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ABSTRACT

Previous works showed that muscle substitutes ceethdy acellular
matrix and myoblasts may represent a promising agubr for the treatment of
diseases characterized by congenital absence sroib$arge areas of skeletal
muscle tissue. Here, the regeneration processmagun vivo within the prosthetic
material has been studied verifying the expressisMmRNA and protein, of some
skeletal muscle and nerve tissue markers duringethmonth after reconstructive
surgery. The experimental evidences indicate thatpragressive muscle
remodelling within the implants exists and it & completed after three months.
Indeed, the simultaneous presence of markers belprtg both early and late
differentiative stages indicates the presence tVaed progenitors towards the
myogenic line and cellular elements of advancedestaMoreover, the involving
of circulating precursors, probably of marrow amigin the regeneration process it
Is suggested by the following observations: i) [s¢esce of poorly differentiated
cells at 3 months after surgery, ii) important geigration from vessels without
inflammatory phenomena, and iii) implanted myoldaghat are cells already
committed toward a specific fate, presumably formltmucleated elements in a
short time. Finally, there is a rapid appearencéath vascular network and the
nervous component. Although these promising results view of medical
application a problem arise when the function ofohel satellite cells is impaired
or their number inside the muscle fibers is low. Gwercome this problem, this
research has been addressed to the identificatialteonative cell sources.

For this reason, it has been evaluated bothlvitro and in vivo the myogenic
potential of mesenchymal cells (MSCs) obtained frombilical cord blood (UCB).
There is the possibility to withdraw the umbilicard blood at the birth time and
to store it in tissue banks, and having an autaleghlSC reserve to use for
congenital muscular diseases. Evidence for myogdifferentiation was found
when MSCs were seeded btatrigel® coated plates and cultured with myogenic
media. After 4 days Myf-5, detected by immunoflismence, was expressed by
13% of MSCs increasing to 30% at 8 days. We useahtifative PCR for human



MyoD and Myogenin mRNAs to further demonstrate nemg differentiation of
MSCs. To evaluate the regenerative capacity of M@Esised a skeletal muscle
chemical injury model (bupivacaine hydrochlorid@sulting in necrosis of muscle
fibers in Lewis rat Tibialis Anterior. Undifferemtied green fluorescent protein
(GFP)-labeled MSCs were injected into the injuredusabe, without
immunosuppression. The cells engrafted after lkwared stained positive for
Myf-5 and MyoD. After 2 weeks, we noted striationsfibers containing UCB-
MSCs suggesting an organization of cytoskeletatgme into sarcomeres. The
skeletal muscle appeared intact by histologicalyaisg without signs of significant
immunologic response, and the presence of MSCsleigsted by immunostaining
with a monoclonal antibody against human-Nuclei.atidition, these cells also
expressed myosin and sarcomeric tropomyosin, a rapobdein and an actin-
binding filament protein, respectively. At both grpoints we observed fibers with
centrally located nuclei, indicating regeneratdxfs. Finally, the number of GFP-
positive fibers/total fibers counted in severaldeewas 40% for both time points
and the area covered by these fibers was 20% d&baells at 7 days increasing to
26% at 14 days, indicating a maturatajrthese myofibers.

Our in vitro andin vivo data indicate that human MSCs are able to difteatn
towards the myogenic lineage and may be efficiembyorporated into injured

skeletal muscle, supporting the muscle regenerativeess.



RIASSUNTO

Alcuni lavori svolti dal nostro gruppo di ricercagnno dimostrato che
sostituti muscolari composti da matrice acellulaee mioblasti possono
rappresentare un valido approccio per il trattametit patologie caratterizzate
dall'assenza congenita o perdita di massa musaobleletrica. In questo lavoro e
stato studiato il processo rigenerativo che avvianavo all'interno del materiale
protesico, verificando la presenza, sia come RNA cbme proteina, di alcuni
marcatori muscolari e nervosi nei tre mesi suceesdlintervento di chirurgia
ricostruttiva. Le evidenze sperimentali ottenuteshee se non in grado di fornire un
quadro completo, hanno indicato che esiste alfimdedei patch un progressivo
rimodellamento della componente muscolare che ae8i ™all’intervento non
appare totalmente concluso. Infatti, la presenzaeroporanea, a partire da un
mese, di marcatori caratteristici sia delle prirasi fdifferenziative che di quelle
successive, indica l'esistenza di progenitori attivindirizzati verso la linea
miogenica e di elementi cellulari a stadio di manwne avanzato. Inoltre il
coinvolgimento di precursori circolanti, probabilmte di origine midollare, nel
processo rigenerativo viene suggerito dalle segusservazioni: i) persistenza di
cellule scarsamente differenziate a 3 mesi dadlfiento, ii) importante migrazione
cellulare dai vasi non associata a fenomeni infiatom, e iii) i mioblasti
impiantati, essendo cellule gia indirizzate versopueciso destino differenziativo,
presumibilmente formano, analogamente a quantoedecm vitro, elementi
plurinucleati in tempi relativamente brevi. Infise ha una rapida comparsa sia
della rete vascolare che della componente nenRrewvedendo di utilizzare nella
futura pratica clinica tecniche di tissue enginegmer riparare difetti muscolari a
tutto spessore, quali onfalocele e gastroschisi, esivoluto prendere in
considerazione l'utilizzo di altre fonti cellulah questo proposito si e valutata la
capacita miogenican vitro edin vivo di cellule mesenchimali (MSC) ottenute da
sangue cordonale. Esiste infatti la possibilitjpmlevare, all’atto della nascita, il
sangue cordonale e di stoccarlo in banche di tessagi da avere una riserva
autologa di MSC da utilizzare nel trattamento diatiee congenite muscolari. Le
MSC seminate su piastre condizionate con Matrigeleeno di induzione



