe, 1997). La vahawdica risulta strutturalmente piu

robusta della valvola polmonare.

5.1.2 Valvola semilunare polmonare

La valvola semilunare polmonare o valvola polmon@i@ametro di 20 mm) regola il
flusso sanguigno dal cuore verso la circolazionknpoare. Come la valvola aortica, si
presenta suddivisa in tre cuspidi semilunari, la chiusura € completata da un
ispessimento fibroso che prende il nome di noduldargagni (Stevens e Lowe, 1997).
L’ispessimento fibroelastico risulta di minor gradspetto a quello che si osserva nella
valvola aortica, poiché le cuspidi sono soggetteuad minore sollecitazione meccanica
indotta dal flusso ematico, la cui pressione ériafe nel circolo polmonare rispetto al

sistemico (Stevens e Lowe, 1997).
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5.2 Valvulopatie
Le malattie delle valvole cardiache rappresentangrave problema sanitario: attualmente
la valvulopatia, in particolare quella aortica, rawelle piu frequenti cause di mortalita a

livello mondiale.

5.2.1 Stenosi valvolare aortica

Sebbene le valvole aortiche possano diventare tatBroper cause differenti, nella
maggior parte dei casi la stenosi € dovuta a nralaioni congenite 0 a degenerazione
calcifica (Dareet al, 1993). | mutamenti degenerativi che si verificar@ corpo umano
coinvolgono anche valvola aortica e radice. L'etdedmina un ispessimento delle fibre di
collagene a livello delle cuspidi; tali fibre serabo anche perdere il loro orientamento. Si
verifica inoltre un aumento delle fibre elastichevdto piu alla frammentazione delle
stesse che ad un aumento effettivo di numero (RI886). Altri cambiamenti correlati
all'eta includono un accumulo di prodotti di degrambne cellulare, come lipidi e calcio.
Questo e dovuto probabilmente ad un insufficienteececanismo $cavenger
microvascolare nelle cuspidi valvolari (Kiet al, 1976). Il risultato € un aumento del
grado di calcificazione, particolarmente nelle zahemaggiore stress meccanico per i
lembi, che sono le zone di ancoraggio. Una voliaato il processo di calcificazione a
livello della linea di ancoraggio del lembo, latdisuzione dello stress sulle rimanenti parti
di cuspide cambia e la calcificazione progredisceatito lungo la linea di coaptazione.
Questi cambiamenti correlati all'eta risultano lsglessimento della valvola e nella
riduzione di distensibilita dei lembi. Nelle valeobicuspidi € stato proposto il trauma
meccanico come possibile meccanismo di calcificeziKim et al, 1976). La lunghezza
differente dei margini liberi dei due lembi ne detena un anomalo contatto, che produce
tensione e quindi trauma meccanico; ne conseguecate ispessimento fibroso che causa
calcificazione distrofica. Quest’ipotesi spiegaqgbér la stenosi che coinvolge la valvola
bicuspide € il risultato di un trauma dei lembi men spiega perché alcune valvole
aortiche bicuspidi funzionino efficacemente seneae problemi indefinitamente.

La calcificazione, quando insorge, coinvolge I'mtesuperficie del lembo. La storia
naturale della stenosi aortica nelladulto é caratata da un periodo prolungato di
latenza in cui morbilita e mortalita sono molto smgBonowet al., 1998). La terapia
medica durante questo intervallo di tempo congstecipalmente nella riduzione del

postcarico (esso rappresenta la somma delle nesgstperiferiche; clinicamente, é
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approssimativamente equivalente alla pressioneri@ée sistemica al momento
dell'apertura della valvola aortica). La comparsasidtomi, quali angina, sincope o
scompenso cardiaco, identifica un momento critielbarprogressione della stenosi aortica,

per cui risulta necessario intervenire chirurgicatae

5.2.2 Insufficienza valvolare aortica

L’insufficienza aortica puo interessare la valvdiagrta ascendente o entrambe (Olgbn
al., 1984). Le piu comuni cause di insufficienza aartsono la dilatazione della radice
aortica, la patologia post-inflammatoria o reungtiincompleta chiusura di una valvola
congenitamente bicuspide e I'endocardite infettiMlla febbre reumatica, le cuspidi
valvolari aortiche diventano fibrose e tendono #&arsi. Questo causa la mancata
coaptazione dei lembi durante la diastole e coreggmente un rigurgito centrale. La
fusione delle commissure puod inoltre impedire It@pe della valvola, determinando
stenosi associata a rigurgito. Altre cause primdrieigurgito aortico sono l'incompleta
chiusura e/o il prolasso di un lembo di valvolausigide.

Cause meno comuni includono traumi, rottura di val&ola congenitamente fenestrata e
rigurgito associato a patologie sistemiche, comeplus eritematoso, I'artrite reumatoide,
la spondilite anchilosante, la sifilide e la matatli Takayasu o il rigurgito associato alla
malattia di Chron o di Whipple (Braunwald, 1997).

L’incidenza di pazienti sottoposti a chirurgia pegurgito aortico puro, secondario a
patologia della radice aortica con successivaalilahe, &€ andata crescendo negli anni e
oggi ammonta a circa il 50% dei casi (Dateal, 1993). Cambiamenti correlati all'eta che
interessano la radice aortica e I'aorta ascendeabedono I'accumulo di sostanzaogind,
frammentazione delle fibre elastiche, gradualeitsizgbne di cellule muscolari lisce con
collagene, causando un graduale irrigidimento deliice aortica che tende a dilatarsi con
I'eta.

Altre condizioni patologiche, associate a dilataeiodella radice aortica, includono
l'ipertensione (Walleet al, 1982), o altre patologie associate ad anomaliea®ettivo
come l'osteogenesi imperfetta (Stein e Kloster, 7)J97Tutte queste condizioni non
colpiscono inizialmente la valvola aortica, ma l@tdzione della radice; il conseguente
rigurgito aortico centrale, ovvero il reflusso dingue dall'aorta nel ventricolo sinistro in
diastole, puo secondariamente coinvolgere i lemahioltari che diventano spessi e retratti,

aggravando la disfunzione.
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L'alterazione della funzionalita ventricolare sirasé unmarker precoce dei conseguenti
sintomi, come angina, dispnea e scompenso cardamue per la stenosi aortica, divenuto
il paziente sintomatico, la condizione spesso degerapidamente e la sopravvivenza dei
pazienti con scompenso cardiaco generalmente nmerau due anni (Braunwald, 1997).
Le indicazioni attuali per la chirurgia sono ingcignza valvolare acuta, insufficienza
valvolare severa, associate 0 no a sintomatologia @entricolo sinistro dilatato,

insufficienza ventricolare sinistra e pazienti sigtici.

5.3 Terapia delle valvulopatie
La terapia attualmente piu diffusa per la curaedglatologie valvolari cardiache € la
chirurgica protesica finalizzata alla sostituzia®tie valvole non funzionanti. Tali protesi

si possono dividere in due tipi: quelle meccanieltpielle biologiche.

5.3.1 Protesi valvolari meccaniche e biologiche

Le protesi valvolari meccaniche sono costituiteerg@lmente da carbonio pirolitico
combinato con componenti metallici e polimerici; asistono tre sottotipi diversi: le
protesi a pallagqaged-bal), quelle a disco oscillantdil{ing-disk) e quelle a due emidischi
(bileaflel) (Figura 12).

La prima valvola artificiale, impiantata nel 195a quella a palla, costituita da una
gabbia di metallo contenente una palla di silicoberante la contrazione del cuore,
guando la pressione sanguigna all'interno dei vewliro degli atri superava quella
esterna, la palla veniva spinta contro la gablparenetteva al sangue di affluire o defluire.
Una volta terminata la fase di contrazione, la gijege nelle camere cardiache diminuiva e
la palla tornava di nuovo in corrispondenza delaebdella gabbia, creando una sorta di
chiusura al passaggio del flusso sanguigno (Hufretgs,, 1958).

Una tipologia piu avanzata di valvola cardiacafiaiéile € quella a disco oscillante, usata
per la prima volta in clinica nel 1969. Questa psote costituita da un anello di metallo
rivestito da politetrafluoroetilene (PTFE) cheraterso due supporti metallici, sostiene un
disco di carbonio pirolitico che si apre e si cl@wphiando il cuore pompa sangue attraverso
la valvola (Bjork, 1977).

La valvola meccanica piu innovativa € quella a doedischi, il cui uso in cardiochirurgia
e stato introdotto nel 1979 dalla compagnia ameacat. Jude Medical. Essa consiste di
due foglietti semicircolari che ruotano attorno we dsupporti ancorati alla struttura della

valvola, la quale € fatta interamente di carbonioliico; si evita, quindi, I'uso
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dell'acciaio inossidabile che caratterizzava le tgsd piu primitive. Pur essendo piu
sensibile ai fenomeni di reflusso, la protesi a doedischi assicura un flusso sanguigno
molto piu naturale rispetto a quelle a palla esxdioscillante ed e quella che garantisce
I'area di apertura piu grande (Emeatyal, 1979).

Le protesi meccaniche per la chirurgia valvolare,gvendo il vantaggio di essere durature
in virtu dei materiali di cui sono costituite, peesano numerosi limiti dovuti alla possibile
formazione di trombi, all'insorgenza di endocarditie si sviluppano soprattutto sulla
superficie del materiale estraneo e ai rischi ieghd terapia immunosoppressiva che si
rende necessario somministrare al paziente vitaralatlurante (un esempio sono le

eventuali complicazioni emorragiche) (Filoetal, 2009).

Figura 12. Protesi meccaniche (Aaged-ball B: single-tilting disk C: bileaflet-tilting disk

La ricerca di una soluzione ai problemi legatiiaipianto delle valvole meccaniche ha
portato allo sviluppo delle protesi valvolari biglohe, che sono in uso fin dagli anni ‘70.
Esse possono essere eterologhe, composte da tessaitoo o bovino montato su di un
supporto metallico e non, oppure omologhssia valvole umane aortiche prelevate da
cadavere (Vesely, 2005) (Figura 13). Se da un dateste protesi hanno il vantaggio di
ridurre il rischio di trombogenesi, il principalegblema legato al loro utilizzo é la durata
limitata: esse infatti vanno incontro a biodegradiag e devono essere sostituite dopo circa
10-15 anni dall'impianto. Tale degenerazione € atuda molti fattori, come la reazione
immulogica del paziente al trapianto, o I'eccessvaduzione di tessuto fibroso stimolata
dalla protesi stessa (Filoed al, 2009).
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Figura 13. Protesi biologiche (A: porcina; B: bovina; C: omgd)

Sebbene la chirurgia sostitutiva protesica abbizodirato di modificare sostanzialmente il
corso della malattia valvolare, sia le protesi meathe che quelle biologiche hanno il
grande limite di non poter adattarsi alle esigefis®logiche ed emodinamiche del
paziente. E’ stato dimostrato che, entro 10 anlirttarvento, nel 60% dei casi si verifica
una serie di complicazioni correlate all'impiantoofesico, quali la limitata durata, la
trombogenicita, I'insorgenza di processi inflammat@! sito di impianto e il limitato o del
tutto assente potenziale di crescita e di rimodedlato (Wassenaagt al, 1997). Di
conseguenza, si stanno cercando delle strategianmgiorare la qualita delle protesi
valvolari cardiache costruendo valvole bioartificiaramite tecniche di ingegneria

tessutale.

5.3.2 Protesi biologiche ingegnerizzate sinteticleenaturali
Per ovviare ai problemi derivati dall'impianto dellprotesi valvolari meccaniche e
biologiche é nata I'ingegneria tessutale valvotamdiaca Tissue Engineered Heart Valve
TEHV), che ha l'obiettivo di ricreare la struttueala funzionalita della valvola nativa
mediante l'utilizzo di un’adeguata matrice di sugipoche sia in grado di mimarne
I'anatomia e listologia e una popolazione cellelaapace di sostenere il ripopolamento
del supporto con cellule simil VEC e VIC (Neuensemder e Hoerstrup, 2004).
Una matrice biologica ingegnerizzata funzionaleedgarantire:
v' adeguate proprieta meccaniche ed emodinamiche;
v' l'adesione, il differenziamento e la proliferaziord cellule endoteliali ed
interstiziali valvolari;
v nessun rischio trombogenico, immunologico e diiiaizione;
v' una crescita e un rimodellamento appropriati alituppo del paziente e alle sue
richieste fisiologiche.
Per la realizzazione del costrutto ingegnerizzatopassono usarescaffold sintetici
preparati con polimeri quali I'acido polilattico,olmlicolico e poliidrossialcanoato
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(Vesely, 2005); le strutture tridimensionali ottesmusultano riassorbibili, non tossiche e di
grandezza confrontabile con quella dei lembi valxiohativi (Knightet al, 2008). La
tecnica di produzione di tali supporti risulta essgproducibile ed il prodotto finale e
caratterizzato da un basso potenziale immunold@cody e Pandit, 2007).

In alternativa, le matrici biologiche ingegnerizzapossono essere preparate per
decellularizzazione di un tessuto eterologo (vavoardiache porcine e bovine). Tale
procedura consiste nella rimozione di tutti glineéti immunogenici quali cellule (VEC,
VIC) e acidi nucleici, senza pero causare alterazmnificative delle proprieta strutturali
del tessuto (Brody e Pandit, 2007). La rimozionetudti gli epitopi immunogeni é
essenziale per I'ottenimento di un costrutto destinallimpiantoin vivo. Inoltre, la
rimozione degli acidi nucleici, in particolare deNA, previene la calcificazione della
protesi e, conseguentemente, la degenerazionega termine dell'impianto (Ketchedjian
et al, 2005). La procedura di acellularizzazione deweharconsentire I'allontanamento di
tutti i residui di detergenti utilizzati, cosi davitare, in seguito a ripopolamento,
incontrollabili fenomeni di apoptosi cellulare (Kbedjian et al, 2005). Valvole
biologiche acellulari sono state ampiamente testateodelli animali e in alcuni casi in
pazienti umani (Simoat al, 2003).

Una protesi acellulare ideale presenta carattelistimeccaniche che le conferiscono
funzionalita immediatamente dopo I'impianto (Kniggttal, 2008), conserva nel tempo le
sue proprieta emodinamiche e sostiene il ripopotameellulare grazie al mantenimento
della sua struttura tridimensionale tipica, dedlmina basale e della fibronectina, che sono
modulatori essenziali per la crescita e la mignazicellulare (Grausst al, 2005). |
numerosi metodi di decellularizzazione sperimemtaticorso dell’'ultimo ventennio hanno
previsto l'utilizzo di enzimi quali tripsina ed emaucleasi, e di detergenti quali: sodio
dodecil solfato (SDS), sodio colato (SC) e sodiosde&olato (SD), Triton X-100.

Diversi gruppi di ricerca hanno inoltre sviluppateecifici protocolli di decellularizzazione
combinando due o piu agenti, con lo scopo di rinemewvtutta la componente cellulare
recando il minimo danno alla matrice. Tali procedinanno previsto I'uso combinato di: a)
SDS e tripsina (Wilcoxt al, 2005); b) SD e Triton X-100 (Riedet al, 2004); c) SC e
Triton X-100. Quest'ultimo protocollo, denominatetado TRICOL, prevede l'utilizzo di
Triton X-100, SC, soluzioni ipo- e iper-toniche er&onase. Esso e stato sviluppato da
Spina e collaboratori (Spiret al, 2003; lopet al, 2009) per la decellularizzazione delle

valvole porcine aortiche e polmonari.
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5.3.3 Cellule per I'ingegneria tessutale valvolare

Per le loro distintive proprieta proliferative e hifferenziative, le cellule staminali di
origine autologa o allogenica (Mendelson e Sch@@06) e progenitori tessuto-specifici
(endoteliali e miofibroblasti, McBreartgt al, 1998) risultano le candidate ideali per

I'applicazione in ingegneria tessutale valvolare.

a) Cellule staminali isolate da midollo osseo

Sono cellule multipotenti con proprieta adatte imlfiego nell'ingegneria valvolare
cardiaca: a) possono essere estratte senza la @mispione delle strutture vascolari sane
del paziente; b) sono dotate di un elevato poténzidferenziativo; c) presentano attivita
immunomodulatorie dopo trapiantn vivo (Weber et al, 2012). Utilizzate per
ingegnerizzare una matrice valvare, hanno rispoatil® stimolo della matrice
organizzandosi in un tessuto stratificato (Hoegst&ual, 2002b) e secernendo proteine di
matrice extracellulare caratteristiche della vadvehrdiaca, quali il collagene | e Ill e
glicosaminoglicani. L’analisi ultrastrutturale dellvalvola ingegnerizzata ha dimostrato
che le cellule staminali hanno acquisito un’atéivisecretoria simile a quella dei
miofibroblasti, essendo in grado di produrre filatnedi actina e miosina, fibrille di
collagene ed elastina (Hoerstragp al, 2002). Non e stata osservata alcuna forma di

differenziamento cellulare in strato ventricolaspongioso e fibroso.

b) Cellule staminali isolate da cordone ombelicale

Il cordone ombelicale rappresenta una fonte iddatellule staminali mesenchimali: a) la
metodica estrattiva € semplice e non invasiva; ds)servato in condizioni controllate
(banche dei tessuti), garantisce nel tempo la digita di cellule staminali multipotenti
per uso autologo (Webet al, 2012). La presenza nella gelatina di Whartonrdgenitori
mesenchimali dotati di potenzialita multidiffereattva e di una discreta capacita
proliferativa in coltura, rende questa sorgentéutake ancora piu idonea allo sviluppo di
procedure terapeutiche nel campo delle valvulop@tiang et al, 2004). Hoerstrup e
colleghi (2002a) hanno dimostrato che popolazieliutari multipotenti isolate da cordone
ombelicale possono essere utilizzate per la prepmara di condotti vascolari (Hoerstrep
al., 2002a).
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c) Cellule progenitrici endoteliali isolate da sarg

Il rivestimento endoteliale della valvola cardia&dondamentale per ridurre il rischio di
insorgenza di trombi, processi di coagulazione englizazioni inflammatorie. Di
conseguenza, per migliorare la funzionalita deldvela cardiaca ingegnerizzata, essa
viene spesso ricoperta con uno strato di celludotstiali autologhe, isolate da diverse
sorgenti vascolari (Zunet al, 1998). La raccolta di questo tipo di cellule dasi
sanguigni richiede una procedura di estrazione sivgache comporta l'alterazione
dell'integrita delle strutture vascolari; pertanfonti alternative sono in fase di studio.
Nell'ultimo decennio, grande interesse scientiflta suscitato I'impiego dei progenitori
endoteliali Endothelial Progenitor CellsEPC) isolati dal sangue periferico e cordonale
(Schmidt e Hoerstrup, 2007). Data la facile repktdbdelle EPC, sono considerate la
popolazione ideale per I'endotelizzazione dellevotd ingegnerizzate (Dvoriet al, 2003)
oltre che per la rigenerazione del tessuto valeataediante transdifferenziamento in senso
miofibroblastico (Schmidt e Hoerstrup, 2007).
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SCOPO DELLA TESI

Fin dall'isolamento della prima popolazione celtelanegli anni '70, le cellule staminali
adulte multipotenti sono state oggetto di numesasili sperimentali finalizzati a definirne
la possibilita di impiego nel recupero di dannistgsali congeniti o acquisiti. Nell'ultimo
decennio, la presenza di cellule staminali mulgptt circolanti & stata oggetto di un
grande interesse da parte della comunita scieatifit termini di applicazione clinica, il
sangue periferico, rispetto al tessuto adiposa,@lte e al midollo osseo, rappresenterebbe
una fonte ideale perché é accessibile ed ineskudbrante il corso della vita, non richiede
procedure estrattive invasive, consente |'ottentmeti cellule per uso autologo e non
richiede la crioconservazione del materiale diazstne perché I'ottenimento del trapianto
cellulare e possibile in coincidenza della necassél paziente. Inoltre, non comportando
alcun problema di tipo etico e non richiedendo icdistonservazione per il mantenimento
di banche biologiche, il sangue periferico potrebdggoresentare una valida alternativa al
midollo osseo nel campo della medicina rigenerativéetteratura numerose pubblicazioni
scientifiche riportano l'identificazione di cellub# tipo fibroblastoide le cui caratteristiche
di crescita e di plasticita differenziativa sonsuttate estremamente dissimili. Attualmente,
I'esistenza e I'immunofenotipo della cellula staalencircolante, quale possibile candidato
per la medicina rigenerativa, non € stato ancoradafinito e poche evidenze sono state
riportate sulla loro capacita espansivavitro. Una piu profonda comprensione delle
popolazioni cellulari multipotenti circolanti neaisgue periferico e I'identificazione di un
procedimento estrattivo standardizzato consentgdbbsviluppo di approcci terapeutici
alternativi al trapianto di midollo osseo.

