UNIVERSITA
DEGLI STUDI
DI PADOVA

UNIVERSITA DEGLI STUDI DI PADOVA

DIPARTIMENTO DI BIOMEDICINA COMPARATA ED ALIMENTAZIONE

SCUOLA DI DOTTORATO IN SCIENZE VETERINARIE

Indirizzo Sanita Pubblica e Patologia Comparata

STUDIO DELLA PARTECIPAZIONE DI CELLULE STAMINALI
MESENCHIMALI UMANE (hu-MSCs) NEI PROCESSI DI RIPARAZIONE
CONSEGUENTI AL DANNO MIOCARDICO ACUTO IN TOPI
Balb/c Athymic Nude-Fox1nru

Direttore della Scuola : Ch.mo Prof. Gianfranco Gabai
Coordinatore d’indirizzo: Ch.mo Prof. Mauro Dacasto

Supervisore :Ch.ma Prof.ssa Valentina Zappulli

Dottorando : Andrea Danesi

31 GENNAIO 2013



RIASSUNTO

Le malattie cardiovascolari (CVD) sono la prima causa di morte nel mondo e, tra queste,
I'infarto miocardico acuto (IMA) ne é la prima causa singola. La ricerca sulla terapia
rigenerativa dell'IMA ha evidenziato come le cellule staminali mesenchimali umane da
midollo osseo (BM-MSCs) sono le piu indicate a tale scopo in quanto presentano una multi-
linearita differenziativa, una capacita immunomodulante, un’alta capacita auto-rigenerativa
e un alto potenziale proliferativo.

In topi Balb/c Athymic Nude Fox1m sono state trapiantate, a seconda dei gruppi e con
diverse tecniche anestesiologiche di intubazione e di posizionamento dei soggetti ai fini del
successo chirurgico, 3x10® BM-MSCs sospese in 45 ul di D-MEM prelevate da pazienti sani e
caratterizzate per l'espressione dei markers mesenchimali (CD29, CD44, CD73, CD90 e
CD105) e per la negativita dei markers ematopoietici/endoteliali (CD14, CD34 e CD45).
Inoltre, sono state effettuate, e confermate, anche prove di differenziazione verso le linee
mesenchimali (osteocitaria, condrocitaria e adipocitaria) e di immunomodulazione. Al
momento dell’'uso, le aliquote sono state trasfettate con GFP tramite la proteina trans-
attivatore di trascrizione (TAT) e nuovamente caratterizzate per i marcatori CD73, CD105,
HLA ABC, CD40, CD54, CD80, CD86, CD106 e HLA-DR, confermandone la staminalita.

Il miglior successo chirurgico si & avuto con I'animale in posizione supina anche in
assenza di intubazione ma con anestesia gassosa via maschera.

L’IMA é stato confermato nel 100% dei casi mentre, nel 13,85% dei campioni (9/65) si
sono osservati cluster cellulari atipici con colocalizzazione espressiva di von Willebrand
factor e a-SMA e negativita per c-kit/CD117. L’IF ha evidenziato la presenza di cellule di

origine umana in 2 casi a 24h, con una positivita all’antigene mitocondriale umano e all’a-



SMA. Inoltre la valutazione dell’espressione di GFP veicolato da TAT nei cuori trapiantati a
24h, 48h e 72h non ha permesso di evidenziare alcuna positivita mediante IF.

In conclusione, questo progetto ha permesso di finalizzare una tecnica chirurgica di
induzione del'IMA aumentando il successo post-operatorio permettendo, di conseguenza,
una riduzione degli animali utilizzati in accordo con i principi delle 3R (Replacement,
Reduction, Refinement). Inoltre ha definito un’ottimale tecnica di prelievo, coltura ed
espansione di BM-MSCs umane e una tecnica di transfezione con la TAT-GFP, che ne ha
mantenuto invariato il fenotipo. Gli studi in IHC hanno permesso di valutare il successo del
trapianto e la compartecipazione delle BM-MSCs umane in corso di AMI anche se il risultato
puo essere solo parzialmente confermato in quanto I'IF non ha evidenziato tali cellule nella
stessa percentuale. Tale differente sensibilita suggerisce la necessita di un confronto
approfondito tra IHC e IF come tecniche da impiegare per la rilevazione delle BM-MSCs
GFP*. In ultimo, questo progetto sembra indicare la partecipazione delle BM-MSCs nei

processi riparativi conseguenti a danno ischemico anche se non in quantita significativa.



ABSTRACT

Cardio Vascular Diseases (CVD) are the most common causes of death worldwide and,
among these, the acute myocardial infarction (AMI) represents the leading one. Studies
comparing the regenerative capacity of distinct stem cells populations suggest that bone
marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs) could be the most indicated cells for these
purpose. They have a multi-lineage differentiation, an immunomodulatory and self-renewal
capacity as well as a high proliferative ratio.

3x10® BM-MSCs in 45 pl of D-MEM have been transplanted in Balb/c Athymic Fox1mv
mice with different anesthetic e surgical protocols. The BM-MSCs has been characterized for
mesenchymal (CD29, CD44, CD73, CD90 and CD105) and hematopoietic/endotelial (CD14,
CD34 e CD45) markers, as well as evaluated for multi-lineage differentiation (osteogenic,
chondrogenic and adipogenic) and immunomodulatory property. Before in vivo use, the
BM-MSCs have been transfected with trans-activator of transcription (TAT)-GFP and
characterized again with CD73, CD105, HLA ABC, CD40, CD54, CD80, CD86, CD106 and
HLA-DR.

Supine position without intubation has reached the highest surgical successful ratio.
AMI has been diagnosticated in 100% of hearts and atypical cells clusters have been
observed in 13.85% (9/65) of cases. These atypical cells were positive for von Willebrand
factor and a-SMA and negative for c-kit/CD117. Positive cells for human mitochondrial
antigen and a-SMA has been observed in 2 cases by immunofluorescence technique (IF),
whereas no positive cells were detected for GFP.

In conclusion, these study has refined the anesthetic and surgical protocols and
increased the successful surgical ratio reducing the use of animals. Moreover, it has

ameliorated the isolation and expansion protocols for BM-MSCs as well as transfection TAT-



GFP technique without phenotype changes. BM-MSCs involvement in repair processes post-
AMI has been evaluated with immunohistochemistry (IHC) even though the same results
have not been reached with IF technique. This different sensibility suggests more
investigations between [HC and IF in order to find out the best revealing technical options
for BM-MSCs. Lastly, this project seems to confirm the participation of BM-MSCs in the

reparative processes after AMI although their number is not adequate.
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1. INTRODUZIONE

1.1 LE MALATTIE CARDIOVASCOLARI

Le malattie cardiovascolari (Cardio Vascular Diseases, CVD) vengono definite come
quella classe di patologie che riguardano il cuore ed i vasi sanguigni (Maton, Anthea, 1993).
Sebbene le malattie cardiovascolari si riferiscano al sistema cardiovascolare, spesso tale
definizione viene limitata alle patologie aterosclerotiche.

Le CVD rappresentano la piu importante causa di morte su scala mondiale. In particolare
si osserva che nei Paesi con alto reddito pro-capite, il tasso di mortalita si presenta in
declino mentre nei Paesi con reddito pro-capite medio-basso, esso é in rapida ascesa, in

modo particolare nel sesso femminile.

1.1.1 INFARTO MIOCARDICO ACUTO

Tra le CVD, I'infarto miocardico acuto (IMA) € una delle patologie piu frequenti. L'IMA e
causato dall’interruzione del flusso sanguigno in una zona delimitata del cuore che

determina la morte cellulare del tratto non vascolarizzato.

1.1.1.1 EPIDEMIOLOGIA ED EZIOPATOGENESI

Le malattie cardiovascolari (CVD) sono la prima causa di morte in Europa (Figura 1.1)
ed hanno causato, nel 2008, oltre 4,3 milioni di morti, ricoprendo il 43% delle cause totali di
decesso negli uomini e il 54% nelle donne. Tra le CVD, l'infarto miocardico acuto (IMA)
rappresenta, per 'uomo e per la donna, il 20% e il 22% rispettivamente delle cause di
morte totali con un drammatico aumento, negli ultimi 5 anni, nelle donne, in modo

particolare nei Paesi Europei centro-orientali. Tale incremento nel sesso femminile



Figura 1.1. Cause di morte ogni 100.000 abitanti - tasso di mortalitd standardizzato - Dati

Eurostat 2010
0 25 50 75 00 25
|schaemic heartdiseasss
Cersbrovescusrdisesses
Maslignant neop Bsms of the larynx, traches, bronchus and lung
0 0 20 30 42

Accidents

Chronic lower respirstoryd seasss
Preumonia ?

Malignant neo plasm of colon

Dizbztes melitus

Malignant neoplasm o fbraast

Intentonal s2li-harm

Malignant nzoplasm ofpanoreas

]
\azlignant neoplasm of stomach
Diseases of kdneyand uster T
Alooholic sbuse |
AIDS (HIV) .F
o

Drng dependen

o

wMale
Female

(1) Provisionsl; the figure is rarked on the average of male and famale;
note the difference in the s cakes employed betwesn the two parts of the figurs.
Souwce Eurostst (online dsts code: hith_cd_ssdr)

riferibile al notevole aumento, soprattutto nei Paesi dell’Est (Figura 1.2), dell’abuso di
alcool e di fumo che, negli ultimi decenni (Allender S. et al., 2008).

Nel 2008, gli Stati Europei hanno speso per la cura delle CVD 192 miliardi di euro, di cui
il 57% riferibili alle cure sanitarie, il 22% alle cure post-terapeutiche di riabilitazione e il
21% alla perdita di produttivita. Questi dati indicano ’enorme interesse diretto alla ricerca
nel campo delle CDV, in particolare rivolto allo studio di terapie innovative per le CDV in
genere, e in maniera significativamente specifica all'IMA (Allender S. et al., 2008).

L’eziopatogenesi dell'IMA si presenta molto varia ed é legata, in modo quasi costante,

all’aterosclerosi. I fattori di rischio posso essere suddivisi in 1) fattori predisponenti non



Figura 1.2. Decessi per malattie ischemiche del cuore ogni 100.000 abitanti - Tasso di

mortalita standardizzato - Dati Eurostat 2009

~ 2 28 232 2T 828 PV ELEY R EE g22PEE T eS8 2T 52
¥ E £ 8555555582538 88283c22F®E5E5z-5
n © =

> 8§ §w © S B 3 = o= 2 == E g © E = 8 2 g o = =5 =
D 23z cweEz2azE 2= o ¢ E o 2 2 E g 2@ £ B B2 23T 5 &
£ §Zlggc2 " TEL2 88022885 E Eeeogizi
: = o X o = -
= & (=] &J = ,'_E =
S 2 3 = = @

o = o

o = o

-

Male Female L

(1) EU-27, Denmark and Ireland, provis ionsl; Denmark, Francs, Italy, Romania and losland,
200%; Belgium, 200€; the figure is rarked on the sverage of male and famsle.
Souwce: Eurcstst (online data code: tps00119)

influenzabili, 2) fattori di rischio di primo ordine, 3) fattori di rischio di secondo ordine e 4)

altre cause. Non sono da escludere inoltre, i fattori scatenanti.

1. Fattori predisponenti non influenzabili:

a. predisposizione familiare alle malattie cardiache ischemiche (Myers R.H. et

al., 1990; Bertuzzi M. et al., 2003);

b. eta: gli uomini acquisiscono un fattore di rischio indipendente all’eta di 45
anni mentre le donne a 55. Un ulteriore fattore di rischio indipendente e la
parentela di 1° grado con familiari che abbiano subito eventi coronarici con
un’eta < di 55 anni, per la parentela maschile (padre - fratello), e < a 65 per la
parentela femminile (sorella e/o madre);

c. sesso: quello maschile & un fattore predisponente (Wilson P.W. et al., 1998).



2. Fattori di rischio di primo ordine:

a. dislipidemia e ipertrigliceridemia: in particolar modo un aumento del

colesterolo totale e LDL (Low Density Lipoprotein) e una diminuzione
dell’'HDL (High Density Lipoprotein) (Bhalli M.A., 2011);

b. ipertensione arteriosa sistemica: 'angiotensina I, spesso elevata in pazienti

con l'ipertensione, contribuisce all’aterogenesi stimolando la crescita delle
cellule muscolari lisce (Chobanian A.V. et al, 1996) e disattivando la
fosfolipasi C che puo condurre all’aumento della concentrazione di calcio
intra-cellulare, all'aumento della sintesi di proteine e all'ipertrofia delle
cellule muscolari lisce (Gibbons G.H. et al, 1992). Puo anche aumentare
'attivita della lipo-ossigenasi delle cellule muscolari lisce incrementando
I'infiammazione e 'ossidazione delle LDL. L’ipertensione presenta anche un
effetto pro-inflammatorio, aumentando la formazione di perossido di
idrogeno e radicali liberi nel plasma (Lacy F. et al., 1998). Queste sostanze
riducono la formazione di ossido nitrico da parte dell’endotelio,
incrementano le resistenze periferiche e aumentano 1'adesione leucocitaria

(Vanhoutte P.M. & Boulanger C.M., 1995);

c. diabete mellito: con o senza insulino-resistenza (Mitchell R.S. et al., 2007);

d. sindrome metabolica o sindrome X o sindrome di Reaven: definita come la

manifestazione simultanea di insulino-resistenza, iperinsulinemia, stati pre-
diabetici o diabete mellito di tipo 2 conclamato, dislipidemia, obesita centrale,
iperuricemia e ipertensione arteriosa. Viene considerata una condizione
clinica che precede lo sviluppo di complicanze vascolari a cui & associata
un'aumentata incidenza di cardiopatia ischemica, disfunzioni del ventricolo

sinistro e scompenso cardiaco (Mente A., 2010);

10



e. bulimia, obesita: considerata come un valore di Indice di Massa Corporea

(IMC) > 30 calcolato come P (Kg) / h (m)?2 (Yusuf S. et al., 2005);

f. tabagismo (Ambrose J.A. & Barua R.S., 2004; Teo K.K. et al., 2006).

3. Fattori di rischio di secondo ordine:

a. aumento della lipoproteina Lp(a);

b. iperfibrinogenemia: con valori maggiori di 300 mg/dl;

c. iperomocisteinemia < 12 mmoli/l: causata da insufficiente apporto di

Vitamine Bz, Bs, B12 e acido folico o da deficit genetico degli enzimi adibiti al
metabolismo dell'omocisteina come la cistationina beta-sintetasi e la
metilene-tetra-idro-folato reduttasi (Nehler M.R. et al., 1997);

d. sindrome degli anticorpi anti-fosfolipidici (APS): malattia autoimmune che

causa trombosi venose ed arteriose oltre che sintomi neurologici e cardiaci
(Sharma A.K,, 2011);
e. sedentarieta (Knoops K.T. et al, 2004);

f. fattori psico-sociali: stress negativo, stato sociale inferiore, inquinamento

atmosferico (Peters A. et al,, 2004) e consumo prolungato e continuativo di

alcool (Williams M.]. et al., 1998; Murphy J.C., 2008).

4. Altre cause:

a. morte improvvisa negli atleti: decesso dovuto ad arresto cardiaco improvviso
che colpisce giovani atleti (eta media < 45 anni) di sesso prevalentemente
maschile (95%) che non presentano anomalie di ordine elettro- e/o

ecocardiografico. (Limongelli G. et al., 2007; Marijon E., 2011);

11



b. angina pectoris variante: dovuta ad improvvisi spasmi delle pareti arteriose
coronariche, si presenta come una elevazione transitoria del segmento ST in
fase di dolore toracico acuto che segue i ritmi circadiani con picco tra la
mezzanotte e la mattina presto (Kusamay., 2011);

c. Obstructive Sleep Apnea Syndrome (OSAS): malattia cronica caratterizzata da

ricorrenti episodi di collasso delle vie aeree superiori parziale o completo e
da ostruzione durante il sonno, associata con intermittenti desaturazioni di
ossigeno, frammentazione del sonno, da russamento violento e da stanchezza

diurna (Fava C., 2011).

Fattori scatenanti:

1. sforzi violenti, stress con grandi variazioni della pressione arteriosa;

2. angina instabile (rischio di infarto del 20%): condizione clinica caratterizzata da una
moltitudine di sintomi molto simili all'infarto da cui si distingue per assenza di
alterazioni dei marcatori sierologici (Segen J.C., 2006);

3. ritmi circadiani: il 40% di tutti gli infarti avvengono al mattino tra le 6 e le 12,

probabilmente in seguito al picco cortisonico (vedasi paragrafo 1.1.1.4).

Come osservabile dal precedente elenco, la maggior parte dei fattori di rischio sono
correggibili da parte della persona e questo indica che molti infarti miocardici acuti
potrebbero essere prevenuti mantenendo uno stile di vita volto all’eliminazione, per quanto
possibile, di tutti i fattori modificabili (punti 2 e 3).

Nella citta di Copenaghen, nel 1989, e stato condotto uno studio in cui & emerso che i

fattori socio-economici come una educazione scolastica breve, un reddito insufficiente

12



(particolarmente nelle donne) e una convivenza da non-sposati, sono fattori correlati ad
una aumentata incidenza di infarto miocardico acuto (Nyboe J. et al., 1989).

Altri fattori che possono aumentare il rischio di IMA sono l'uso di farmaci contraccettivi
(Khader Y.S. et al, 2003), l'inflammazione come importante step nella formazione di
placche aterosclerotiche (Wilson A.M. et al,, 2006), le periodontiti (Scannapieco F.A. et al.,

2003) e i depositi di calcio nelle arterie coronarie (Detrano R. et al., 2008).

1.1.1.2 CLASSIFICAZIONE

Esso puo essere classificato in base 1) alla causa, 2) alla zona colpita e 3) ai rilievi

elettrocardiografici (ECG).

1. In base alla causa:

a. Tipo 1: infarto miocardico spontaneo correlato all'ischemia dovuta ad un
evento coronarico primario come rottura e/o erosione e/o fissurazione e/o
dissezione di placche aterosclerotiche;

b. Tipo 2: infarto miocardico secondario all'ischemia dovuta ad una aumentata
domanda o ad un ridotto apporto di ossigeno come, per esempio, spasmi
dell’arteria coronaria, anemia, aritmia, embolismo, ecc.;

c. Tipo 3: morte improvvisa del miocardio, compreso I'arresto cardiaco, con
sintomi suggestivi di ischemia miocardica accompagnata da elevazione del
tratto ST o evidenze di un trombo neoformato attraverso I'angiografia e/o la
necroscopia. Normalmente, per la sua natura acuta e improvvisa, non si
hanno alterazioni dei marcatori di laboratorio;

d. Tipo 4: associato con angioplastica coronarica o stents. Esso si suddivide in:

13



2.