miogenica, sono state differenziatevitro verso la linea miogenica. Dopo 4 giorni
il Myf-5, rilevato allimmunofluorescenza, era espso dal 13% delle MSC e
aumentava al 30% a 8 giorni. Per confermare iledéfiiziamento in atto, si é
eseguita una real time PCR (quantitativa) per huMgoD e human-Myogenin
MRNASs. Per valutare la capacita rigenerativa d8iBC é stato utilizzato un
modello di danno muscolare al Tibialis Anterior datti Lewis indotto
chimicamente (bupivacaina cloridrato), che prodoneerosi delle fibre muscolari.
MSC indifferenziate ed esprimenti GFP, sono stateettate nel muscolo
precedentemente danneggiato, senza utilizzare ideiapmunosoppressiva. Le
cellule si integravano dopo 1 settimana e risuliavpositive per Myf-5 e MyoD.
Dopo 2 settimane, si notavano delle striature, zdmare e scure, all'interno di
fibore muscolari GFP-positive. Il muscolo schelairiappariva intatto all’analisi
istologica, senza segni di risposta immunologignificativa, e la presenza di
MSC e stata anche confermata tramite immunoflueresz utilizzando I'anticorpo
monoclonale anti human-Nuclei. Inoltre, le cellitgiantate esprimevano miosina
e tropomiosina sarcomerica. Ad entrambi i time pa@nosservavano fibre con
nuclei situati in posizione centrale, indicantirébn fase di rigenerazione. Infine, il
rapporto dato dalle fiore GFP-positive/totale ddilee contate era del 40% per
entrambi i tempi, mentre I'area totale data datlmsa delle sezioni trasversali di
tali fibre era di 20% sul totale dopo 7 giorni, @&iva al 26% dopo 14 giorni,
indicando un accrescimento delle fibre muscolaguesto arco di tempo.

| risultati ottenutiin vitro e in vivo indicano che MSC umane sono in grado di
differenziarsi verso la linea miogenica e si possimegrare in modo efficiente nel
muscolo scheletrico precedentemente danneggiatensrglo, almeno in parte, il

processo di rigenerazione muscolare.



INTRODUZIONE

1. DIFETTI CONGENITI DELLA PARETE ADDOMINALE
ANTERIORE

Le malformazioni congenite sono alterazioni detlanfa e della struttura
del corpo umano presenti alla nascita ed origindiggnte la vita uterina.
La gastroschisi e I'onfalocele sono le due piu ppatologie eviscerative neonatali
che conseguono ad un difetto di chiusura sullaalimediana della parete

addominale anteriore durante lo sviluppo embrianale

a) Onfalocele

L’onfalocele pu0 essere definito come una protmsidi una parte piu o
meno ampia d’intestino attraverso un difetto medidal muscolo addominale alla
base delllombelico. Questa malformazione € dovllidanaancata coalescenza delle
pliche in corrispondenza dell’anello ombelicalentivo tra la 62 e la 102 settimana
di gravidanza. Normalmente, mentre il feto si staluppando durante la
gravidanza, c’e una piccola apertura nella musedaaddominale attraverso la
quale passa il cordone ombelicale. Quando il feabuna, i muscoli addominali si
incontrano nel centro e crescono insieme portafidachiusura di questa apertura
iniziale. L’'onfalocele si crea quando gli organidadinali non ritornano nella
cavita addominale come dovrebbero.

Questa malformazione si presenta sotto forma di tun@efazione piu 0 meno
rotondeggiante, centro-addominale e del diametrabide da 3-4 cm fino ad 8-10
cm; quest'ultimo tipo, conosciuto come onfalocelgagte, presenta al suo interno
il fegato, l'intestino tenue, il crasso e, a volche altri organi come la milza, il
colon, lo stomaco e, raramente nella femmina, Eeov

| difetti addominali piu piccoli, che sono piu freenti, possono presentare
I'erniazione di poche anse intestinali e quindi qoy® essere definiti come ernie
del cordone ombelicale. La cavita addominale steissdtre, pud essere troppo



piccola a causa del mancato sviluppo durante lavidgaza. Un evento
particolarmente grave, che in piu del 10% dei ¢ag avvenire gia nell'utero,
corrisponde alla rottura del sacco erniato espomendisceri al pericolo di
infezioni. Quando cid accade é difficile stabile® si tratta di onfalocele oppure di
gastroschisi. Conseguenze immediate sono la perditaacqua da parte
dell'intestino e l'ipotermia dovuta alla perdita dalore e alla disidratazione da
evaporazione dell'acqua a livello delle anse imes$it scoperte. Gli organi che
sono erniati, se sono stretti o contorti, possoacdgre il loro rifornimento di
sangue e cio puo danneggiare ancora di piu quesB portandoli alla necrosi.

| bambini con onfalocele, oltre ad essere in geset®dpeso a causa dello stress da
guesta condizione prima della nascita, hanno whiospiu elevato del normale di
presentare altre anomalie associate, compreseadsiaintestinali e le anomalie
cardiache e renali, che devono essere ricercatelieiduate prima di effettuare
l'intervento chirurgico. Spesso infatti viene effetto un ecocardiogramma per
ricercare prima della nascita la presenza di anemal

Non é possibile, invece, effettuare la diagnosigeafica prenatale prima della 122
settimana di gestazione, in quanto é tra la 686@3ahe si ha il difetto di chiusura e
di sviluppo della parete addominale per il manaétono dell'intestino fetale dal
cordone ombelicale alla cavita addominale [Domihirea, 2003].

La prognosi del paziente affetto da onfaloceler&l&mentalmente correlata sia alle
complicanze addominali insite che alla gravita elathalformazioni associate,
soprattutto cardiache, che condizionano la sopvawia. Questa nel complesso si
stima essere del 70%. | bambini nati con un gratifeito della parete hanno
problemi a lungo termine, riguardanti soprattut@igestione e le infezioni. Lungo
un ventennio di studi [Stoll et al., 2001] si sargistrati 58 casi di onfalocele e 47
di gastroschisi su di un totale di 265858 nasaitesecutive, con una prevalenza
alla nascita di 2,18 su 10000 nati per I'onfaloceldi 1,76 su 10000 nati per la
gastroschisi: 14 (24,1%) e 29 (61,7%) casi eratiovha, 14 (24,1%) e 11 (23,4%)
erano casi di aborto spontaneo tardivo o nati megrtn 30 (51,7%) e 7 (14,9%)
casi si era interrotta la gravidanza a seguito dhgmbsi prenatale di,
rispettivamente, onfalocele e gastroschisi. Ungrthai prenatale era stata fatta nel
61,9% dei casi e fu effettuata al momento dellaxita® nella prima settimana di

vita negli altri casi.