Pertanto, in considerazione di questo, nel predentgo di tesi, in accordo con le linee
guida definite dalldnternational Society for Cellular Theragfpominici et al, 2006), il

by

sangue periferico umano € stato oggetto di studialeg fonte di cellule staminali

multipotenti. Innanzitutto é stata standardizzata unetodica di isolamento di cellule
fibroblastoidi multipotenti da campioni di sangumano, usando in parallelo il sangue
porcino per stabilire la validita e la riproducitil della tecnica. Le popolazioni cellulari
aderenti alla plastica (hPBC e pPBC) sono statattesizzate per immunofenotipo,
capacita espansivia vitro, potenzialita multidifferenziativa e possibilita ienpiego in

applicazioni di ingegneria tessutale e lo scheneaisentale della ricerca ha previsto:

35



I'isolamento di popolazioni cellulari da sangueifegico umano (hPBC) e porcino
(pPBC) mediante separazione su gradiente di Feethina su piastre di polistirene
non condizionate e selezione per adesione in temenoltura costituito dalpha
MEM, siero bovino fetale e soluzione antibiotica,

purificazione, espansione e caratterizzazione rtagica e fenotipica delle cellule
hPBC e pPBC,;

valutazione della cinetica di crescita vitro e studio della stabilita fenotipica
durante la colturan vitro a lungo termine;

studio di espressione dei geni di pluripotenza ar@éReal-TimePCR,;

analisi del potenziale differenziativo in senso padenico, osteogenico,
condrogenico e cardiomegenico mediante tecniche inginunocitochimica,
immunofluorescenza, RT-PCR e Western Blot;

per le cellule hPBC, studio delle proprieta immuwododatorie mediante
trattamento con INfe co-coltura con linfociti umani;

per le cellule pPBC, preparazione di un prototipgmbtesi valvolare biologica
ingegnerizzata mediante semina delle cellule suricnavalvolari cardiache
acellulari. La crescita delle cellule pPBC sulletricaporcine e stata caratterizzata
mediante analisi di microscopia elettronica a sScaes immunoistochimica,

immunofluorescenza e biologia molecolare (RT-PCR).
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MATERIALI E METODI

1. Isolamento di cellule multipotenti da sangue péfierico

Le cellule staminali multipotenti da sangue pertdfe(PBC) sono state isolate da campioni
di sangue ottenuto da bambini di eta pediatrichQ@&nni), in regime di autorizzazione del
Comitato Etico e da maialini nani vietnamitnifipig). | campioni (10 ml), raccolti in tubi
S-monovette (Sarstedt) contenenti litio eparinaposatati processati entro 24 h dal
prelievo. Dopo diluizione con tampone fosfato (PB®) rapporto 1:1, il sangue e stato
stratificato (rapporto 2:1) su Ficoll-Hystopaquég(Ba-Aldrich) e poi centrifugato a 2000
rpm per 30 min, a temperatura ambiente (TA) panette la separazione delle popolazioni
cellulari (Figura 14). Lo strato all'interfacciaatie fasi del plasma e del Ficoll (anello
linfocitario) e stato prelevato e raccolto in urbdusterile (Becton-Dickinson). Dopo
diluizione con PBS nel rapporto 1:1, la sospensiceltilare e stata centrifugata a 2800

rpm per 10 min.

plasma,
platelets

i

S lymphocytes
Ficoll-hypagque

granulocytes,

/_ erythrocytes

Figura 14. Separazione cellulare su gradiente di Ficoll-Hyatpme

/|
4

Dopo eliminazione del surnatante, il pellet e stegospeso nel terreno di coltura preparato
con Alfa-Modified Eagle Medium(a-MEM) Without NucleosidegqInvitrogen), siero
bovino fetale (FBS) al 16.5% (Invitrogen), glutamal'1% (Invitrogen), soluzione
antibiotica di penicillina (100 mg/ml) e streptomia (100 mg/ml) (APS) all'1% (Sigma-
Aldrich) e poi é stato seminato ad alta densitiastre di coltura non condizionate di

polistirene (Becton Dickinson). Le colture cellulaono state mantenute a 37°C, in
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atmosfera umidificata al 95% contenente,@&D5% e controllate giornalmente mediante
microscopio ottico DM/IL (Leika). Alla comparsa d@lementi cellulari a morfologia
fibroblastoide (PBC) dopo 7-10 giorni dalla semisano stati eseguiti 2-3 lavaggi della
piastra con PBS ed il terreno e stato poi camhogto 3 giorni fino al raggiungimento
della confluenza cellulare dell’'80%. Le colturenparie sono state distaccate mediante
trattamento con una soluzione di EDTA allo 0,0258fgiha-Aldrich) e tripsina allo 0.25%
(Sigma-Aldrich) in PBS 1X. Le subcolture cellulaono state preparate utilizzando una
densita di semina di f@ellule/cnf per le hPBCe 5xTellule/cnf per le pPBC.

2. Analisi di microscopia ottica

Le colture cellulari sono state osservate giornabmanediante un microscopio ottico
DM/IL e le immagini sono state acquisite mediamea videocamera Nikon Digital Sight
DS-SMc (Nikon Corporation).

3. Studio della morfologia cellulare mediante micrecopia elettronica a scansione
(SEM)
Le cellule fibroblastoidi PBC sono state seminatevatrini sterili (Falcon) e coltivate in
terreno di proliferazione. Dopo 24 h i campioni aatati lavati in PBS, fissati mediante
una soluzione di tampone cacodilato (0,1 M, pH {&2yma) con glutaraldeide (Sigma) al
3% e conservati a 4°C fino al momento della disaitimne. Quest’'ultima e stata eseguita
per immersione delle cellule fissate nella scateeadente degli alcoli (70%, 90%, 95%) (5
min/alcool). | campioni, mantenuti in alcool asgoldino al momento dell’analisi, sono
stati poi sottoposti &ritical Point Drying e metallizzati con oro. Le immagini sono state
acquisite mediante l'utilizzo del microscopio elettico a scansione JSM Jeol 6490 in
dotazione presso il CUGAS - Centro Interdipartiaéatdi Servizi dell’Universita di

Padova.

4. Studio dell'immunofenotipo
L’identificazione di specifici marcatori di membiarsulle popolazioni cellulari aderenti

PBC e stata eseguita mediante citometria a flUSEdA(.
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4.1 Citofluorimetria
L’analisi citofluorimetrica permette di misurare aellule o altre particelle biologiche le

caratteristiche fisiche e chimiche quali la dimens, la granularita superficiale, il
contenuto di acidi nucleici (DNA, RNA), I'organizziane del citoscheletro, il potenziale
di membrana, i recettori di superficie ed intradelti, le attivita enzimatiche o lo stato di
fosforilazione delle proteine. La misurazione ssda&ull’identificazione di un segnale di
fluorescenza emesso da molecole (fluorofori) auteg® esogene (anticorpi) dopo
eccitazione con una luce monocromatica laserrritee "fluorescenza" determina dunque
la caratteristica di alcuni cromofori di emetteteed a lunghezza d’onda maggiore ed
energia minore rispetto a quella dalla quale veogertitati. Questo fenomeno e noto per
fluorofori nel range di lunghezza d’onda 300 a 800 nm. | massimi dodssiento e di

emissione sono sfasati di 15-40 nm (shift di StpkEgura 15).

‘ spostamento di Stokes =25 nm ‘
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Figura 15. Spostamento di Stokes di fluoresceina dopo ecoiteziaser. (a) Spettro di eccitazione; (b)
spettro di emissione

| fluorofori presentano caratteristici spettri disarbimento e di emissione. Attualmente

sono di comune utilizzo l'isotiocianato di fluores®, conosciuto anche con l'acronimo

FITC, e la ficoeritrina (PE), un derivato dei ci@adteri (Figura 16).
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Figura 16. Spettro di emissione dei fluorocromi FITC e PE

La preparazione del campione destinato all'anatisi citofluorimetria prevede: a)
I'ottenimento della sospensione cellulare in fasenadispersa; b) la marcatura con uno
(singola) o piu anticorpi (multipla) fluorescentipegifici; c¢) il caricamento su
apparecchiatura dedicata (citofluorimetro) dotatasidtema fluidico di trasporto; d)
I'eccitazione del campione nella camera di flussedimante un fascio di luce laser

focalizzata di alcune decine di micron (Figura é@)infine e) I'analisi dei dati.

Schema di citometro a flusso
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Figura 17. Caricamento ed eccitazione del campione nella candidtusso

Quando il raggio di luce intercetta il campione,siagola cellula o particella eccitata
genera segnali relativi alle sue proprieta fisigienensionegranularita interna, rugosita

di membranae chimiche gresenza di specifici marcatori di membrana o ingulari). |
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segnali vengono poi raccolti da un sistema di Jespiecchi dicroici e filtri ottici ed inviati a
specifici sensori (fotodiodi e fotomoltiplicatorphe ne misurano lintensita. | segnali
elettrici (@nalogic) provenienti da ogni sensore, opportunamente d&ogili vengono

inviati ad un computer per essere poi digitalizégigura 18).

SAMPLE

Figura 18. Elementi costitutivi di un citofluorimetro

4.2 Caratterizzazione fenotipica delle popolazior’’BC

Per ottenere un numero sufficiente di cellule adater I'analisi citofluorimetrica, le
popolazioni cellulari sono state espanse per ggteerazioni. Le subcolture VII di 3
popolazioni cellulari differenti sono state distater dalla piastra mediante il trattamento
con una soluzione di EDTA/tripsina, centrifugat&2®0 rpm per 5 min ed infine risospese
in PBS allo 0,2% di albumina sierica bovina (BS&)jgma-Aldrich) (PBS-BSA). Ogni
campione @ stato allestito trattando, a TA, al bpar 15 min, 2x10cellule/10Ql di PBS-
BSA con 5ul di anticorpo primario monoclonalemouseantifpig CD44 non coniugato
(AbD Serotec), monoclonalenouse antipig SLA-DR non coniugato (AbD Serotec),
monoclonalemouseantipig CD106 coniugato FITC (Acris), monoclonateouseanti-pig

CD90 coniugato FITC (Lifespan Bioscience), monoalenmouse antipig CD34
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coniugato PE (Santa Cruz), monoclonaleuseanti{pig CD45 coniugato PE (Santa Cruz),
monoclonalanouseantipig CXCR4 coniugato PE (Santa Cruz), monoclomatiseanti-
human CD14 (Santa Cruz), monoclonateouseanti-human Integrinagl (Santa Cruz),
monoclonalemouse anti-human CD34 (Santa Cruz), monoclonataeouse anti-human
CD44 (Santa Cruz), monoclonaleouseanti-human CD45 (Santa Cruz), monoclonale
mouse anti-human CD73 (BioLegend), monoclonalmouse anti-human CD90 (Santa
Cruz), monoclonalenouseanti-humanCD105 (Miltenyi Biotec SRL), monoclonaleouse
anti-humanNG2 (BD Biosciences), monoclonateouseantihumanCD13 (Santa Cruz),
monoclonalemouseanti-human CXCR4 (Santa Cruz), monoclonamouseanti-human
HLA-DR (BD Biosciences). L’incubazione dei campioton gli anticorpi primari non
coniugati e coniugati a fluorocromo é stata esagaiitbuio. Al termine dell'incubazione
con l'anticorpo primario non coniugato, i campi@ano stati risciacquati in PBS-BSA e
trattati a TA, al buio per 15 min conpgbdell’anticorpo secondario anttouseconiugato a
FITC (AbD Serotec, Santa Cruz, BioLegend, MilteBiotec SRL, BD Biosciences).

Per quanto riguarda gli altri marcatori, il cammonegativo € stato allestito mediante
incubazione con %ul del controllo isotipico corrispondente coniugaton lo stesso
fluorocromo legato all’anticorpo primario.

Al termine della preparazione, tutti i campioni sostati risciacquati con PBS-BSA e
centrifugati a 1200 rpm per 5 min. L'analisi & ataseguita su FacsCanto Il (Becton
Dickinson) ed ha previsto la risospensione dei dgampn 200 pl di tampone FacsFlow.
Mediante il programma FacsDIVA sono stati acquisitati relativi a 1x10 cellule totali,
nel range di lunghezza d’'onda di 330 (FITC) e 586830 nm (PE). | risultati, espressi
come percentuale di cellule positive rispetto ahpmne di controllo, sono stati ottenuti
applicando la funzione statisti@ubstractiordel programma di analisi Summit 4.3.

5. Valutazione della stabilita fenotipica delle poplazioni PBC

E’ noto che, in adeguate e stabili condizioni ditwa ex vivqg le cellule staminali
multipotenti mantengono lo stato indifferenziat@r Ralutare la stabilita fenotipica delle
popolazioni PBC estratte, I'analisi citometricaedipressione dei marcatori di superficie
CD44, SLA-DR, CD106, CD90, CD34, CD45, CXCR4, CD14tegrinapl, CD45,
CD73, CD105, NG2, CD13, HLA-DR e stata ripetutaganerazioni diverse nel corso
della coltura espansiva fino alla subcoltura XXXIcampioni sono stati allestiti come
riportato nel paragrafo 4.2. | dati ottenuti somatismessi a confronto con quelli relativi
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alla subcoltura VII.

6. Studio del cariotipo delle popolazioni PBC

L’analisi del cariotipo delle cellule hPBC é staféettuata dal Laboratorio di Citogenetica
del Servizio Aggregato di Genetica Medica dellAmla Ospedaliera Universitaria
Integrata (Policlinico G. B. Rossi) di Verona. Ltudio & stato ripetuto su tre diverse
popolazioni e la stabilita cariotipica & stata vata su tre diverse generazioni. L'analisi
citogenetica e stata effettuata allestendo dueireoindipendenti, ciascuna ottenuta dalla
semina di 1Bcellule in capsule Petri contenenti sulla base etmino @mnio-dish. Le
cellule sono state seminate alla densita di 1,2xEl/cnt in terreno proliferativo. Le
cellule della prima coltura sono state bloccate colchicina dopo 24-96 h dalla semina,
ad una confluenza del 20%, mentre la seconda eo#tistata bloccata a distanza di 24 h
dalla prima. In seguito lo studio ha previsto ibdto delle metafasi con colcemid ed il
mantenimento delle cellule in coltura per un pesicdmpreso tra le 12 e le 16 h. Si é poi
proseguito con il trattamento osmotico tramite azione in soluzione ipotonica (KCI
0,075 M) e fissazione con una soluzione di metgnetanolo e acido acetico in rapporto
2:1:1. | vetrini sono stati, quindi, estratti daltapsule Petri e asciugati in condizioni
controllate di temperatura (26°C) e umidita (36%)RPer il bandeggio QFQ, i vetrini
sono stati immersi in una soluzione di Quinacrimaampone Mcllvaine, al buio per 10
min e, dopo il risciacquo nello stesso tampone,osstati montati su un vetrino
portaoggetti. Le metafasi sono state visualizzatenicroscopia ottica in fluorescenza ed

acquisite tramite un sistema di analisi di immagine

7. ldentificazione deldoubling population

La valutazione della capacita espansiva delle leelRBC ha previsto lo studio del
doubling populationcumulativo (Doubling Population LevelD.P.L). La durata vitalén
vitro di una popolazione cellulare non trasformata éndafdal numero di raddoppiamenti
esequiti a partire dall'isolamento ed il D.P.L éndue una misura intrinseca della sua eta.
Il tempo di raddoppiamentalgubling timé & caratteristico per ogni tipo cellulare e si
mantiene stabile durante la crescita espansiva dellule staminali fino al sopraggiungere
del loro invecchiamento.

Nei nostri esperimenti lo studio della capacitadlifgmativa delle popolazioni PBC e stata
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eseguita mediante l'identificazione dubling populationcumulativo sulle generazioni
comprese tra la VIl e la XXXI ed ha previsto la seandelle subcolture alla densita di
5x10° cellule/cnf in piastremultiwell non condizionate da 6 pozzetti (Becton-Dickinson).
Per ogni campione sono state preparate tre replithéntervalli di 24 h dalla semina per
ogni passaggio, il numero di cellule adese € stasorato previo distacco con la soluzione
di EDTA/tripsina e tramite conta con la camera drir.

Ad ogni passaggio sono stati calcolati a) il valoredio del numero di cellule raccolte in 3
pozzetti, b) la deviazione standard, c) bubling population(DP), d) il doubling
populationcumulativo.

Il doubling populatiore stato calcolato applicando la seguente formula:

D.P. = (logN-logN)/log2

dove N rappresenta il numero medio delle cellulecoie, mentre Bl rappresenta il
numero delle cellule seminate in ciascun pozzetto.