3.

i. Tipo 4a: infarto miocardico associato ad intervento coronarico
percutaneo (Percutaneous Coronary Intervention - PCI);
ii. Tipo 4b: infarto miocardico associato a trombosi da stent, come

confermato da angiografia e/o autopsia;

e. Tipo 5: infarto miocardico associato a bypass coronarico (Coronary Artery

Bypass Graft - CABG) (Thygesen K. et al., 2007).

in base alla zona colpita

a. transmurale: coinvolge tutto lo spessore della parete ed e dovuto

allocclusione di una arteria coronaria maggiore. Esso puo essere

ulteriormente suddiviso in anteriore, posteriore ed inferiore;

sub-endocardico: coinvolge una porzione sub-endocardica della parete
ventricolare sinistra, del setto interventricolare o dei muscoli papillari ed &
dovuto ad una interruzione o restringimento di piccole arterie coronarie

locali. (Reznik A.G. et al., 2010).

in base ai rilievi elettrocardiografici (ECG):

infarto con elevazione del tratto ST (ST Elevation Myocardial Infarction -
STEMI);
infarto senza elevazione del tratto ST (No ST Elevation Myocardial Infarction -

NSTEMI)(Moe K.T. et al., 2010).

14



1.1.1.3 ASPETTI CLINICI

L’'insorgenza dei sintomi dell'IMA €, normalmente, graduale e progressiva nell’arco di
molti minuti e raramente é istantanea (National Heart, Lung and Blood Institute, 2006). Il
dolore piu comune é il dolore toracico, spesso descritto come “una pinza che stringe” o “una
pietra che opprime”, che si irradia molto spesso al braccio sinistro. Tuttavia esistono molte
variazioni, anche se meno frequenti: ad esempio, l'irraggiamento puo essere verso l'alto
(dolore al collo, ai denti o addirittura alla testa), a entrambe le braccia, al braccio destro o
alla bocca dello stomaco; il dolore puo essere epigastrico, soprattutto nell'infarto posteriore
e molti pazienti riferiscono il dolore come accompagnato da sensazione di morte
imminente. Il segno di Levine, in cui il paziente si stringe il pugno sullo sterno, e stato
classificato come predittivo di un dolore toracico di origine cardiaca anche se uno studio
prospettivo-osservazionale ha dimostrato la poca validita di tale segno (Marcus G.M. et al.,
2007).

Altri sintomi possono essere dispnea, causata da una riduzione dell’output del
ventricolo sinistro dovuta al danno miocardico, diaforesi, debolezza, nausea, vomito e
palpitazioni. Essi sono dovuti alla massiccia secrezione di catecolamine da parte del sistema
nervoso simpatico in risposta al dolore e alle anormalita emodinamiche (Little R.A. et al.,
1986). Inoltre la perdita di coscienza, dovuto ad un deficit di afflusso sanguigno a livello
cerebrale, e I'arresto cardiaco, dovuto ad alterazioni elettriche che portano a fibrillazione
ventricolare, possono essere altre conseguenze di un infarto miocardico acuto.

Tipicamente i sintomi appena descritti sono intensi, prolungati, non influenzati dal
riposo o dai derivati nitrati anche se vi sono pero infarti che si presentano in modo
attenuato. I sintomi tipici dell' infarto miocardico acuto sono presenti nell'80-85% dei casi,
in quanto il 15-20% degli infarti e asintomatico, soprattutto nei diabetici e negli anziani. Le

donne e i pazienti anziani riportano sintomi atipici piu frequentemente dei maschi o dei
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giovani (Canto J.G. et al., 2007): i sintomi piu frequenti nella donna sono la fatica, la dispnea,
il dolore del collo e il dolore al braccio destro (McSweeney ].C. et al., 2003) mentre il dolore
toracico presenta un valore predittivo significativamente inferiore che nell'uomo (Coventry
L.L, 2011). II 15-20% degli infarti miocardici sono silenti e questi casi vengono

normalmente individuati casualmente ad un esame elettrocardiografico.

1.1.1.4 FISIOPATOLOGIA E RILIEVI ANATOMO-PATOLOGICI

Le variazioni che intervengono in conseguenza di una ischemia cardiaca sono

molteplici e complessi. L'ischemia miocardica si realizza per la concorrenza di due elementi:

1. unridotto apporto di ossigeno al miocardio;
2. urn’insufficiente rimozione delle scorie metaboliche in conseguenza di una ridotta

perfusione ematica di un settore pitt 0o meno grande del cuore.

Il solo deficit di ossigeno (ipossia/anossia) in presenza di una normale clearance dei
prodotti del metabolismo tissutale locale, come ad esempio nell’anemia grave, nelle
malattie cardiache cianotizzanti, nell’asfissia e/o nell’'avvelenamento da monossido di
carbonio, non si accompagna, normalmente, a sintomi ischemici. II meccanismo
fisiopatologico fondamentale e uno squilibrio tra richiesta e apporto di ossigeno o per
un’eccessiva richiesta da parte del miocardio o per una marcata riduzione/cessazione
dell’apporto o per entrambe le condizioni. (Nienaber C., 1983).

In presenza di ostruzione coronarica, gli sforzi fisici, la tachicardia o fatti emozionali
aumentano la richiesta di ossigeno da parte del miocardio e possono determinare uno
squilibrio transitorio tra richiesta ed apporto (“ischemia da domanda”) che e alla base della
gran parte degli episodi di angina stabile. Se lo squilibrio & causato invece da una riduzione
acuta dell’apporto di ossigeno per un aumentato tono vascolare coronarico (vasospasmo
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coronarico) o una marcata riduzione del flusso coronarico per la presenza di aggregati
piastrinici o trombi, il deficit primario € nell’apporto di ossigeno (“ischemia da apporto”)
che e responsabile della sindrome coronarica acuta (angina instabile, infarto del miocardio
e morte improvvisa). In molti casi al determinismo dell'ischemia concorrono sia
un’aumentata richiesta che una riduzione dell’apporto di ossigeno.

Circa I'85% degli infarti miocardici sono provocati da eventi trombotici dovuti a rottura
o fissurazione di placche aterosclerotiche con occlusione totale dell’arteria coronaria di
competenza (De Wood M.A., 1987; Davies M.].,, 1990) e la formazione di tali placche & un
evento che avviene lentamente, nel corso di decenni (Woollard K.J. & Geissmann F., 2010).
Le placche coronariche che sono prone alla rottura, si presentano normalmente piccole e
non ostruttive, con un rivestimento ricco di lipidi ricoperto da una sottile capsula fibro-
muscolare. L’attivazione di macrofagi e linfociti T presenti a livello della placca e secernenti
metalloproteasi e citochine, provoca I'erosione e 'assottigliamento della capsula stessa che,
associate alle forze emodinamiche del normale flusso sanguigno, possono portare alla
rottura della placca (Thompson S.G. et al, 1995). Tale rottura porta all’esposizione del
collagene sub-endoteliale che attiva sia I'adesione e 1'aggregazione piastrinica che tutta la

cascata coagulativa con la formazione del trombo. In particolare questi eventi portano a:

1. il rilascio di sostanze come il trombossano A; (TXA:z), il fibrinogeno, la 5-
idrossitriptamina (5-HT), i fattori attivanti le piastrine, che promuovono
ulteriormente I'aggregazione piastrinica;

2. lattivazione della cascata coagulativa con la formazione di fibrina e la
stabilizzazione del trombo occlusivo;

3. un deficit locale di fattori anti-trombotici come la trombomodulina e le

prostacicline.
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Inoltre la contemporanea assenza di fattori antispastici endotelio-derivati puo portare
ad un vasospasmo locale che peggiora ulteriormente I'occlusione coronarica gia presente.

Come precedentemente accennato, tali eventi seguono un ritmo circadiano in rapporto
alle catecolamine con picco nelle ore mattutine. I picchi dei livelli di catecolamine nelle
prime ore dopo il risveglio, sono associati al massimo effetto di aggregazione piastrinica, di
tono vascolare, di frequenza cardiaca e di pressione arteriosa: tutti questi fisiologici
cambiamenti possono coadiuvare una situazione precaria, portando alla rottura di una
placca aterosclerotica. Sia le regioni colpite dall’evento ischemico che quelle non affette
vanno incontro, nelle ore, nei giorni e nei mesi successivi la trombosi dell’arteria coronaria,
a cambiamenti progressivi.

L’ischemia provoca una immediata ipocinesia e la necrosi inizia a svilupparsi nelle zone
sub-endocardiche, piu sensibili a causa del minor afflusso sanguigno fisiologico, gia dopo
15-30 minuti dall’evento trombotico. Entro la prima ora dall’evento ischemico si osserva
I'insorgenza di una deplezione di glicogeno (visibile utilizzando per i preparati la
colorazione PAS - Periodic acid-Shiff) e di un iniziale edema cellulare. Ai bordi dell’area
ischemica possono osservarsi le “wavy fibers”, fibre non contrattili non vitali stirate dalle
fibre contrattili vicine. Nell’arco delle prime ore si osserva l'iniziale infiltrazione di
neutrofili con progressiva necrosi coagulativa delle fibre ed emorragia. Successivamente e
possibile osservare una progressiva necrosi dei miocardiociti che divengono ipereosinofili
con perdita dei nuclei. Inoltre, ai bordi dell'infarto o di una zona di riperfusione, si
rinvengono la presenza di bande di contrazione eosinofiliche caratterizzate da bande
trasverse ipereosinofiliche di precipitati miofibrillari nei miociti morti. Nelle successive 3-6
ore la necrosi si estende nelle zone epicardiche colpendo tutto lo spessore della parte
ventricolare: contemporaneamente, nelle zone non colpite, si osserva un aumento della

contrattilita, condizione definita ipercinesia. Dopo circa 4-12 ore dell'inizio della morte
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cellulare, si osserva la progressione della necrosi coagulativa caratterizzata da
rigonfiamento cellulare, rottura degli organelli citoplasmatici e denaturazione delle
proteine. Nell’arco dei primi giorni le lesioni sono progressive con avanzamento della
necrosi coagulativa, della striatura delle fibre con perdita dei nuclei e aumento
dell'infiltrazione neutrofilica. Dopo 3-7 giorni appare ai bordi dell’area infartuata il tessuto
di granulazione consistente in macrofagi, fibroblasti e nuovi capillari: in questo momento il
tessuto colpito si presenta particolarmente “morbido” con aumento drammatico
dell'insorgenza di rottura ventricolare, evenienza che capita nel 6% dei casi circa nell'uomo
(Oliva P.B. et al., 1993), in quasi il 30% nei topi maschi e il 10% nelle femmine, sottoposti a
legatura dell’arteria coronaria anteriore di sinistra (Cavasin M.A. et al., 2004). Inoltre si
osserva l'iniziale disintegrazione delle fibre miocardiche morte con necrosi dei neutrofili e
infiltrazione macrofagica con rimozione del materiale necrotico. A 7-10 giorni si osserva la
progressione della fagocitosi delle cellule necrotiche e la progressiva deposizione di tessuto
di granulazione, con partenza dai bordi dell’area ischemica. A 10-34 giorni il tessuto di
granulazione € piu abbondante con presenza di collagene di tipo I (Bishop J.E. et al., 1990) e
nelle settimane successive, il tessuto di granulazione migra verso il centro della zona colpita
mentre il tessuto necrotico viene fagocitato dai macrofagi. Il tessuto di granulazione matura
con aumento del tessuto connettivo e perdita dei capillari: dopo circa 2-3 mesi, la zona
colpita risulta essere completamente cicatrizzata lasciando un tessuto piu sottile, non
elastico, non contrattile e non conducente impulsi. Tali cambiamenti nella struttura portano
ad ulteriori modificazioni anatomiche, come la dilatazione delle camere, che prendono il
nome di rimodellamento ventricolare. Questo rimodellamento puo condurre ad
insufficienza cardiaca congestizia, aritmia ventricolare e/o rottura della parete (Pappas P.J.
etal, 1991).

I cambiamenti istopatologici sono riassunti nella Tabella 1.1 (Kumar V., 2007).
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1.1.1.5 DIAGNOSI E TERAPIA

La diagnosi di infarto, o il suo sospetto diagnostico, pud essere enunciata
dall'integrazione dell’anamnesi del paziente con '’esame obbiettivo generale e il rilievo di
determinati segni provenienti dagli esami diagnostici (Mallinson T., 2010).

Nel 1979 la World Health Organization (WHO) ha formulato dei criteri in base ai quali &
probabile (2 positivita su 3) o certa (3 su 3) la diagnosi di infarto miocardico acuto. Tali

criteri sono:

1. anamnesi di dolore ischemico del torace con durata superiore ai 20 minuti;
2. cambiamenti in ECG seriali;
3. aumento/caduta dei marcatori sierici come creatinin-kinasi (CK)-MB e la

troponina cardiaca.

Nel 2000, la WHO ha rivisto tali criteri dando maggior prominenza ai marcatori sierici

(Alpert].S. etal.,, 2000).

Anamnesi

Essa puo essere molto variabile da persona a persona. I pazienti, nel 20% dei casi,
possono anche non riferire nessun tipo di dolore o altro sintomo anche se nella maggior
parte dei casi si riscontra in anamnesi un dolore tipicamente localizzato alla regione
retrosternale con irradiazione tipica verso la spalla e I'arto superiore sinistro, benché sia
possibile l'irradiazione cervicale o alla scapola sinistra. Nel caso di infarto miocardico di
tipo inferiore (o "diaframmatico") il dolore insorge in regione epigastrica e pud essere

confuso con un dolore addominale di origine non cardiaca. L'intensita del dolore ¢ in
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Tabella 1.1. Progressione temporale dei cambiamenti anatomo-patologici dell’infarto

miocardico acuto nell'uomo (Kumar V., 2007)

Tempo Esame macroscopico Esame microscopico
0-0.50re nessun cambiamento nessun cambiamento
deplezione del glicogeno
. colorazione PAS
0.5-4ore nessun cambiamento ( . ) . C ol
possibile presenza ai bordi di “wavy
fibers”
iniziale necrosi coagulativa
4 -12 ore a volte aree piu scure edema
emorragia
progressione necrosi coagulativa
cariopicnosi
12 - 24 ore aree scure ipereosinofilia dei miocardiociti
bande di contrazioni eosinofiliche
iniziale infiltrazione neutrofilica
. ) . rogressione necrosi coagulativa
_ il centro dell’infarto diventa progt . . 0ag
1 - 3 giorni iallo perdita dei nuclei e striatura
& aumento dell’infiltrato neutrofilico
iperemia ai bordi iniziale disintegrazione delle fibre
7 siorni o _ morte
3 -7 glorni perdita di consistenza del necrosi dei neutrofili
centro infartuale giallo iniziale rimozione macrofagica
incremento della fagocitosi
7 - 10 giorni margini rosso mattone iniziale formazione di tessuto di

granulazione ai bordi

10 - 34 giorni

margini rosso-grigio con
depressione dell’area

tessuto di granulazione con collagene
di tipo I

2 — 8 settimane

tessuto di granulazione bianco
- grigiastro

aumento del tessuto collagene
diminuzione della cellularita

oltre 2 mesi

cicatrizzazione completa

formazione di tessuto collagene
denso
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genere molto forte, di tipo costrittivo o a volte di tipo trafittivo, sovente accompagnato da
una sudorazione fredda, ad un senso imminente di morte, ad una profonda astenia e, piu di
rado, a nausea e vomito. Differentemente dall'angina stabile, il dolore provocato dall'infarto
miocardico dura piu di 30 minuti e non e alleviato né dal riposo, né dall'assunzione di

farmaci come l'isosorbide dinitrato o la trinitrina.

Esame Obbiettivo Generale

Alla visita clinica spesso si rileva una ipertensione e una tachicardia in caso di infarto
anteriore e/o laterale e, al contrario, una ipotensione e una bradicardia in caso di infarto
posteriore. All'’esame auscultatorio, si possono rilevare una diminuzione del I tono con,
saltuariamente, uno sdoppiamento del II. Inoltre e possibile rilevare un soffio sistolico con

ritmi di galoppo per la comparsa del Il e/o IV tono (Harrison, 2006).

Elettrocardiogramma

Nell’arco delle prime 24h post-infarto, I'’esame elettrocardiografico (ECG) puo risultare
completamente senza segni dell’evento ischemico in atto mentre, trascorso tale periodo e
ad esclusione di alcune eccezioni, esso puo fornire utili indicazioni sulla sede, I’estensione e
la durata dell'infarto. Come precedentemente detto, esistono infarti che non provocano
alterazioni riscontrabili dall’ECG, i cosiddetti No ST Elevation Myocardial Infarction
(NSTEMI). Per contro, gli STEMI (ST Elevation Myocardial Infarction) provocano alterazioni

classificabili in base al timing dell’esecuzione del’ECG e precisamente:

* stadio acuto: breve elevazione dell'onda T, sopraslivellamento del tratto ST dovuto
alla lesione, onda di Pardee;

* stadio intermedio: obliquazione e normalizzazione del segmento ST, scomparsa

dell'onda R che viene sostituita da un complesso QS o un'onda Q (di ampiezza > 1/4
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dell'onda R e durata > 0,04 sec.) dovuta a necrosi e negativizzazione dell’onda T
dovuta all'ischemia. Per la precisione l'ischemia e presente anche nello stadio acuto
ma la negativizzazione dell'onda T e nascosta dal sopraslivellamento del tratto ST.
Nello stadio intermedio invece la lesione si riduce, il segmento ST si normalizza e
I'onda T negativizzata appare visibile;

e Stadio cronico: progressiva normalizzazione dell'onda T e una piccola R puod

riapparire. L'onda Q si mantiene stabile, nella maggioranza dei casi, per tutta la vita.
Un'elevazione del tratto ST che perduri oltre 6 mesi puo indicare lo sviluppo di un

aneurisma ventricolare.

Nell'infarto non Q (NQMI) non é presente l'onda Q, pur riscontrandosi le alterazioni del
tratto ST e dell'onda T: in questo caso la necrosi non e transmurale, non coinvolge cioe
l'intero spessore ventricolare dall'endocardio al pericardio. Se 'onda Q invece e presente

(QwMI, dove “w” sta per wave) la necrosi sara transmurale.

Esami di laboratorio
Recentemente l'utilizzo dei marcatori sierici € una procedura particolarmente efficace
nel contribuire alla diagnosi d’infarto. In breve, i marcatori piu utilizzati inseriti nelle ultime

linee guide (Wright R.S. et al., 2011) sono:

e troponina cardiacale T (cTnl e cTnT): marcatori estremamente sensibili alla necrosi

miocardica e, di conseguenza, alla diagnosi di IMA poiché il valore plasmatico nei
soggetti normali € pressoché uguale a zero. Pertanto il loro dosaggio consente di
identificare pazienti con piccolissimi, a volte microscopici, fenomeni di necrosi

miocardica che, altrimenti, non avrebbero soddisfatto i criteri enzimatici
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convenzionali per la definizione di IMA. La troponina, in corso di infarto del
miocardio, inizia ad aumentare dopo circa 3-4 ore dall'inizio dei sintomi e si
mantiene persistentemente elevata per circa due settimane;

* mioglobina: marcatore non specifico, in quanto presenta sia una origine cardiaca che
muscolare, € comunque uno dei piu precoci e vieni quindi utilizzato quando si
sospetta una insorgenza dell'ischemia entro le 6 ore dalla presentazione del

paziente. La sua normalizzazione avviene entro le 24h;

* creatinin-kinasi isoforma MB (CK-MB): marcatore relativamente specifico in quanto

prodotto da un danno muscolare generico. L’'innalzamento si presenta in 10-24 ore
con una curva di normalizzazione in 2-3 giorni e puo dare indicazioni dell’estensione
dellischemia se i suoi valori si mantengono elevati oltre tale limite;

¢ lattato deidrogenasi (LDH): marcatore moderatamente specifico in quanto consente

di valutare un aumento della trasformazione di piruvato in lattato indicando una
carenza di ossigeno nel metabolismo muscolare. Presenta un picco in 72 ore con una

normalizzazione nell’arco di 10-14 giorni.