Ci furono 37 (35,2%) casi senza e 68 (64,8%) cdre ahalformazioni. Questi
ultimi sono stati divisi in sindromi riconosciut&g casi di tipo cromosomiale e 5 di
tipo non cromosomiale) e sindromi non riconosci(#d casi di malformazioni

multiple).

b) Gastroschisi

La gastroschisi (o laparoschisi) € una protrusidae visceri addominali
attraverso un piccolo e completo difetto della paerldominale, di dimensione di
solito minore a 4 cm, localizzato alla destra detlone ombelicale e in alcuni casi
separato da esso da tessuto cutaneo [Domini e Ri0QE).

La diagnosi avviene tramite il rilevamento, per meedi un’ecografia prenatale tra
la 182 e la 202 settimana di gestazione, di urttdifeddominale localizzato alla
destra del cordone ombelicale e dalla evidenzask antestinali libere nel liquido
amniotico. Siccome queste, diversamente dall’'ocklEy non risultano ricoperte
da peritoneo, appaiono edematose e ricoperte dasgndato infiammatorio
(peritonite chimica). Il contatto con il fluido amatico causa anche la cessazione
dei normali movimenti intestinali sia prima che dda nascita e la ripresa di questi
si ha soltanto dopo diverse settimane dalla nascita

Alcune volte la torsione dell'intestino determinanau compromissione della
vascolarizzazione, tale da portare a necrosi di ianmngtti intestinali e
conseguentemente alla morte del feto [Jeejeebld®?]2

Un’altra differenza rispetto all'onfalocele consistel fatto che il fegato é collocato
sempre all'interno delladdome mentre lo stomaccameente fuoriesce. Sono
eccezionali ed atipici i casi nei quali e presehéeniazione della colecisti,
dell'utero, delle tube, della vescica, dei testieotielle ovaie.

Clinicamente, la gastroschisi viene suddivisa ira warieta antenatale, in cui
I'aspetto macroscopico delle anse risulta maggiotmalterato, ed una perinatale,
in cui i segni di sierosita sono scarsi.

Diversamente dall’onfalocele, la gastroschisi nonagsociata ad anomalie
cromosomiche o altri gravi difetti (nel 79% dei icasuna malformazione isolata,
Calzolari et al., 1995) e percio il grado di soptiggnza € piu alto. La torsione

dell'intestino (volvolo) determina una compromisstodella vascolarizzazione e



percio puo necrotizzare ampi tratti intestinaliomgeguentemente portare a morte il
feto. Attualmente nei centri di chirurgia neonattde possibilita di guarigione
raggiunge circa il 90% dei casi (la mortalita éaliegalla misura del difetto della
parete addominale, alla quantita e alle condizil@tiiintestino e al coinvolgimento

di altri organi) e I'aspettativa di vita puo esseomsiderata normale.

2. TECNICHE RICOSTRUTTIVE

Nonostante i progressi compiuti dalla chirurgiaipgtta negli ultimi anni,
la mortalitda riguardante i difetti della paretedathinale e rimasta elevata,
assestandosi attorno al 25% per I'onfalocele €% per la gastroschisi. Obiettivo
prioritario del trattamento chirurgico per ambediee malformazioni e il
riposizionamento dei visceri nel cavo addominale ehiusura del difetto, che puo
essere effettuata in un tempo unico (chiusura prapa in tempi successivi

(chiusura in piu tempi).

Chiusura primaria.Prevede I'escissione del sacco (onfalocele), lagpee
della cavita addominale, la correzione di eventddétti di continuita intestinale
(atresie), la riduzione dei visceri erniati nel caperitoneale e, in ultimo, la
chiusura a strati della parete addominale, pretretching delle sue componenti
muscolari ed eventuale ulteriore ampliamento debaddominale con lI'impiego
di un patch di materiale protesico biologico, com@a madre, pericardio di
cavallo, fascia lata, membrana amniotica, o sicetquale Gore - Tex, Teflon,
Dacron, Vicryl (Cataliotti et Cascio, “Manuale dhi@urgia Pediatrica”); la tecnica
con patch e stata utilizzata anche sull’'onfalodategro. Se, nonostante questi
accorgimenti, la capacita di contenzione del caddominale & deficitaria, la
riduzione forzata dei visceri puo indurre momensiopatologici compressivi
endoaddominali  (alterazioni emodinamiche e/o caedjpiratorie da
interessamento cavale inferiore e/o diaframmati) € pertanto necessario

ricorrere ad un trattamento chirurgico in piu tempi



Chiusura in piu tempilLa tecnica di Gross, utilizzabile solo nell’onfedde,
prevede la chiusura del solo piano cutaneo, adegueite mobilizzato, con la
creazione di lembi al di sopra del sacco. Quandoabile, da esito ad un
voluminoso laparocele ventrale, che necessita di sugcessivo intervento
chirurgico correttivo, spesso stadiato in rappoalta specificata capacita di
correzione del cavo addominale.

Per ambedue le malformazioni, la tecnica inizialtegoroposta da Schuster nel
1967 prevede la sutura di una lamina protesicaga) sui margini del difetto,
con copertura cutanea. In successivi reinterventidsice progressivamente la
superficie della lamina (suo ripiegamento centr@d@ apposizione di punti di
sutura), fino a quando non sia possibile otteriafsdntamento diretto dei margini
del difetto (chiusura diretta della parete addomenaViceversa, la modifica
apportata da Allen e Wrenn (Cataliotti et Cascidjahuale di Chirurgia
Pediatrica”) prevede l'impiego di due lamine di eréle sintetico (Silastic)
ancorate ai margini muscolo - aponeurotici dellarefga addominale in
corrispondenza del difetto, in modo da creare wroésssione del cavo peritoneale
(silo) che contenga i visceri che hanno perdutadiritto di domicilio. La
progressiva graduale riduzione di quest’estroftessi (ottenibile in un tempo
medio di 10 giorni, con apposizione di suture degamenti del suo margine
superiore in modo simile ad un tubo di dentifriciopnsente un completo
riposizionamento dei visceri e la successiva chasdefinitiva della parete
addominale. Per quanto concerne la tecnica delesitta segnalare I'accorgimento
proposto da Fischer (“Manuale di Chirurgia Pedzati), che prevede I'impiego di
un silo preformato, a bocca elastica (spring - éobdng), direttamente posizionato
sotto i margini del difetto, senza necessita dioaaggio con punti di sutura, in
guanto mantenutim situ dalla parete addominale.