Il doubling populationcumulativo in corrispondenza di un determinatospggio, € stato
calcolato sommando itloubling populationdi quel passaggio con quelli relativi alle

precedenti generazioni.

8. Studio della potenzialita multidifferenziativa celle popolazioni PBC

Per definire il grado di potenzialita differenziatidelle cellule PBC, é stata valutata la
risposta cellulare al trattamento con terreni dmécinduttivi di tipo adipogenico,
osteogenico, miogenico, neurogenico e condrogemhieccellule sono state seminate alla
densita di 3x19(pPBC) e 16 cellule/cnf (hPBC) in piastre non condizionate contenenti
un vetrino sterile (Becton-Dickinson) e terrenolipecativo. Al raggiungimento dell’80%
di confluenza, il terreno di coltura é stato sagtit con il terreno induttivo. Le colture sono
state osservate giornalmente tramite microscopiaaoe il cambio di terreno e stato
eseguito nella misura pari al 50% due volte allttimana. Per definire la stabilita
differenziativa delle cellule PBC durante la cadtiespansiva, lo studio é stato eseguito
sulle subcolture VII, XV, XXXI ed i risultati sonstati messi a confronto.
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8.1 Differenziamento adipogenico

Le cellule sono state trattate con il terreno dmeciinduttivo costituito daDulbecco’s
Modified Eagle Medium High Glucog® MEM HG) (Euroclone), FBS al 10% (Sigma-
Aldrich), APS all'l% (Sigma-Aldrich), insulina (10mg/ml) (Sigma-Aldrich),
isobutilmetilxantina (IBMX) (0,5 mM) (Sigma-Aldrigh desametasone (DEX) (1 mM)
(Sigma-Aldrich), indometacina (60 mM) (Sigma-Aldrjc In parallelo, é stato preparato il
campione di controllo indifferenziato in terrenmlfierativo. Ad intervalli di 7 e 14 giorni
dall'induzione, le cellule sono state lavate corSPEX e fissate in soluzione di formalina
al 10% in PBS, per 1 h a TA, per lo studio deglcuaouli di trigliceridi a livello

citoplasmatico mediante la colorazione citochin@@bRed O.

8.1.1 Colorazione Oil Red O

E’ stata preparata una soluzione di Oil Red O (Sigxidrich) alla concentrazione di 5
mg/ml in isopropanolo (Sigma-Aldrich). Dopo filtiane, la soluzione é stata diluita (3:2)
in acqua distillata, incubata per 1 h a TA ed iafiiftrata prima dell’'uso.

Dopo lavaggio in acqua di fonte, le cellule fissatdormalina sono state incubate per 15
min con la soluzione filtrata Oil Red O, lavate acqua di fonte e contrastate con
ematossilina per 1-2 min. Dopo due lavaggi velocacqua distillata e uno in acqua di
fonte per 6 min, i preparati sono stati disidratgilizzando la scala ascendente degli alcoli
e poi montati con il montanterystal mount aqueous mounting medi{8igma-Aldrich).

| campioni sono stati infine osservati al microsoopttico DM/R (Leica) e le immagini

sono state acquisite con la videocamera DC 50@é&l.ei

8.2 Differenziamento osteogenico

Le cellule sono state trattate con il terreno dpecinduttivo preparato con lfa-Modified
Eagle Medium(a-MEM) without nucleosideg§invitrogen), FBS al 10% (Sigma- Aldrich),
APS all'l% (Sigma-Aldrich), desametasone (100 nMig(na-Aldrich), B-glicerofosfato
(10 mM) (Sigma-Aldrich) e acido ascorbico (0,05 m{8)gma-Aldrich).

Per ottimizzare il trattamento induttivo le coltuseno state preparate e differenziate su
superfici condizionate con un gel di collagene\iho. Il coatingé stato preparato con una
soluzione di collagene (Bovine collagen, Sigma-#&hly ottenuta previa diluizione della
soluzione (8 ml) con NaOH 0,1 M (1 ml) e PBS 10Xn{l). Dopo correzione del pH del
preparato a 7.4+0.2, la soluzione neutralizzatsotnica di collagene | e stata incubata a

4°-6°C per 1 h e successivamente distribuita irstmamultiwell di 24 pozzetti nella
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quantita pari a 183 pl per pozzetto. Dopo gelificae, ottenuta mediante incubazione di
10-20 min a 37°C, le piastre sono state utilizpatela semina cellulare (3x¥6n7).

Al raggiungimento dell'80-90% di confluenza, letaod sono state trattate con il terreno
differenziativo. In parallelo i campioni di contlolindifferenziato sono stati preparati in
terreno proliferativo. Dopo 7 e 14 giorni, le célsono state fissate in formalina al 10% in
PBS per l'identificazione di sali di calcio nellaatrice extracellulare mediante la
colorazione di Von Kossa.

8.2.1 Colorazione Von Kossa

Dopo reidratazione in acqua MilliQ, le cellule sastate trattate con una soluzione acquosa
di nitrato d’argento all'1% (Sigma-Aldrich) e posmoste a luce UV per 45 min. Dopo
risciacquo con acqua MilliQ, i campioni sono statiubati con una soluzione acquosa di
tiosolfato di sodio (Sigma-Aldrich) al 3% per 5 miavate con acqua MilliQ e poi colorate
con una soluzione filtrata di safranina (Sigma-Ady allo 0,2% in acqua. Dopo
disidratazione mediante passaggi veloci in alcb®b& e alcool assoluto, i preparati sono
stati montati con il montante Eukitt (Fluka). | gaioni sono stati poi osservati al
microscopio ottico DM/R (Leica) e le immagini sorstate acquisite mediante la

videocamera DC 500 (Leica).

8.3 Differenziamento condrogenico

La stimolazione condrogenica e stata eseguita lueceoltivate in micromassa sul fondo
di tubi sterili di 15 ml (Falcon). La formazione llde micromassa € stata ottenuta per
centrifugazione della sospensione cellulare allaoci& di 1200 rpm per 10 min. Dopo
allontanamento del surnatante, evitando di disseliepellet, & stato aggiunto il terreno
condrogenico preparato con DMEMgh glucosgDMEM HG) (Invitrogen), FBS all’1%
(Sigma-Aldrich), insulina (0,5 pg/ml) (Sigma-Aldn) acido ascorbico (50 ul) (Sigma-
Aldrich), TGF$ (10 ng/ml).

In parallelo & stato preparato il campione di agidrindifferenziato in terreno costituito
da DMEM HG (Invitrogen), FBS al 1% (Sigma-Aldrich)\PS all’'1% (Sigma-Aldrich).
Dopo 20 giorni di coltura, i campioni sono stasicracquati in PBS, inclusi in OCT (Leika)
e poi tagliati mediante criostato CM 1850 UV (Lgica

Le sezioni sono state infine colorate @dnian Blue(WWako) per visualizzare la presenza

di mucine acide, che sono tipicamente espresse m@inbrana cellulare dei condrociti.
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8.3.1 Colorazione Alcian Blue

Le sezioni (5 pum) sono state trattate ohlcian Blue (WWako) per 30 min e poi
risciacquate prima con acqua di fonte per 2 miniepn acqua distillata per altri 2 min.
Dopo aver contrastato i nuclei corNiliclear Fast RedSigma) per 5 min, i campioni sono
stati risciacquati in acqua di fonte, disidratain gassaggi veloci in alcool al 95%, alcool
assoluto, ed infine Xilene (Sigma). Il montaggio d&trini e stato eseguito con il montante
Eukitt ed i preparati sono stati osservati al nmscapio ottico DM/R (Leica) per

I'acquisizione delle immagini.

9. Studio delle proprieta immunomodulatorie delle ellule hPBC

Lo studio delle proprietda immunomodulatorie di upapolazione staminale é di
fondamentale importanza per valutarne la potenaidii impiego in programmi di terapia
cellulare.

In questo lavoro, I'analisi dell'attivita immunomuakoria delle popolazioni hPBC e stata
valutata allestendo due tipologie di esperimehtraitamento delle cellule con la citochina
pro-infiammatoria INF per verificarne la risposta all'infiammazione ecla-coltura delle

hPBC con linfociti umani per studiare la loro azaegolatoria sulle cellule immunitarie.

9.1 Trattamento con INFy

Tre subcolture di hPBC (VII, XV, XXXI) sono statersinate in piastrenultivell da 6
pozzetti, ad una densita di “€ellule/cnt, in terreno proliferativo addizionato con INF
alla concentrazione di 25 ng/ml e 500 ng/ml. Inafialo, i campioni di controllo sono stati
mantenuti in terreno proliferativo. Dopo 48 h dtubazione, le cellule sono state raccolte
e analizzate al citofluorimetro per l'espressiorie ntblecole di istocompatibilita e
costimolatorie. A tale scopo, le cellule sono statcate con gli anticorpi primamouse
anti-humanHLA-ABC coniugato PE-Cy7, HLA-DQ coniugato FITCLA-DR coniugato
FITC, CD40 coniugato PE-Cy5, CD80 coniugato PE é8&€Poniugato APC. In parallelo,
e stata studiata medianfReal-Time PCR la variazione dell'espressione degli RNA
messaggeri dei geni CXCL-9, IDO1 (indoleamina ZJA@ssigenasi) e COX2 (ciclo-
ossigenasi 2) dopo trattamento con yNF
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9.2 Co-coltura con linfociti umani

| linfociti sono stati isolati da campioni di sarsgumano di soggetti di eta pediatrica previa
lisi dei globuli rossi corPharm Lysis BuffelX (BD Pharmingen). Per ciascun campione,
due aliguote da 1 ml di sangue sono state trattatelO0 ml di soluzione lisante per 15 min,
a TA. Dopo centrifugazione a 1500 rpm per 5 mimpeillet derivato dalla prima aliquota é
stato usato per la caratterizzazione citofluorimmatmentre quello della seconda aliquota é
stato usato per l'allestimento della co-coltura.

La caratterizzazione dei sottotipi linfocitari éatst eseguita mediante analisi di
citofluorimetria ed ha previsto lI'incubazione di pDdi sospensione leucocitaria corull

di anticorpomouseanti-humanCD4 coniugato FITGnouseanti-humanCD8 coniugato
PerCp-Cy5, enouseanti-humanFoxP3 coniugato PE (BD Pharmingen); in parallellooso
stati allestiti un campione per lo studio dellagmessione di CD25 e FoxP3 e campioni di
controllo isotipico. La marcatura degli antigenistiperficie ha previsto l'incubazione dei
campioni con l'anticorpo primario, per 15 min, ald Dopo lavaggio con PBS e fissaggio
in soluzioneCytofix (BD Pharmingen) per 20 min, a 4°C, i campioni setati risospesi in
FACSFlow (BD Pharmingen) e caricati su citofluorimetro FAC&nto Il. La marcatura
intracellulare per lidentificazione di FoxP3 é tstaeseguita dopo il fissaggio e la
permeabilizzazione dei campioni con la soluzi@QyofiXxCytoperm(BD Pharmingen) per
20 min, a 4°C. Dopo incubazione con l'anticorpanariio per 30 min, al buio, i campioni
sono stati risciacquati in PBS e infine risospesiFACS-low (BD Pharmingen). Un
campione di controllo & stato allestito utilizzaraddture permeabilizzate e poi trattate con
I'anticorpo isotipico di riferimento. L’acquisiziendei dati dell’analisi di citofluorimetria e
stata eseguita su un numero totale dicelule/campione.

La co-coltura di hPBC e linfociti & stata preparasando i filtriMillicell® Culture Plate
Insert per piastre da 24 pozzetti. Tali supporti sonotitod da una membrana di
policarbonato, di diametro di 12 mm e aventi pod,® pm (Millipore) ¢ ).

La semina dei linfociti (1Dcellule totali in 60Qul di terreno) & stata eseguita nel pozzetto
di raccolta di piastrenultiwell da 24. | filtri insert sono stati, poi, alloggiati in ciascun
pozzetto e utilizzati come supporto di crescitalparellule hPBC (5x10cellule in 400ul

di terreno). In parallelo, i campioni di controlkpno stati allestiti utilizzando solo le
colture linfocitarie. Il terreno di coltura é stgiceparato con RPMI, 1% Glutammina, 1%
APS. A differenti intervalli di tempo (24 h e 5 g) dalla semina, i linfociti mantenuti in
co-coltura con le hPBC e i rispettivi controlli sorstati sottoposti all’analisi di

citofluorimetria per la caratterizzazione delle plazioni positive per i marcatori CD4,
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CD8, CD25 e FoxP3.
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Figura 19. Schema di uMillicell® CulturePlate Insert

10. Ricostruzione di una valvola cardiaca ingegnezzatain vitro
Per testare la potenzialita di utilizzo delle p@aabni cellulari isolate in applicazioni di
ingegneria tessutale, le cellule pPBC sono statgeigate per ingegnerizzare valvole

cardiache aortiche e polmonatri di origine porcina.

10.1 Caratterizzazione della potenzialita cardiomigenica delle cellule pPBC

Per indagare la potenzialita differenziativa insegardiomiogenico e valutare quindi la
possibilita di impiegare le cellule pPBC per l'imgerizzazione delle valvole cardiache, le
cellule stesse sono state seminate alla dens&16¥ cellule/cnf in terreno proliferativo o

in piastre non condizionataultiwell da 24 pozzetti contenenti vetrini idonei alla crts
cellulare e per lo studio di specifici marcatorilidea mediante immunofluorescenza, o in
piastre di diametro 100 mm (P100, Becton-Dickinspea) studi di espressione mediante
RT-PCR e Western Blot. Al raggiungimento della ¢oefiza di circa 1'80%, e stato
indotto il differenziamento mediante trattamento daerreno cardiomiogenico, costituito
da DMEM LG (Invitrogen), FBS al 20% (Sigma-Aldrich)PS all'1% (Sigma-Aldrich),
glutamax all’'1% (Invitrogen) e 5-azacitidina (5-AZASigma-Aldrich) alla concentrazione
di 6 uM. Le cellule di controllo sono state coltivate makdesimo terreno privo solo
dell'agente demetilante 5-AZA. Dopo 24 ore, il &10 € stato sostituito con medium
costituito da DMEM LG (Invitrogen), APS all'1% (Swp-Aldrich), glutamax all'1%
(Invitrogen) addizionato con FBS (Sigma-Aldrich28l% per i campioni trattati, al 5% per
le cellule di controllo. Il cambio di terreno e tstaseguito nella misura pari al 50% due
volte alla settimana. Ad intervalli di tempo di 2.4 giorni, i campioni sono stati fissati ed

analizzati come sopra indicato.
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10.1.1 Immunofluorescenza e microscopia confocale

Questa tecnica permette di individuare la presehzgpecifici antigeni nel campione di
interesse sfruttando anticorpi coniugati direttat@e indirettamente con sostanze
fluorescenti. Dopo 7 e 14 giorni di trattamento¢cédule sono state lavate in PBS e fissate
in para-formaldeide al 4% in PBS per 10 min e apteratura ambiente. Dopo un lavaggio
in PBS, é stata eseguita la saturazione dei gigaféci incubando le cellule con una
soluzione al 10% dHorse SerunfHS) (Sigma-Aldrich) in PBS 1X per 1 h a TA.
Successivamente, € stata eseguita I'incubaziorieata a temperatura ambiente con gli
anticorpi primari diluiti in una soluzione di PB®rc HS al 3%. Sono stati utilizzati gli
anticorpi mouse anti-actina muscolo specific§Acris) (diluito 1:100), mouse anti-
fosfolambandgAcris) diluito 1:50,mouseanti-troponina cardiaca (Acris) (diluito 1:100).
Dopo 3 lavaggi di 10 min in PBS con HS all’'l,5%stato aggiunto I'anticorpo secondario
Biotynilated Pan-specific secondary antibodyectashield) (4 gocce/5 ml di PBS
contenente HS all’1,5%). Le cellule sono state duincubate per 30 min a temperatura
ambiente. Dopo 3 lavaggi di 3 min in PBS, le cellsbno state trattate per 10 min a
temperatura ambiente al buio con fluorocromo Flsceen Avidin DCS del Fluorescent
Avidin Kit (Vectashield) diluito 1:500 in soluzion& Hepes 10 mM, NaCl 0,15 M a pH
8,2. Dopo 3 lavaggi di 3 min in PBS 1X, i prepaisi ottenuti sono stati montati con |l
montante aqueous mounting medium with DAP{4’,6-diamidino-2-fenilindolo)
(Vectashield). In parallelo, il controllo negatigostato allestito utilizzando la medesima
procedura omettendo l'aggiunta dell’anticorpo priimal preparati sono stati osservati
mediante il microscopio confocale Leica TCS-SP5iddr dotato di programma
gestionale LAS AF (Leica).

10.1.2 Western Blot

Il western blot o immunofissazione € una tecniazhimica che permette di identificare
una determinata proteina in un estratto proteicediamte il riconoscimento da parte di
specifici anticorpi; in generale, le proteine vemgoprima separate su un gel di
poliacrilammide in base al peso molecolare e pasférite su una membrana di
nitrocellulosa o polivinildenfluoruro (PVDF). La @einatarget viene poi riconosciuta
mediante l'utilizzo di un anticorpo primario spémfed uno secondario coniugato ad un

enzima o a fluorocromo.
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a) Estrazione delle proteine

Dopo trattamento con Trizol (Sigma-Aldrich) dellellale pPBC mantenute in terreno
induttivo cardiomiogenico per 7 e 14 giorni e d&pettivi controlli, le proteine
dell'interfase fenolo-cloroformio sono state prekey trattate con 300 pl di etanolo
assoluto e poi incubate per 2-3min a TA. Dopo deigiazione a 4°C, per 5 min, alla
velocita di 4600 rpm, il surnatante é stato racce@lttrattato per 10 min con 1,5 ml di
isopropanolo (Carlo Erba). | campioni sono stati gentrifugati per 10 min a 12000 rpm
ed il pellet e stato prelevato, trattato con 2 imlimk soluzione guanidinio cloruro 0,3 M
per 20 min ed infine centrifugato per 5 min a 9@9®. | campioni sono stati ulteriormente
purificati mediante un lavaggio di 20 min, a TA cdmml di etanolo assoluto. Dopo una
centrifugazione a 9000 rpm per 5 min a 4°C, il gte® stato asciugato per 5-10 min,
risospeso in 100 pl di SDS 1X e poi conservato @G2fino al momento della

quantificazione proteica.

b) Quantificazione proteica

La quantificazione delle proteine estratte ha mmtevi'utilizzo del BCAProtein Assay
Reagent KIT(Pierce). Questo metodo combina la riduzione delerdCud? — Cu')
effettuata dalla proteindarget in un mezzo alcalino (reazione del biureto) con la
determinazione colorimetrica del catione*€da parte dell'acido bicinconinico (BCA). In
particolare, la reazione colorimetrica € data delialazione di due molecole di BCA con
uno ione rame. L'assorbanza di tale complesso atifode a 562 nm e lineare con
laumento della concentrazione proteica. Per ilggagli quantificazione sono stati
preparati un set di 8 diluizioni dello stock di BSfandard (2 mg/ml; Pierce) e un bianco
(Tabella 2).