Esistono molti altri test diagnostici che non possono essere presi in considerazione in

questa sede: si rimanda alla bibliografia presente (Lee-Lewandrowski E. et al., 2011).

La terapia dell'infarto miocardico acuto e dipendente dal tempo trascorso dall’inizio
dell'ischemia, ma in linea di principio generale si puo affermare che tutte le procedure sono
rivolte nella stabilizzazione clinica del paziente e nel perfondere al piu presto possibile la
zona ischemizzata.

Brevemente, i farmaci e le procedure che vengono utilizzate sono:
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ossigeno gassoso: per ridurre I'ischemia da necrosi e alleviare il dolore da necrosi
miocardica;

antidolorifici: il piu utilizzato & la morfina in quanto riduce 1'efferenza simpatica
dovute alle catecolamine circolanti e puo ridurre l'insorgenza di aritmie
contrastando le conseguenze degli effetti elettrofisiologici indotti dall'iperattivita
simpatica. Inoltre determina dilatazione dei vasi venosi di capacitanza diminuendo il
precarico del VD e del VS, riduce il postcarico del VS per dilatazione arteriolare,
diminuisce il lavoro del VS, diminuisce il fabbisogno di O; del miocardio ischemico,
risolve il dolore da ischemia miocardica e riduce |' ansia del paziente;

acido acetilsalicilico: presenta un rapido effetto antitrombotico o antifattore X

attivato che ostacola la formazione di trombina prevenendo la formazione del
trombo. Inoltre inibisce con effetto immediato e totale la ciclo-ossigenasi piastrinica
e la produzione piastrinica di trombossano Az, che € un potente proaggregante
piastrinico;

nitroglicerina: fornisce ossido nitrico esogeno che si aggiunge a quello endogeno
derivante dalla conversione metabolica dei nitrati organici a livello della membrana
cellulare delle cellule muscolari lisce di venule ed arteriole e, come la morfina, dilata
i vasi venosi diminuendo il precarico del VD e del VS, riducendo il postcarico del VS
per dilatazione arteriolare, diminuendo il lavoro del VS e il fabbisogno di O: del
miocardio ischemico. Inoltre, dilatando i vasi coronarici epicardici, aumenta il flusso
del circolo collaterale coronarico al miocardio ischemico aumentando I'apporto di O
e riducendo l'area ischemica e le dimensioni dell' IMA;

trombolisi sistemica: puo essere diretta o indiretta, ha la funzione di attivazione

enzimatica catalizzando la trasformazione del plasminogeno in plasmina che ha un
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potente effetto fibrinolitico. Grazie a tale proprieta la plasmina é in grado di
dissolvere il trombo coronarico ristabilendo la pervieta coronarica;

eparina: forma un complesso con l'antitrombina IlI, inibisce il fattore X attivato e la
trombina attivata bloccando l'accrescimento del trombo e prevenendo la re-
trombosi occludente dopo trombolisi. A lungo termine vengono normalmente
prescritti anticoagulanti orali;

3-bloccanti: riducono la frequenza cardiaca, la contrattilita miocardica e la pressione
arteriosa;

ACE-inibitori: interferiscono con il rimodellamento del VS e ne attenuano la
dilatazione nel tempo riducendo a lungo termine l'incidenza di scompenso cardiaco
congestizio;

angioplastica coronarica transluminale percutanea (PTCA): intervento chirurgico
che consente di ristabilire la pervieta della coronaria responsabile dell' IMA;

bypass aorto-coronarico (Coronary artery bypass surgery o CABG): intervento

chirurgico che rivascolarizza la coronaria responsabile dellIlMA a valle

dell'ostruzione.

1.2 LE CELLULE STAMINALI

In passato si € sempre creduto che i miocardiociti non avessero la capacita di

rigenerarsi e che quindi il numero di tali cellule presenti nel cuore alla nascita dettassero il

destino di tale organo nel corso della durata della vita. (Linzbach A. ]. et al, 1960).

Basandosi su questo paradigma, i cardiomiociti avrebbero la possibilita di andare incontro

ad ipertrofia ma non potrebbero venirne generati di ex novo dal rientro nel ciclo cellulare di

cellule miocardiche non differenziate (Anversa P. et al., 2006). Nel corso degli anni questo

dogma e stato smentito da diversi studi che hanno dimostrato l'esistenza e la

26



partecipazione di cellule staminali cardiache residenti (CSCs) nei processi rigenerativi post-

ischemici (Beltrami A.P. et al., 2003; Leri A. et al., 2005).

1.2.1. CLASSIFICAZIONE

Le cellule staminali possono essere definite come cellule in grado di dividersi

generando, nel caso di una divisione asimmetrica, due cellule figlie, la prima in grado di

differenziarsi transitoriamente e la seconda indifferenziata e con le caratteristiche della

cellule madre mantenendosi indifferenziata (auto-rinnovamento o self-renew), oppure, nel

caso di una divisione simmetrica, a due cellule figlie indifferenziate (Beckmann J. et al,,

2007).

La classificazione delle cellule staminali si basa su diversi criteri inerenti 1) al loro

tessuto di origine e 2) al loro potenziale differenziativo.

Brevemente, le cellule staminali possono classificarsi in:

1) Tessuto di origine

a.

C.

cellule staminali embrionali (ESC): derivano dalla morula o dal tessuto

epiblastico della massa cellulare interna (embrioblasto) della blastocisti e
possono essere toti- o multipotenti;

cellule staminali fetali (FSC): derivano dai tessuti fetali e generalmente sono

multipotenti anche se possono trovarsi delle FSC pluripotenti (Bongso A. &
Lee E.H., 2005);

cellule staminali amniotiche (AFSC): derivano dal liquido amniotico e
vengono considerate multipotenti potendosi differenziare in cellule
osteogeniche, miogeniche, adipogeniche, endoteliali, epatiche e della linea
neuronale (De Coppi P. et al., 2007);
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d.

cellule staminali adulte (SSC): chiamate anche cellule staminali somatiche, si
ritrovano nei tessuti del bambino e dell’adulto e sono generalmente multi- e
unipotenti (Jiang Y. et al., 2002). Vengono considerate adulte anche le cellule
del cordone ombelicale dove e possibile riscontrare la presenza di cellule
staminali pluri- e multipotenti (Ratajczak M.Z. et al, 2007). Altre fonti di
cellule staminali adulte pluripotenti possono essere il midollo osseo, il
cervello, il fegato, I'epidermide, i muscoli scheletrici, il tratto gastrointestinale,

il pancreas, gli occhi, il sangue e la polpa dentale (Hipp J., 2008).

2) Potenziale differenziativo

a.

b.

C.

totipotenti: sono cellule che sono in grado di dare origine ad un organismo
intero e completo, tessuti extra-embrionali compresi. La possibilita di dare
origine ad un organismo in toto permane, nell'uomo, per tre divisioni cellulari,
ovvero finché I'embrione non raggiunge lo stadio di otto cellule, a partire dal
quale i singoli blastomeri riducono il proprio potenziale differenziativo. Negli
stadi embrionali successivi, morula e blastocisti, le cellule sono molto
plastiche e mantengono la capacita di formare vari sottotipi cellulari
(Mitalipov S. & Wolf D., 2009);

pluripotenti: sono cellule che derivano dall’epiblasto dell’embrioblasto della
blastocisti e sono in grado di generare tutti i compartimenti cellulari
dell’organismo adulto provenienti dai 3 foglietti germinativi ma non
all’'organismo in toto (Ulloa-Montoya F. et al., 2005);

multipotenti: sono cellule capaci di generare, differenziandosi, le cellule dello
specifico compartimento in cui risiedono come, ad esempio, le cellule

staminali emopoietiche che possono dare origine a qualsiasi elemento
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cellulare presente nel sangue (Weissman LL. et al, 2001). Come gia
precedentemente descritto, esse sono presenti in quasi tutti i tessuti adulti
(Hipp J., 2008);

d. oligopotenti: sono cellule in grado di differenziarsi in pochi tipi cellulari della
stessa famiglia, come ad esempio le cellule staminali linfoidi o mieloidi;

e. unipotenti: sono cellule che producono un solo tipo cellulare, come ad
esempio le cellule staminali muscolari, ma che si differenziano dalle cellule

differenziate solo per la loro capacita di auto-rinnovamento (self-renew).

1.2.2 USO TERAPEUTICO

Considerata la potenzialita rigenerativa delle cellule staminali, i ricercatori hanno
focalizzato la loro attenzione sugli studi inerenti la loro possibilita di utilizzo terapeutico. I

tre maggiori approcci che si stanno sviluppando per raggiungere tali scopi sono:

1. trapianto di cellule staminali o loro derivati cellulari;

2. costruzione di tessuti biologici in vitro per impianto diretto con cellule staminali o
loro derivati cellulari;

3. induzione o miglioramento della proliferazione e differenziamento in vivo delle

cellule staminali residenti per la rigenerazione del tessuto leso.

Non potendo trattare in questa sede in modo completo ed esauriente l'immensa
letteratura presente riguardante I'uso terapeutico delle cellule staminali per la terapia delle
cardiomiopatie di origine ischemica e non, tratteremo schematicamente le principali fonti
di cellule staminali utilizzate in ambito clinico, le vie di somministrazione e il meccanismo

di miglioramento della funzionalita cardiaca: per ulteriori approfondimenti si rimanda alla
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consultazione delle reviews in bibliografia (Murry C.E. et al., 2005; Laflamme M.A. & Murry

C.E., 2005; Seegers V.F.M. & Lee R.T., 2008).

Le principali fonti di cellule staminali adulte utilizzate sia in ambito sperimentale che

clinico per la rigenerazione di miocardiociti ex novo sono:

* mioblasti scheletrici: cellule staminali residenti nei muscoli, presentano
un’integrazione elettromeccanica molto bassa con i miocardiociti anche se
forniscono un substrato putativo aritmogenico (Fernandes S. et al., 2006);

* cellule staminali da midollo osseo (BMC):

o cellule staminali mononucleate: includono diverse sottopopolazioni con
caratteristiche morfologiche e fenotipiche diverse (Villaron E.M. et al., 2004)
ed hanno dimostrato di transdifferenziare in miociti e promuovere la
neovascolarizzazione (Schatteman G.C. et al. 2004);

o cellule progenitrici endoteliali: sottopopolazione delle cellule midollari, hanno
dimostrato di promuovere la vasculogenesi e, di conseguenza, I'ossigenazione
del tessuto ischemico dopo il danno (Young P.P. et al., 2007);

o cellule staminali mesenchimali (MSC): rara sottopopolazione di cellule
midollari, particolarmente studiate nell'ambito della terapia dell'infarto
miocardico acuto e verranno trattate in modo piu approfondito nel paragrafo
1.2.4;

* cellule staminali mesenchimali da tessuto adiposo (AT-MSC): cellule recentemente
scoperte, presentano una morfologia e un fenotipo molto simile a quello delle cellule
mesenchimali da midollo osseo (Kern S. et al., 2006). Esse hanno attirato I'attenzione

dei ricercatori e dei clinici soprattutto per la possibilita di estrarre enormi volumi di
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tessuto adiposo e di cellule evitando la coltura in laboratorio e senza rischio per il
paziente o limitazioni di ordine etico (Fraser J.K. et al. 2006);

cellule staminali cardiache residenti (CSC): cellule staminali residenti nel tessuto

cardiaco presenti in nicchie e in grado di differenziarsi in cardiomiociti o cellule della
linea vascolare (Torella D. et al., 2006). Il loro isolamento e la loro espansione per
l'utilizzo in ambito clinico come alternativa all’'uso di cellule staminali derivanti dal
midollo osseo, € sicuramente argomento interessante anche se discutibile in quanto
le BMC presentano, oltre alle stesse proprieta delle CSC, anche una pluripotenzialita
che tali cellule, invece, non possiedono (Méndez-Ferrer S. et al., 2006);

cellule staminali embrionali (ESC): cellule staminali toti- o multipotenti che derivano
dallo zigote (totipotenti) o dalle cellule della massa cellulare interna (multipotenti).
Esse presentano tutte le caratteristiche elettromeccaniche e fisiologiche ideali per la
riparazione miocardica, come una illimitata capacita di differenziazione in tutte le
linee cardiache (Caspi O. & Gepstein L., 2004). Tuttavia presentano forti limiti etici
(Salter B. & Salter C., 2012) e biologici, in quanto mostrano una elevata
immunogenicita (Robertson N.J. et al., 2007) e una alta incidenza nella formazione di
teratomi (Hwang W.S. et al., 2006);

cellule staminali derivanti dalla linea germinale (SSC): sono cellule staminali
spermatogoniali che, come recentemente dimostrato, possono dare origine, in vitro,
a tutte le cellule dei tre foglietti germinativi, inclusi i miocardiociti, acquisendo
quindi le caratteristiche delle cellule staminali embrionali (Zovoilis A. et al.,, 2008).
Concettualmente le SSC derivanti da biopsia testicolare potrebbero essere utilizzate
nella terapia staminale senza le limitazioni etiche e immunologiche proprie delle ESC

(Guan K. et al.,, 2006).
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Le vie di inoculo delle cellule staminali primariamente utilizzate sono:

e intracoronarica: iniezione diretta nelle arterie coronarie di cellule staminale

(Assmus B. et al., 2006);

* intravenosa: iniezione in vene periferiche di cellule staminali;

* intramiocardica: iniezione di cellule staminale direttamente nel tessuto miocardico
(Williams A.R. et al., 2011 - Otto Beitnes J. et al., 2012);

* endomiocardica: iniezione diretta nell’endocardio di cellule staminali (Konstantinos

E.etal, 2010);

* epicardica: trapianto di cellule staminali sull’epicardio attraverso l'uso di foglietti
cellulari creati in laboratorio (Hamdi H. et al., 2011);

* intramiocardica transvenosa: iniezione di cellule staminali nella vena
intraventricolare anteriore effettuata in venografia via sinus coronarico (George J.C.

etal., 2008).

La via di inoculo delle cellule staminali permane argomento di acceso dibattito in quanto
ognuna di esse presenta vantaggi e svantaggi che non permettono l'elezione della via

migliore (Perin E.C. & Lopez J. 2011).

1.2.3 OUTCOME CLINICO DELL’'INFARTO MIOCARDICO ACUTO TRATTATO CON

CELLULE STAMINALI

L’obiettivo primario nella terapia dellAMI é quello di ripristinare una adeguata
vascolarizzazione della zona ischemica e le cellule staminali, pur con risultati diversi,
sembrano essere adatte per questo compito.

Numerosi studi hanno valutato l'outcome clinico dei pazienti sottoposti a terapia
rigenerativa attraverso l'uso diretto di cellule staminali: un elenco dei piu recenti studi e
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riassunto in Tabella 1.2 (Ricardo Sanz-Ruiz R et al., 2010; George J.C. 2010). La maggior
parte di essi utilizza la via intracoronarica per I'inoculo delle cellule staminali ed i risultati
sono discordi I'uno dall’altro. Uno dei primi trial clinici, condotto da Strauer e collaboratori
in 10 pazienti non randomizzati, ha riportato una diminuzione della zona infartuata ed un
aumento della perfusione a dispetto di nessun miglioramento della frazione di eiezione del
ventricolo sinistro (LVEF) a 3 mesi dal trapianto in comparazione con il gruppo di controllo
(Strauer B.E. et al., 2002). Il primo trial clinico randomizzato e stato il TOPCARE-AMI che,
sebbene abbia dimostrato un incremento della LVEF a 4 mesi e una riduzione dell’area
infartuata a 12 mesi, non presentava dei gruppi di controllo di confronto (Assmus B. et al.,
2002). Nel trial BOOST, il trapianto ha portato sia ad un aumento della contrattilita nella
zona infartuata che un aumento della LVEF del 6%. Tale miglioramento perd e stato
mantenuto a medio termine (18 mesi) solo dai pazienti che presentavano un’area infartuata
maggiore (Wollert K.C. et al,, 2004). Nel trial REPAIR-AMI l'incremento della LVEF e stato
del 2,8% a 12 mesi (Schachinger V. et al., 2006), mentre nel trial FINCELL é stato del 5%
(Huikuri H.V. et al., 2008). In ultimo, nel trial REGENT si sono osservati dei miglioramenti
del 3% circa rispetto al gruppo di controllo, ma questo ultimo studio € stato sospeso in
quanto a 6 mesi tale differenza non era piu significativa e il follow up dei pazienti risultava
incompleto (Tendera M. et al., 2009).