Negli ultimi decenni, quindi, 'uso di biomateriaBintetici si € sempre piu
sviluppato. Il biomateriale ideale da impiegarsir patervenire sulla parete
addominale dovrebbe possedere un’adeguata resstermn dare reazioni di
ipersensibilita, essere biocompatibile per fagiitéa rigenerazione dei tessuti, la
quale puo aiutare il mantenimento della resisteneacanica nel lungo periodo.

Pochi anni or sono Minkes et al. (2000) hannozaz#to una struttura preformata di



Silastic (spring - loaded ring), che é stata posiaia e suturata al di sopra delle
anse erniate.

Successivamente si € passati ad una riduzioneed®d, controllando la sua
progressione grazie alla relativa trasparenza deémale. A riduzione completata
si e chiusa definitivamente la parete. In nessw@adzienti si & riscontrata necrosi
del tessuto o perforazione dell'intestino. Tuttawml alcuni dei bimbi e stata
osservata infammazione nei punti della parete adidale ancorata al Silastic. In
modo analogo Kidd et al. (2001) hanno utilizzato siesso biomateriale. A
riduzione conclusa e stato tagliato I'eccesso denmge protesico e si € passati alla
chiusura definitiva della parete addominale. Ini iutasi sono state danneggiate le
anse intestinali e si sono presentati in quasd#3lei pazienti eritemi alla parete
addominale in seguito alla chiusura definitiva. Idsperienza di Bhatnagar et al.
(2001) si sono messi a confronto bambini affeth sia gastroschisi sia da
onfalocele, che sono stati trattati sia mediante cimusura immediata del difetto
addominale, sia tramite I'utilizzo di materiale f@sico. Questo era formato da un
foglio di propilene ricoperto da un film adesivdrasparente. La mortalita e stata
del 7,7% per i malati di onfalocele e del 40% peellj affetti da gastroschisi. Tra
le maggiori cause si sono riscontrate gravi infezionecrosi dei tessuti,
perforazioni intestinali e peritoniti. Harjai et #2000) hanno cercato di curare un
onfalocele di dimensioni importanti ricoprendo, fiave possibile, il difetto con la
cute ed inserendo un foglio di polipropilene antwrai margini. | fili di sutura
(polene) venivano tirati ogni 24 — 36 ore in modopkrmettere una chiusura piu
regolare del difetto. Tuttavia, dopo alcune riduzicsi € notato che il foglio di
materiale protesico iniziava a distaccarsi dai nmardel difetto, rendendo piu
difficile la chiusura di questa erniazione.

Il tipo di materiale utilizzato risulta di grand@portanza, soprattutto quando si € in
presenza di difetti di notevole entita [Schwartz at, 1983]. Le numerose
applicazioni hanno reso evidenti i non pochi lindei materiali biocompatibili
sintetici. Essi scatenano gravi risposte inflammeafa@he portano anche alla morte
del paziente, soprattutto in presenza di anomaliectate. Spesso risulta difficile
'ancoraggio al tessuto circostante e si sono iatif casi di distacco protesi —
tessuto [Harjai et al., 2000]. Inoltre nei mesi cassivi all'intervento, si puo
verificare una ricomparsa del difetto stesso nel-ED% dei casi. Nel corso degli



anni possono insorgere scoliosi, in quanto i maliesintetici non si integrano in
modo completo e funzionale col tessuto e non crescon la cavita toracica, che
negli anni si ingrandisce.

La SIS (small intestinal submucosa) € un biomdeeracellulare riassorbibile
derivante dalla matrice extracellulare della tons@#omucosa dell’intestino tenue
ed é stata valutata come sostituto per la paretenaithale in modelli animali di
ratto e di coniglio [Jyn — Yao et al., 2003]. Amalndo i concetti dell'ingegneria
tessutale, alcuni ricercatori hanno riportato ssscenellimpiego della SIS
seminata con cellule per la riparazione di difeiaframmatici su di un feto di
agnello. Le cellule seminate hanno facilitato tgerierazione e la crescita tessutale.
Jyn - Yao et al. (2003) hanno applicato questosstesncetto nella cura di vasti
difetti della parete addominale, dimostrando come canstrutti tessutali
ingegnerizzati, a diversita delle matrici acellylaresentino migliore infiltrazione
cellulare e una migliore performance meccanicaedsuti ricostruitiin vitro
possono quindi essere una scelta valida cometigostella parete addominale.
Tuttavia il materiale ideale per la riparazione degetti della parete addominale

rimane ancora motivo di indagine e discussionéarebito medico - scientifico.

Trattamento conservativolrova indicazione negli onfalocele giganti con
gravi complessi sindromici, eventualmente anchepiasenza di difetti della
canalizzazione intestinale, con ovvio ricorso all#rizione Parenterale Completa.
Consiste in applicazioni topiche ripetute di soduziantisettiche, che determinano
dopo alcuni giorni la formazione di un’escara, alia caduta (dopo circa tre
settimane) residua una superficie granuleggiante shbisce un processo di
epitelizzazione dal colletto del sacco verso I'api¥engono oggi preferite le
pennellature con soluzioni alcoliche al 70% o asgu@ll'l% di violetto di
genziana rispetto a quelle inizialmente impiegate neercurocromo al 2%,
responsabili di livelli ematici e tessutali di meno al di sopra dei minimi livelli

tossici (lesioni renali).

Prognosi e follow — uplLa mortalita piu alta nell’onfalocele (25%) risfmet
alla gastroschisi (10%) e soprattutto da riferile analformazioni associate, alle

infezioni e all'insufficienza respiratoria.