In seqguito, 25 ul di ogni diluizione e di ogni caome da quantificare sono stati posti in un
pozzetto di una piastra multipla da 96 pozzettideizonati con 200 pl dWorking
ReagentLa piastra e stata poi incubata per 30 min a 3€&3soluzioneNorking Reagent

e stata preparata miscelando 50 parti del Reade(Bedio Carbonato, Sodio Bicarbonato,
reagente per la detenzione della BSA e Sodio TariraNaOH 0,2 N), con una parte del
reagente B (soluzione di solfato di Rame al 4%).

L'assorbanza é stata poi misurata alla lunghezzadd’ di 562 nm utilizzando lo strumento
Microplate autoreadeEL 13 (Bio-Tek Instruments). La retta di taratura e sfatparata
riportando nell'ordinata del sistema grafico leantrazioni degli standard ed in ascissa le

relative assorbanze. Mediante analisi di regresslmeare eseguita al computer (Prism,
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Graph Pad), e stata calcolata lI'equazione della f@tr estrapolare le concentrazioni
proteiche (mg/ml) dei singoli campioni.

Diluente (ul) BSA (ul) [BSA] (mg/ml)
A 0 300 pl dello stock 2
B 125 375 pl dello stock 1,5
C 325 325 pl dello stock 1
D 175 175 pl dello standard B 0,75
E 325 325 pl dello standard C 0,5
F 325 325 pul dello standard E 0,25
G 325 325 ul dello standard F 0,125
H 400 100 pl dello standard G 0,025
I 400 0 0 mg/ml = Bianco

Tabella 2. Diluizioni di BSA standard

c) Elettroforesi su gel di poliacrilammide

Tale procedura consente di analizzare e separgm®@teine, sfruttando le loro dimensioni
e la loro carica (Figura 20). Il gel viene prepararamite copolimerizzazione
dell'acrilammide (monomero monofunzionale) (&&H-CO-NH) e di un agente che
forma legami trasversali cosi da formare un reticbidimensionale (N,N'-metilene
bisacrilammide) (monomero bifunzionale) (S€H-CO-NH-CH-NH-CO-CH=CH). La
polimerizzazione avviene per mezzo di una reazematena dovuta alla formazione in
serie di radicali liberi per aggiunta di ammoniorgudfato e della baséN,N,N',N-
tetraetilendiammina (TEMED). Il TEMED catalizza ldecomposizione dello ione
persolfato con la produzione del corrispondentécedel libero. In questo modo si formano
lunghe catene di acrilammide. Queste sono tenudiente tra loro da legami crociati
derivanti dall'intersezione occasionale allinterdella catena di molecole di bis-

acrilammide.
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Figura 20. Apparato di elettroforesi su gel di poliacrilamide

Il gel di poliacrilammide € composto da due pddistacking gek il running gel il primo

e la parte superiore del gel e la sua funzioneedaydi concentrare il campione proteico
caricato negli appositi pozzetti, in modo che tuttampioni arrivino uniformemente sul
fronte di corsa,; il secondo € la porzione inferiereonsente di separare le proteine in base
al loro peso molecolareStacking gele running gel hanno composizione uguale ma
presentano una differente concentrazione di acmi@®, solitamente inferiore nello
stacking gel(Tabella 3). In particolare, la composizione dehning gel e decisa in
funzione della grandezza della proteina da rileva@ esempio, una concentrazione
maggiore consente di separare le piccole proteanguetlle di maggiori dimensioni. Per
I'analisi della proteina fosfolambano nei campitnaittati ad intervalli di tempo di 7 e 14
giorni e nei rispettivi campioni di controllo, éatd utilizzato unastacking gelal 4% e un
running gelal 12%. L’'acrilammide, 'ammonio persolfato (APSl),TEMED sono stati
acquistati dalla ditta Bio Rad mentre I'SDS e iisfirICI dalla ditta Sigma-Aldrich.

Stacking gdl al 4% Running gel al 12%
Acrylamide and bis-Acrylamide solutiony Acrylamide and bis-Acrylamide solutions
(37:1) (37:1)
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 Tris-HCL 1,5M, pH 8,8

Acqua MilliQ Acqua Milliq
SDS 10% SDS 10%
APS 10% APS 10%
TEMED TEMED

Tabella 3. Composizione dellotackinge running Gel
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Di ciascun campione sono stati caricati 4 di proteine totali, addizionati con SDS e
loading buffer(Bio Rad) in un volume totale di 30 pl. In paradlebono stati caricati pl
del Precision Plus Proteil Dual Color Bio Rad) per la definizione dei pesi molecolari
di riferimento.

Al termine del caricamento, I'apparato di elettrefs € stato riempito dinning bufferl

M, chiuso con l'apposito coperchio e, dopo collegato degli elettrodi, la corsa
elettroforetica é stata eseguita a 140 Volt per 2 h

d) Transfer

Alla fine della corsa, il gel & stato trasferitollia@posito apparato, a contatto con la
membrana di PVDF, e la corsa elettroforetica éastaeguita a 25 Volt per una notte, a
4°C (Figura 21).

Il trasferimento delle proteine dal gel alla menmaraé stato verificato mediante

colorazione con Rosg@onceau(Sigma-Aldrich): la membrana é stata immersa pehp

minuti nella soluzione colorante e poi risciacquada acqua distillata.

Copper Cathode
2e"+ 2Hy0-3H, + 20H

Top buffer gel e

NuPAGE or
E-PAGE gel

Membrane

+ 4+ ++ T

Bottom
buffer gel

Figura 21. Trasferimento di proteine su membrana PVDF doptireferesi

e) Immunoblotting

Per impedire eventuali interazioni non specificba €anticorpo, le membrane sono state
saturate in latte 5% (Sigma-Aldrich) in PBS, peh,2n agitazione. Successivamente, le
membrane sono state trattate, per una notte acétCJna soluzione di anticorpo primario
mouseanti-fosfolambano (Acris) diluito 1:2000 in latiéo in PBS. Come controllo del
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carico e stato impiegato I'anticorpoouseanti-GAPDH (Millipore; diluito 1:1000). Al
termine del periodo di incubazione, la soluzione afiticorpo € stata aspirata e
successivamente sono stati eseguiti ripetuti lavegg PBS + 0,25% Tween (Bio Rad). In
seguito, la membrana e stata incubata per 1h cansaluzione di anticorpo secondario
antimouseHRP (Bio Rad) diluito (1:5000) in latte preparalt1% in PBS.

f) Rivelazione

La rivelazione e stata eseguita dopo ripetuti lgvatglle membrane con PBS + 0,25%
Tween ed ha previsto lincubazione della membramat p min con il substrato
Chemiluminescent Peroxidase Substrai®igma-Aldrich), preparato utilizzando le
soluzioni A e B nel rapporto 1:1. Una volta asciagda membrana e stata posta in una
cassetta di autoradiografia, al buio e a contatio una lastra autoradiografica (Sigma-
Aldrich) per un tempo variabile a seconda dell@ro (5-30 min). Successivamente la
lastra impressionata € stata sviluppata tramitebiazione in liquido di sviluppo XOMAT
EX Il e di fissaggio RP X-OMAT LO (Kodak).

10.2 Decellularizzazione dei lembi aortici e polmari porcini mediante il metodo
TRICOL

Le valvole decellularizzate aortiche (VDA) e polmnaon(VDP) sono state preparate dal
gruppo di ricerca del Prof. Gerosa e del Prof. &ppresso il Complesso di Biologia "A.
Vallisneri” dell’Universita di Padova ed il protdtm di decellularizzazione ha previsto
I'utilizzo del metodo TRICOL (Spinat al, 2003; lopet al, 2009).

Le matrici valvolari aortiche e polmonari sono stattenute da animali minipig di 9-12
mesi d’eta. | cuori sono stati prelevati pressoDipartimento di Scienze Cliniche
Veterinarie dell’Universita degli Studi di Padovagfipolis-Legnaro) in appositi locali.
Immediatamente dopo il sacrificio dell’animalegmnibi sono stati trasferiti in contenitori
sterili contenenti soluzione fisiologica e poi spibsti alla dissezione delle radici aortiche e
polmonari in una cappa a flusso laminare. Dopobazione in soluzione fisiologica per 4
h, a 4°C e in agitazione, i campioni sono stattataa 4°C per 8 h con due soluzioni di
inibitori protesici contenenti rispettivamente anilmetilsulfonil fluoruro (P.M.S.F.), N-
etiimaleimmide (N.E.M.) e b) benzamidina (B.A.)daacetammide (I.A.). Le soluzioni
sono state preparate al 10% in tampone A (preparamoascorbato di sodio o acido
ascorbico ed EDTA sciolti in PBS, pH 7.4) e dinsifossido (DMSO) al 10%. Dopo
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mediante incubazione in soluzione acquosa di A0&b,1Triton X-100 all'1% ed inibitori,

a 4°C per 8 h. Dopo due lavaggi (ciascuno di &ggitazione a 4°C) con una soluzione
ipertonica di A al 10%, NaCl 0,5 M, Triton X-10d@D,1%, in PBS isotonico, i campioni
sono stati poi trattati con soluzione di A al 10%oéato di sodio 10 mM o acido colico 10
mM. | tubi sono stati mantenuti per 8 h in agitae@ TA ed il trattamento e stato eseguito
due volte. Per eliminare i detergenti ed i resdiumatrice, i campioni sono stati lavati 2
volte in PBS isotonico a pH 7.4. Durante ciascwadggio i tubi sono stati mantenuti 1 h e
30 min in agitazione, a TA per il primo lavaggie(pmsportare i residui di colato), a 4°C
per il secondo lavaggio. Dopo un lavaggio in Nald &,9% per 30 min, sono stati
effettuati due lavaggi in soluzione fisiologica ttsta da NaCl allo 0,9% e isopropanolo
al 10% per eliminare il colato di sodio ed il Tntd tubi sono stati mantenuti per 1 h in
agitazione a 4°C. La rimozione degli acidi nuclgicstata eseguita mediante trattamento
con Benzonase (5000 U) a 37°C in 2 passaggi cotigedu24 h. | lembi sono stati poi
disinfettati per 24 h a 37°C con una soluzione baotica costituita da fungizone (2,5
png/ml), cefazolina (240 pg/ml) e vancomicina (50/mly in terreno DMEM Hepes

Modified privo di siero.

10.3 Caratterizzazione delle matrici acellulari mednte immunofluorescenza

Dopo il trattamento decellularizzante, la verifidal mantenimento di collagene I, IV ed
elastina € stata eseguita mediante il test di inoflworescenza. Le matrici VDA e VDP
sono state risciacquate in PBS e poi incubate rera3TA, in una soluzione di saccarosio
(Sigma-Aldrich) al 15%. Dopo fissaggio per una eadtt paraformaldeide al 4% a 4°C, i
campioni sono stati inclusi in OCT (Carlo Erba Ra#gSpa), congelati con isopentano
(Sigma-Aldrich) in azoto liquido e poi conservati -d0°C fino al momento della
preparazione delle sezioni con il criostato CM 18B0 (Leica). La disattivazione dei siti
aspecifici & stata eseguita mediante incubazioneP&S contenente BSA al 2% per una
notte, a 4°C. L'immunolocalizzazione dairget di interesse e stata eseguita mediante
marcatura indiretta per 1 h, a 37°C, in camerettéda, con i seguenti anticorpi primari:
anti-collagene | porcino da topo (Sigma-Aldrich):5Q0), -collagene IV porcino da
coniglio (Abcam) (1:500), -elastina porcina da gtioi (Abcam) (1:200). | campioni sono
stati poi risciacquati in PBS ed infine incubaB&C per 30 min, in cameretta umida con
una soluzione di anticorpo secondagoat anti-rabbit(1:50) e goat anti-mousdGG
affinity purified, rhodamine coniugated secondamtilaody (Millipore) (1:50). Dopo

lavaggi con PBS, i campioni sono stati montati agneous mounting medium with DAPI
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montante (Vectashield). Le immagini sono statensfacquisite mediante il microscopio a
fluorescenza DM2000 e la videocamera Nikon Didgigiht DS-SMC.

10.4 Valutazione della crescita delle popolazioniRBC su matrici valvolari acellulari
La crescita delle popolazioni pPBC su matrici vévioacellulari aortiche e polmonari é
stata eseguita in assenza di fattori induttivi ecamdizioni di coltura statica, ovvero in

assenza di flusso.

10.4.1 Semina delle cellule pPBC su lembi valvoladecellularizzati aortici (VDA) e
polmonari (VDP)

Prima della semina cellulare, i lembi sono staticgmsti al test microbiologico previa
coltura per 48 h, in incubatore, in terrdDMEM Hepes Modified-BS al 10%. In assenza
di contaminazione batterica o fungina, gli emilendano stati alloggiati in piastra
multiwell da 24 pozzetti con lo stratentricularis rivolto verso l'alto e fissando i bordi
delle matrici con anelli metallici sterili. Per fanre I'adesione cellulare, i campioni sono
stati pretrattati con FBS (500 ul/ml per pozzetiej 12 h a 37°C e successivamente con
fibronectina bovina (10 mg/cih(Calbiochem) per 24 h, in un volume massimo di f0

di PBS. | campioni sono stati mantenuti in PBS fshanomento della semina.

Le cellule pBC sono state seminate alla densi® 510 cellule/emilembo in 200 pl di
terreno DMEM Hepes Modifiedcontenente L-Glutammina, FBS al 10% e soluzione
antibiotica APS all'1%. Dopo rimozione del PBS descun pozzetto, 50 pl della
sospensione cellulare sono stati aggiunti ad iatkrgi 15 min a ciascun campione e le
matrici sono state mantenute a 37°C durante lantgyerazione. Al termine della semina
sono stati aggiunti 800 pl di terreno di coltura agghi campione. Dopo 5 giorni dalla
semina, é stato eseguito il primo cambio di terrealla misura pari al 50% del volume
totale. 1 cambi di terreno successivi sono stagigagi a giorni alterni. Ad intervalli di
tempo di 7, 14, 28 e 35 giorni, i campioni sonatistiasati per I'analisi morfologica
mediante microscopia elettronica a scansione, erstudio istologico mediante
immunofluorescenza e immunoistochimica ed infinelpestudio di espressione mediante
RT-PCR.

10.4.2 Studio morfologico mediante SEM
Le matrici valvolari sono state lavate in PBS likséte in tampone cacodilato 0.1 M pH

7,2 con glutaraldeide al 3%, e conservati a 4°CGodtoe lavaggi in tampone cacodilato 0,1
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M, € stata eseguita la disidratazione per immeesiorsoluzioni di etanolo al 70% e 90%
per 2 h a TA, sotto agitazione e per una notteleoch al 95%. | campioni, dopo un
passaggio in alcool assoluto, sono stati sottoadstitical Point Dryinge metallizzati con

oro. | preparati ottenuti sono stati osservati goitroscopio elettronico a scansione
(modello JSM Jeol 6490) in dotazione presso il CI8GACentro Interdipartimentale di

Servizi dell’'Universita di Padova.

10.4.3 Colorazione con DAPI e immunocitochimica sk@ matrici ingegnerizzate VDA

e VDP
Le matrici VDA e VDP ingegnerizzate sono stateiasquate in PBS e poi incubate per 3
h, a TA, in una soluzione di saccarosio (Sigma-islgral 15%. Dopo fissaggio per una
notte in paraformaldeide al 4%, a 4°C, i campiamastati inclusi in OCT (Carlo Erba
Reagenti Spa), congelati con isopentano (Sigmardkyin azoto liquido e poi conservati
a -20°C fino al momento della preparazione dellgose istologiche con il criostato CM
1850 UV (Leica). Per lI'indagine della distribuziodelle cellule PBC nei supporti VDA e
VDP, sezioni di 5um sono state preparate e poi colorate con il coterdluorescente
nucleare DAPI.
Lo studio di espressione mediante immunocitochindedi’ a-actina muscolare liscia e
stato eseguito tramite fissaggio delle matrice VOADP ingegnerizzate in formalina al
10% preparata in PBS 1X, incluse in paraffina didtgy in sezioni da um con il
microtomo Histoslide 2000 (Leica). In seguito, é&zieni sono state sparaffinate con xilolo
e reidratate mediante lavaggi con una scala disrgedli alcol. | campioni sono stati, poi,
trattati per 10 min a TA con una soluzione di Tmi%-100 (Sigma-Aldrich) all’1% in PBS.
La disattivazione delle perossidasi endogene haigteeil trattamento di 1 h con una
soluzione di HO, (Sigma-Aldrich) al 15%. Il blocco dei siti aspecifé stato eseguito
mediante trattamento di 45 min, a TA, con PBS amnéHorse Serum(HS) al 10%
(Sigma-Aldrich). | campioni sono stati risciacquati PBS e poi incubati in cameretta
umida con una soluzione di anticorpo primario mdowale mouseanti a-actina (Abcam),
diluito 1:100 in PBS contenente HS al 3%. Dopolaraggi di 10 min in PBS con HS al
10%, e stata eseguita I'incubazione di 30 min a iRAcameretta umida, con l'anticorpo
secondarioBiotynilated Pan-specific secondary antibo@fectashield) (4 gocce/5 ml di
PBS contenente HS all’1.5%). Successivamente, ipt@am sono stati trattati con una
soluzione A/B (ABC kit, Vectashield) per 30 min A.TLa rivelazione dei siti specifici di

legame € stata eseguita mediante I'utilizzo di swlazione preparata con 5 ml di acqua
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distillata, 100ul di PBS 1X, 200ul di 3,3-Diaminobenzidine (DAB), 10@l di H20,. La
reazione e stata bloccata dopo 1 min utilizzandpadistillata. Dopo lavaggio in PBS, i
campioni sono stati contrastati con ematossilinpoe montati con il montant®ako

ultramount aqueous permanent medi(iDako).

10.4.4 Analisi di espressione genica mediante RT-RCdi cellule pPBC seminate su
matrici VDA e VDP

La risposta delle cellule pPBC alla stimolaziongoitta dalle matrici VDA e VDP a breve
e a lungo termine € stata studiata mediante l'iflemtione di mMRNA specifici per
marcatori endoteliali (Tenascina, Pecaml, Caldesjnonvalvolare-interstiziali
(metalloproteinasi 2 e 13) e di matrice extracalel(collagene I, collagene lll, collagene

IV, fibrillina, emilina) (Tabella 4).