Altri studi clinici, invece, non hanno riscontrato miglioramenti funzionali. Nei trials
HEBE e ASTAMI non si sono riscontrati, dopo iniezione di cellule staminali, effetti
significativi su LVEF, sulla superficie dell’area infartuata e sul volume del ventricolo sinistro
(Lunde K. et al,, 2006; van der Laan A. et al., 2008; Hirsh A. et al., 2011), mentre Janssens e
collaboratori, pur confermando il non miglioramento nella LVEF, hanno invece riscontrato
una riduzione della superficie dell’area infartuata e un miglioramento della contrattilita

locale (Janssens S. et al., 2006). Lo studio condotto da Chen e collaboratori ha dimostrato un
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Tabella 1.2. Principali trails clinici con iniezione di cellule staminali umane dopo infarto

miocardico acuto (Ricardo Sanz-Ruiz R et al., 2010; George J.C. 2010)

Studio Design Tipo Ce.llule Timing AL Er.ld Risultati
cellule trapiantate up point
Straueretal. 2002 NRC  BMMC 3*107 7ggpost-IMA  3mesi  LVEF Nessuna
differenza
Assmus et al. 2002 PBC 2*107 + 8% PB e
RNC 5 gg post-IMA 4 mesi LVEF +8% BM ma
TOPCARE-AMI BMMC 2*%108 NGC
Kuethe et al. 2004 NRNC BMMC 4*107 6 gg post-IMA 12 mesi LVEF NGC
Chen et al. 2004 RC MSC 9*109 18 gg post-IMA 6 mesi LVEF +18%
Wollert et al. 2004
RC BMMC 2*¥109 5 gg post-IMA 6 mesi LVEF +6%
BOOST
Bartunek et al. .
2005 NRC BMMC 1*107 12 gg post-IMA 4 mesi LVEF +7%
Janssens et al. 2006 R C BMMC 2*108 1ggpost-IMA  4mesi  LVEF Nessuna
differenza
Geetal. 2006
RC BMMC 4*107 1 gg post-IMA 6 mesi LVEF +5%
TCT-STAMI
Lunde et al. 2006
RC BMMC 7%107 6 gg post-IMA 6 mesi LVEF Nessuna
ASTAMI differenza
Schachinger et al.
RC BMMC 2*108 4 gg post-IMA 4 mesi LVEF +3%
REPAIR-AMI 2006
0,
Meluzin et al. 2006 RC Low BMMC 1107 7 t-IMA 3 i LVEF T o B
eluzin et al. ost- mesi ) i
High BMMC  1*108 8P S g
BM
Penicka etal. 2007 RC BMMC 3*108 9 gg post-IMA 4 mesi LVEF N.essuna
differenza
Tatsumi et al. 2007
NRC PBC 5%109 3 gg post-IMA 6 mesi LVEF + 6%
TACT-PB-AMI
Huikuri et al. 2008
RC BMMC 4*108 2-6 gg post-IMA 6 mesi LVEF +5%
FINCELL
Tendera et al. 2009 NS-BMMC 2*108 - .
RC 3-12 gg post 6 mesi LVEF N.essuna
REGENT S-BMMC 2*106 IMA differenza
Hirsh et al. 2011 PBC --
RC 3-8 gg post-IMA 4 mesi LVEF N.essuna
HEBE BMMC - differenza

NR = non randomizzato; C = controllato; R = randomizzato; BMMC = cellule mononucleate da midollo osseo (NS = non selezionate - S =

selezionate); PBC = cellule del sangue periferico; IMA = infarto miocardico acuto; LVEF = frazione di eiezione del ventricolo sinistro; NGC

= nessun gruppo di controllo

34




aumento della LVEF e della perfusione, ma questi risultati non sono stati duplicati (Chen
S.L. et al., 2004). Hare e collaboratori, invece, non hanno riscontrato miglioramenti né nella
LVEF né nella perfusione dopo iniezione di BM-MSCs (Hare ].M. et al., 2009).

Si evidenzia, pertanto, da questi dati I'’enorme variabilita di outcome dei pazienti con

IMA trattati con trapianto di cellule staminali.

1.2.4 CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI (MSCs)

Focalizzando I'attenzione sulle cellule staminali mesenchimali (MSCs), esse sono cellule
staminali stromali multipotenti presenti nel midollo osseo e in altri tessuti che possono
differenziare in vari lineage tissutali come il tessuto osseo, cartilagineo, adiposo, muscolare
scheletrico e cardiaco (Devine S.M. & Hoffman R., 2000; Koc Prockop D.J., 1997; Pittenger
M.F. et al.,, 1999).

Esse sembrano essere, tra le varie cellule staminali utilizzate, le piu indicate all'uso

clinico in quanto presentano delle caratteristiche peculiari che sono:

¢ multilinearita differenziativa (Pittenger M.F. et al., 1999);

* capacita immunomodulante (Bifrari F. et al., 2008);

* auto-rinnovamento (Deans R.J. & Moseley A.B., 2000);

* alto potenziale proliferativo (Krampera M. et al., 2007);

* ampia e semplice espansione in coltura (Pittenger M.F. et al., 2004).

Come descritto nel paragrafo 1.2.3, le BM-MSCs presentano, nei vari studi, risultati
discordanti per quanto nella maggior parte dei casi si siano osservati un miglioramento
della LVEF, della vascolarizzazione della zona infartuata e una riduzione dell’area
ischemica. Nonostante l'intensa ricerca, i meccanismi sottostanti tali miglioramenti non
sono ancora completamente chiariti (Dai W. et al., 2012). Essi potrebbero riferirsi a fattori
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paracrini rilasciati dalle cellule trapiantate (Murry C.E. et al, 2005), alle capacita
immunomodulanti delle BM-MSCs (Abumaree M. et al, 2012), alla rigenerazione di
miocardiociti ex novo (Orlic D. et al., 2001) oppure alla capacita angiogenetica delle cellule
staminali (Ma N. et al., 2005). Per causare un problema cardiaco, I'ischemia deve colpire
almeno il 25% del ventricolo sinistro (Caulfield ].B. et al., 1976). Il cuore umano ha circa 20
milioni di miocardiociti per grammo di tessuto (Olivetti G. et al, 1990) e il ventricolo
sinistro pesa mediamente, in una popolazione di eta media di 49 + 17 anni e di 72 + 13 Kg di
peso, 123 gr. nell'uomo e 96 gr. nella donna (Hudsmith L.E. et al., 2005). Come conseguenza
esso contiene circa 2,5 miliardi di miocardiociti nell’'uomo e 2 nella donna. Pertanto, il
deficit minimo di miocardiociti per causare problemi cardiaci € di circa 625 milioni e una
rigenerazione miocardiocitica vera dovrebbe ristabilire tale numero di cellule e assicurare
la loro sincrona contrazione con il miocardio ospite attraverso le giunzioni
elettromeccaniche (Murry C.E. et al. 2006). Inoltre e stato dimostrato che la LVEF presenta
un miglioramento gia dopo le prime 72h dal trapianto, tempo insufficiente per garantire
una appropriata differenziazione, migrazione ed estensione delle cellule staminali iniettate
(Shah VK. etal, 2011).

Tali osservazioni conducono pertanto alla conclusione che il miglioramento nella
funzionalita cardiaca dopo trapianto di BM-MSCs non & presumibilmente dovuto alla
rigenerazione cardiaca, ma potrebbe riferirsi a fattori paracrini rilasciati dalle cellule
trapiantate, alle capacita immunomodulanti delle BM-MSCs, alla rigenerazione di
miocardiociti ex-novo, oppure alla capacita angiogenetica delle cellule staminali (Mirotsou
M.etal, 2011)

In particolare, per quanto riguarda la rigenerazione miocardiocitica ex novo, molti studi
hanno dimostrato un’effettiva rigenerazione miocardiocitaria con neovascolarizzazione

derivante dalle cellule staminali trapiantate sia attraverso meccanismi di fusione cellulare
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che di transdifferenziazione (Orlic D. et al., 2001; Jackson K.A. et al., 2001; Toma C. et al,,
2002; Orlic D. et al. 2003; Nygren J.M. et al., 2004; Shah V.K. et al, 2011). Per contro,
tuttavia, altri studi non hanno ottenuto gli stessi risultati (Murry C.E. et al.,, 2004; Balsam
L.B. et al., 2004; Chien K.R., 2004; Unlisted authors, 2004). Inoltre, Toma e collaboratori
hanno dimostrato che il tasso di sopravvivenza delle BM-MSCs trapiantate in cuore di topo
era inferiore allo 0,5% al 4° giorno post-trapianto (Toma et al., 2002).

Si puo concludere che i maggiori ostacoli per una strategia basata sull’'uso di cellule

staminali siano:

[. laloro poca disponibilita post-trapianto (Song H. et al., 2010);

[I. la presenza di molecole reattive dell’ossigeno (reactive oxygen species - ROS) che
sono conosciute per essere dei mediatori chimici nelle disfunzioni cardiache, in
quanto impediscono l'adesione cellulare e stimolano il distacco e la morte
cellulare (Yao E.H. et al., 2006; Pelegrin P. & Surprenant A., 2009; Saenz-Morales
D.etal., 2009; Zhu W.G,, et al. 2009);

III. la presenza di condizioni di ischemia con mancanza di fattori nutrienti e
ossigenati che possono modificare la disponibilita cellulare delle BM-MSCs

trapiantate (Ingber D.E., 2002; Mylotte L.A. et al., 2008).

Inoltre, € stato dimostrato che l'ischemia miocardica genera una potente risposta
infiammatoria con produzione di radicali liberi e citochine infiammatorie che possono
aumentare la morte cellulare e l'iniziale apoptosi (Frangogiannis N.G., 2006). Tutti questi
ostacoli non sono, comunque, considerati fattori che impediscono il loro studio e il loro uso,
in quanto le BM-MSCs possono reagire differentemente a tutti questi stimoli grazie alla loro
intensa capacita immunomodulante garantendosi, nonostante 'ambiente estremamente

difficile, una buona vitalita e una soddifsfacente plasticita (Song H. et al., 2010).
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2.SCOPO

Il modello murino di infarto miocardico acuto (IMA) e uno dei modelli piu utilizzati
nell’'ambito della ricerca scientifica. L’'uso di cellule staminali, in modo particolare delle
cellule staminali mesenchimali da midollo osseo umano (BM-MSCs), per la terapia dell'IMA,
¢ argomento di acceso dibattito e di profondo studio sia per quanto riguarda il
miglioramento clinico sia per la possibilita di rigenerazione di miocardiociti ex novo che le
BM-MSCs offrono.

Gli scopi di questo lavoro vogliono valutare diversi aspetti legati a questo tipo di studi, e

in modo particolare, quelli inerenti:

* al perfezionamento delle tecniche di prelievo, isolamento ed espansione delle BM-
MSCs umane e alla valutazione delle loro capacita differenziative e
immunomodulanti;

¢ alla valutazione della permanenza delle BM-MSCs trapiantate nel breve periodo (24,
48 e 72h) attraverso 'uso di cellule transfettate con TAT-GFP+;

* alla valutazione della compartecipazione delle BM-MSCs nei processi riparativi

conseguenti 'IMA.

In ultimo, ma non per questo meno importante, questo progetto si &€ posto lo scopo della
ricerca della tecnica chirurgico-anestesiologica che potesse aumentare la percentuale di
successo operatorio e ridurre, di conseguenza, il numero di animali utilizzati. Tale scopo
potrebbe, pertanto, soddisfare gli importanti e fondamentali Principi delle 3R, che posso

brevemente essere riassunti come:
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* Replacement: inteso come la possibilita di evitare o sostituire 'uso di animali nella
ricerca che ha il potenziale di causare dolore;

¢ Refinement: inteso come il perfezionamento delle procedure e delle manipolazioni
che producono o possono produrre dolore, sofferenza, stress in modo tale da
aumentare il benessere animale negli studi che non possono evitare 'utilizzo degli
stessi

* Reduction: inteso come l'utilizzo di metodi che minimizzano l'uso di animali
permettendo al ricercatore di ottenere livelli comparabili di informazioni con un
numero minore di animali o, con lo stesso numero di animali, un livello superiore di

informazioni minimizzando il futuro utilizzo di ulteriori soggetti.

Tali Principi sono divenuti, nel corso dell’'ultimo decennio, indispensabili e necessari per

ogni ricerca scientifica (Farnaud S. The evolution of the Three Rs. ATLA 2009:37; 249-254;

http://www.nc3rs.org.uk).
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3. MATERIALI E METODI

3.1 ORGANIZZAZIONE DEL PROGETTO

Questo Progetto e stato svolto dal Dipartimento di Biomedicina Comparata e Scienze
Alimentari - Sezione di Anatomia Patologica - dell’Universita degli Studi di Padova in
collaborazione con il Consorzio per la Ricerca sul Trapianto d’Organo, Cellule, Tessuti e
Medicina Rigenerativa (Corit) di Padova, con il Dipartimento di Scienze Cardiologiche,
Toraciche e Vascolari - Sezione di Anatomia Patologica - dell’'Universita degli Studi di
Padova e con il Laboratorio Universitario di Ricerca Medica (LURM) - Sezione Ematologia -

dell’Azienda Ospedaliera - Policlinico di Verona.

Il Progetto & stato suddiviso in 3 fasi, non propedeutiche I'una all’altra, che si sono, in
taluni periodi, anche sovrapposte temporalmente. Per una maggior chiarezza espositiva,

esse possono essere suddivise in:

* Fase 1: prelievo, espansione e valutazione delle capacita differenziative e
immunomodulanti delle cellule staminali mesenchimali da midollo osseo umano

(BM-MSCs); transfezione con il trans-attivatore di trascrizione (TAT)-GFP+;

e Fase 2: perfezionamento della tecnica chirurgico-anestesiologica di induzione di
infarto miocardico acuto (IMA) nel topo in linea con i Principi delle 3R

(Replacement, Reduction, Refinement) come dettagliato nel precedente Capitolo;

* Fase 3: valutazione della permanenza delle BM-MSCs trapiantate nel breve periodo,

inteso come 24, 48 e 72h post-trapianto, attraverso l'uso di cellule transfettate con
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TAT-GFP+, e della loro partecipazione nei processi riparativi conseguenti 'lMA a1, 2

e 4 settimane.

3.2 MODELLO ANIMALE

In questo lavoro sono stati sottoposti a procedura di induzione di infarto miocardico
acuto chirurgicamente indotto 159 topi Balb/c Athymic Nude-Fox1m (Harlan Laboratories,
San Pietro al Natisone - Udine - Italy). La popolazione murina é stata di eta compresa tra le
15 e le 17 settimane (media 16,0 + 0,99 dev. st. - mediana 15,9) con un peso compreso tra i
25,9 e i 32,1 gr. (media 29,3 * 1,69 - mediana 28,9). Tale popolazione e stata stabulata
presso lo Stabulario del polo universitario Agripolis - Universita degli Studi di Padova - in
condizioni controllate, a temperatura e umidita costante con luce programmata. Gli animali
sono stati alimentati con cibo specifico per roditori e con acqua ad libitum. Tutti gli animali
sono stati esaminati presso il Laboratorio Harlan contro virus, batteri, Mycoplasma, funghi,
parassiti e altre malattie. La scelta e ricaduta su questa specie murina in quanto,
presentando una immunodeficienza derivante dalla mancata produzione di linfociti T, si e
cercato di ridurre il piu possibile I'insulto immunitario verso le cellule trapiantate.

Tutte le procedure descritte in questo progetto sono conformi alla Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals pubblicato da US National Institute of Health (NIH Publication
No. 85-23, revised 1996, A3227-01) e alla Legge Italiana D. Lgs. 116/92. Inoltre il lavoro &
stato approvato dal Comitato Etico di Ateneo per la Sperimentazione Animale (C.E.A.S.A.)
con Prot. n. 16174 /10. 1l progetto, oltre a cio, e stato condotto sotto la supervisione del
Comitato Etico Istituzionale e del Servizio Veterinario d’Ateneo dell’'Universita degli Studi di
Padova.

Gli animali sono stati randomizzati e divisi in 5 gruppi (Tabella 3.1) come descritto di

seguito:
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Gruppo 1: gli animali (n. 60) sono stati sottoposti a chirurgia di induzione di IMA attraverso
la legatura della coronaria anteriore discendente di sinistra (LAD) e al trapianto di BM-
MSCs.

L’end-point del gruppo e stato fissato a:

* 24h: Gruppo la-n. 10;
*  48h: Gruppo 1b - n. 10;
e 72h: Gruppo 1c - n. 10;
* 1 settimana: Gruppo 1d - n. 10;
* 2 settimane: Gruppo le - n. 10;

* 4 settimane: Gruppo 1f - n. 10.

Gruppo 2: gli animali (n. 60) sono stati sottoposti solamente alla legatura dell’arteria
coronaria LAD senza iniezione di BM-MSCs o mezzo di sospensione.

L’end-point del gruppo e stato fissato a:

* 24h: Gruppo 2a - n. 10;
* 48h: Gruppo 2b -n. 10;
e 72h: Gruppo 2c - n. 10;
* 1 settimana: Gruppo 2d - n. 10;
* 2 settimane: Gruppo 2e - n. 10;

* 4 settimane: Gruppo 2f - n. 10.

Gruppo 3: gli animali (n. 12) sono stati sottoposti alla legatura dell’arteria coronaria LAD
con successiva iniezione del solo mezzo di sospensione delle BM-MSCs.

L’end-point del gruppo e stato fissato a:
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* 24h: Gruppo 3a-n. 3;
e 72h: Gruppo 3b - n. 3;
e 2 settimane: Gruppo 3c - n. 3;

* 4 settimane: Gruppo 3d - n. 3.

Gruppo 4: gli animali (n. 15) sono stati sottoposti alla sola iniezione di BM-MSCs senza
induzione di IMA.

L’end-point del gruppo e stato fissato a:

* 24h: Gruppo4a-n.5;
* 48h: Gruppo 4b - n. 5;

e 72h: Gruppo 4c - n. 5;

Gruppo 5: gli animali (n. 12) sono stati sottoposti alla sola toracotomia.

L’end-point del gruppo e stato fissato a:

* 24h: Gruppo 5a-n. 3;
e 72h: Gruppo 5b - n. 3;
* 2 settimane: Gruppo 5c - n. 3;

* 4 settimane: Gruppo 5d - n. 3

All'interno del gruppo 2 in cui i soggetti sono stati sottoposti solo ad induzione di IMA,

gli animali sono stati ulteriormente randomizzati per valutare:

* le differenti tempistiche e tecniche anestesiologiche
* le differenti tempistiche chirurgiche

* l'influenza della posizione del paziente sul successo operatorio
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Tabella 3.1. Suddivisione dei gruppi sperimentali per procedura e tempistica

- IMA +
En.d MSC + IMA ONLY MSC ONLY | CONTROLLO TOTALE
point IMA D-MEM
24h 10 10 3 5 3 31
48h 10 10 -- 5 -- 25
72h 10 10 3 5 3 31
1w 10 10 -- -- -- 20
2w 10 10 3 -~ 3 26
4w 10 10 3 -~ 3 26
Totale 60 60 12 15 12 159

MSC = cellule staminali mesenchimali; IMA = infarto miocardico acuto; D-MEM = Dulbecco's modified Eagle's medium

Le differenti tecniche anestesiologiche e i posizionamenti dei pazienti sul tavolo
operatorio verranno esaurientemente illustrati nel paragrafo 3.3. Qui si vuole solo
evidenziare che il Gruppo 2, come riportato in Tabella 3.2, & stato randomizzato in due
sottogruppi (n. 30) con posizionamento chirurgico in decubito latero-laterale destro (LR) e
decubito supino (SR). Questi due sottogruppi sono stati ulteriormente randomizzati in 3
gruppi (n. 10) identificati con I'utilizzo della tracheotomia (TT-LR e TT-SR), dell'intubazione

endotracheale (ET-LR e ET-SR) e 'uso di maschera senza intubazione (NI-LR e NI-SR) per

valutare le differenti tecniche anestesiologiche.

Tabella 3.2. Randomizzazione del gruppo 2 per decubito e procedura anestesiologica

Tecnica/decubito ET TT NI Totale
RL 10 10 10 30
SR 10 10 10 30
Totale 20 20 20 60

RL = decubito laterale destro; SR = posizione supina; ET = intubazione endotracheale; TT = intubazione

per tracheotomia; NI = non intubati
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3.3 MODELLO CHIRURGICO-ANESTESIOLOGICO

Tutti gli animali sono stati anestetizzati con isofluorano attraverso l'uso di una camera
di induzione. Per i gruppi che hanno subito la procedura di intubazione, la frequenza
respiratoria & stata impostata a 120 atti per minuto con pressione inspiratoria di 16 cm
H20. La temperatura della stanza era compresa tra i 24 e i 26°C a i soggetti sono stati posti
su una piattaforma chirurgica riscaldata a 37°C.