Ulteriori fattori prognostici sono legati alle pdsita ed ai tempi di ripresa
funzionale dell'intestino (gastroschisi) ed allacessita di eseguire 0 meno una

nuova plastica della parete addominale anteriore.

3. INGEGNERIA TESSUTALE

La perdita o l'insufficienza funzionale di un tesswo di un organo a causa

di incidenti, traumi, malattie o il loro deterioremto a causa dell'invecchiamento
rappresentano uno dei problemi piu invalidantigfrenti e costosi nell’ambito
della Sanita.
Il problema non e esclusivamente limitato alla n@mza di organi in toto come
fegato, rene, cuore, pancreas ma coinvolge anchieitdessutali localizzati e
limitati a parti di non vitale importanza, ma cl@mnque determinano una scarsa
gualita della vita. Mentre la perdita di un organwgene necessariamente
compensata con un trapianto, nel caso di difettmdidesta entita il chirurgo
plastico, I'ortopedico, il vascolare, I'urologo ligzano per la ricostruzione i tessuti
residui o, come alternativa, i prodotti della bagggneria.
In questo contesto si inserisce lingegneria tedsut un nuovo campo
multidisciplinare che applica i principi dell'ingegria e delle scienze biomediche
per elaborare prodotti artificiali o biologici inragdo di ripristinare o comunque
mantenere la funzione di tessuti ed organi daniagiggi
Quello che caratterizza i tessuti ingegnerizza&peatto agli altri biomateriali, € la
distinzione, durante il processo di produziondrelimomenti fondamentali:

- prelievo del tessuto naturale

- procedure di ingegnerizzazione del tessuto

- realizzazione vera e propria del sostituto biologiggegnerizzato.
In queste tre fasi, il passaggio innovativo ed e&sée € rappresentato proprio
dalla ingegnerizzazione che determina la trasforom&z sostanziale del tessuto
d’origine fino ad ottenere un prodotto finale clisublti impiantabile nelluomo e

che sia in grado di favorire o determinare in ndidersi la riparazione tessutale.



Il campo dell'ingegneria tessutale elabora dunquelqtti di origine biologica fino
a creare dei derivati completamente nuovi, contiirstiche tali da essere usati
durante la pratica clinica nella guarigione desteiscutanei, nella ricostruzione
ossea e, piu in generale, nella espansionevitro di cellule o tessuti di
rivestimento.

A tutt’oggi nella chirurgia ricostruttiva si utizano impianti formati da polimeri
sintetici, ceramiche e metalli che, tuttavia, nomiwelano in grado di fornire la
qualita e la funzionalita del tessuto originaleesgp possono rompersi e indurre
una risposta immunitaria. Inoltre, contrariamentenateriali naturali, la maggior
parte di essi non viene colonizzata dalle cellue dcevente e trasformata
successivamente in un tessuto vivente.

Quindi uno dei settori piu promettenti, in gradaidolvere le problematiche di cui
sopra e garantire maggior disponibilita di tesseitproprio lI'ingegneria tessutale
[Langer e Vacanti, 1993] che si prefigge, per l'apo, di sviluppare sostituti
biologici in grado di mantenere, sostituire e/o auatare le funzioni vitali degli
organi e dei tessuti danneggiati [Schulteiss e2800], tramite I'identificazione
vitro di condizioni di coltura che mimino i segnali bnbmici e fisici responsabili
dello sviluppo e della sopravvivenza del tessataivo.

L’impianto ottimale e costituito da tre componert). cellule autologhe; 2) un
supporto, che fornisce la struttura tridimensionde 'adesione e la proliferazione
cellulare; 3) molecole segnale, quali fattori desidne, di crescita e angiogenici,
che vengono depositati nel supporto. Le stratagmrd adottate sono molto varie.
Si possono isolare cellule deputate a svolgere particolare funzione, qualora
impiantate come tali nellorganismo ricevente, cong caso di sostituti cutanei
contenenti cheratinociti e/o fibroblasti. Negli it anni la ricerca si sta
indirizzando verso l'uso delle cellule staminaliaratterizzate da un’elevata
capacita proliferativa. Particolare interesse gasoi le cellule staminali presenti
quasi ubiquitariamente nei tessuti dell’adultoguanto il loro utilizzo non implica
problematiche di tipo etico, come invece avvieneaaso delle cellule staminali
derivate da embrione.

| supporti sui quali vengono seminate le cellulsgomo essere formati da materiale
sintetico, quale propilene (Marlex, Prolene), mifluoroetilene (Teflon e Gore -
Tex), poliestere (Dacron) e poliammide (Nylon), omp naturali, quali collagene



[Werkmeister et al., 1998], gel di fibrina e aci@duronico. | fattori di crescita,
eventualmente legati al supporto, sono in gradattdrare in modo differenziale i
geni, i cui prodotti sono responsabili per la citease il differenziamento del
tessuto.

Attualmente, e entrato nella pratica clinica comuhmpiego di lamine di
cheratinociti umani coltivatin vitro e supportate da biomateriali, in modo da
ottenere un prodotto finale pratico e di facile laggzione. L'introduzione dell’'uso
di un supporto bioattivo derivato dall’acido ialarco, ha reso possibile la
creazionen vitro di un tessuto originale nel quale le cellule digileinteragiscono
attivamente con I'acido ialuronico stesso, costitiee cosi in laboratorio un vero
tessuto ingegnerizzato.

Nell’'esperienza di Bonfirraro (Istituto di ChiruggPlastica, Universita di Milano),
impiego di sostituti cutanei nella riparazione Msioni a tutto spessore ha
permesso di velocizzare i tempi di riparazione. Spue giustificato dal rilascio
fisiologico di fattori ad azione farmacologica, tju@tochine, interleuchine, fattori
di crescita propriamente detti, la cui azione swicpssi di riparazione tessutale e
fatto ormai consolidato. Se la guarigione di unatdedifficile con metodiche
tradizionali puo richiedere sei — otto mesi di tempon l'impiego di sostituti
cutanei si riesce a ridurre questo periodo a tygattro mesi.