MARCATORE TIPOLOGIA FUNZIONE
Metalloproteinasi-2 interstiziale Collagenasi (degradazione Collagene |
Metalloproteinasi-13 interstiziale Collagenasi (degradazione Collagene III)
Collagene | ECM Proteina strutturale del tessuto connettivo
Collagene lll ECM Proteina strutturale della lamina fibroreticolare
Collagene \Y/ ECM Proteina strutturale della lamina basale
Fibrillina ECM Proteina costituente la fibra elastica
Emilina ECM Proteina costituente la fibra elastica
Tenascina endo.teliale.e'valvolare Proteina impli'cata nella neoangiogenesnelle
interstiziale vasculogenesi

eI 2D ESIONE CONUIATE

Proteina partecipante al fenomeno contrattil

Caldesmone endoteliale . .
cellule non muscolari e muscolari lisce

Tabella 4. Marcatori endoteliali, interstiziali e di matrice

11. RT-PCR
La tecnica di RT-PCR permette di identificare leesgnza di uno specifico RNA
messaggero (MRNA) attraverso la trascrizione iravelelo stesso e I'amplificazione del

cDNA ad esso complementare.

11.1 Estrazione di mRNA
Per eseguire la procedura di estrazione di mRN#&a® sitilizzato il Trizol (Invitrogen),

una soluzione monobasica di fenolo e guanidinaosianato. Le cellule da analizzare
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sono state prelevate, risciacquate in PBS 1X,tBssaRNA later R0901 (Sigma-Aldrich),
mantenute a 4°C per una notte e poi congelate ‘€-800 al momento dell’estrazione di
RNA. Al momento dell'estrazione ogni campione éosteattato prima con 1 ml di Trizdl
Reagent (Sigma-Aldrich) per 5 min, a TA e poi c@0 gl di cloroformio. Per favorire una
maggiore separazione del’RNA, i campioni sonoi dgttati manualmente per 15 sec e
poi incubati a TA per 3 min. Dopo centrifugazionel2000 rpm per 15 min a 4°C, i
campioni appaiono risolti in una fase inferiore emente proteine, un’interfase di colore
bianco contenente DNA ed infine una fase supeompiosa, incolore, contenente RNA.
Dopo la raccolta della fase acquosa, e stata daedai precipitazione dellRNA
addizionando 50@l di isopropanolo (Fluka) (0,5 ml/ml di Trizol imggato) e agitando
meccanicamente il campione. Dopo incubazione pér &8 -20°C, il campione € stato
centrifugato a 12000 rpm per 10 min a 4°C. Dopa#gimne del surnatante, il pellet & stato
lavato con 1 ml di etanolo freddo al 75% e poi gargato a 8600 rpm, per 5 min, a 4°C.
Rimosso il surnatante, il pellet é stato lasciasziwgare all’aria per 5-10 min e
successivamente risospeso inuldi acquaRNAse fre€invitrogen). Dopo quantificazione

spettrofotometrica, i campioni di RNA sono statnservati a -80°C.

11.2 Quantificazione spettrofotometrica del’lRNA egatto

La quantificazione del’RNA é stata eseguita mettido spettrofotometro NANODROP
2000 (Thermo Scientific) utilizzando il di campione, alla lunghezza d’onda di 260 nm.
In parallelo, e stata valutata la purezza del can®i mediante identificazione
dell’'assorbanza a 280 e a 230 nm, corrispondesgetiivamente alla lunghezza d’onda di
assorbimento di proteine e carboidrati. | campairiRNA per i quali il rapporto 260/280 &

risultato nelrange1,8-2,0 sono stati utilizzati per lo studio di esg®mione.

11.30ne Step RT-PCR

Lo studio & stato condotto utilizzandoQliagerf One StepRT-PCR Kit. La strategia
Qiagenconsente di eseguire in un unico tubo prima latetscrizione del’RNA in cDNA

e poi la sua amplificazione, utilizzando una miaodil enzimi appositamente formulata e
formata da: Omniscript e SensiscrifReverse Transcriptasegretrotrascrizione),
HotStarTag DNA Polymerase(amplificazione). Durante la retrotrascrizioneazione
specifica ed efficiente del sistema e dipendenta damperatura: la HotStarTag DNA
Polymerase € completamente inattiva mentre, dutd&teplificazione, simultaneamente

alla disattivazione della trascrittasi inversaatsiva alla temperatura di 95°C. La miscela di
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reazione (24ul) € stata preparata in ghiaccio utilizzandpl i RNA alla concentrazione
di 30 ng{u, 3 pul forward primer(5 uM), 3 ul reverse primer5uM), 1 ul dNTP mix (10
mM), 1 ul Qiagen® One SteRT-PCR Enzyme Mix, il RNAse inhibitor(125 U), 5ul
5X buffer e acqua RNAsdree La One StepRT-PCR e stata effettuata con il

termociclatore iCycler iQ™ (Bio Rad) ed alle condi# riportate in Tabella 5.

FASI TEMPO TEMPERATURA
T
Retrotrascrizione 30 min 50 °C
|
St(_ep |n_|2|ale di 15 min 95 °C
attivazione

Denaturazione 0,5-1 min 94 °C

Annealing 0,5-1 min 50-57 °C

Estensione 1 min 72 °C

Numero di cicli: 40

Estensione finale 10 min 72 °C

Tabella 5.Fasi della reazione di RT-PCR.

Le coppie diprimer utilizzate in questo studio sono indicate in T&bél In parallelo, e

stata valutata I'espressione del gboesekeepin@GAPDH.

11.4 Elettroforesi su gel di agarosio

L'analisi elettroforetica dei prodotti di reazioCR € stata eseguita su gel di agarosio
(Sigma-Aldrich) preparato al 2% con la soluzionapane TBE 1X (0,04 mM tris-Borato,
0,001 M EDTA, pH 8) (Sigma-Aldrich) ed il Gel Red®,{ pl/ml) (Biotium) come
marcatore di acidi nucleici. Per il caricamentonsatati utilizzati 6ul di amplificato
addizionati di 2ul di coloranteGel Loading Buffe(Sigma-Aldrich). Come marcatore di
riferimento per i pesi molecolari compresi tra Q000 pb, € stato utilizzato il prodotto
PCR 100 bp Low laddgiSigma-Aldrich). Le bande dei campioni amplificabno state
visualizzate mediante esposizione ai raggi UV ermimagini sono state acquisite con lo
strumento Gel Doc 2000 (Bio Rad).
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Sequenza Sequenza di

Primers Sigla (5-3) riferimento

Lunghezza

SPARC F- TCAAGAACGTCCTGGTCACCTTGT NM_001031794.1 388 pb

R- ATCCTTGTCGATGTCCTGCTCCTT

Metalloproteinasi 2 MMP2 F- CGGACAAAGAGTTGGCTGTGCAAT NM 214192.1 506 pb

R- AGCTGGGTGGAAGAGAACACAGTT

Metalloproteinasi 13 MMP13 F- TCTTCTTGAGCTGGACCCACTGTT FJ263939.1 288 pb

R- ACCTCTAAGCCGAAGAAAGACTGC

Fibrillina

|
(o]
Z

F- TGGGATTTACCGTGCTCTTAGCGT NM_001001771.1 381 pb

R- TTCTGGCACAGACAGTGGTCATCA

(e3]
z

F- ACAAGACAGTGACGGACATGGAGT XM _003125303.1 399 pb

R- TGCTGCTGGATCTCATTGAGGGTT

=)
Z

Tenascina F- TTCAGTCGGAAACAGCCCTTCTCA NM_214230.1 347 pb

R- AGAAGACTTCCAGCTTCTGGGCTT

Collagenelll COLIIL F- AGCCAGAACCATGCCAAATATGCG XM _003133535.1 654 pb

R- TGCCCTTTCATACCAGGGAATCCA

Collagene I COLI F- GAACCAAAGGGCCCAAAGGTGAAA NM_001243655.1 322 pb

R- AGAGGGACCTTTCTCACCAGCAAA

Collagene IV COLIV F- ACAGTGCCACTCTATAGCGGGTTT 147284.1 301 pb

R- GTTTGGCTGTGAATGGCTATGGCA

PECAM1 F- TCCTGCTGACACTTCAGCTCTGTT NM_213907.1 262 pb

R- ATAGACCCGGGCTTCGGAAATGAA

Caldesmone CLD F- AGCTTCTTGGGTGGAAAGAAGGGA XM _003134653.1 854 pb

R- ATCAGAAGGTTTGGGAGCAGGTGA

GAPDH F- ACCACAGTCCATGCCATCAC Liu et al., 2004 450 pb

R- TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Tabella 6. Primersper RT-PCR

12.Real-Time PCR (qPCR)

La Real-TimePCR é una tecnica che permette di stimare la fia@atdi prodotti di PCR
misurando il numero di cicli di amplificazione nesari allo sviluppo di un segnale
fluorescente ben discriminato rispetto al rumoréoddo (Lekanne Depreat al.,2002). La
chimica impiegata per la generazione del segndlealiescenza prevede, in questo lavoro,
I'utilizzo del colorante intercalante “SYBBreen!”, una molecola fluorescente in grado
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di intercalarsi a livello del solco minore dellapghoa elica di DNA. L’emissione di un forte
segnale di fluorescenza si osserva nella molecmtaptessata al DNA, mentre in forma
libera, il segnale €& significativamente ridotto. keazione di amplificazione viene
continuamente monitorata e l'incremento della fasmenza puo essere visualizzato in
“tempo reale”; in questo modo e possibile misurhreumero di cicli necessari per il
rilevamento di un segnale fluorescente (ciclo sgdlit) e usarlo per quantificare il livello
di espressione di una sequertaaget definito per confronto con quello di un gene
housekeepindcalibrator). Infatti, maggiore € il numero di copie di pa#andel gene
target piu basso e il ciclo di amplificazione in cuiasiservera un incremento significativo
della fluorescenza. Inoltre, essendo il SYBiReenun colorante aspecifico che potrebbe
legarsi a strutture dimeriche pliimers al termine dell’amplificazione si calcola la cardi
meltingdei prodotti di PCR, sottoponendoli ad un incretagrogressivo di temperatura.
Se I'amplificazione é specifica, la curva di digsaone del DNA presenta un unico picco,
corrispondente alla,J(temperatura dnelting del gene amplificato.

12.1 Trascrizione inversa dellRNA corrandom esameri

L’RNA totale estratto dalle cellule PBC e statara@fascritto in cDNA grazie all’enzima
trascrittasi inversa utilizzando compemer una miscela di esanucleotidi. Per tale reazione
e stato usato il kit ‘ThermoScript" RT-PCR Systerh (Invitrogen). La reazione € stata
allestita aggiungendo in un tubo 1 plrdhdomesameri (10 ng/pl), 2 pl di dNTREx (10
mM), e un volume di mRNA tale da contenere 1 pdracritto; infine e stata aggiunta
acquaRNase-fredino a raggiungere un volume totale di 12 pl. Dapmubazione a 65°C
per 5 min per favorire la denaturazione dellRNA| tubo sono stati aggiunti 4 pl di
cDNA Synthesis buffe6X, 1 ul di DDT (0,1 M,) 1 pl diRNaseOUT™, 1 ul di
ThermoScript e 1 pl di HO. La reazione e stata fatta avvenire nel termaittiot iCycler
IQ™ (Bio Rad) alle seguenti condizioni: 25°C 10 nfiegame degli esameri al’'RNA),
55°C 45 min (trascrizione inversa) e 85°C 5 min affivazione dell’enzima
retrotrascrittasi). Infine e stato aggiunto 1 pRiNasiH ed é stata eseguita un’incubazione
a 37°C per 20 min; cio e utile per degradare I'RiWAasto. Dopo la trascrizione inversa, il
cDNA ottenuto e stato conservato a -20°C.

12.2 Reazione dReal-Time PCR
| campioni di cDNA ottenuti dalla reazione di rdtescrizione sono stati amplificati

mediante gli oligonucleotidi elencati in Tabella atilizzando HPRT (ipoxantina
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fosforibosiltransferasi) come germlibrator per la normalizzazione dei dati. Per la
reazione di amplificazione & stato usato il kittirlam® SYBR® Green qPCR SuperMix-
UDG (Invitrogen), che prevede I'utilizzo di una Sublix contenente PlatinufriTaq DNA
polimerasi, il colorante SYBRGreen |, Tris-HCI, KCI, 6 mM MgCI2, 400M dGTP, 400
uM dATP, 400uM dCTP, 800uM dUTP, I'enzima uracil DNA glicosilasi (UDG), e de
reagenti stabilizzatori della reazione. La reaziergata allestita aggiungendo in un tubo
12,5l di questa mix, 0, di forward primer (10 uM) e reverseprimer (10 uM) 2 pl di
cDNA e 9,5ul di H,O RNasifree Le condizioni di amplificazione utilizzate sonate le
seguenti: 50°C per 2 min (per permettere I'azioe#ahzima UDG), 95°C per 2 min, 40
cicli di denaturazione a 95°C per 30 saanealinga 50°C per 30 sec ed estensione a 72°C
per 1 min. Al termine dell’amplificazione, le cundt melting sono state ottenute in un
rangedi temperature tra 55 e 95°C, con l'incrementardgrado al secondo.

Per I'applicazione di questa metodica & stata usat@acchina DNA Engine Optic8n
Real-Time Thermal CyclgMJ Research), composta da un termociclatore ¢astrp da
96 pozzetti, da un rilevatore di fluorescenza, da sorgente di luce (lampada LED) e dal
softwareOpticon Monitor 3 per I'estrazione dei dati. Quesistema di rilevamento offre
una via per il monitoraggio dei prodotti Beal-TimePCR: durante ogni ciclo di PCR
vengono raccolte le emissioni di fluorescenza dai pgovetta e alla fine della corsa di
PCR i dati vengono rielaborati dabftware
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Sequenza Sequenza di

Primers Sigla (5-3) riferimento

Lunghezza

Nanog homeobox NANOG F- CGGACAAAGAGTTGGCTGTGCAAT NM 024865.2 106 pb

R- AGCTGGGTGGAAGAGAACACAGTT

POU class 5 homeobox OCT4 F- TATGCAAAGCAGAAACCCTCGTGC NM_002701.4 102 pb

R- TTCGGGCACTGCAGGAACAAATTC

X - TGGAGGAATACCTGGCATTGACCT NM_174900.3 105 pb

LOMeIOB0 AT —————————
R- AGCGATTGCGCTCAGACTGTCATA

SOX2 - CACATGAAGGAGCACCCGGATTAT NM_003106.3 191 pb

R- GTTCATGTGCGCGTAACTGTCCAT

- ACATGGAGAACAAGCTGTTTGCGG NM_198253.2 66 pb

R- TGAGGTGAGGTGTCACCAACAAGA

Kruppel-iike factor4  KLF4 F- TGAACTGACCAGGCACTACCGTAA NM_004235.4 106 pb

R- TCTTCATGTGTAAGGCGAGGTGGT

- ACAGCATACATCCTGTCCGTCCAA D10493.1

R- TGTTCTCGTCGTTTCCGCAACAAG

attivatore della STAT3 F- ATGGAAGAATCCAACAACGGCAGC NM_213662.1 175 pb

R- GGTCAATCTTGAGGCCTTGGTGA

CXCL9 - ACCAACCAAGGGACTATCCACCTA NM_002416.1 178 pb

R- TGGCTGACCTGTTTCTCCCACTTT

IDO1 - CACTTTGCTAAAGGCGCTGTTGGA NM_002164.5 139 pb

R- GGTTGCCTTTCCAGCCAGACAAAT

Cicloossigenasi 2 COX2 F- CAAATCCTTGCTGTTCCCACCCAT AY462100.1 172 pb

R- GTGCACTGTGTTTGGAGTGGGTTT

. . HPRTI1 - ATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT NM_000194.2 79

R- TTGAGCACACAGAGGGCTACAATG

Tabella 7. Primersper la reazione dReal TimePCR
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RISULTATI

1. Colture cellulari e capacita proliferativa

Le sospensioni cellulari mononucleate hPBC e pP@@nute mediante separazione su
gradiente Ficoll, sono state seminate su piastnecoadizionate di polistirene. Dopo 7-10
giorni dalla semina, I'analisi di microscopia o#tiba evidenziato la presenza di cellule
aderenti di tipo fibroblastoide, organizzate inccoé CFU-F (Figura 22).

Figura 22. Analisi di microscopia ottica della coltura prinpPBC (A, B) e hPBC (C, D) dopo 7 giorni
dalla semina. Ingrandimento: (A, C, D) x100, (BPp&2

La caratterizzazione morfologica mediante microscoglettronica a scansione delle
subcolture PBC ha messo in luce la presenza dileell grandezza variabile (20-4fn) e
caratterizzate da forma poliedrica o allungatacékule pPBC sono risultate parzialmente
sovrapposte tra di loro e caratterizzate da tipiesioflessioni del tipo microvilli sulla
membrana plasmatica (Figura 23 A, B, C). Le celhB8C, invece, hanno dimostrato una
superficie liscia e tipiche espansioni di membramaorrispondenza delle connessioni
intercellulari (Figura 23 D, E, F).

67



Figura 23. Microscopia elettronica a scansione della subcaliurdi cellule pPBC (A, B, C) e hPBC (D, E,
F). Ingrandimento: (A) x1000, (B) x2000, (C) x80@D) x400, (E) x1000, (F) x4000

Le popolazioni PBC hanno dimostrato un elevato mm&de proliferativo che si e
mantenuto costante durante la subcultura a lungoirte. Dopo 31 passaggi total,
allanalisi di microscopia ottica, non sono statdeviate significative alterazioni
morfologiche e dimensionali (Figura 24).