Per i gruppi ET-LR e ET-SR e stato utilizzata una tecnica simile a quella descritta da
Brown R.H. (Brown R.H. et al, 1999) e da Spoelstra E.N. (Spoelstra E.N. et al., 2007) con
alcune varianti personali, come il differente posizionamento del paziente per I'intubazione e

i differenti metodi contenitivi.

Per ogni procedura chirurgico-anestesiologica, gli animali sono stati posizionati sulla
piattaforma riscaldata a 37°C con la testa rivolta verso il chirurgo e vicino al bordo del
tavolo operatorio. Il naso dell’animale & stato contenuto attraverso 'utilizzo di un elastico
passante dietro ai denti incisivi e fissato ai bordi della piattaforma riscaldata. La faringe &
stata poi illuminata dall’esterno con due luci endoscopiche fredde per aumentare la
visibilita della glottide e successivamente e stata applicata una goccia di lidocaina con l'uso
di una siringa da insulina da 1ml/26G come prevenzione ad eventuali movimenti riflessi
durante le procedure di intubazione. Con una pinza curva, la lingua e stata tenuta premuta
verso il pavimento mandibolare e lievemente trazionata per permettere la visualizzazione
delle corde vocali e della trachea: un catetere intravenoso da 20G & stato quindi inserito
delicatamente nella trachea per 7-10 mm circa. Il successo della procedure e stato verificato
attraverso l'uso di un specchietto da dentista mantenuto a -20°C che, nel caso di una
corretta intubazione, si appannava. Immediatamente dopo l'intubazione e la verifica della

corretta procedura, il tracheotubo e stato collegato ad una unita respiratoria Fluovac
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Isoflurane/Halotane Scavanger (Harvard Apparatus Ltd. Kent, UK) provvista di filtro
assorbente.

Per i gruppi TT-LR e TT-SR, invece, e stato utilizzato un protocollo simile a quello
descritto da Kolk M.V.V. e collaboratori (Kolk M.V.V. et al., 2009). L’animale e stato posto
sulla piattaforma riscaldata a 37°C con la coda rivolta verso il chirurgo e, attraverso l'uso di
una maschera facciale appositamente
adattata per la specie murina, e stata
mantenuta l'anestesia totale per via
inalatoria. Attraverso l'uso di un microscopio
operatorio, € stata effettuata una incisione di
circa 10-13 mm sulla linea mediana del collo
tra la laringe e l'inizio del torace per esporre e
separare i muscoli del collo e il tessuto

connettivo che copre la trachea. Con una

forbice operatoria per microchirurgia Ila

Figura 3.1. Procedura di intubazione tramite
trachea e stata sezionata trasversalmente per tracheotomia. Dissezione dei muscoli del collo e

tomia della trachea e intubazione con cannula 20G

circa il 50-60% del suo diametro nella porzione

compresa tra il 4°-5° o0 5°-6° anello tracheale. Effettuata la tomia, essa e stata aperta con una
micropinza operatoria retta da 0,2 mm per inserire al suo interno un catetere intravenoso
20G (Figura 3.1). Dopo aver verificato che entrambe i polmoni fossero ventilati, il tubo
endotracheale e stato collegato ad una unita respiratoria Fluovac Isoflurane/Halotane

Scavanger (Harvard Apparatus Ltd., Kent, UK) provvista di filtro assorbente.

Per la valutazione della durata della procedura anestesiologica, il cronometro e stato

fatto partire, per quanto concerne i gruppi ET, nell'istante in cui l'animale era
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correttamente posizionato e il chirurgo pronto per effettuare la procedura. Per quanto
riguarda i gruppi TT invece, la misurazione della procedura era la somma di due differenti
fasi: la prima che andava dall'incisione della cute del collo fino all'intubazione
tracheotomica e la seconda dall’estubazione fino alla chiusura della trachea e dei muscoli

del collo.

Per le chirurgia in decubito laterale destro (LR) € stato utilizzato un metodo simile a
quello descritto da Tarnavski O. e collaboratori (Tarnavski O. et al, 2004). Dopo
intubazione, 'animale e stato posizionato con le zampe posteriori verso il chirurgo e I'arto
anteriore destro, in appoggio sulla piattaforma riscaldata (37°C), & stato ancorato
perpendicolarmente all’asse longitudinale del torace mentre I’arto anteriore sinistro e stato
gentilmente esteso in verticale e fissato dietro la testa. Le zampe posteriori, ancorate

insieme, sono state trazionate leggermente in direzione caudale (Figura 3.2).

Figura 3.2. Fissaggio del topo per la chirurgia e localizzazione dell'incisione per il modello di

infarto miocardico acuto (Tarnavski O. et al., 2004)
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Posizionamento per l'intervento di induzione di IMA in decubito laterale destro (LR).

La breccia chirurgica é stata effettuata a livello del 4° spazio intercostale. Il tratto nero individua la breccia cutanea.
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Dopo aver effettuato uno scrub chirurgico con soluzione di povidone-iodato e 70% di
alcool, é stata effettuata una incisione di circa 7 mm dal bordo sternale sinistro verso
'ascella sinistra evitando la resezione delle vene toraciche superficiali. Successivamente,
per esporre la parete toracica, sono stati dissezionati i muscoli pettorale maggiore sinistro,
il retto toracico sinistro e il muscolo serrato anteriore. La cavita toracica € stata dunque
aperta con l'uso di una microforbice Miiller (Aesculap FM011R, Croma Gio.batta, Padua,
[taly) a livello del 4° spazio intercostale seguendo il bordo craniale della 5° costa per evitare
di danneggiare il fascio vascolo-nervoso presente al bordo caudale della 4° costa. Per
evitare intense e pericolose emorragie, in questa fase é stata posta molta attenzione onde
evitare I'arteria mammaria interna sinistra che decorre parallela allo sterno a livello della
giunzione sterno-costale. Non e stato utilizzato un retrattore costale in quanto, nella nostra
esperienza, esso aumentava la difficolta di gestione dei microstrumenti all'interno della
cavita toracica incrementando le probabilita di danno, dovuti a involontari movimenti
secondari, delle sottili e fragili coste del topo.

Una volta individuato il cuore, il grasso pericardico e stato rimosso procedendo,
successivamente, ad una pericardiectomia: questo il momento in cui veniva identificata
I'arteria coronaria anteriore discente di sinistra (LAD). Essa, visibile come un vaso rosso
decorrente dall’atrio sinistro verso l'apice del cuore, € stata individuata e sottoposta a
legatura con un punto singolo intramiocardico di filo Prolene 8-0 a circa 1-2 mm dalla sua
insorgenza dall’atrio sinistro (Figura 3.3). Per prevenire ed evitare la formazione di
pneumotorace iatrogeno, prima della chiusura del torace si inseriva, a livello del 7-8° spazio
intercostale, un catetere venoso da 22G da cui si aspirava l'aria all’atto della chiusura del
torace. Quest’'ultimo, cosi come i muscoli e la cute, e stato chiuso con nodi singoli di filo

Prolene 6-0.
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Figura 3.3. Pattern delle arterie coronarie del topo e posizionamento della legatura
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Magnificazione della sola arteria coronaria anteriore discendete del cuore di topo. La legatura con punto piano singolo €& stata effettuata
immediatamente dopo la divisione della ADCA in LDA e DDA.
RA = atrio destro; LA = atrio sinistro; ADCA = arteria coronaria anteriore discendente; LDA = arteria coronaria anteriore discendente di

sinistra; DDA = arteria coronaria anteriore discendente di destra (Wang J. et al., 2006 - modificato)

Per le chirurgie in posizione supina (SR) e stato utilizzato un metodo similare a quello
descritto da Salto-Tellez M. e collaboratori (Salto-Tellez M. et al., 2004). Dopo intubazione,
I'animale & stato posto in posizione supina sulla piattaforma riscaldata (37°C) con la coda
rivolta verso il chirurgo. Tutti e quattro gli arti sono stati fissati in direzione radiale ed e
stato effettuato uno scrub chirurgico come precedentemente descritto. E stata quindi
effettuata una incisione di circa 5 mm dal lato sinistro dello sterno verso I'ascella sinistra e
la dissezione dei muscoli come gia riportato. La parete toracica é stata aperta a livello del 3-
4° spazio intercostale in accordo con la posizione del cuore e, una volta individuato
I'organo, e stato sollevato il grasso cardiaco con esecuzione della pericardiectomia.
Successivamente l'arteria coronaria LAD e stata facilmente individuata e legata come

descritto per le chirurgie dei gruppi LR. La tecnica per la prevenzione del pneumotorace
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iatrogeno e la chiusura del torace, dei muscoli e della cute, e stata la stessa descritta

precedentemente.

3.3.1 TRAPIANTO DI BM-MSCs TAT-GFP+ IN CUORI POST-IMA

Nei gruppi con (gruppi 1, 2 e 3) o senza (gruppo 4) induzione di IMA, sono state
trapiantate 3*10° cellule TAT-GFP* sospese in 45 pl di D-MEM, divise in 3 singole iniezioni,
attraverso l'utilizzo di una siringa Hamilton con ago da 30G (Mod. 705, 50 pl, Titolchimica
S.p-A., Rovigo, Italy). Dopo 20 minuti dalla legatura dell’arteria coronaria LAD, sono state
effettuate, ai bordi dell’area infartuata, 3 singole iniezioni di 1*10> di cellule sospese in 15
ul: la prima a destra del nodo di sutura 1-2 mm ventralmente, la seconda allo stesso livello
ma a sinistra e la terza a livello dell’apice del cuore. Per il gruppo 3 l'iniezione é stata, come
precedentemente riportato, del solo mezzo di sospensione D-MEM senza BM-MSCs TAT-

GFP+.

3.4 CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI UMANE DA MIDOLLO OSSEO

(BM-MSCs)

Come precedentemente descritto, le cellule staminali mesenchimali da midollo osseo
(BM-MSCs) sono una rara sottopopolazione dello stroma midollare osseo con multi

potenzialita (Nardi N. et al., 2006).

3.4.1 PROCEDURE DI PRELIEVO

L’aspirato di sangue midollare e stato effettuato su 5 pazienti sani e dopo consenso
informato utilizzando tecniche standard di prelievo dalla cresta iliaca posteriore superiore

(Focosi D., 2010).
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Dopo preparazione del campo operatorio tramite disinfezione chirurgica con soluzione
antisettica di povidone-iodato e alcool 70%, si & praticata anestesia locale dell’area
mediante infiltrazione fino al periostio di xilocaina 2%. Dopo circa 5-10 minuti per
attendere il picco di efficacia dell’anestetico locale, si e inserito I'ago da aspirato midollare
nella cresta iliaca fino a penetrare nella cavita midollare da dove, dopo estrazione del

mandrino, si sono aspirati 15 ml di sangue midollare in una siringa con 250 Ul di eparina.

3.4.2 CARATTERIZZAZIONE DELLE BM-MSCs

Dopo il prelievo, il sangue e stato stratificato su Fycoll-Paque (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) e centrifugato a 600 g per 20 minuti a temperatura ambiente in assenza di freno.
L’anello di cellule mononucleate e stato prelevato e diluito in soluzione PBS e le cellule sono
state messe in coltura in fiasche da 75 cm? (BD Falcon, Becton Dickinson, Milano, Italy) alla
concentrazione di 1,2x10¢ cellule nucleate.

Dopo 72h le fiasche sono state lavate con PBS per eliminare le cellule non aderenti e la
coltura e stata arricchita con Dulbecco’s modified Eagle’s medium (D-MEM). Al terreno di
coltura, portato ad elevata concentrazione di glucosio, e stato aggiunto Glutamax, 18%
heatinactivated adult bovine serum, 100 U/ml di penicillina, and 100 pg/ml streptomicina
(tutti da Gibco, Milan, Italy). Successivamente, la coltura € stata incubata a 37°C in
atmosfera al 5% di CO-.

Quando le cellule aderenti hanno raggiunto una confluenza del 70-80%, venivano
tripsinizzate (0,05% di tripsina a 37°C per 5 minuti), raccolte ed espanse in fiasche di
superficie maggiore ad una concentrazione piu bassa (1000-2000 cellule/cm?). Una
popolazione omogenea viene solitamente raggiunta in circa 1-2 settimane di coltura e al
terzo passaggio (P3) si & ottenuto un numero di cellule circa 200 volte il numero iniziale.

Ogni 2-3 giorni il terreno e stato rinnovato.
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Una volta ottenute una popolazione pura di cellule, esse sono state esaminate per la loro
definitiva caratterizzazione. La International Society for Cellular Therapy ha definito i

criteri minimi per definire una cellula come staminale mesenchimale, ed essi sono:

1) devono possedere una aderenza plastica in normali condizioni di cultura;

2) devono esprimere il CD 73, il CD 90 e il CD 105 ed essere negativi al CD14 o CD11b,
CD 34, CD45, CD79alfa o CD19 e HLA-DR;

3) devono differenziare in osteoblasti, condroblasti e adipociti in vitro (Dominici M. et

al., 2006).

3.4.2.1 IMMUNOMODULAZIONE

Le BM-MSCs sono state poste in cocoltura insieme a PBMC (peripheral blood
mononuclear cells) ottenuti da sangue periferico di donatori sani. I PBMC sono stati
stimolati a proliferare utilizzando anticorpi monoclonali diretti contro il CD3 e il CD28, la
cui attivazione induce una massiva proliferazione cellulare (5-7 divisioni cellulari). Per
visualizzare tale proliferazione i PBMC sono stati marcati, prima della cocoltura, con il CFSE
(carbossifluoresceina diacetato succimidil estere), una molecola fluorescente che si lega alle
proteine cellulari e permette, sfruttando l'uguale distribuzione delle proteine in seguito a
divisione cellulare, di conoscere 1'esatto numero di generazioni a cui i PBMC sono andati
incontro.

Per visualizzare 1'inibizione della proliferazione da parte delle MSCs, quest'ultime sono
state cocoltivate con PBMC attivati in rapporto PBMC:MSC 5:1 e 50:1 per sei giorni. Al sesto
giorno i PBMC sono stati raccolti, marcati con il CD45 e TO-PRO3 (marcatore di vitalita) e
analizzate al citofluorimetro FACSCalibur (BD Biosciences, Oxford, UK). La percentuale dei
PBMC proliferanti in cocoltura con le MSC ¢é stato rapportato alla proliferazione dei PBMC
coltivati da soli per ottenere la percentuale di proliferazione relativa. Per comparare la
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proprieta immunomodulatoria dei cinque campioni prelevati, sono stati utilizzati i PBMC

dello stesso donatore al fine di escludere variabilita legate a donatori diversi.

3.4.2.2 DIFFERENZIAZIONE VERSO LE LINEE MESENCHIMALI

Al fine di valutare il potenziale differenziativo delle BM-MSCs dopo espansione, le cellule
sono state coltivate in presenza di fattori che inducono l'attivazione di specifiche vie di

segnalazione che inducono il differenziamento.

Il differenziamento adipocitario e stato ottenuto coltivando le MSC con 3-isobutyl-1-
methylxantine (IBMX), desametasone ed insulina per 2 settimane, al termine delle quali le
cellule sono state colorate con Oil-Red-O per evidenziare la presenza di vacuoli lipidici,
indice dell’avvenuto differenziamento.

I differenziamento osteocitario stato ottenuto coltivando per 3 settimane le BM-MSCs
con [3-glicerofosfato, acido ascorbico e desametasone; successivamente e stato eseguito una
colorazione immunoistochimica per la fosfatasi alcalina (ALP), la cui espressione indica il

differenziamento verso il lineage osteocitario.

Il differenziamento condrocitario & ottenuto tramite coltura delle BM-MSCs in pellet in
presenza di TGF-B1, desametasone, piruvato di sodio, prolina e ITS Premix (Insulina,
trasferrina e acido selenioso). Dopo 2 settimane il pellet e stato fissato in Septosol®, incluso
in paraffina e colorato con blu di toluidina per evidenziare la deposizione di proteoglicani e

glicosamminoglicani.
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3.4.3 FENOTIPIZZAZIONE

3.4.3.1 POST-PRELIEVO

Le cellule sono state fenotipizzate, per quanto riguarda gli esami post-espansione post-
prelievo per la positivita all’espressione dei marcatori mesenchimali (CD73, CD90, CD105,
CD146 e HLA-ABC) e la negativita dei marcatori ematopoietici/endoteliali (CD31, CD34,
CD45,CD106 e HLA-DR).

Le cellule, in numero di 2x10¢, sono state risospese in 100 pl di PBS e incubate con 10 pl
dello specifico marcatore per 10 minuti a temperatura ambiente; al termine
dell'incubazione le cellule sono state lavate con PBS per rimuovere 1'eccesso di anticorpo,
successivamente le cellule sono state risospese in 200 pl di PBS e analizzate al
citofluorimetro FACSCalibur (BD Biosciences, Oxford, UK). Per ogni anticorpo e stato
utilizzato lo specifico controllo isotipico.

Successivamente le cellule sono state congelate in azoto liquido in attesa della

marcatura e dell’utilizzo in vivo.

3.4.3.2 POST-TRANSFEZIONE PRE-IMPIANTO

Al momento dell’utilizzo, le cellule sono state scongelate in terreno di coltura completo,
costituito da D-MEM (Euroclone S.p.A. - Milano - Italy), 20% di siero fetale bovino (FBS)
(Euroclone S.p.A. - Milano - Italy), 20 mM L-Glutammina (Sigma Aldrich, United Kingdom) e
0,1% di penicillina/streptomicina 100U/mml (Euroclone S.p.A. - Milano - Italy) alla
concentrazione di 1x106 cellule. Ogni 48h il terreno di coltura & stato cambiato fino al
raggiungimento di una confluenza di circa il 70% ottenuto incubando le cellule in

termostato 37°C con 5% CO3: la resa finale e stata di circa 2,5x106 cellule.
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Per ottenere le BM-MSCs pronte per la transfezione con TAT-GFP+, il terreno di coltura e
stato eliminato per decantazione e i detriti presenti sono stati eliminati con doppio lavaggio
di PBS sterile (Euroclone S.p.A. - Milano - Italy). Successivamente le BM-MSCs sono state
staccate utilizzando una soluzione di tripsina 0,05% / EDTA 0,02% sterile in PBS
(Euroclone S.p.A. - Milano - Italy) agitando delicatamente per pochi secondi le fiasche.
L’azione della tripsina e stata bloccata trasferendo immediatamente le BM-MSCs in terreno
di coltura freddo (4°C - rapporto soluzione di tripsina/cellule su terreno di coltura 1:1)
centrifugando il campione a 400 g a 4°C per 5 minuti. Il pellet & stato successivamente
risospeso in terreno di coltura, le cellule sono state contate mediante test di esclusione del
Trypan blue e risospese in D-MEM alla concentrazione di 3x105 cellule in 45 pl, per quanto
concerne i campioni finalizzati all'inoculo in vivo, e di 0,5x105 cellule, per quanto concerne i
campioni diretti all’esame citofluorimetrico.