In ogni modo, sebbene notevoli progressi siana sggiunti nell’isolamento e
nella colturain vitro di grandi quantita di cellule, e nella progetta®oe
nell'ottenimento di biomateriali [Fontane et al99b], il successo dell'impianto di
un tessuto ingegnerizzaio vitro dipende dalla sopravvivenza vivo delle cellule

seminate per il maggior tempo possibile.

4. MATRICE ACELLULARE NELL'INGEGNERIA TESSUTALE

La formazione di un tessuto e garantita da un’agiene dinamica tra le
cellule che lo costituiscono e il loro microambenche risulta essere
sostanzialmente costituito dalla matrice extratai&ie da altri citotipi (fibroblasti,
macrofagi, mastociti e plasmacellule) con i qual popolazione cellulare

interagisce.



Fino a non molto tempo fa veniva ipotizzato chenktrice extracellulare avesse un
ruolo inerte, di semplice impalcatura per la stab#dzione fisica dei tessuti viventi.
In realta & stato dimostrato che, oltre ad avergi@uni di sostegno meccanico,
possiede un ruolo attivo nella regolazione del cont@mento delle cellule che
entrano in contatto con essa, influenzandone see&vwza, sviluppo, migrazione,

proliferazione, forma e funzione [Alberts et aB95].

femaer)
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La matrice extracellulare

La matrice extracellulare animale € composta da vaaeta di proteine e
polisaccaridi che sono secreti localmente e ass#ivibl una rete organizzata in
stretta associazione con la cellula che li ha ptodgella maggior parte dei tessuti
connettivi le macromolecole della matrice sono stecdai fibroblasti.

Le variazioni nelle quantita relative dei divergpitdi molecole e la diversa
struttura terziaria, danno origine a una diversttgpefacente di forme molecolari,
ciascuna adatta alle necessita funzionali di utiqudaire tessuto.

Tre classi principali di macromolecole extraceltu@mpongono la matrice:

« catene polisaccaridiche della classe chiamatasgimoninoglicani (GAG),
che si trovano di solito uniti covalentemente atgiree sotto forma di
proteoglicani;

» proteine fibrose, il cui rappresentante piu indicat il collagene;



» proteine di adesione come fibronectina e laminai® hanno funzioni sia
adesive che strutturali.
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Componenti principali della matrice extracellulare

Nella matrice extracellulare sono inoltre preseitbchine e fattori di crescita, che
sono generalmente complessati in forma inattivaraponenti della matrice e che
possono essere resi disponibili in una forma fumaimente attiva per azione di
enzimi proteolitici. La matrice regola I'attivitai dattori, quali PDGF (Ritelet-
derived growth factgr TGF-a (Transforming growth factgr EGF Epidermal
growth facto) e HGF Hepatocyte growth factdrcontrollando il loro rilascio e la
loro attivazione. Una volta attivati, essi sonognado di indurre la proliferazione
ed il differenziamento cellulare.

Recentemente si € pensata e proposta l'utilizzazidn matrici extracellulari
acellulari di varia provenienza come sostituti iéglk per la rigenerazione di
numerosi tipi di tessuto [Badylak et al., 2007].

Opportuni trattamenti con specifici detergenti adimi permettono I'ottenimento
di biomateriali formati da sola matrice acelluladi, per sé priva di potere
antigenico, e quindi incapace di scatenare unaiae@zdi rigetto, in quanto
preventivamente privata  della  componente  cellulareesponsabile

dellimmunogenicita. L’efficienza della rimozioneedh componente cellulare



dipende da vari fattori tra cui l'origine del tetsistesso e i metodi utilizzati
[Gilbert T et al., 2006]. Tali matrici funzionan@me un’impalcatura, all’interno
della quale migrano le cellule dell'ospite ed, eslkecomposte essenzialmente da
collagene e da altre proteine strutturali, vengaoimoodellate in vivo con la
formazione di un tessuto simile a quello nativo dekvente. Grazie alla loro
composizione, infatti, sono in grado di favorire Gmescita cellulare e la
neovascolarizzazione. Inoltre una volta impiantatevivo vi € solamente una
piccola reazione infammatoria che si risolve irautecina di giorni ed € dovuta
principalmente a una modesta infiltrazione di polifanucleociti e monaociti.

A tutt'oggi matrici acellulari sono state utilizeatton successo come sostituti
vescicali [Sutherland et al., 1996], cutanei [Takamal., 1996] e dell'intestino
tenue [Parnigotto et al., 2000].

Il gruppo di ricerca del professor Parnigotto (19B@ sviluppato e caratterizzato
un modello di matrice acellulare omologa di cuteatio, ottenendo cosi un valido
ed efficace sostituto dermico di lesioni cutanedutio spessore. La matrice
innestata veniva ripopolata dalle cellule del rex@e e, integrandosi nel tessuto
cutaneo dell'ospite, preveniva in modo efficiergebntrazione della cicatrice.

Un esempio di matrice acellulare eterologa cheahttante € gia utilizzata
sulluomo, risulta essere |8IS (small intestinal submucosache deriva dalla
matrice extracellulare della tonaca sottomucoskimektino tenue di maiale.
Questa & disponibile in commercio in diverse canfigioni (Surgisi8”,
Stratasi8” e Durasi§”, CookSIS, Spencer, Indiana-USA) e si & dimostrata
applicabile in diversi modelli animali come sodtiitudella parete addominale
(roditori e cani), di vasi sanguigni (cani), di gem (cani), dell’epidermide (ratti) e
del diaframma (ratti).

MacLeod et al (2004) hanno ottenuto risultati rilevanti nelleeyenzione della
contrazione secondaria di innesti cutanei, utilima come sostituti dermici,
matrici acellulari dermiche di origine porcina élimtando tessuto ingegnerizzato
ottenuto dalleBIS

Il gruppo di ricerca di Palminteri (2006) del Centdi Chirurgia Ricostruttiva
dell'Uretra, di Arezzo, ha eseguito un interventaigbtroplastica peniena in tempo
unico con innesto dSIS in 21 pazienti dell’ etd media di 39 anni connst
dell'uretra anteriore. A 22 mesi si € avuto I'81%sdccessi, mentre il 19% di



insuccessi si e verificato con le stenosi lungheogeulbari o peniene, piu difficili
da approciare.