Coltura primaria

Subcoltura XV

1

Subcoltura X

Figura 24. Analisi di microscopia ottica di cellule pPBC (Ah®BC (B) durante la coltura espensivaitro
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Lo studio della crescita a lungo termine €& statpeso dalla generazione VIl alla XXXI
ed ha previsto la conta cellulare per ogni passadgopo 24 ore dalla semina (cellule
pPBC: 5x18 cellule/cnf; cellule hPBC: 1bcellule/cnf). Ogni campione & stato preparato
in triplicato e la media dei valori & stata utitta per I'identificazione deloubling timee
del doubling populationSia le cellule pPBC che le hPBC hanno mostrato areacita
esponenziale durante l'intero periodo di espansi@riengo termine, sebbene le cellule
porcine abbiano rivelato un tasso di crescita pipido. Infatti, le cellule pPBC hanno
mostrato un tempo di replicazione di circa 16 hhedno eseguito circa 3%opulation
doubling su 31 passaggi totali (Figura 25 A); la cresciledcellule umane ha, invece,

evidenziato undoubling timedi 48 h e circa Sopulation doublingsu 31 passaggi in

coltura (Figura 24B).
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Figura 25. Doubling timee Doubling Populationcumulativo (D.P.L.) delle popolazioni pPBC (A) BBC
(B). Ogni valore riportato in grafico corrispondéanedia di tre diversi esperimenti

2. Studio di espressione genica nelle popolaziorBE

2.1 Geni di pluripotenza

Lo studio di espressione genica mediante qPCR idamziato che sia le cellule pPBC che
le hPBC esprimono a livello di RNA messaggero iiggpicamente associati aelf-
renewale alla pluri- o multipotenza, come NANOG, REX1,>80 TERT, KIlf4, c-Myc,
NOTCH e STAT3. Negli istogrammi di Figura 26 i fiwii della reazione di
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amplificazione sono rappresentati com€t, ovvero come differenza tra il Ct del gene
calibrator (HPRT) e quello del gentarget il livello di espressione di ciascun gene di
interesse, dunque, € definito in riferimento apiessione del gerfousekeepinglPRT.
L'analisi & stata effettuata su tre popolazioniludati e i risultati sono stati ottenuti
calcolando la media dei dati ottenuti per ciascenegarget Lo studio e stato ripetuto su
su tre generazioni (VII, XV e XXXI) di ciascuna pmpzione. Come mostrato nelle Figure
26 A e B, una minore espressione dei marcatorildiigptenza € stata misurata nelle
cellule pPBC (Figura 26 A) rispetto alle hPBC (Fmy26 B) soprattutto per geni c-Myc e
KIf4. Inoltre, non e stata osservata la presenzaRINA del gene umano e porcino TERT
e del gene porcino OCT4 (Figura 26).
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Figura 26. Studio di espressione mediafReal-TimePCR dei geni di pluripotenza in pPBC (A) e hPB(Q. (B
| dati sono presentati corCt = Ctcaiprator — Cliarget
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2.2 Marcatori di matrice extracellulare

Per una migliore caratterizzazione delle popolaziBC e hPBC, e stato effettuato uno
studio di espressione delle proteine di matriceaertlulare. L'analisi di RT-PCR ha

messo in evidenza l'espressione a livello di RNA ssaggero della proteina

metalloproteinasi 2 (MMP2) e della tenascina (TN@)le cellule porcine e della sola
MMP2 nelle cellule umane (Figura 27).

pPBC hPBC

MMP2 - S 506 pb

TNC | ——— 347 pb

GAPDH ~ 557 b

Figura 27. Espressione mediante RT-PCR di metalloproteinasit@nascina in cellule pPBC e hPBC. In
parallelo, & stato caricato I'amplificato del gedmeusekeepingsAPDH. | prodotti di amplificazione sono
stati caricati su un gel di agarosio al 2% premacan GelRed

3. Caratterizzazione fenotipica delle cellule PBC

L’analisi citofluorimetrica dellimmunofenotipo hdimostrato che le popolazioni PBC

estratte presentano profili di espressione disiiatseconda della specie di origine.

In particolare, le cellule pPBC sono risultate pasiper i marcatori tipicamente espressi
su cellule staminali mesenchimali porcine. Essittin sono risultate altamente positive

per il CD44 (98,2%), per il CD106 (20,7%), per D84 (23,2%) e negative per

I'espressione del CD45 (0%) e del CXCR4 (0,4%)stata inoltre evidenziata una bassa
espressione per il CD90 (8,5%) e lo SLA-DR (12,2BX)po la coltura espansiva, € stato
osservato che l'espressione di CD90 e di CD34 temdiecrescere (p<0,01) a valori

corrispondenti al 3,7% e 9,4%. L'espressione deicatare SLA-DR maggiore del 2% é

dovuta probabilmente alla reattivita cellulare ittdadall’alta concentrazione di FBS nel

terreno di coltura (Figura 28 A).
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Figura 28. Caratterizzazione citometrica dell'immunofenoctipall@ subculture VII e XXXI delle cellule
pPBC (A) e hPBC (B). | valori di positivita songartati come percentuale (%) rispetto al contrallo
marcatura. (A) Profilo grigio: trattato; profilo ree controllo (isotipico a anticorpo secondario icgato).

(B) Profilo blu: trattato; profilo nero: controligsotipico a anticorpo secondario coniugato)
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Le cellule hPBC hanno mostrato un’alta positiviiangarcatori della linea staminale
mesenchimale, quali CD105 (100%), CD73 (100%) e @O3%). Similmente alle cellule
multipotenti isolate dalla nicchia perivascolareirflbsi, 2002), sono risultate positive al
CD34 (23,1%) oltre che ai marcatori tipicamenteresq dai periciti (Corselkt al, 2010;
Traktuevet al, 2008) quali CD13 (99,4%) e NG2 (40%). Infine,pepolazioni umane
sono risultate negative per a) i marcatori deli@di ematopoietica (CD45 e il CD14); b) il
CD44 e il CXCR4, espressi tipicamente dalle celllil®rigine midollare; c) le molecole
MHC di classe Il (HLA-DR). Come osservato nellelale porcine, i livelli di espressione
del CD90 (11%) e del CD34 (0%) si sono ridotti sueala coltura espansiva delle hPBC

( )
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4. Analisi del cariotipo

Durante la coltura espansiva, le cellule staminatissono accumulare mutazioni
cromosomiche ed acquisire un fenotipo aneuploide Roccaet al, 2009). Pertanto, lo
studio della stabilita genotipica delle cellule PPB stato eseguito mediante I'analisi del
cariotipo (30 metafasi) di tre diverse generazi®il, XV e XXXI). | risultati non hanno
evidenziato mutazioni cromosomiche pertanto i ¢guiicsono stati considerati normali
(Figura 29).
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Figura 29. Cariotipizzazione di cellule hPBC

5. Caratterizzazione del potenziale multidifferenztivo delle cellule PBC

Il potenziale differenziativo delle subcolture poe e umane a partire dalla generazione
VIl e stato testato mediante stimolazione con tespecifici induttivi.

Le cellule pPBC hanno mostrato responsivita agimali differenziativi in senso
adipogenico ed osteogenico, come dimostrato dgliszione di caratteristiche tipiche
delle cellule adipose mature, quale I'accumulo ptaematico di trigliceridi, e degli
osteoblasti, quale la Inoltre, sebbene esprimandNMmRpecifici di linea, non hanno
mostrato una significativa potenzialitd condroganic

Trattate con specifici terreni di coltura, le c@linPBC evidenziato di essere responsive

agli stimoli diffferenziativi miogenici e neurogeni
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5.1 Differenziamento adipogenico

Come dimostrato in Figura 30, nei campioni stimojsr 7 e 14 giorni con i fattori
adipogenici (insulina, IBMX, DEX e indometacina)pn® stati osservati, mediante
colorazione Oil Red O, tipici accumuli citoplasneatli trigliceridi (Figura 30 B, C, E ed

F) rispetto al controllo non differenziato (Figi8@ A e D). Tale potenziale differenziativo

si @ mantenuto inalterato nella coltura espansn@adlla generazione XXXI.

Figura 30. Colorazione Oil Red O su subcoltura VII di celleBC (A, B, C) e hPBC (D, E, F) dopo 7
giorni (B, E) e 14 giorni (C, D) dall'induzione gutigenica. In A e D, é riportato il controllo indifenziato.
Ingrandimento: (A, D) 100X, (B, C, E, F) x200

5.2 Differenziamento osteogenico

Dopo stimolazione con i fattori induttivi osteogen{desametasonégi-glicerofosfato e
acido ascorbico), le cellule pPBC e hPBC hannoosBp al trattamento acquisendo la
capacita di depositare sali di calcio, rilevati maete la colorazione Von Kossa (Figura 31
B, C, E, F). Una simile produzione di matrice es#ftulare mineralizzata non é stata,
invece, osservata nei controlli indifferenziatigéia 31 A, D).
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Figura 31. Colorazione Von Kossa su subcoltura VIl di pPBC BAC) e hPBC (D, E, F) dopo 7 e 14 giorni
dall'induzione osteogenica: (A, D) controlli indiffenziati; (B, E) trattati per 7 gg; (C, F) tratja¢r 14 gg.
Ingrandimento: (A, D) x100, (B, C, E, F) x200

5.3 Differenziamento condrogenico delle cellule pRB

La colorazione Alcian blue sui campioni differerizied indifferenziati ha dimostrato che
le cellule pPBC, indipendentemente dalla stimolagicondrogenica, sono caratterizzate
dall'espressione di mucine acide a livello di meamar (Figura 32 A e B). E’ riportato in
letteratura che numerose popolazioni cellulari gtainpresentano tale caratteristica (Reza
et al, 2011).

Come dimostrato nella Figura 32 C, la proteina SBAfSulta essere espressa come
MRNA nelle popolazioni pPBC anche dopo la stimaaeicondrogenica.
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Figura 32. (A, B) Colorazione Alcian Blue su pPBC differengah senso condrogenico. (A) Controllo non
trattato; (B) Trattato differenziato. | nuclei ajgao di colore rosso, il citoplasma di rosa pallientre le
mucosostanze e le mucine acide di blue. Ingrandime&200. (C) Valutazione dell'espressione di mRpék

la proteina SPARC su colture pPBC stimolate coreter condrogenico. In parallelo, il geheusekeeping
GAPDH é risultato espresso in tutti i campioni dNA&Rpresi in esame

5.4 Differenziamento miogenico e neurogenico di ¢ele hPBC

L’acquisizione di un fenotipo simil muscolare é tataverificata mediante analisi di
immunofluorescenza (Figura 33 A). Dopo 14 gg ditéaraento induttivo, & stata osservata
I'espressione di marcatori quali la miogenina edtena pesante della miosina (MHC). In
parallelo, un’analisi di espressione genica ha enddchto la presenza di mRNA per |l
MYF5 nei campioni di controllo e nei trattati menttespressione di tropomiosina (TPM )
e risultata solo nei campioni trattati per 14 gg terreno induttivo (Figura 33 B).
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Figura 33. (A) Studio di marcatori della linea miogenica medé&immunofluorescenza su cellule hPBC
trattate con terreno induttivo. L'analisi & stadaguita mediante marcatura indiretta utilizzandauglicorpi
primari mouse anti-human miogenina emouse anti-human MHC e ['anticorpo secondario amtieuse
coniugato al fluorocromo FITC (Ingrandimento: x10(B) Analisi di espressione genica mediante RT-PCR
per MYF5 e TPM su colture hPBC stimolate con tesr@niogenico. In parallelo, il geneousekeeping

GAPDH é risultato espresso in tutti i campioni @rati

Le cellule hPBC si sono rivelate responsive anckgnaoli neurogenici, come dimostrato
dallo studio di immunofluorescenza, che ha congerdi verificare lI'acquisizione di
caratteristiche simil neuronali mediante l'idert#zione di proteine specifiche quali NeuN
(Neuronal nuclear antiggne NEFM (Neurofilamenti). La nestina, comunemente
considerata un marcatore neuronale, € stata otsargacampioni indifferenziati(Figura
34). Pertanto, la sua presenza é stata considaditativa del grado di staminalita della

popolazione piuttosto che del grado differenziatiearonale acquisito.
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Figura 34. Studio di marcatori della linea neuronale mediamenunofluorescenza su cellule hPBC
(subcultura XV) trattate con terreno induttivo (lagdimento: x100)

6. Studio delle potenzialita di impiego delle celle PBC in medicina rigenerativa
Lo studio di caratterizzazione ha messo in evidehgeado di staminalita e la plasticita
differenziativa delle popolazioni pPBC e hPBC iselaSuccessivamente, sono state

oggetto di studio le loro potenzialita di impiegalliingegneria tessutale.

Cellule pPBC
E’ stato verificato I'impiego delle popolazioni tdbri fibroblastoidi circolanti nel
recupero di danni al miocardio e alle valvole cactie. Avendo utilizzato come modello |l

minipig, per tali studi sono state utilizzate le celluRBL.

Cellule hPBC

L’identificazione di una sorgente autologa di cllgtaminali in alternativa al midollo
0osseo suscita da anni un forte interesse nel camgutico. E’ stato dimostrato che |l
trapianto di cellule mesenchimali in modelli anindilneurodegenerazione ha consentito il
controllo dell’evoluzione della malattia e, in ahtucasi, la risoluzione del quadro
patologico. Non avendo osservato un contributotiirgéel trapianto staminale al processo
di rigenerazione mediante integrazione nel tessatoonale e differenziamento in cellule
tessuto-specifico, e stato ipotizzato che le celthminali possano facilitare o modulare la

risposta del ricevente al danno mediante specifathieita immunomodulatorie. Pertanto,
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in questo studio, sono state verificate le proprishmunogeniche delle cellule hPBC

mediante tegn vitro di co-coltura con linfociti umani.

6.1 Potenziale cardiomiogenico delle cellule pPBC

Come riportato in Figura 35, dopo 7 e 14 giornitdaitamento con I'agente 5-AZA, nelle
subcolture pPBC €& stata osservata, mediante imnumme$cenza, |'espressione di
specifici marcatori di linea cardiomiogenica, quadi-actina muscolo specifica (ACTC1)
(Figura 35 B, C), la troponina cardiaca T (TNNTRjgura 35 E, F) e fosfolambano (PLN)
(Figura 35 B, C). Nessun segnale di fluorescenzstaéo osservato nei campioni di
controllo indifferenziato (Figura 35 A, D; Figur& 3\).

Indifferenziato Trattato 7 gg Trattato 14 gg

A

alpha-actina
cardiaca

Troponina
cardiaca T

Figura 35. Caratterizzazione mediante immunofluorescenza edgitessione di alfa-actina (A, B, C) e
troponina cardiaca T (D, E, F) su subcoltura VIIp&8BC dopo 7 (B, E) e 14 giorni (C, F) dall'induzé
cardiomiogenica. In (A) e (D) sono rappresentatintrolli indifferenziati. Ingrandimento: x630

Per confermare il dato di immunofluorescenza otierper il fosfolambano, €& stato
eseguito uno studio di espressione proteica. ti lg&lulari sono stati separati mediante
SDS-PAGE e trasferiti su membrana di nitrocellulobki campioni trattati e stata
osservata una banda di 25 KDa, corrispondentegaladezza del fosfolambano nella

forma pentamerica (Figura 36 D).
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Figura 36. Caratterizzazione dell’espressione di fosfolambammiante immunofluorescenza (A, B, C) e
Western Blot (D) su subcoltura VII di pPBC dopo B, (D) e 14 giorni (C, D) dallinduzione
cardiomiogenica. In (A) € riportato il controllodifferenziato. Ingrandimento: (A, B, C) x630

6.2 Ricostruzione di una valvola cardiacan vitro mediante cellule pPBC e matrici
acellulari

La crescita delle popolazioni PBC é stata eseguitenatrici porcine valvolari (aortiche e
polmonari) decellularizzate (VDA, VDP). Le matrigalvolari sono state fornite dal

gruppo di ricerca del Prof Spina (Dipartimento d@olBgia “A. Vallisneri”, Universita di

Padova).

6.2.2 Caratterizzazione delle matrici acellulari
Uno studio preliminare di microscopia elettronicgecansione sulle matrici VDA e VDP ha

confermato I'assenza di corpi cellulari sulla stiges valvolare (Figura 37).

X5,000 Gum 002 AM X5,000 - Bpm .- 0026 PM

Figura 37. Analisi SEM delle valvole decellularizzate VDA (&)VDP (B). Ingrandimento: (A, B) x5000.
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Il procedimento detergente enzimatico TRICOL é uptado di decellularizzazione
efficace che non altera le caratteristiche stratiuwroinvolte nell’adesione cellulare alla
matrice ECM (Spin&t al.,2003). L’analisi di immunofluorescenza sulle matacellulari
ha evidenziato la presenza di componenti di magiteacellulare quali I'elastina (Figura
38 A), il collagene IV (Figura 38 B) e il collageh@-igura 38 C).

Figura 38. Analisi di immunofluorescenza di elastina (A), egiéne 1V (B) e collagene | (C) sulle matrici
valvolari acellulari. Ingrandimento: x200.

6.2.3 Crescita delle pPBC su matrici valvolari dedkrilarizzate

All'analisi SEM, dopo 7 e 14 giorni dalla semina,dellule pPBC sono risultate adese ai
supporti VD e organizzate in modo orientato suléna superficie ventricolare (Figura 39

A, B, C, D). Le cellule pPBC hanno conservato leattaristiche estroflessioni della

membrana cellulare dopo &mina su entrambi i tipi di matrici (Figura 39kg,ed il

numero di microvilli sembra aumentare nel corsdedsbltura (Figura 39 c, d).
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Figura 39. Analisi SEM delle cellule pPBC su matrici valvolaecellularizzate VDA (A, a, C, c) e VDP (B,
b, D, d) dopo 7 (A, a, B, b) e 14 giorni (C, c,d),dalla semina. Ingrandimento: (A, B, C, D) x1004,b, c,
d) x5000

Dopo 28 giorni dalla semina e stata osservata uifiereshza morfologica tra le cellule

seminate sulla valvola aortica e quelle seminalla soatrice polmonare. Infatti, le cellule

su VDA hanno mantenuto una morfologia nastriformena distribuzione ordinata e

parallela (Figura 40 A). Al contrario, sui campiopieparati su VDP le cellule sono
apparse significativamente di dimensioni maggiocoa forma poliedrica (Figura 40 B);

tale diversificazione morfologica si € mantenutahendopo 35 giorni dalla semina (Figura
40 C, D). Inoltre, tra le cellule sono stati oss¢rvwumerosi legami intercellulari (Figura
40 a, b).
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Figura 40. Analisi SEM delle cellule pPBC su matrici valvolaecellularizzate VDA (A, a, C, c) e VDP (B,
b, D, d) dopo 28 (A, a, B, b) e 35 giorni (C, c,d),dalla semina. Ingrandimento: (A, B, C, D) x10(8) b,
¢, d) x5000

Il monostrato cellulare é risultato integro sullgerficie ventricolare di VDA (Figura 41

A, B) e VDP per tutta la durata della coltunavitro (35 giorni). Solo sulle matrici VDA si

e distribuito anche sulla superficie fibrosa (Faydd C, D).
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Figura 41. Analisi SEM delle cellule pPBC sulla superficie trigolare (A, B) e fibrosa (C, D) di matrici
valvolari VDA dopo 35 giorni dalla semina. Ingramdinto: (A, C) x1000, (B, D) x5000.

Non é stata osservata alcuna colonizzazione adpéssore delle matrici VD da parte delle
cellule PBC (Figura 42), come dimostrato, a différéntervalli di tempo dalla semina, su

sezioni istologiche colorate con DAPI

Figura 42. Valutazione della distribuzione delle cellule pPBC matrici VDA (A) e VDP (B) mediante
colorazione con DAPI. Ingrandimento: (A) x100, (&)00.