Per la tecnica di trapianto delle BM-MSCs nel cuore murino, si rimanda al paragrafo
3.3.1, mentre per gli esami citofluorimetrici tutte le BM-MSCs, transfettate o meno con TAT-
GFP+, state caratterizzate, prima dell'inoculo, tramite 1'utilizzo di anticorpi monoclonali per
valutare l'espressione dei marcatori cellulari e della GFP utilizzando un citofluorimetro
FACSCalibur (BD Biosciences, Oxford, UK). Dopo opportuna diluizione, un’aliquota
corrispondente a 5x105 cellule e stata posta in una provetta da citofluorimetro. Dopo un
ulteriore lavaggio delle cellule con 1 ml di PBS-0,5 % BSA-0,1 %NaN3, i campioni sono stati
addizionati con le opportune quantita di anticorpo. Il legame con l'anticorpo e stato
effettuato mantenendo le cellule in frigo a 4°C per 30 minuti al buio. Al termine
dell'incubazione, I'anticorpo non legato e stato allontanato effettuando un lavaggio con PBS-
0,5%-BSA-0,1% NaN3. La risospensione finale del pellet é stata effettuata in 200 ul di PBS, a
cui sono stati aggiunti 50 pl di PBS-HCHO (formaldeide) 0,1%.

Le valutazioni in citofluorimetria singola e doppia sono state effettuate con anticorpi

monoclonali diretti contro il GFP, il CD73, il CD105 e I'HLA-ABC, per quanto riguarda i
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marcatori mesenchimali, e contro il CD40, CD54, CD80, CD86, CD106 e HLA-DR per quanto
concerne quelli endoteliali/ematopoietici. Come controllo aspecifico sono state utilizzate
delle immunoglobuline IgG aspecifiche utilizzate alla stessa concentrazione degli anticorpi
specifici; 'analisi citofluorimetrica dei controlli aspecifici ha permesso di posizionare negli

.....

al 2%, per poter analizzare i campioni in esame.

3.5 MODELLO DI TRANSFEZIONE

3.5.1 GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP)

La Green Fluorescent Protein (GFP) € una proteina di 238 aminoacidi del peso di 26,9
kDa che presenta una caratteristica fluorescenza in verde nello spettro di luce che va dal blu
all’'ultravioletto (Prendergast F. & Mann K., 1978; Tsien R., 1998). Sebbene molte specie
marine presentino al loro interno la GFP, essa viene tradizionalmente associata alla specie
in cui per la prima volta e stata scoperta ed isolata tale proteina, la medusa Aequorea
victoria. Nei primi anni ‘60, Shimomura O. e collaboratori hanno scoperto, isolato e posto le
basi per il I'utilizzo nella ricerca scientifica di questa proteina bioluminescente, lavoro per il
quale vinsero il Premio Nobel per la Chimica nel 2008 (Shimomura O. et al., 1962). Negli
ultimi decenni, i geni che codificano per questa proteina hanno subito molte mutazioni da
parte dei ricercatori (Heim R. et al., 1995; Pédelacq ]. et al., 2006) allo scopo di venire

incontro alle esigenze dei ricercatori stessi.

Quella utilizzata nel nostro studio e stata la E-GFP con mutazione puntiforme F64L che
aumenta la fluorescenza a 37°C, temperatura presente all'interno dei mammiferi

rendendola, pertanto, ideale per I'uso in tale classe di animali (Thastrup O. et al., 2001).
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3.5.2 TRANS-ATTIVATORE DI TRASCRIZIONE (TAT)

Il trans-attivatore di trascrizione (TAT) e un gene del virus dell’HIV consistenze di 86-
101 amminoacidi a seconda del subtipo (Jeang, K. T., 1996). In biologia molecolare viene
definita TAT anche la proteina codificata dal gene TAT ed essa presenta la caratteristica di
aumentare drasticamente 'efficienza di trascrizione virale (Debaisieux S. et al, 2012).
Scoperto in contemporanea da Frankel e Pabo (Frankel A.D. & Pabo C.0., 1988) e da Green
and Loewenstein (Green M. & Loewenstein P.M., 1988), il gene TAT contiene un dominio di
trasduzione proteica, conosciuto anche come cell pentrating peptide (CPD) con sequenza
amminoacidica YGRKKRRQRRR (Schwarze S.R. et al, 2000), che incrementa
esponenzialmente la capacita della proteina TAT di penetrare la membrana citoplasmatica
facendola cosi diventare un carrier ideale per il trasporto trans-membrana di molecole

anche di grosse dimensioni (Dietz G.P. & Bahr M., 2004).

3.5.3 TRANSFEZIONE DI BM-MSCs CON TAT-GFP+

Le BM-MSCs umane sono state scongelate in fiasche da 75 cm? come descritto nel
paragrafo 3.4.3.2 e, raggiunta una confluenza di circa il 70%, esse sono state lasciate in
coltura per 1 h in D-MEM senza siero. Successivamente le BM-MSCs sono state incubate per
2 h con D-MEM contenente la TAT-GFP+* alla concentrazione di 2 pM.

Al termine dei processi di incubazione, le cellule sono state staccate mediante

tripsina/EDTA ed utilizzate per 'inoculo in vivo.

3.6 STUDI ISTOPATOLOGICI

All'end-point stabilito per ogni gruppo, i topi sono stati sottoposti ad eutanasia per

overdose intraperitoneale di anestetici (ketamina e xilazina diluiti in soluzione fisiologica).
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Su tutti i cuori prelevati sono stati eseguiti gli esami di istologia standard, di

immunoistochimica e di immunofluorescenza.

3.6.1 ISTOLOGIA STANDARD

Dopo l'eutanasia, i cuori sono stati immediatamente prelevati in campo chirurgico
sterile, lavati con soluzione fisiologica a temperatura ambiente e fissati in formalina fresca
al 10%, pH 7,25.

Meta dei cuori sono stati randomizzati e sezionati longitudinalmente dall’apice a meta
della base con sezione passante al centro dei tre differenti siti di inoculo, mentre I'altra
meta e stata sezionata trasversalmente a circa meta dell’asse ventricolare sinistro sempre
con linea di sezione passante al centro dei 3 siti di inoculo delle BM-MSCs.

Il tessuto e stato quindi processato secondo le procedure standard e sono state
prelevate 3 sezioni consecutive di 4 um di spessore ogni 50 um. Le sezioni sono state
colorate con ematossilina-eosina (H&E) e con colorazione tricromica di Masson e valutate
con un microscopio Olympus BX40 (Olympus S.r.l, Milano, Italia).

Tutti i maggiori visceri — polmoni, fegato, milza, rene sinistro, rene destro, pancreas,
stomaco, duodeno, ileo, colon e vescica - sono stati fissati in formalina, processati ed

esaminati istologicamente per valutare la presenza di eventuali lesioni.

3.6.2 IMMUNOISTOCHIMICA (IHC)

Per le analisi di immunoistochimica (IHC) sono state effettuate 2 sezioni consecutive di
4 um prelevate ogni 60 pm di spessore posizionate su vetrini portaoggetti Superfrost®. E
stato utilizzato un immunocoloratore automatico BenchMark XT® (VentanaMedical
System) che impiega per la rivelazione l'ultraView™ DAB (HRP) kit, un sistema biotina-free
basato sull’utilizzo di un multimero complessato all’enzima perossidasi Horseradish che
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permette di identificare in modo sensibile gli anticorpi primari di topo e coniglio. Il kit &
costituito da cinque componenti: ultraView™ Universal DAB Inhibitor (che impedisce
un’aspecifica perossidazione della DAB), ultraView™ Universal DAB HRP Multimer
(multimero biotina free complessato con la perossidasi Horse-raddish), ultraView™
Universal DAB Chromogen (diaminobenzidina), ultraView™ Universal DAB H:0: e
ultraView™ Universal DAB Copper. Durante tutta la procedura i vetrini sono ricoperti da
una soluzione oleosa per creare una camera umida sul tessuto; i reagenti sono stati
distribuiti automaticamente, fatta eccezione per la titolazione dell’anticorpo primario che é
stata effettuata manualmente (100 pl di soluzione con diluizione specifica a seconda del
marcatore indagato). La controcolorazione & stata effettuata, sempre in modo
automatizzato, con ematossilina di Mayer per 4 minuti. Al termine del protocollo, i vetrini
sono stati accuratamente lavati in acqua e sapone per eliminare la soluzione oleosa e
successivamente disidratati attraverso passaggi di due minuti ciascuno in soluzioni
ascendenti di alcool (50%, 70%, 90%, 100) e in xilene; infine i vetrini sono stati montati con
Eukitt® (Bio-Optica).

Gli anticorpi utilizzati, la loro diluzione e il controllo positivo sono stati:

* mouse anti-human von Willebrand factor - clone 21-43 (AbD Serotec, Kidlington, UK)
- diluzione 1:50 - controllo positivo: endotelio della parete vascolare;

* mouse anti-human a-smooth muscle actin - clone HHF35 (AbD Serotec, Kidlington,
UK) - diluzione 1:30 - controllo positivo: endotelio della parete vascolare;

* mouse anti-human c-kit/CD117 - clone 104D2 (SouthernBiotech, Birmigham, AL,

USA) - diluzione 1:100 - controllo positivo: tessuto mammario umano.

Per tali analisi, gli anticorpi impiegati per le analisi di IHC, sono stati utilizzati in doppio

associando gli anticorpi tra loro. Si sono inoltre ottenuti controlli negativi omettendo la
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soluzione di anticorpo primario, sostituita da 100 pl del diluente utilizzato per gli anticorpi
stessi (Antibody diluent, Ventana Medical System).
effettuata al microscopio ottico mediante metodo semiquantitativo con valutazione della

marcatura citoplasmatica.

3.6.3 IMMUNOFLUORESCENZA (IF)

Per questo tipo di esame, sono state effettuate 2 sezioni di 3-4 pm ogni 50 um di
spessore che sono state incubate in buffer citrato, pH 6.0 in fornetto a microonde, 800W,
per 20 minuti in accordo con i protocolli standard di smascheramento antigenico.
Successivamente i preparati sono stati lavati con tampone fosfato (PBS) pH 7.15 ed incubati
in siero equino (Novocastra, Leica MicroSystem S.r.l, Milano, Italy) per prevenire legami
antigenici non specifici. Le sezioni sono state incubate per 1 ora a temperatura ambiente

con i seguenti anticorpi primari:

- mouse anti-human mithocondrial - clone MTCO2 (Sigma Aldrich, United Kingdom);
- mouse anti-human a-smooth muscle actin - clone CGA7 (Sigma Aldrich, United

Kingdom).

Dopo lavaggio con PBS, i vetrini sono stati incubati per 30 minuti a temperatura
ambiente con un FITC-conjugated goat anti-mouse IgG (Invitrogen, Carlsbad, California,
U.S.A.) e con un Texas red-conjugated goat anti-mouse lgG (Santa Cruz Biotechnology,

California, U.S.A.)

Come colorante nucleare & stato utilizzato il TO-PRO 3 (Invitrogen, Molecular Probes,

Carlsbad, California, U.S.A) incubandolo per 5 minuti a temperatura ambiente.
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Le micro-fotografie sono state effettuate con un microscopio confocale a laser scanner
TCS-SL (Leica, Wetzar, Germany) utilizzando una lunghezza d’onda del filtro d’eccitazione

di 488 nm per il FITC, di 543 nm per il Texas Red e di 633 nm per il TO-PRO 3.

3.6.4 ELABORAZIONI STATISTICHE

Per la valutazione dei dati categorici e stato utilizzato un test esatto di Fisher mentre per
la comparazione dei dati quantitativi e stato utilizzato il test del t di Student o del x2.

Il tempo e espresso come minuti.secondi + minuti.secondi e i risultati sono espressi
come media * deviazione standard (M * ds). Un valore di P < 0,05 é stato considerato
significativo.

Tutti i dati sono stati elaborati e comparati con MS Excel XLSTAT (Addinsoft, Paris,

France).
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4. RISULTATI

4.1 MODELLO CHIRURGICO-ANESTESIOLOGICO

Per i risultati inerenti 'anestesia, si e osservata una sopravvivenza del 90% nella
procedura di intubazione endotracheale (ET), con tempo di 02.35 + 0.41 (M £ ds), del 100%
in quella di tracheotomia (TT) con tempo di 05.02 + 0.36 (M + sd) e del 100% nei gruppi dei
non intubati (NI).

L’infarto miocardico acuto e stato diagnosticato nel 100% dei cuori operati.
Macroscopicamente 'IMA si é rilevato come un’area di forma irregolarmente triangolare,
con apice a livello del punto di legatura dell’arteria coronaria LAD e base verso I'apice del
cuore. Essa si presentava di colore piu chiaro rispetto al tessuto vascolarizzato (Figura 4.1)

Il successo chirurgico generale & stato del 84,28% dei casi (134/159) avente come
principale causa di insuccesso I'emorragia dell’arteria mammaria interna sinistra (16/25).
Altre cause di morte sono state I'’emorragia della parete ventricolare sinistra (5/25), edema
della glottide in fase di intubazione (2/25), arresto respiratorio idiopatica in fase di
risveglio (2/25): i risultati specifici per ogni Gruppo sono riportati nella Tabella 4.1.

In particolare, riferendosi al solo gruppo 2 (n. 60) in cui gli animali sono stati sottoposti
alla sola procedura di legatura dell’arteria coronaria LAD ed in cui € stata valutata
I'influenza della procedura anestesiologica e del posizionamento del paziente sull’outcome
operatorio, il successo chirurgico medio di induzione di infarto miocardico acuto e stato
dell’86,21% (50/58), con un successo dell’'80,00% (24/30) nei gruppi LR e del 92,86%
(26/28) nel gruppo SR. Le cause di morte sono state emorragia dell’arteria mammaria

interna sinistra (n = 4), emorragia della parete ventricolare sinistra (n = 2), non risveglio

63



Figura 4.1. Topo, cuore. Quadro macroscopico
dopo induzione di infarto miocardico acuto (20
minuti  post-legatura  coronarica).  Vista
intraoperatoria. Area piu biancastra, con
partenza dal nodo di sutura (asterisco) ed
estensione a tutta la parete (frecce aperte:

delimitazione del margine della lesione.

dall’anestesia senza evidenze mediche particolari (n = 2) nel gruppo SR. Nello specifico
delle cause di morte all'interno dei gruppi, I'emorragia dell’arteria mammaria interna
sinistra € avvenuta nel gruppo ET-LR = 1, nel TT-LR = 1 e nel NI-LR = 2 mentre 'emorragia
della parete ventricolare sinistra nei gruppi NI-LR = 1 e ET-LR = 1. L’arresto respiratorio
post-operatorio e avvenuto nei gruppi TT-SR = 1 e NI-SR = 1 senza evidenza all’esame
necroscopico, come precedentemente accennato, di emorragia o altre complicazioni.

Per quanto riguarda la durata delle procedure chirurgiche, il tempo medio per le
chirurgie effettuate in LR & stato di 04.54 * 1.13 (M # ds) mentre per quelle effettuate in
decubito SR di 01.43 + 0.42 (M # ds). In Tabella 4.2 sono riportati, nello specifico, i dati
inerenti questo gruppo. Brevemente, nel gruppo ET-LR il successo chirurgico e stato
dell’80% (8/10) mentre nel gruppo ET-SR del 100% (8/8): il tempo di chirurgia medio &
stato di 06.01 £ 0.28 e 02.25 * 0.34 rispettivamente.

Nel gruppo TT il successo chirurgico e stato del 90% sia per il decubito LR che SR con
durata media di 05.09 + 0.39 e 01.42 *+ 0.32 rispettivamente, mentre nel gruppo NI il
successo chirurgico e stato del 70% nel decubito LR e del 90% in quello SR mentre la durata

media degli interventi e stata di 03.17 £ 0.12 e 01.06 + 0.42 rispettivamente.
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Tabella 4.1. Outcome chirurgico per gruppo e per causa di decesso

Deceduti
Gruppo Timing Vivi Totale
EAM EPV EG ARI
24h 7 2 1 -- -- 10
48h 9 1 -- -- -- 10
72h 8 2 -- -- -- 10
MSC + IMA
1s 10 -- -- -- -- 10
2s 8 2 -- -- 10
4s 9 1 -- -- -- 10
24h 7 2 -- 1 -- 10
48h 9 -- 1 -- -- 10
72h 8 2 -- -- -- 10
IMA
1s 7 1 1 -- 1 10
2s 9 1 -- -- -- 10
4s 8 -- -- 1 1 10
24h 2 1 -- -- -- 3
72h 3 -- -- -- -- 3
IMA + D-MEM
2s 2 -- 1 -- -- 3
4s 2 -- 1 -- -- 3
24h 4 1 -- -- -- 5
MSC 48h 5 -- -- -- -- 5
72h 5 -- -- -- -- 5
24h 3 -- -- -- -- 3
72h 3 -- -- -- -- 3
Controllo
2s 3 -- -- -- -- 3
4s 3 -- -- -- -- 3
Totale 134 16 5 2 2 159

Timing = tempo tra induzione IMA ed eutanasia; EAM = emorragia arteria mammaria interna di sinistra; EPV = emorragia parete

ventricolare; EG = edema della glottide; ARI = arresto respiratorio improvviso in fase di risveglio; MSC = cellule staminali mesenchimali

umane; IMA = infarto miocardico acuto; D-MEM = Dulbecco’s modified Eagle Medium
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Tabella 4.2. Sopravvivenza e durata media delle procedure chirurgico-anestesiologiche del gruppo

con sola induzione dell'infarto miocardico acuto

Con procedure Senza
proce procedure Decubito chirurgico
anestetiche .
anestetiche
ET TT NI Totale LR SR Totale
Vivi 18 20 20 58 24 26 50
Deceduti 2 0 0 2 6 2 8
Totale 20 20 20 60 30 28 58a
Tempo 02.35+ | 05.02 = 00.00 0454+ | 0143+
(M % ds) 0.41 0.36 0.00 01.13 0.42
Gruppi chirurgici
ET TT NI Totale
LR SR LR SR LR SR
Vivi 8 8 9 9 7 9 50
Deceduti 2 0 1 1 3 1 8
Totale 10 8 10 10 10 10 58
Tempo 06.01+ | 02.25+ 05.09 + 0142+ | 03.17+ | 01.06
(M % ds) 0.28 0.34 0.39 0.32 0.12 0.42

ET = intubazione endotracheale; TT = intubazione con tracheotomia; NI = non intubati; LR = decubito laterale destro; SR = decubito in
posizione supina; M = media; ds = deviazione standard

a = 2 animali sono deceduti durante le procedure di intubazione e non sono entrati a far parte dei gruppi chirurgici

4.2 ISOLAMENTO E CARATTERIZZAZIONE DELLE BM-MSCs

Per quanto riguarda i risultati inerenti l'isolamento e la caratterizzazione delle BM-
MSCs, sono state riscontrate, dopo circa 10 giorni di incubazione, colonie con cellule di

aspetto fibroblastoide che sono state tripsinizzate per ’espansione a 2000 cellule/cm?.
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Successivamente, le BM-MSCs hanno subito 3 passaggi di espansione mantenendo
I'aspetto fibroblastoide e andando incontro ad una crescita esponenziale: questo processo
ha permesso di incrementare il loro numero di circa 200 volte rispetto al numero di
partenza. Di queste, 'B0% sono state congelate e il 20% sono state utilizzate per le prove
funzionali di fenotipizzazione e di immunomodulazione.