In un altro lavoro e stata utilizzata matrice adelle ricavata da aorta toracica
omologa, come sostituto uretrale in conigli, nealgsi era provveduto ad indurre
sperimentalmente un difetto [Parnigotto et al., @00lessun animale ha rigettato
limpianto, né ha presentato problemi clinici pogeratori. Dopo un anno dagli
impianti e stata dimostrata una completa integrazidella matrice nel tessuto
dell'ospite: la zona sottoposta ad impianto ap@aampiamente vascolarizzata e
'orientamento delle fibre collagene e delle fibreuscolari era simile a quella
dell'uretra del ricevente.

La maggior parte degli studi su supporti compoatntatrice acellulare utilizzati in
urologia confermano comunque I'ampio successo @&ifkper la cura di malattie
dell'apparato urinario. E' da notare perd che sandase di studio altri tipi di
matrici acellulari di diversa provenienza che seanbr dare altrettanti risultati

positivi.

Confronto di diversi tipi di ECMs commerciali e sipeentali [Santucci e Barber, 2005]

Resorbable Source Uses Currently
Available?
SIS Bard Yes Poreine small Multiple, “intelli- Yes
mtestime gent remodeling”
FortaGen™, Organogenesis Partially Porcine small Support such as No
FortaPerm™ mtestine sling, possible re-

placement via “mtel-
ligent remodeling”

Repliform™ Lifecell, mar- No Human Pubovaginal sling Yes
keted by Bos- dermmis
ton Scienfific-

Microvasive

Palvicol™ Bard Partially Poreine Pubovaginal sling Yes
(Permacol™ dermms
i the UK)
Acell Uninary Acell Yes Poreine Weterinary only at No
Bladder bladder this time (possibly
Submucosa mmltiple via “mtell-
(UBS) gent remodeling™)
Acellular Experimental Yes Wartous hu- Multiple, “intelli- No
Mamx Grafts man (bladder, gent remodeling”
urethra)
Tutogen™ Tutogen No Bovine peri- Peyromie’s repair Yes

cardinm




Un potenziale miglioramento di yratchbiologico costituito da matrice acellulare
consiste nella semina prima dell'impianto di calukoteliali e muscolari liscie del
paziente stesso, ricavate da una biopsia vescozhleretrale. La capienza della
vescica e stata in questo caso significativamerngéarata rispetto il solo supporto
senza cellule seminate [Yoo et al., 1998].

Un altro campo di applicazione in cui possono essétizzate matrici acellulari e
nell'ingegneria vascolare e, in particolare, nelleazione di “arterie artificiali” per
la cura di deficienze vascolari.

Kaushalet al (2001) hanno ottenuto risultati positivi utilizeko tubi acellulari di
matrice extracellulare (collagene) ricoperti coartéria iliaca decellularizzata di
maiale su cui erano state seminate cellule proggnéndoteliali. Questo tipo di
patch impiantato nella carotide di pecora, ha mostratoa significativa
colonizzazione da parte delle cellule dell’ospite;particolare si € osservata una
infiltrazione di cellule muscolari lisce.

Alcuni lavori hanno riportato inoltre Il'utilizzo diéngegneria tessutale per la
ricostruzione di valvole cardiache, in casi di st&re insufficienza, mediante I'uso
di protesi valvolari biologiche che possono essteeologhe, composte da tessuto
porcino o bovino, oppure omologhe, ossia valvolenenprelevate da espianti. In
entrambi i casi il vantaggio rispetto alle proteseccaniche sta nel fatto che Il
paziente non necessita di ulteriori terapie, comadlg anticoagulante.

Inoltre si e visto che questo tipo di matrice cend la struttura ed i componenti
ottimali per ospitare le cellule dellorganismo evente, fornendo un ambiente
ideale per i recettori cellulari di superficie eauriserva per i fattori di crescita che
modulano i processi biologici, quali angiogenesignawione e proliferazione
cellulare.

Ad esempio si sono ottenuti da maiali condotti gkdvi aortici acellulari, che sono
stati impiantati con buoni risultati in pecore. @opn mese dall’intervento, il
condotto impiantato era stato completamente riatidaato e colonizzato dalle
cellule del ricevente [Rocco et al., 2004]. Da stadvitro condotti presso I'Istituto
Superiore di Sanita, e stato verificato che i camdaxellulari mantenevano una
buona funzione emodinamica, paragonabile a quediacdndotti non trattati.
Nonostante cio, in un altro lavoro, Concenial (2004) hanno dimostrato che allo
stato attuale i condotti valvolari acellulari, ottgi con un trattamento detergente-



enzimatico, non sono ancora adatti per applicazibniche a causa della risposta
inflammatoria persistente che provoca il fallimedé&d'impianto.

Un esempio di valvola cardiaca ottenuta da maiali ynerGraft (Cryolife Inc,
Kennesaw, GA) che impiantato in pecore [Goldste¢iale 2000] ha mostrato una
crescita di miofibroblasti del ricevente all'internlella matrice acellulare da cui
formato dopo il trattamento. Questo costrutto éstaoltre gia impiantato in esseri
umani affetti da deflusso nel ventricolo destrcsultando sicuro, stabile con
caratteristiche morfologiche ed emodinamiche proenét[Sievers et al., 2003].
Infine anche per i difetti della parete addominato state utilizzate matrici
acellulari di diversa provenienza. Buinewiet al (2004), ad esempio, hanno
proposto l'utilizzo di una matrice acellulare decmiproveniente da cadaveri
umani: AlloDerm (Lifecell Corporation, Branchbumg,).

Questo costrutto, formato dalla matrice extracefllle dai componenti della
membrana basale, ha dimostrato un particolare ssaceella ricostruzione della
parete con una notevole resistenza all’infezionecasi di difetti complessi e
infetti.