Le popolazioni PBC hanno mantenuto I'espression odactina dopo coltura a lungo
termine sulle matrici VDA (Figura 43 A) e VDP (Figu43 B). | siti specifici sono stati

rivelati con il reagente DAB ed appaiono con unattaristica colorazione marrone.
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Figura 43. Valutazione dell'espressione diactina mediante immunoistochimica su cellule pRi&@ivate
per 35 giorni su matrici VDA (A) e VDP (B). Ingraintento: x200.

Lo studio mediante RT-PCR ha dimostrato un caiatieo profilo di espressione delle
popolazioni pPBC. Come indicato nella Figura 44;déule allo stato indifferenziato sono
attive nell’'espressione di mMRNA per metalloprotsin2 (MMP2), fibrillina (FBN),
Emilina (EMI), tenascina (TNC), collagene | (COLdgpllagene Ill (COLIII) e caldesmone
(CDM). Tale profilo di espressione e compatibileyem fenotipo di tipo miofibroblastico
(Mendelsonet al, 2006). La crescita delle popolazioni pPBC sullatnmi acellulari
aortica e polmonare ha indotto un drastico abbassaimdella loro espressione genica
come dimostrato a tempi precoci (7 gg) dall’assehzpecifici messaggeri (eccetto per il
collagene Il nelle matrici VDP). A 28 gg e 35 ggstata osservata la presenza di mRNA,
rispettivamente, per MMP2 e MMP13 nei campionisltecon le matrici VDA mentre i
messaggeri per EMI, FBN e CDM sono stati osseev@® gg nei costrutti preparati con le
matrici VDP (Figura 44). In entrambe le matriciciglule pPBC hanno mostrato positivita
all'analisi di RT-PCR per la tenascina C (TNC), whaoproteina di matrice extracellulare
particolarmente espressa in prossimita dei vasifoneati e coinvolta nel processo
rigenerativo tessutale (Macket al, 1988, Dalkowskiet al., 1999; Kaarteenaho-Wiikt
al., 2000). Un’espressione precoce (7 gg) e tardiva ) di collagene Il & stata

identificata rispettivamente sulle matrici VDP e XD
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Figura 44. Valutazione dell'espressione di mRNA su pPBC atibosindifferenziato e su pPBC seminate su
VDA e VDP. In parallelo, il genbousekeepin@APDH é risultato espresso in tutti i campionRINA presi
in esame

6.3 Proprieta immunomodulatorie delle cellule hPBC

Lo studio delle proprieta immunomodulatorie delédlde hPBC é stato eseguiito vitro
utilizzando specifiche condizioni sperimentali p&x simulazione di un contesto
infammatorio. La risposta cellulare allinfiammane e stata studiata mediante
valutazione della reattivita al trattamento cortitachina pro-inflammatoria INFmentre
I'attivita immunomodulatoria e stata definita meu& co-coltura delle cellule hPBC con

linfociti umani.
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6.3.1 Trattamento con INFy

Le cellule hPBC mantenute per 48 h in terreno fan@tivo addizionato con 25 ng/mbgy
dosg o 500 ng/ml ljigh dos¢ di INFy sono state analizzate mediaReal-TimePCR per
I'espressione di geni tipicamente coinvolti nellaposta inflammatoria, quali CXCLS9,

IDO1 e COX2 (Figura 45). In parallelo, lo studistato eseguito su cellule non trattate.
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Figura 45. Analisi di espressione genica mediaRteal-TimePCR di CXCL9 (A), IDO1 (B) e COX2 (C) in
hPBC non stimolate in pre-confluenzae in conflugrez&rattate con INf | risultati sono presentati come
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Come mostra la Figura 45 A, l'analisi Beal-TimePCR ha messo in evidenza che il
trattamento con INf; sia a basse che ad alte concentrazioni, induo®uio significativo
I'espressione di CXCL9, una chemochina che, atteavd’interazione con il proprio
ligando CXCR3 espresso dai linfocitire, ne stimola il reclutamento nel sito
dell'infammazione, mediando, cosi, un effetto inmosoppressivo della reazione
inflammatoria (Saiman e Friedman, 2012).

Risulta significativamentepregolata dal trattamento con interferone anchepitesssione
di IDO1 (Figura 45 B), un enzima coinvolto nella datazione della risposta immunitaria,
che viene prodotto dai macrofagi attivati e da ealtcellule con funzione
immunomodulatoria. Questo enzima, catalizzando tmversione dell'aminoacido
essenziale triptofano in chinurenine, e in gradanibire la risposta immunitaria dei
linfociti T effettori, bloccandone la proliferaziertramite la deplezione dal microambiente
di triptofano, o inducendone l'apoptosi mediantepl@duzione di metaboliti specifici
(Munnet al, 1998).

Infine, e stata osservata una regolazione dellessione di COX2, che aumenta
significativamente in seguito alla stimolazione cora concentrazione minore di IiNFper
poi diminuire quando le cellule sono trattate cama woncentrazione piu alta della
citochina (Figura 45 C), indicando che probabilmeelfd¢nzima e attivo a basse dosi del
trattamento. A differenza dell'isoforma 1 che étitava, COX2 € un enzima inducibile
la cui espressione nelle cellule immunitarie e ‘idékmmazione aumenta
significativamente in seguito alla stimolazione mhrte di fattori di crescita, promotori
tumorali, citochine e sostanze batteriche. Anchecitdoossigenasi 2, quindi, € nota
svolgere un ruolo nellimmunoregolazione, essendsponsabile della sintesi delle
prostaglandine che modulano [lattivazione e la ifexdzione di diverse cellule
immunitarie, tra cui soprattutto i macrofagi enfticiti (Najaret al, 2012).

Nei campioni non trattati, lo studio di gPCR ha dgtrato che I'espressione di mRNA per
CXCL9 non e controllata dalle interazioni cellulaitala ed é caratteristica della risposta
cellulare al trattamento comiFy. Al contrario, poiché IDOL risulta essere espressb
campioni in cui la confluenza raggiunta e pari 80%, si ipotizza che possa essere
essenziale nella regolazione della secreziongatildne per il mantenimento di specifiche
attivita cellulari. La presenza di mRNA per COX2leeellule in stato di subconfluenza e
in linea con quanto riportato in letteratura sw@peessione basale di tale enzima nelle

popolazioni staminali multipotenti.
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Le cellule hPBC trattate con INFsono state analizzate anche mediante citofluorianet
per I'espressione delle molecole di istocompatibi(HLA-DR, HLA-DQ e HLA-ABC) e
delle molecole co-stimolatorie (CD40, CD80 e CD88¢. in assenza di stimolazione le
popolazioni hanno mantenuto il profilo di espressiocaratteristico di cellule non
immunogeniche durante tutto il periodo di esparssiorvitro (Figura 46 A), il trattamento
pro-inflammatorio ha indotto un aumento di esp@ssisia delle molecole HLA, sia di
quelle co-stimolatorie (Figura 46 B). Questo rigtdt puo essere indicativo non tanto
dell'immunoreattivita delle cellule hPBC, quanto ugposto della loro funzione

immunoregolatoria indotta dalle condizioni infiamiorde.
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Figura 46. Analisi citofluorimetrica dell’espressione di motdée MHC e co-stimolatorie in hPBC non
stimolate (A) e trattate con INF(B). In A, gli istogrammi rappresentano l'intemdsitlel segnale di
fluorescenza rilevato in seguito alla marcatura l&mticorpo primario specificoubcoltura VH-XXXI) in
confronto all'intensita del segnale del contromtipico Controllo). In B sono riportate le percentuali di
aumento dell'intensita di fluorescenza nei campteattati rispetto ai controlli non trattati
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6.3.2 Co-coltura con linfociti umani

L'analisi citofluorimetrica dei linfociti mantenutn co-coltura con hPBC ha sottolineato
I'azione modulatoria delle popolazioni umane suiédlule CD4 e CDS8. In condizioni

non induttive, si distinguono i treubsetieucocitari (linfociti, monociti e granulociti),on

una percentuale di cellule CDgari al 32% e una percentuale di cellule CDigl 20%
(Figura 47 A). Dopo 24 h di co-coltura con hPBCstato innanzitutto osservato un
impoverimento della frazione monocitaria, con umanto del 5% delle cellule CD4 del

4% di quelle CD8 (Figura 47 B). A 5 gg dalla stimolazione, vieneseein coltura anche il
subsetdi granulociti, e le cellule CD4aumentano del 5%. Non sono state osservate

variazioni percentuali significative a carico ddliazione di cellule CD8(Figura 47 C).
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Figura 47. Analisi citofluorimetrica dell’'espressione di C24CD8 in linfociti dopo isolamento (controllo,
A) e co-coltura con cellule hPBC per (B) 24 h e E)g (trattato). | dati sono relativi a tre espemnti
diversi e il valore riportato di (B) e (C) € la pentuale di eventi positivi osservati rispetto Ajl (
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La tipizzazione linfocitaria mediante identificam®del FoxP3 ha dimostrato che le cellule
hPBC stimolanan vitro il differenziamento dei linfociti &eg In particolare, la frazione di
cellule positive a tale marcatore € aumentata miacil 15% (Figura 48 B) e del 55%
(Figura 48 C) rispettivamente dopo 24 h e 5 ggadaflessa in co-coltura con la

popolazione staminale.
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Figura 48. Analisi citofluorimetrica dell’'espressione di FoxB8linfociti dopo isolamento (controllo, A) e
co-coltura con cellule hPBC per (B) 24 h e (C) Htyattato). | dati sono relativi a tre esperimatitiersi e il
valore riportato di (B) e (C) € la percentuale vimti positivi osservati rispetto ad (A)
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DISCUSSIONE

Nell'ultimo decennio, le cellule staminali multigotti adulte hanno suscitato un grande
interesse nella comunita scientifica, sia per Iplicazioni che il loro studio comporta sul
piano della ricerca di base sia per la potenziatitaimpiego terapeutico che le
contraddistingue (Pittenger et al., 1999). Attualtee esse sono utilizzate con successo
guale modello per lo studio giathway coinvolti nel differenziamento cellulare, nella
rigenerazione tessutale e nella risposta cellidareattamenti farmacologici. Negli USA
numerositrial clinici sono stati avviati per la sperimentaziotiepopolazioni cellulari
staminali adulte isolate da tessuto adiposo in aiig@ffetti da scompenso cardiaco
congestizio, patologia ostruttiva cronica polmonaaralisi cerebrale o diabete di tipo | e
Il (http://www.ascrnetwork.com). In Italia, le celé staminali mesenchimali midollari
trovano applicazione nella riparazione/ricostrueiai difetti ossei o cartilaginei, nelle
pseudoartrosi e difetti di consolidamento, malattengenite dell’'osso, difetti ossei
maxillo-facciali e altre patologie dell'apparato seoloscheletrico che non trovano
beneficio in approcci terapeutici chirurgici conzamali
(http://www.ior.it/RegMed/Web/Home.aspx). Nel coell'ultimo decennio ha trovato un
crescente sviluppo la linea di ricerca che defmissangue periferico quale possibile fonte
elettiva di ASC. In particolare, Kuwana e collaliora (2003) hanno identificato una
popolazione cellulare umana, detta MOM®@ofocyte-derived multipotential cglls
positiva per il CD14, il CD45, il CD34 e responsiagli stimoli differenziativi in senso
osteogenico, miogenico, condrogenico ed adipogen®ia recentemente, nel sangue
periferico porcino sono state identificate celluteutipotenti dotate di potenziale
differenziativo per la linea osteogenica ed adipicge (Wang e Moutsoglou, 2009) e
caratterizzate da positivita per i marcatori CD82.83%), CD90 (94.13%), collagene di
tipo 1 (97.49%), vimentina (96.50%) e negativita peCD14 (4.29%) e I'antigene MHC di
classe Il (7.26%). Anche nel sangue periferico umastata rilevata la presenza di cellule
fibroblastoidi multipotenti con capacita clonogeni® caratterizzate da un profilo
immunofenotipico simile a quello delle cellule mildoi stromali. Tali cellule sono attive
nella produzione di collagene e di proteine di matextracellulare, esprimono bassi livelli
di CD34, mentre sono negative per il CD14, il C24/® molecole MHC di classe Il (H

al., 2007). Gli studi di caratterizzazione immunofeépict hanno evidenziato, inoltre, la
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positivita per i marcatori di staminalita quali OQ9CD73 e CD105 (Tondreaat al,, 2005;
Kassiset al, 2006).

Secondo International Society for Cellular Theragypominici et al, 2006), le cellule
staminali multipotenti possono essere classificatene tali qualora la procedura di
isolamento rispecchi criteri minimi, quali a) landgea della popolazione primaria su
piastre non condizionate e in terreno povero dofati crescita; b) I'espressione di un
definito immunofenotipo contraddistinto da altaresgione per il CD73, CD105, CD90 e
negativita per i marcatori di linea ematopoietigaali il CD34, CD45, CD14, CD e,
per concludere, c) plasticiia vitro verso almeno tre diverse linee differenziative qual
guella adipogenica, osteogenica e condrogenicéa Base di quanto definito da Dominici
e colleghi, in questo lavoro di tesi € stata stafidaata una procedura sperimentale per
I'isolamento di cellule multipotenti circolanti deangue periferico umano prelevato da
soggetti di eta pediatrica; in parallelo, campidhisangue di maialino nano vietnamita
(minipig) sono stati usati come controllo, per garantirevididitd scientifica e la
riproducibilita della tecnica. In accordo con lende guida internazionali di terapia
cellulare, le cellule PBC umane e porcine soncestaparate mediante centrifugazione su
Ficoll e selezionate per adesione alla plasticaniterreno di coltura preparato con MEM-
alpha siero bovino fetale e soluzione antibiotica. Wmdta isolate, le popolazioni PBC
sono state caratterizzate per il mantenimento aetlgologia e della capacita proliferativa
in vitro, per I'immunofenotipo e per la plasticita diffeggativa, con lo scopo di definirne il
grado di staminalita e di multipotenza.

Le popolazioni umane e porcine isolate hanno diratistcaratteristiche morfologiche e
proliferative distintive, che si sono mantenutetans durante I'espansione vitro per piu

di 31 generazioni. Una significativa prova speritana sostegno della natura staminale
delle popolazioni PBC e 'espressione di geni ipdente associati a caratteristicheseli-
renewale pluripotenza. Infatti, sia le pPBC che le hPB@ranono il NANOG, che regola
la pluripotenza e la differenziazione delle cellg@minali embrionali (Guilloet al,
2007), il REX1, marcatore tipico dello uno statdludare indifferenziato (Guillotet al,
2007), il SOX2, fattore di trascrizione coinvoltelncontrollo dell’autorinnovamento e
della pluripotenza delle ESC (Rizzino, 2009), il f&l proteina che previene |l
differenziamento cellulare attraverso la regolagidell’espressione di NANOG (Zhamg

al., 2010) ed il NOTCH, proteina transmembrana cheroda il differenziamento delle
cellule regolando le interazioni intercellulari kece tipicamente espressa in popolazioni

staminali multipotenti (Litet al, 2010). Il mantenimento del fenotipo indiffereriniaelle
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cellule embrionali € sotto il controllo del fattodetrascrizione STAT3 (Raet al, 1999),
nella cui via disignaling & coinvolto c-Myc, gene che regola il mantenimeaéb self-
renewale della pluripotenza (Cartwrigbt al, 2005). In questo studio, la presenza di RNA
messaggeri per c-Myc e STAT3 ha suggerito un eteyaado di staminalita delle
popolazioni PBC.

E noto che I'invecchiamento cellulare & associitopogressiva riduzione delle estremita
telomeriche. Tale meccanismo € regolato da unaritt@si inversa detta TERT, che
mantiene inalterata la lunghezza dei cromosomi uaggindo, in corrispondenza delle
regioni terminali, sequenze ripetute TTAGGG di DNén codificante. Il ruolo di TERT
nella regolazione dello stato indifferenziato delé#lule staminali non &€ ancora ben noto.
L’assenza di RNA messaggero per TERT nelle colturane e porcine € in linea con
quanto riportato da Reza e colleghi (2001) in uhalis di caratterizzazione di una
popolazione staminale cordonale. Similmente allkuleeESC (Guillotet al, 2007) le
cellule hPBC sono risultate attive nell’espressiotel’OCT4, gene coinvolto nel
mantenimento dello stato di pluripotenza. Nessuspressione di tale gene é stata
osservata nelle cellule pPBC, suggerendo un differegrado di staminalita delle
popolazioni umane e porcine.

Alcuni studiosi ipotizzano che le cellule staminafiultipotenti presenti nel sangue
periferico possano derivare da un processo di mahibne dalla nicchia midollare oppure
da una nicchia perivascolare in specifiche condiZigiologiche o in risposta a trattamenti
farmacologici o danni tessutali (Ratajcztlal, 2003).

La caratterizzazione immunofenotipica delle cellBBC ha suggerito la derivazione da
nicchie staminali differenti per le cellule umanepercine. Le popolazioni isolate da
sangue porcino esprimono alti livelli delle proteiti adesione CD44 e CD106, molecole
tipicamente espresse nelle cellule staminali méseradi midollari (Kolf et al, 2007).
Tale evidenza definisce una possibile migrazionke dePBC dal midollo al sangue,
probabilmente in ragione della stimolazione indottal trattamento anestesiologico
nell'animale donatore al momento del prelievo diggee. L'espressione del CD34, in
associazione con la negativita al CD45, escludepbBatenenza delle colture pPBC alla
linea ematopoietica. Tale risultato € in linea golanto riportato da altri autori che hanno
identificato la presenza del CD34 su popolazionitipetenti (Minasiet al, 2002; Cossu e
Bianco, 2003)

L’assenza di espressione di CD44 nelle hPBC haafmo# considerare per tali cellule la

derivazione da una nicchia staminale non midollaeepresenza dei marcatori pericitari
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CD13 ed NG2 (Corselket al, 2010; Traktuewet al, 2008), associata alla positivita per i
marcatori di staminalita CD73, CD105 e CD34 e a#gativita per CD45, potrebbe essere
predittiva dell’origine delle hPBC dalla nicchiarpmscolare. Tale popolazione presenta
caratteristiche immunofenotipiche comuni alle delllstaminali mesenchimali e ai
mesangioblasti multipotenti isolati dalla regioreipascolare.

Durante I'espansionm vitro delle popolazioni PBC I'espressione del CD90 e CiBB4
tende a diminuire, similmente a quanto riportatéeiteratura da altri gruppi di ricerca per
cellule staminali isolate da tessuto adiposo (Sigd, 2009). Si ipotizza che I'espressione
di tali marcatori sia regolata dal microambientshale e che venga persa nella coltura
espansiv&x vivq in ragione di differenti stimoli extracellulari.