Nella fase post-prelievo. tutte le cellule isolate ed espanse sono risultate negative,
all’esame citofluorimetrico, per i marcatori ematopoietici/endoteliali (CD31, CD34, CD45,
CD106 e HLA-DR) e positivi per quelli mesenchimali (CD73, CD90, CD105, CD146 e HLA-
ABC) come mostrato in Figura 4.2. Questi dati dimostrano che il campione non é stato
contaminato da cellule di derivazione ematopoietica (CD45*), da cellule staminali

ematopoietiche (CD34+*) e/o da cellule di derivazione monocitica (CD14+).

4.2.1 IMMUNOMODULAZIONE E DIFFERENZIAMENTO

Le cellule staminali mesenchimali da midollo osseo (BM-MSCs) messe in co-coltura con
PBMC (periperipheral blood mononuclear cells) alla diluzione di 5:1 (PBMC : MSC) hanno
mostrato un forte effetto immunosoppressore (Figura 4.3). Si denota, infatti, che la
proliferazione dei PBMC € diminuita di oltre 1'B0% in rapporto alla proliferazione delle sole
PBMC: tale proliferazione e stata invece aumentata in concentrazioni di 50:1 (PBMC : MSC).

Tali cellule hanno inoltre dimostrato la capacita di differenziare in vitro nelle 3 linee
principali osteocitica, condrocitica e adipocitica (Figura 4.4): questi risultati hanno
permesso di avere la certezza scientifica di avere a disposizione delle BM-MSCs non
differenziate.

Successivamente, dopo scongelamento per I'utilizzo in vivo, le cellule hanno mantenuto
il fenotipo sia nella fase pre- che post-transfezione con il trans-attivatore di trascrizione

(TAT).
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Figura 4.2. Citofluorimetria a flusso delle BM-MSCSs post-espansione.

a-e: negativita ai marcatori ematopoietici/endoteliali; f-k positivita ai

marcatori mesenchimali.

In blu I'anticorpo, in rosso il controllo isotipico.

Tale risultato ha confermato il fenotipo mesenchimale, con una positivita all’espressione

dei marcatori mesenchimali (CD73, CD105 e HLA-ABC) e la negativita a quelli

ematopoietici/endoteliali (CD40, CD54, CD80, CD86, CD106 e HLA-DR) come mostrato in

Figura 4.5.
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Questi risultati dimostrano che le cellule BM-MSCs TAT-GFP* pronte al trapianto erano

BM-MSC GFP+* indifferenziate.

200 = E
= =
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.__:;

:—‘5 50
2 —
C . v v
PBMC 5:1 PBMC:MSC 50:1 PBMC:MSC
(a) (b) (©)

Figura 4.3. Effetti immunomodulanti delle BM-MSCs. a): proliferazione relativa di sole PBMC coltivate; b) effetto immunosoppressore
sulla proliferazione delle PBMC da parte delle BM_MSCs al rapporto di 5:1; c) effetto immunostimolante sulla proliferazione di PBMC da
parte delle BM-MSCs al rapporto di 50:1.

PBMC = periperipheral blood mononuclear cells; MSC = cellule staminali mesenchimali

4.3 TRANSFEZIONE CON TAT-GFP*

Per quanto concerne i risultati citofluorometrici di positivita alla GFP delle cellule
transfettate con TAT-GFP* con la tecnica descritta nel paragrafo 3.5.3, le BM-MSCs GFP+
sono risultate positive con una purezza media del 94,88 * 5,14 (M * ds). Per i risultati

riferiti ad ogni singola marcatura, si rimanda alla Tabella 4.3.
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Medium controllo Medium osteogenico

Medium controllo Medium condrogenico

0 (d

Medium adipogenico

le) (f

Figura 4.4. Differenziamento verso le linee osteogenica (a-b), condrogenica (c-d) e adipogenica (e-f).

(a-b) controllo negativo del terreno osteogenico (a) e positivita della coltura (b) per colorazione dei depositi di calcio prodotti dalle
cellule, colorazione ALP, immunoistochimica, 20x; (c-d) controllo negativo del terreno condrogenico (c) e positivita della coltura (d) per
colorazione dei proteoglicani e degli glicosamminoglicani, colorazione blu di toluidina, istochimica, 10x; (e-f) controllo negativo del

terreno adipogenico (e) e positivita della coltura (f) per colorazione dei depositi adipocitari, colorazione Oil-Red-0, istochimica, 40x
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Figura 4.5. Citofluorimetria a
flusso in singolo pre- (a sinistra)
e in doppio post- (a destra)
transfezione con TAT-GFP.
Positivita del cursore negli
istogrammi < 2%.

a-c:

positivita ai marcatori

mesenchimali e alla GFP;

d-f: negativita ai marcatori
ematopoietici/endoteliali e
positivita alla GFP.



Tabella 4.3.

Citofluorimetrie a flusso delle BM-MSC post-transfezione con TAT-GFP

Anticorpo % di cellule positive Totale
Ac- / GFP - Ac+ / GFP- Ac- / GFP+ Ac+ / GFP+
CD73 0,03 15,24 0,00 84,73 100,00
CD105 0,01 4,82 0,01 95,16 100,00
HLA-ABC 0,24 2,22 0,09 97,45 100,00
CD40 4,51 0,00 95,48 0,01 100,00
CD86 1,78 0,00 97,96 0,26 100,00
HLA-DR 1,75 0,12 92,47 5,66 100,00
Ac+ Ac- GFP+ GFP-
CD73 99,97 0,03 84,73 15,27
CD105 99,98 0,02 95,17 4,83
HLA-ABC 99,67 0,33 97,54 2,46
CD40 0,01 99,99 95,49 4,51
CD86 0,26 99,74 98,22 1,78
HLA-DR 5,78 94,22 98,13 1,87
MEDIA 94,88 512
DS 5,14 5,14

AC+ = positivita al corrispondente anticorpo della prima colonna; AC- = negativita al corrispondente anticorpo della prima colonna; GFP+

= positivita alla GFP; GFP- = negativita alla GFP; DS = deviazione standard

4.4 STUDI ISTOPATOLOGICI

Per gli studi istopatologici, riferibili all'istologia standard, all'immunoistochimica (IHC) e
alla immunofluorescenza (IF), sono state esaminati 134 cuori: nello specifico, 109 cuori dei
gruppi che hanno subito la procedura di induzione dell’infarto miocardico acuto (IMA) e 25

ai gruppi di sola iniezione delle BM-MSCs GFP+ e di controllo. I cuori sono stati randomizzati
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in due gruppi, ed e stata effettuata in 54 cuori la sezione longitudinale, e in 55 la sezione
trasversale.

In 86 cuori su 109 appartenenti ai gruppi sottoposti a legatura dell’arteria coronaria
LAD, e stato possibile riconoscere macroscopicamente gli esiti di IMA osservato come
assottigliamento della parete libera ventricolare sinistra con iniziale dilatazione della

camera ventricolare (figura 4.6).

a) b)

Figura 4.6. Topo, cuore, sezione longitudinale, a) 2 settimane post-IMA e b) nel gruppo di controllo.

In a) si denoti il marcato assottigliamento della parete libera ventricolare sinistra con dilatazione camerale, EE, 4x

4.4.1 ISTOLOGIA STANDARD

Nelle sezioni colorate con ematossilina-eosina (EE), nei preparati a sezione trasversale a
24, 48 e 72h di 55 cuori, si sono osservate lesioni progressive riferibili ad estese aree di
degenerazione focale e necrosi a livello della parete ventricolare sinistra: tali lesioni si sono

presentate con un’estensione che partiva dall’epicardio e proseguiva verso i muscoli
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papillari. Si e inoltre osservato che quest’area si e lievemente e diffusamente assottigliata
rispetto ai cuori di controllo (Figura 4.6). All'interno dell’area patologica, le miofibre si sono
presentate con forma irregolare, con segni di frammentazione e vacuolizzazione del
sarcoplasma e margini poco definiti. Multifocalmente, piccole porzioni di fibre muscolari
sono apparse ipereosinofiliche e associate a mineralizzazioni distrofiche disseminate.
Frequentemente inoltre, si sono osservati i nuclei delle miofibre picnotici o carioretici. In
ultimo si e rilevato un moderato infiltrato infiammatorio caratterizzato da rari neutrofili,
macrofagi e occasionali linfociti (figura 4.7); la gravita della lesione e dell'infiltrato
infiammatorio e stata maggiore nella regione esterna miocardica-pericardica.

A 2 e 4 settimane post-operatorie, sono state riscontrate lesioni distribuite similmente
caratterizzate da un grave infiltrato inflammatorio composto da macrofagi e un aumentato
numero di linfociti e plasmacellule.

In aggiunta si e evidenziata una diffusa popolazione di aspetto fusato-ovalare
diffusamente intensa, associata a matrice fibrillare eosinofila, riferibile a fibrosi, come

confermato dalla colorazione tricromica di Masson.

Figura 4.7. Topo, cuore, 48h post-infarto miocardico
acuto. Si noti la vacuolizzazione sarcoplasmatica e la
ialinosi con irregolarita dimensionale,
arrotondamento e iniziale picnosi e perdita del

profilo nucleare. Sono presenti aree riferibili a

mineralizzazione sarcoplasmatica (freccia).
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Nei gruppi di controllo non sono state osservate lesioni significative.

Nei preparati dei 54 cuori in sezione longitudinale, le lesioni osservate sono state molto
simili con estensione a triangolo, con apice a livello della legatura dell’arteria coronaria LAD
e base verso 'apice cardiaco.

In aggiunta alle lesioni appena descritte, si sono rilevati inoltre, nel 13,85% dei casi
(9/65), e specificatamente nei gruppi a 24h (n =5),a48h (n=2),a 1 settimana (n=1) ea 2
settimane (n = 1), cluster di cellule non immediatamente riconducibili ai miocardiociti. Tali
campioni appartenevano esclusivamente a gruppi di topi che hanno subito il trapianto di
BM-MSCs con o senza induzione di IMA (gruppo 1 e gruppo 3, rispettivamente). In
particolare, 7 animali erano inseriti nel gruppo 1 (3 a 24h, 1 a 48h, 1 ad una settimanae 1 a
due settimane) e 2 al gruppo 3 (1 a 24h e 1 a 48h).

Le cellule evidenziate, nei gruppi a 24 e 48h, sono apparse disseminate in piccoli gruppi
di circa 5-15 elementi all'interno della lesione infartuale tra le fibre miocardiche.
Presentavano un aspetto ovalare, irregolare, a margini non ben definiti con citoplasma
abbondante eosinofilo, finemente granulare e nuclei rotondeggianti paracentrali a
cromatina punteggiata e nucleolo singolo (figura 4.8). Tali cluster sono stati riscontrati in
corrispondenza della sede di inoculo delle BM-MSC TAT-GFP*. Nei gruppi a 2 settimane,
all'interno della lesione, che mostrava un aspetto maggiormente fibrosante come
precedentemente descritto, si sono evidenziati elementi ovalari, globosi non
immediatamente riconducibili a fibroblasti reattivi a margini scarsamente definiti,
citoplasma eosinofilo lievemente fibrillare, e nuclei ovalari, (Figura 4.9a). Tali elementi,
organizzati ad andamento lievemente concentrico in piccole aree multifocali, sono risultati
associati a scarsa matrice extracellulare eosinofila fibrillare (Figura 4.9b).

Tutti gli altri organi esaminati - polmoni, fegato, milza, rene sinistro, rene destro,
pancreas, stomaco, duodeno, ileo, colon e vescica - non hanno presentato lesioni

significative. all’esame istologico.
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Figura 4.8. Topo, cuore, 24h post-infarto miocardico acuto. Presenza di iniziali quadri istolesivi nelle fibre miocardiche e gruppi di

cellule ovalari, irregolari, a moderato citoplasma eosinofilo, a margini non ben definiti, EE, 40x

—_—

100.0um

Figura 4.9. Topo, cuore, 2 settimane post-infarto miocardico acuto. a) area miocardica fibrotica con orientamento irregolarmente
concentrico multifocale degli elementi cellulari, EE, 10x. b) nelle aree con andamento piu circolare sono evidenti elementi globosi -

ovalari a scarso citoplasma, non ben definibili, immersi in scarsa matrice, EE, 40x (particolare di a)

4.4.2 IMMUNOISTOCHIMICA (IHC)

Per quanto riguarda le analisi di immunoistochimica in doppio, queste hanno dato
risultati similari su tutti i cuori analizzati ai diversi tempi di eutanasia. In particolare, nei

cuori trapiantati con BM-MSCs in cui si sono evidenziati i cluster di cellule atipiche, queste
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hanno mostrato una specifica co-marcatura con gli anticorpi anti-human von Willebrand
factor e anti-human a-smooth muscle actin (a-SMA); sono, invece, risultate negative per
anti-human c-kit/CD117. La co-marcatura rilevata nelle cellule descritte non e stata
osservata in nessun altro elemento cellulare dei tessuti analizzati (Figura 4.10). Gli
anticorpi anti-human von Willebrand factor e anti-human a-smooth muscle actin hanno
mostrato cross-reattivita con antigeni interni al tessuto quali endotelio e parete vascolare
rispettivamente. L’anticorpo anti-human c-kit/CD117 non ha dato, invece, alcuna positivita
nei campioni esaminati, e il controllo positivo (tessuto mammario umano) ha dato la
positivita duttale attesa. I controlli negativi (omissione dell’anticorpo primario) non hanno

mostrato alcuna positivita aspecifica.

Figura 4.10. Topo, cuore, 48h post-infarto miocardico acuto. a) positivita citoplasmatica dei gruppi cellulari evidenziati in EE (figura 4.8)
sia al von Willebrand factor (colorazione in rosso) sia alla a-SMA (colorazione in marrone). Immunoistochimica in doppio, contro
colorazione: ematossilina, 40x. b) negativita citoplasmatica delle stesse cellule al c-kit/CD117 (colorazione in rosso) e positivita al von

Willebrand factor (colorazione in marrone). Immunoistochimica in doppio, contro colorazione: ematossilina, 40x

4.4.3 IMMUNOFLUORESCENZA (IF)

L’ottimizzazione del protocollo di IF si e rilevata particolarmente complessa a causa
della forte e ben nota autofluorescenza del tessuto miocardico. Questo ha determinato la

necessita di un accurato settaggio dei filtri al fine di confermare positivita specifiche ed
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eliminare segnali di fondo. In seguito a tale ottimizzazione, particolarmente necessaria per
I'individuazione del segnale GFP, si sono riscontrati segnali positivi in uno scarso numero di

campioni.

Figura 4.11. Topo, cuore, 24h post-infarto miocardico

acuto. a) positivita in verde all'a-SMA di alcune cellule
allungate apparentemente localizzate tra le fibre
miocardiche (frecce bianche) con presenza di lieve cross-
reattivita (teste di freccia rosse). b) positivita in rosso
all’antigene mitocondriale umano (frecce bianche). c)
merge di a) e b). Immunofluorescenza indiretta, colorante

nucleare ToPro3, 280x

Nello specifico, sono state cercate le positivita per GFP (cellule BM-MSCs marcate con
TAT-GFP), per 'a-SMA (green) e per 'antigene mitocondriale umano (red). In particolare, si

€ osservata la positivita a 24h all’anticorpo mitocondriale umano (figura 4.11) e
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all’anticorpo a-SMA in 2 casi (2/65 - 3,08%). Tali positivita hanno mostrato una co-
localizzazione solo a carico di alcune rare cellule di aspetto allungato, localizzate tra le fibre
miocardiche e presenti nei 2 casi rappresentati da topi trapiantati con BM-MSCs
appartenenti al gruppo 1 (IMA con trapianto di BM-MSCs GFP+).

Si & evidenziata una cross-reattivita antigenica minima per alcuni strutture vascolari
positive all’anti-human a-SMA mentre, per quanto riguarda la positivita alla GFP, questa ha

dato risultati esigui in tutti i campioni.

4.5 ANALISI STATISTICA

Attraverso |'utilizzo del test del t di Student, € stata osservata una differenza statistica
significativa (p<0,01) tra i gruppi per quanto riguarda la durata media delle procedure
operatorie, intese come la somma delle procedure anestesiologiche e chirurgiche. Nello
specifico, la differenza risultata e la seguente: ET < TT, SR < LR, ET-SR < ET-LR, TT-SR < TT-
LR, NI-SR < NI-LR.

Inoltre, attraverso l'utilizzo del x?, e stata osservata una differenza statisticamente
significativa (p<0,05) per quanto riguarda la sensibilita diagnostica di rivelazione di BM-

MSCs GFP* dell'lHC in confronto all’'lF.
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4. DISCUSSIONE

L’'infarto miocardico acuto (AMI) nell'uomo, permane tuttora la prima causa di morte
singola in Europa e nel mondo, con un significativo aumento del tasso di mortalita nei Paesi
dell’Est Europa dovuto, probabilmente, all’'aumento dell’'uso e dell’abuso di alcool e tabacco
specialmente nelle donne. L’AMI, di conseguenza, presenta una alta incidenza nei costi
economici e sociali: dei costi globali sostenuti in Europa per le cure derivanti dall’AMI -
circa 49 miliardi di Euro nel 2008 - approssimativamente il 48% e imputabile ai costi
sanitari diretti, il 34% alla perdita di produttivita e il 18% al mantenimento delle cure
(Allender S. et al., 2008).

Grazie alla piccola taglia ed alla sua relativa semplicita di gestione, il modello animale
divenuto uno dei piu utilizzati come modello per I’AMI umano e il topo. Questo modello
richiede, comunque, la necessita di dispendiosi macchinari ventilatori appositamente
progettati per animali dal peso medio di 25-30 gr. circa con minimi volumi tidalici ed alta
frequenza respiratoria (Kumashiro H. et al.,, 1999). In questo progetto sono stati valutati
metodi alternativi di protocolli e tecniche chirurgico-anestesiologiche per incrementare la
possibilita di utilizzo di questo modello anche da parte di laboratori che non sono in grado

di usufruire di tale strumentazione.