Secondo Ratajczak e colleghi (2003), la presenzaamgue di cellule staminali eprimenti
il recettore CXCR4 ¢ il risultato della loro mohalzione dalla nicchia di origine in seguito
all'attrazione chemotattica esercitata dal ligar®DF-1, in condizioni fisiologiche o di
inflammazione. Le popolazioni PBC studiate in qaekivoro di tesi sono risultate
negative a tale marcatore. Pertanto, la loro cépamigratoria potrebbe essere spiegata
attraverso I'espressione di metalloproteinasi 2,|peuale sia le cellule umane che quelle
porcine sono risultate positive. La metalloprotsirfza(MMP2) € un enzima coinvolto nella
degradazione del collagene di tipo IV, componerstittivo della membrana basale.
Recentemente e stato dimostrato che tale enzintamente ad altre metalloproteinasi, e
tipicamente espresso nelle popolazioni cellulaimshali mesenchimali che, in seguito ad
un danno tessutale, si muovono per chemotassi Vies#to di reclutamento (Riest al,
2007). In condizioni fisiologiche, l'attraversamerdella membrana basale da parte delle
cellule MSC e impedito per inibizione delle MMP piarte di specifici inibitori detti TIMP.

A seguito di un danno tessutale, il rilascio docfktine inflammatorie quali TGB;IL-1 8 e
TNF-0, determina un aumento di espressione delle mptalieinasi 2 e quindi la
migrazione chemotattica e linvasione cellulareraattrso la matrice extracellulare.
L'ipotesi, dunque, €& che le cellule pPBC e hPBQCivdedo dal microambiente midollare
stromale nel primo caso e dalla regione perivaseatal secondo, siano stimolate da una
condizione traumatica o patologica ad uscire dalta nicchia di origine e a migrare
attraverso la matrice extracellulare, facehdmingnel sito del danno.

Un'ulteriore prova sperimentale della natura stai@rdelle cellule PBC ¢ la loro plasticita
differenziativa: sia la popolazione umana che guptircina sono risultate responsive agli
stimoli adipogenici e osteogenici. Testate peoiiblpotenziale miogenico e neurogenico,

le cellule di origine umana hanno risposto all'ingiine specifica esprimendo sia a livello
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di mRNA che a livello proteico caratteristici mama di linea. Tale plasticita
differenziativa, associata alla facile access#bililella fonte cellulare, definisce
un’'importante applicazione delle cellule multipdtesircolanti nella terapia delle malattie
degenerative del tessuto muscolare e nervoso.

Sebbene presentino mMRNA caratteristici di marcatolinea come la proteina SPARC, le
cellule pPBC hanno un limitato potenziale differi@tizo condrogenico, come dimostrato
dalla mancata produzione di matrice tipica cariilag, ricca di mucopolisaccaridi. L’alta
responsivita alla stimolazione di tipo cardiomiogenha definito la potenzialita di
impiego di popolazioni simil pPBC in applicaziorltingegneria del tessuto miocardico.
Per I'elevata capacita proliferativa e il poteneidifferenziativo, le cellule porcine sono
state testate per l'ingegnerizzazione di valvoledieghe acellulariin vitro. Gli studi
morfologici e biomolecolari condotti sulle popolazi cellulari seminate sui supporti
aortici (VDA) e polmonari (VDP) ne hanno dimostrdtalta responsivita agli stimoli
induttivi specifici di ciascun tipo di matrice. lrialisi di espressione mediante RT-PCR ha
dimostrato che le cellule pPBC sono attive nellfespione di mMRNA per MMP2, FBN,
EMI, TNC, COLI, COLIll e CDM, che sono marcatorpitamente espressi a livello
vascolare e valvolare. Come gia descritto in prened, la metalloproteinasi responsabile
della degradazione della matrice durante il praz@sigratorio cellulare. La tenascina C e
una glicoproteina di matrice extracellulare chediaedo I'interazione delle cellule con
altri componenti di matrice, regola I'adesionesignaling e il differenziamento cellulare
(http://repository.upenn.edu/ime_papers/29). Tipieate espressa durante lo sviluppo, si
localizza nellorganismo adulto in siti tessutakefiditi o in zone in fase attiva di
rigenerazione. Sebbene attualmente il ruolo delfeagcina C nellomeostasi del tessuto
valvolare non patologico non sia molto chiaro, akwvidenze sperimentali provano che
la sua espressione e regolata dalla biomeccarssattde e che di conseguenza essa giochi
un ruolo essenziale nella rigenerazione e ripangzdelle ferite, localizzandosi nei siti in
cui sono attive stress meccanici. L’espressionm@NA specifici per a) il caldesmone,
proteina coinvolta nella contrazione delle cellmescolari lisce e non muscolari, b) la
fibrillina e I'emilina, proteine coinvolte nellagufuzione di fibre elastiche, ed infine c) il
collagene I e il collagene lll, espressi nella meatextracellulare delle valvole cardiache,
dimostra la potenzialita delle popolazioni PBC ifiedlenziare in cellule simil interstiziali
(VIC) del tessuto valvolare cardiaco. L'assenzantdRNA specifici per i marcatori
endoteliali CD31 e VEGF non esclude la possibilel@zione in senso endoteliale della

popolazione PBC dopo specifica stimolazione. Etosthmostrato che i sostituti tessutali
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ingegnerizzati con cellule staminali da midolloegsguto adiposo hanno un maggior grado
di attecchimento in vivo e una piu precoce inteigmnaa dell'impianto. Matrici acellulari
ottenute da condotti valvolari sono state speriatenguali sostituti ideali nel recupero di
danni a livello della valvola aortica e polmonata. questo lavoro di tesi, € stata
sperimentata la popolazione PBC per l'ingegnerimrez di matrici valvolari aortiche
(VDA) e polmonari (VDP), decellularizzate mediantenetodo TRICOL (Spinaet al,
2003). Come precedentemente dimostrato e pubblitaltotrattamento decellularizzante,
rimuovendo la componente cellulare e mantenendttemaga la composizione e le
proprieta meccaniche della matrice extracellul&ir(aet al, 2003), consente di ottenere
sostituti valvolari adatti a sostenere la cresacédulare. E’ noto che le popolazioni
cellulari presenti nelle valvole cardiache aortEgpolmonare comprendono cellule di
rivestimento (VEC) e cellule interstiziali (VIC).eMlcomplesso, tali cellule rispondono allo
stress di taglio indotto dal flusso sanguigno a fdlza tensiva attiva nella massa valvolare
acquisendo una specifica morfologia ed un detenmimaientamento. Come le cellule
endoteliali presenti in altri siti dell’apparatoranlatorio, le cellule VEC formano una
superficie non trombogenica all'interfaccia sanggessuto e regolano le reazioni
immunitarie ed inflammatorie. Tuttavia, le cellldadoteliali isolate da diverse sorgenti
vascolari e valvolari mostrano differenze nell'esgione genica e nella morfologia. Le
cellule endoteliali vascolari presentano in vivauorma allungata e si distribuiscono in
modo che I'asse lungo sia parallelo alla direzidakflusso (Butcher e Nerem, 2007). Nei
siti di biforcazione o nelle profonde curvature lddibero vasale, le cellule endoteliali
appaiono piu larghe e piu arrotondate. In vitrdadosdimostrato che la forma delle cellule
endoteliali di siti arteriosi e venosi e dipendedida tipologia di stress di taglio imposto, e
sotto I'azione di uno stress di taglio laminarelspto o stazionario, le cellule endoteliali
risultano allungate ed orientate. In risposta adkbess meccanico, sulla superficie
ventricolare le cellule endoteliali valvolari siliaéano perpendicolarmente al flusso e
presentano uno specifico profilo di espressioneicgenSul lato arteriale, le cellule
endoteliali, sottoposte ad un minor carico pressorimangono di forma cuboidale
(http://www.mate.tue.nl/mate/showabstract.php/530&tfualmente, non ci sono dati in
vitro sulla risposta morfologica delle cellule etel@li valvolari alla forza tensiva e alla
composizione del substrato.

Le popolazioni PBC, coltivate sulle matrici VDA eD¥ in condizioni statiche, hanno
precocemente colonizzato la superficie di seminstribduendosi in modo orientato ed

acquisendo una morfologia allungata. Dopo 28 gidailia semina, le cellule sulla matrici
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VDP hanno modificato la loro morfologia da allureyat poliedrica, suggerendo che la
morfologia cellulare endoteliale € dipendente nalo gal flusso sanguigno ma anche dalla
struttura peculiare delle matrici valvolari. L'inézione con la matrice VDA e VDP ha
determinato una stimolazione nelle popolazioni P#iQnarcatori tipicamente espressi
nelle cellule VEC e VIC. Le cellule interstizialiappresentano il tipo cellulare
maggiormente espresso nel tessuto valvolare aodigmlmonare e sono attive nella
produzione della ECM, enzimi di degradazione dirioatquali MMP e loro inibitori
(TIMP). Comprendono una popolazione dinamica diutelresidenti quali fibroblasti,
miofibroblasti e cellule muscolari lisce. L'identézione di mRNA per MMP2, MMP13,
TNC, COLIll, COLIV nei campioni allestiti utilizzado le matrici VDA porta a
considerare che la matrice esercita uno stimolailpdfferenziamento delle cellule PBC
verso un fenotipo simil VEC e VIC, dal momento d¢beellule endoteliali valvolari sono
attive nell’espressione di MMP e di collagene dotiV (Butcher e Nerem, 2007) mentre
le cellule interstiziali presenti nello strato vecwlare sono attive nella produzione di
tenascina C e di collagene di tipo Il (http://repory.upenn.edu/ime_papers/29).
Diversamente, la matrice VDP, favorendo l'interaadelle cellule PBC con le regioni
profonde della struttura perché probabilmente dunaapiu lassa rispetto alla VDA,
stimola le cellule ad acquisire un fenotipo essan®nte interstiziale, come suggerito
dalla presenza di mRNA per FBN, EMI, COLI, COLMNC e CDM. Le cellule VIC sono
distribuite in tutto lo spessore della valvola entcibbuiscono, nella forma di fibroblasti e
miofibroblasti, alla produzione della componentadisa (fibre elastiche, collagene di tipo
I e Ill) e, nella forma di cellule muscolari liseemiofibroblasti, alla contrazione valvolare
(espressione di caldesmone). Poiché I'analisiagioh con colorante nucleare DAPI non
ha evidenziato una colonizzazione a tutto spesiglta matrice da parte delle cellule PBC,
si ipotizza che la diversa composizione struttudaiée matrici VDA e VDP a livello dello
strato ventricolare sia di per sé il principaletde¢ coinvolto nel differenziamento in
cellule simil interstiziali valvolari di tipo cordttile.

Molti studi sperimentalin vitro e in vivo hanno dimostrato che l'uso di cellule staminali
per la realizzazione di protesi biologiche ingegreate € un valido approccio terapeutico
per la ricostruzione di tessuti quali 'osso e &titagine. Accanto alle applicazioni di
ingegneria tessutale, sta suscitando sempre maguitaresse una strategia rigenerativa
che si basa sulla terapia con sole cellule stampealil recupero di danni tessutali di varia
origine. Questa terapia staminale & attualmentigdiendalla mancanza di una fonte adatta

di cellule da impiegare per il processo riparati8e.da un lato le MSC isolate da midollo
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osseo hanno dimostrato una certa efficacia in eggbni di terapia cellulare, il loro
utilizzo é limitato da una serie di problemi, prirtra tutti I'invasivita del prelievo degli
aspirati midollari, che causa non poche sofferalzgonatore. In questo lavoro di tesi, il
sangue periferico € proposto come una fonte iddiatellule per la terapia staminale, in
quanto é accessibile ed inesauribile durante is@atella vita, non richiede procedure
estrattive invasive, consente I'ottenimento di wdellper uso autologo e non richiede la
crioconservazione del materiale di estrazione,hgefottenimento del trapianto cellulare
possibile in coincidenza della necessita del pagielna possibilita di impiegare cellule
isolate da sangue periferico per la rigeneraziggsutale € strettamente legata alla
standardizzazione di una procedura di isolamentotadli cellule e alla dettagliata
caratterizzazione del loro grado di staminalitadtipotenza. Una volta ottenute le prove
sperimentali dello stato indifferenziato, della aajpa multidifferenziativa e della stabilita
cariotipica delle popolazioni hPBC isolate, la gresiva di impiegarle per la terapia
cellulare di disfunzioni tessutali ha reso necegsastudiarne le proprieta
immunomodulatorie. E noto infatti che le cellularsinali esplicano il loro potenziale
rigenerativo non tanto in modo diretto, quanto rietfamente, attraverso la secrezione
paracrina di fattori solubili che rendono il microliente responsivo al processo riparativo
(Bifari et al, 2010). Questo effetto indiretto & stato osserviateeguito all’'impiantan
vivo di cellule staminali marcate con molecole fluocesdi che ne hanno permesso il
tracking nellanimale trattato. Ad esempio, studi sullaengrazione del miocardio
infartuato hanno dimostrato che dopo l'iniezion@i8C, le cellule localizzate nel sito del
danno portavano ad un significativo miglioramentmzionale del tessuto ischemico
promuovendo la neovascolarizzazione, l'inibiziome processi apoptotici e la regolazione
delle reazioni infiammatorie, Homing di cellule con funzioni terapeutiche e la
proliferazione e il differenziamento dei componecgilulari endogeni (Burdoret al,
2011).

Inoltre, la modulazione ad azione paracrina dekdlule MSC viene sfruttata per
contrastare la sindrome det@Graft Versus Host Deseag&VHD), una complicanza
medica che pu0 manifestarsi in seguito ad un tmapiallogenico di tessuti o organi,
guando le cellule immunitarie del donatore diveataeattive nei confronti del sistema
immunitario del ricevente immunosoppresso. Divestidi hanno dimostrato che la
somministrazione di MSC, anche stimolate dal tratt@ato con INF, € in grado di
attenuare a livelli significativi lo sviluppo di GVD aumentando la tolleranza

immunologica al trapianto (Polchat al, 2008).
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In condizioni che simulano uno stato infliammatoistimolazione con INf, le
popolazioni hPBC hanno dimostrato la capacita ddwtere I'intervento degli effettori
immunitari sia esprimendo molecole fondamentali pg&mmunoregolazione, sia
esponendo in membrana degli antigeni specifici ljygterazione con cellule ad attivita
immunosoppressiva. In particolareypiegolazione di IDO1 e COX2 evidenzia l'azione
inibitoria che le hPBC possono svolgere nei cortfrdelle cellule effettrici del sistema
immunitario, quali i linfociti T e i macrofagi, fpettivamente (Semedet al, 2011). La
regolazione del messaggero di CXCL9 in seguitorattamento con INf dimostra la
possibile attivita di reclutamento dei linfocitir€golatori che le cellule hPBC potrebbero
svolgerein vivo. | Treg SONO responsabili di una serie di meccanismi dolezione
finalizzati al mantenimento dellomeostasi del s immunitario, alla prevenzione delle
malattie autoimmuni come il diabete di tipo | eaathoderazione degli stati infammatori
(Vignali et al, 2008). Richiamati nel sito dell’inflammazione pera chemotattica
attraverso la stimolazione dell'asse CXCL9/CXCR®ntabuiscono al controllo del
processo infiammatorio (Saiman e Friedman, 20123aurbento di espressione delle
molecole di istocompatibilita HLA-ABC, HLA-DR e HLAQ e della molecola co-
stimolatoria CD40 dopo il trattamento delle popaaz hPBC con INF conferma quanto
riportato in letteratura sugli effetti della stimalone pro-inflammatoria di cellule MSC
(Deuseet al, 2011; Najaret al, 2012). L’espressione dei fattori CD80 e CD86pasda
all'upregolazione di CXCL9, puO essere interpretata couméevidenza del ruolo
modulatorio delle hPBC nei confronti dei linfocTkeq. E Nnoto, infatti, che una cellula
immunomodulatoria puo intervenire anche direttamearel reclutamento di questa classe
di linfociti, esponendo in membrana i ligandi CD80CD86 per l'interazione con il
recettore linfocitario CTLA4. Questo legame stimlagroduzione di IDO1 da parte della
cellula stessa, che in questo modo inibisce lasaaammunitaria scatenata dalla presenza
di una condizione inflammatoria (Vignat al, 2008).

L’attivita immunomodulatoria delle cellule staminsail esplica in una specifica regolazione
della proliferazione e del differenziamento delidlue della risposta immunitaria, quali
Natural Killer, cellule denditriche, linfociti B e linfociti T (&musson, 2006). In
particolare, le cellule staminali multipotenti hanmlimostratoin vitro e in vivo di
controllare la proliferazione dei linfociti Tielper e citotossici attivati inducendone un
blocco in fase @G; del ciclo cellulare. Inoltre, esse estendono laraopvenza dei
linfociti T non stimolati e, coltivatén vitro con le cellule mononucleate isolate da sangue,
inducono I'espansione di linfocitigh;CD4'/CD25"%"/FoxP3 (Chenet al, 2011). In linea
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con quanto riportato in letteratura, le cellule iPBanno dimostrato un elevato potenziale
immunomodulatorio. In co-coltura con leucociti umdmnno preservato la vitalita delle
popolazioni linfocitarie e stimolato la proliferane delle cellule CD4e CDS. La
tipizzazione linfocitaria mediante identificaziongel FoxP3 ha verificato [lattivita

stimolatoria delle cellule hPBC nei confronti deifbciti T immunosoppressori.
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CONCLUSIONI

Sulla base dei risultati ottenuti nel presente tavdi tesi, il sangue periferico viene
proposto come una fonte autologa e facilmente atwbs di cellule multipotenti che
presentano caratteristiche ideali per la teragimstale di disfunzioni tessutali congenite o
acquisite. Lo studio di caratterizzazione dellegapioni PBC isolate da sangue umano e
porcino ne ha, infatti, evidenziato delle carasiithe peculiari di crescita e plasticita che
ne consentirebbero I'impiego in applicazioni di negth rigenerativa.

Le analisi morfologiche e biomolecolari condottellesucellule pPBC usate per
I'ingegnerizzazione di valvole cardiache ne hanimodtrato la risposta specifica al
commitmentcellulare indotto dalla matrice di supporto, suggeo la potenzialita di
impiego di cellule con tali caratteristiche peplaparazione di sostituti tessutali valvolari.
Lo studioin vitro delle proprieta immunomodulatorie delle popolaziomane ne ha
messo in luce la capacita di regolare la prolifieree e l'attivazione delle cellule
immunitarie in condizioni infiammatorie, gettande lbasi per il futuro allestimento di
sperimentazionin vivo in cui le cellule hPBC saranno impiantate in mbdahimali

patologici per la terapia staminale di disfunzioniscolari, neuronali e cardiache.
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