Per quanto concerne l'anestesia, I'intubazione endotracheale (ET) nei roditori ¢ una
tecnica ben descritta (Deyo D.J. et al.,, 1999; Rivera B. et al., 2005), tuttavia la glottide e la
laringe del topo sono molto sensibili ai tentativi di intubazione e 'edema presenta una
insorgenza iper-acuta (Vergari A. et al.,, 2003). Inoltre, i topi transgenici risultano essere
particolarmente dispendiosi e la perdita di un animale durante le difficili procedure pre-

anestetiche conduce il ricercatore verso un senso di frustrazione che puo ripercuotersi in
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senso negativo sulle procedure che il ricercatore dovra svolgere (Vergari A. et al., 2004). Al
contrario, I'intubazione per tracheotomia (TT) non presenta effetti sulla sopravvivenza alle
manovre di intubazione, ma & considerata una procedura invasiva che, mentre da un lato
presenta maggiori rischi per complicazioni fatali come la stenosi tracheale (Halum S.L. et al.,
2012), dall’altro aumenta drammaticamente la quantita di tempo totale necessaria alla sua
ultimazione.

In accordo con la letteratura, i topi in stato di ipossia hanno la possibilita di auto-
rianimarsi attraverso quello che viene definito come “gasping” (Gershan W.M. et al., 1992).
In questo progetto € stato ipotizzato che una chirurgia a torace aperto di breve durata
avrebbe potuto essere eseguita senza aiuti respiratori esterni. I risultati ottenuti hanno
mostrato come le procedure di intubazione (sia ET che TT) non hanno condotto ad un
aumento del successo chirurgico ma solo ad un significativo aumento della durata delle

procedure di induzione di AMI se confrontati con i risultati ottenuti nel gruppo NI

Un’altra interessante variabile molto studiata e che sta crescendo di interesse in
differenti branche della medicina umana, é I'influenza della posizione del paziente sull’esito
delle procedure chirurgiche (Ledwith M.B. et al., 2010; Lan C.C. et al., 2010; Aries M.]. et al,,
2010; Lan C.C. et al., 2011). Nakao e collaboratori hanno dimostrato nei cani e nei maiali che
la posizione del corpo influisce significativamente sulla gittata cardiaca, che aumenta nella
LR in confronto con SR, sulla saturazione artero-venosa di ossigeno, diminuita nella LR in
confronto alla SR e sulla pressione dei due ventricoli, aumentata nella LR in confronto alla
SR (Nakao S. et al., 1986). Basandosi su queste osservazioni, il nostro lavoro ha investigato
I'effetto del decubito degli animali in rapporto al successo operatorio nel modello di AMI nel
topo. Il risultato emerso ha mostrato una maggior mortalita nella LR in confronto alla SR,

anche se tale differenza non é risultata statisticamente significativa (successo del 80% e
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92,86% rispettivamente). In riferimento alla maggior causa di mortalita nei gruppi -
I'emorragia dell’arteria mammaria interna sinistra - il decubito del paziente pud essere
considerato un fattore importante: nella LR il cuore si appoggia al polmone destro poco
ventilato, mentre il polmone sinistro, ben ventilato, oltre a coprire parzialmente l'area
cardiaca, provoca una leggera rotazione del cuore portando I'arteria coronaria LAD piu
cranialmente se confrontata con la SR. Di conseguenza, per identificare e raggiungere
'arteria coronaria LAD per la sua legatura, a volte si e reso necessario un prolungamento
verso lo sterno della breccia toracotomia aumentando drasticamente le probabilita di
sezione dell’arteria mammaria suddetta. Al contrario, nella SR, il cuore ruota lievemente
verso l'esterno e i movimenti respiratori del polmone sinistro non vanno a coprire l'area
cardiaca permettendo una piu semplice e rapida individuazione dell’arteria coronaria LAD
permettendo una sua rapida legatura e diminuendo il rischio di emorragia. In aggiunta, la
differente rotazione del cuore (LR versus SR), interessa anche la durata della chirurgia che
risulta essere inevitabilmente e significativamente piu lunga nella LR rispetto alla SR.
Inoltre, per chiudere il torace, sono stati utilizzati 1 punto di sutura singolo per la SR e 2 per
la LR, prolungando ulteriormente la durata della chirurgia.

In 2 casi si e osservata la morte improvvisa in fase di risveglio senza alcun segno clinico
né anatomo-patologico di un processo in atto. Durante le fasi di questo progetto si e potuta
osservare una maggior sensibilita dei topi Balb/c Athymic Nude-Fox1m alla classica
anestesia iniettiva e si &, pertanto, ipotizzato che la morte per arresto respiratorio possa
essere dovuta ad una maggior sensibilita ai farmaci anestetici in questi 2 soggetti rispetto al

resto della popolazione.

La ricerca medica traslazionale, da sempre metodo di importanza fondamentale per

garantire una accurata metodologia e una sicurezza nella ricerca clinica, ha subito negli
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ultimi decenni un profondo cambiamento dovuto allo svilupparsi, nella sensibilita umana e

scientifica, di una coscienza bioetica particolarmente profonda (Stryker J., 1984; Bulger R.E,,

1987).

Nel 1992 Russel e collaboratori hanno pubblicato un manuale in cui sono stati

definiti gli iniziali lavori di pensiero di quelli che sarebbero successivamente diventati /

Principi delle 3R: Replacement, Reduction e Refinement (Russell, W.M.S. & Burch, R.L., 1992),

principi oramai divenuti fondamentali per la ricerca scientifica pre-clinica (Farnaud S.,

2009).

[ Principi delle 3R possono essere definite come:

Replacement: metodi con il quali si evitano o si sostituiscono gli animali nella ricerca
che potrebbe causare loro dolore;

Reduction: metodi con i quali si minimizza l'uso di animali consentendo al
ricercatore di ottenere lo stesso livello di informazioni da meno animali o di ottenere
una maggior quantita di informazioni dallo stesso numero di animali diminuendo, di
conseguenza, il loro uso in eventuali studi futuri;

Refinement: miglioramento delle procedure e delle manipolazioni atte a
minimizzare il dolore presente o potenziale, lo stress, la sofferenza o il procurato
dolore o, in alternativa, migliorare il benessere animale in quelle situazioni in cui il
loro utilizzo non puo essere vietato (NC3Rs/BBSRC/Defra/MRC/NERC/Wellcome

Trust, 2008).

In letteratura la bibliografia concernente I'induzione di IMA nel topo senza intubazione e

molto scarsa (Gao E. et al., 2010): i risultati ottenuti in questo progetto confermano quanto

descritto, permettendo una riduzione della mortalita, un aumento della velocita di

induzione di IMA diminuendo, di conseguenza, le probabilita di danni tissutali piu estesi e
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riducendo l'invasivita dell'intervento. Tutte queste conclusioni si sposano in particolar
modo con il Refinement precedentemente descritto consentendo, anche una riduzione del

numero di animali utilizzati.

Dopo la scoperta, negli anni 90, che il cuore € un organo capace di rigenerare nuovi
miocardiociti (Olivetti G. et al., 1997; Anversa P. et al., 1998; Kajstura J. et al., 1998) e dotato
di alta plasticita (Kajstura J. et al., 2012), molta attenzione e stata posta alla ricerca sull’'uso
di molteplici tipi di cellule staminali per favorire ed aumentare la quantita e la capacita di
rigenerazione di miocardiociti ex novo (Anversa P. et al, 2013). Numerosi lavori hanno
investigato quale potrebbe essere la miglior cellula staminale da utilizzare (Reinecke H. et
al, 2002; Hagege A.A. et al., 2006; Zwi-Dantsis L. & Gepstein L., 2012), quale la miglior via di
trapianto (Kang H.J. et al., 2004; Siminiak T. et al., 2005; Perin E.C. et al., 2006; Kurpisz M. et
al., 2007; Hamdi H. et al, 2011) e quale il miglior momento in cui iniziare la terapia
staminale (Zhang S. et al., 2009; Zhang Y. et al., 2011), ma ognuna delle soluzioni proposte
presenta vantaggi e svantaggi. Dopo la scoperta che le cellule staminali cardiache residenti
(CSCs) sono multipotenti e in grado di rigenerare miocardiociti ex novo (Beltrami A.P. et al,
2003), molta attenzione e stata posta, oltre alla loro espansione ed utilizzo in vivo (Barile L.
et al, 2007), anche alle indagini per valutare l‘aumento dell’efficacia rigenerativa delle CSCs
attraverso l'uso di citochine fisiologicamente prodotte dall’organo post-infartuato (Wen Z.
etal, 2012).

[ risultati in questo ambito di ricerca sono particolarmente dibattuti in quanto, mentre
molti lavori dimostrano un miglioramento clinico (Balsam L.B. et al., 2004; Kawada H. et al.,
2004), altri invece non rilevano gli stessi risultati (Murry C.E. et al., 2004; Nygren ].M. et al.,
2004) generando un forte dibattito su questo tipo di ricerca (Agbulut O. et al., 2006; ter

Horst KW., 2010).
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Tra le cellule staminali utilizzate nella ricerca e nella clinica, le cellule staminali
mesenchimali da midollo osseo (BM-MSCs), come gia descritto, sono le piu utilizzate per la
loro capacita immunomodulante, la loro multilinearita differenziativa e il loro alto
potenziale di proliferazione (Charwat S. et al., 2008). A dispetto dei risultati positivi, la
tracciabilita delle BM-MSCs trapiantate dimostra come, gia dopo poche ore dopo il
trapianto, esse sono tracciabili in una percentuale molto esigua (Dick A.J. et al., 2003; Hill
J.M. et al., 2003; Kraitchman D.L. et al., 2003). Hou e collaboratori hanno riportato che, gia a
distanza di 4-6 ore post-trapianto, solo il 2,6%, il 3,2% e 1'11% delle cellule trapiantate con
metodo intracoronarico, transvenoso retrogrado e intramiocardico rispettivamente, erano
presenti nel sito di inoculo (Hou D. et al.,, 2005): subito dopo il trapianto le BM-MSCs
tendono a migrare immediatamente verso i polmoni, il fegato e la milza, mentre le poche
che rimangono vanno incontro a fagocitosi e/o apoptosi per mancanza di vascolarizzazione
(Freyman T. et al., 2006). Il miglioramento clinico e probabilmente dovuto agli effetti

paracrini scatenati dal trapianto delle BM-MSCs (Perez-Ilzarbe M. et al., 2008).

In questo lavoro € stata verificata e confermata la tecnica di prelievo, isolamento ed
espansione delle BM-MSCs, con lintento di mantenere le caratteristiche proprie delle
cellule come il fenotipo, pre- e post-transfezione con TAT-GFP*, le capacita di
immunomodulazione e la capacita differenziativa. Inoltre, e stata altresi valutata presenza
delle BM-MSCs GFP+ a livello miocardico dopo trapianto avvenuto utilizzando la tecnica di
iniezione intramiocardica diretta. Quest'ultimo risultato e stato valutato attraverso
l'istologia standard, 'immunoistochimica (IHC) e la immunofluorescenza (IF).

Le procedure utilizzate per l'isolamento e l'espansione delle MSC per le applicazioni

cliniche e sperimentali richiedono particolare attenzione al fine di ottenere un prodotto che
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sia innanzitutto sicuro, per quanto riguarda la sterilita del prodotto stesso, ed efficace, in
quanto tutte le manipolazioni che vengono effettuate non devono alterare le capacita
rigenerative, trofiche ed immunomodulatorie di tali cellule (Mosna F. et al., 2010). Inoltre le
metodiche di analisi di tali proprieta devono essere standardizzate in modo da escludere
tutte le variabili che possono esistere nella normale pratica di laboratorio. I metodi messi a
punto e standardizzati in questo lavoro hanno permesso di analizzare tutti i punti critici
dell'isolamento, caratterizzazione ed espansione delle BM-MSCs, al fine di ottenere lotti
cellulari con caratteristiche e proprieta note. Tali test hanno dimostrato come l'espansione
delle BM-MSCs, secondo i protocolli descritti, non alteri le proprieta fenotipiche e funzionali
delle BM-MSCs. Infatti tali cellule, dopo I'espansione, presentano il fenotipo caratteristico
delle BM-MSCs senza perdita dei marcatori mesenchimali classici (CD44, CD29, CD73,
CD105, CD90) e non presentano contaminazioni da cellule ematopoietiche/monocitarie
(CD45, CD34, CD14). Tali cellule differenziano efficacemente verso i tre lineage
mesenchimali e conservano la capacita di dare origine a colonie fibroblastoidi con
percentuali molto elevate. Infine, le BM-MSCs ottenute secondo le metodiche descritte
mantengono la capacita di inibire la proliferazione di effettori immuni stimolati.

[ risultati ottenuti sulle capacita immunomodulatorie delle BM-MSCs, mostrano come ad
un basso rapporto MSC:PBMC stimolati (5:1), si ha un effetto immunosoppressivo mentre,
ad un alto rapporto di MSC:PBMC stimolati (50:1), 'effetto €, invece, immunostimolante.
L’effetto immunosoppressivo, ampiamente studiato, & per la maggior parte mediato da
fattori solubili e molti sono quelli proposti, tra cui il TGF- (Nasef A. et al., 2007), il fattore
di crescita degli epatociti (Di Nicola M. et al., 2002), l'ossido nitrico (Sato K. et al., 2007) e
I'HLA-G (Nasef A. et al., 2007. Inoltre, I'enzima inibente il triptofano - indolamina 2,3-
diossigenasi (IDO) - gioca anch’esso un ruolo cruciale negli effetti immunosoppressori delle

BM-MSCs (Meisel R. et al, 2004). L'effetto immunostimolante, meno studiato del
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precedente, & dovuto anch’esso a molteplici fattori: recentemente e stato scoperto che le
MSCs posseggono la capacita di presentare 'antigene ai linfociti CD8* via MHC di classe |
(Frangois M. et al., 2009) e che, in presenza di I[FN-y, esse aumentano anche i livelli di MHC
di classe II (Chan W.K. et al., 2008). Un altro cruciale meccanismo riguarda la capacita delle
MSCs di stimolare, attraverso il TGF-f e IL-6, la trasformazione dei linfociti T stimolati in
linfociti T helper tipo 17 (Th17). Da osservare che la stessa via pud comunque, a basse
concentrazioni MSC:linfociti, stimolare invece la trasformazione dei linfociti T stimolati in

linfociti T regolatori (Treg) (Liu X.J. et al., 2009).

Il fenotipo post-prelievo post-espansione descritto in precedenza, € stato mantenuto
anche dopo la transfezione con la proteina TAT veicolante la GFP. In questo lavoro e stato
confermato come le capacita di penetrazione cellulare della TAT e particolarmente efficace,
raggiungendo una alta percentuale di positivita in uno spazio temporale molto breve.
Questo metodo di transfezione e stato valutato in alternativa ai classici vettori virali, come
retro- e lentivirus, in quanto, a differenza di questi ultimi che necessitano di elevati livelli di
biosicurezza sia di laboratorio che di stabulario (livello P3), esso non presenta invece
nessun limite di biosicurezza. Uno svantaggio di tale metodologia & l'impossibilita di
reperire la TAT-GFP* dopo le prime 36-48 ore (Recchia A. et al., 2008) in quanto, essendo
una proteina, essa viene metabolizzata dai normali processi fisiologici cellulari. In 6 cuori a
24h, 48h, 1 e 2 settimane trapiantati con BM-MSCs GFP* sono stati osservati cluster cellulari
atipici non riconducibili a cellule miocardiche. Tale risultato e stato parzialmente
confermato dall'immunofluorescenza (IF) dove la positivita alla GFP non € stata adeguata, e
la positivita all’anticorpo mitocondriale umano, utilizzato per identificare le cellule di
origine umana, si e osservata in 2 casi a 24h. Mentre I'IHC in questo tipo di studi non & una

tecnica particolarmente utilizzata, 'uso dell'IF al confocale permette, da un lato, la precisa
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localizzazione dell’antigene ricercato e lo studio multistrato e, dall’altro, consente di
individuare se I'’eventuale rigenerazione di miocardiociti ex novo avviene per processi di
transdifferenziazione o di fusione (Rose R.A. et al., 2008; Silva G.V. et al., 2005). In questo
lavoro é stata riscontrata una differenza significativa (p < 0,05) della positivita dei cluster
cellulari atipici osservati tra I'[HC e I'IF. Oltre a presentare diversita nel numero degli step
di processazione, nella stabilita del cromogeno, nella relativa semplicita di osservazione dei
preparati IHC rispetto a quelli in IF e alla risoluzione delle immagini, una differenza che
potrebbe in parte chiarire questa divergenza trovata, riguarda I'amplificazione del segnale.
Sia il cromogeno che il fluoroforo necessitano di metodi indiretti per 'amplificazione del
segnale target attraverso la coniugazione all’anticorpo secondario di un enzima o di un
fluoroforo e tali segnali possono essere ulteriormente amplificati se 'anticorpo secondario
e coniugato con molecole di biotina (avidina, streptavidina e Neutravidina). Il metodo ABC
utilizzato nell'lHC cromogena pud formare un numero maggiore di complessi enzimatici
avidina-biotina rispetto all'lF risultando in una maggiore amplificazione del segnale target
rispetto ai metodi fluorescenti (ThermoScientific Immunofluorescence Method for THC
Detection). In tal modo, quindi, I'utilizzo in questo tipo di studi della tecnica di THC
affiancata all'lF, potrebbe aumentare significativamente il reperimento di cellule positive
contribuendo, verosimilmente, a chiarire il motivo per cui nel trapianto di BM-MSCs in cuori
infartuati, si osserva un miglioramento clinico senza, pero, la presenza in numero adeguato

di miocardiociti ex novo che probabilmente vengono sottodiagnosticati.

In conclusione, con questo lavoro si e definita la tecnica di prelievo, isolamento ed
espansione delle BM-MSCs piu adeguata per conservare le capacita di immunomodulazione
e di differenziazione intrinseche di queste cellule. Oltre a cio si & dimostrata I'efficacia della

transfezione con TAT-GFP+ mantenendone il fenotipo caratteristico ed e stata perfezionata
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la tecnica di induzione di infarto miocardico acuto nel modello murino permettendo sia una
diminuzione della mortalita, che una significativa riduzione delle tempistiche operatorie.
Questi risultati hanno permesso, inoltre, di ridurre le probabilita di insorgenza di
complicanze intrinseche alla procedure stesse. Un altro aspetto importante messo in luce da
questo progetto € stata la valutazione della capacita dell'lHC di rilevare cellule di origine
definita con una significativa differenza rispetto al metodo classico dell'IF aprendo, quindji,
le porte a possibili futuri studi di comparazione e associazione di queste due tecniche
diagnostiche.

In ultimo possiamo affermare che, come si evince da questo lavoro, le BM-MSCs
sembrano partecipare ai processi riparativi post-infarto miocardico acuto, tuttavia 'aspetto
tecnico di loro evidenziazione presenta problematiche che necessitano di ulteriori

approfondimenti.
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