Sempre per questo tipo di difetti € stato propdstdizzo della matrice acellulare
ricavata dal tessuto muscolare omologo. Si € k& nonostante non fosse stata
rigettata, una volta impiantata, causava una faorsposta inflammatoria e
rapidamente veniva sostituita da tessuto fibrossmi@a et al., 2002].

L’efficienza di questo costrutto come sostituto pulare e stata migliorata
attraverso la coltura di questa con cellule sé¢eHiutologhe isolate dal muscolo
dorsale del ratto [Marzaro et al., 2002].

Si e dimostrato percido che la presenza di cellulkolaghe costituisce un
importante fattore per preservare l'integrita $tmglle e per migliorar@n vivo la

biocompatibilita degli impianti costituiti da maté acellulare muscolare omologa.



5. CELLULE STAMINALI

Il concetto di cellula staminale esiste da piunmlisecolo [Robey, 2000], ma
solo recentemente la ricerca sulle proprieta e sadratteristiche di queste cellule
e diventata di interesse generale in tutti i casgpentifici. Questo non solo per la
loro potenziale capacita di originare diversi tigllulari e per tutte le questioni
etiche che circondano I'argomento, ma soprattugtoilploro possibile utilizzo in
un vasto campo di procedure cliniche finalizzate trattamento di malattie
fortemente invalidanti, quali il Parkinson, il detk, 'Alzheimer e la sclerosi
multipla, nonché per migliorare la salute e la gaatlella vita [Triffitt, 2002].
Sebbene l'interesse verso queste cellule sia netdteato, manca tuttora un pieno
accordo tra i diversi gruppi di ricerca sulla defiane, sul marker specifico di
identificazione universale e sulle proprieta di wellula staminale. Esistono
diversi modi per definire una cellula staminalesneonumerose sono le procedure
usate per caratterizzare la popolazione di parteriegpopolazioni cellulari mature

risultanti dalle molteplici differenziazioni.

In generale una cellula staminale possiede alcanateristiche principali che la
distinguono da tutti gli altri tipi cellulari. E'na cellula non specializzata che ha la
capacita di moltiplicarsi indefinitamente mediaxtigisioni cellulari e che, sotto
condizioni fisiologiche o sperimentali, & in gradiadifferenziarsi in cellule mature
con specifiche funzioni [Weissman, 200Rrestonet al., 2003; Heslop et al.,
1996]. Inoltre, ogni singola cellula staminale deasere capace di generare una

linea cellulare geneticamente uguale, chiamataeclon

Importante é sottolineare che le cellule stamipaksiedono un diverso grado di
potenzialita. Questo grado varia dalla totipotelitziadell’uovo fecondato, lo

zigote, di originare un intero embrione e il trafmio della placenta; alla
pluripotenzialita delle cellule staminali embrion@Embryonic Stem Cells, ESC)
derivanti dalla Massa Cellulare Interna della ldeisti, che sono capaci di
differenziarsi in tutti i tipi cellulari derivantiai tre foglietti; alla multipotenzialita

(capacita di differenziarsi in alcune linee celi)lai certe cellule staminali adulte
ed infine all’'unipotenzialita di cellule staminaéssuto - specifiche che originano

un unico tipo di cellula specializzata [Stocum, ZOReport NHI, 2001].



a. Cellule staminali embrionali (ESC)

Le cellule staminali embrionali possono derivare dal blastoderma che
dalle linee germinali primordiali e alcune coltudecellule embrionali di pesci,
uccelli e alcune varieta di mammiferi sono gia sth ecomune nella ricerca [Pain et
al., 1996; Hong et al., 1998]. Tali cellule possahadersi in modo simmetrico
per moltissime volte, senza andare incontro a g=acdi differenziazione e
mantenendo un cariotipo normale e diploide. Sopadandividualmente di dare
origine a cellule derivanti dai tre foglietti emimiali germinali (ectoderma,
mesoderma, endoderma) e a cellule germinali. Oggota cellula embrionale
staminale puo originare colonie di cellule genetieate uguali (cloni) che
mantengono inalterate le proprieta della cellulacda originano. Le ESC si
differenziano in modo casualen vitro, ma se iniettate in una blastocisti
contribuiscono alla formazione di tutti i tessuiilicando che, durante lo sviluppo,
rispondono a tutti i segnali di migrazione, prai#eione e differenziazior{®mith,
2001].

Il mantenimento della pluripotenzialita richiededpressione di alcuni fattori di
trascrizione e, in particolare, di quelli della igha POU (Pit-1/GHF-1, Oct-2 e
Unc-86), quali OCT-3 e OCT-4 (Octamer - bindinghseription factor), che sono
presenti solo in coltura di cellule indifferenziakerivanti dal’embrione.

Nei mammiferi queste cellule sono localizzate néllassa Cellulare Interna e
precisamente nell’epiblasto. ESC umane sono stateilizzate in coltura, da
blastocisti derivanti da fecondaziani vitro e da cellule primordiali germinali di
embrioni di 5 - 9 settimane di vita [Thomson ef 4098; Shamblott et al., 1998].
Queste cellule esprimono marker specifici dellaipltenzialitd quali SSEA-3 e
SSEA-4 (Stage - Specific Embryonic Antigens), TRA&d e TRA-1-81 (Tumor
Rejection Antigen), fosfatasi alcalina e alti livedell’enzima telomerasi,
responsabile del mantenimento della lunghezza detieenze telomeriche durante
le divisioni cellulari. Queste linee umane diffexeamo occasionalmentia vitro,
ma se iniettate in blastocisti di topi immunodepr@artecipano alla formazione di
tessuti come il muscolo [Thomson et al., 1998].

L'utilizzo delle ESC risulta essere di fondamentaleresse per la comprensione

dei geni coinvolti durante lo sviluppo embrionateamite il loro impiego si



possono identificare gli eventi genetici, molecotacellulari che stanno alla base
di molte patologie congenite e malformazioni pldaenche causano aborti
spontanei e studiare anomalie cromosomiche respitingallo sviluppo di tumori

nei bambini. Poiché I'uso di queste cellule & leganon pochi problemi di natura
etica, la ricerca scientifica si e indirizzata aleoperta di nuove fonti di cellule

staminali, quali ad esempio i tessuti dell’adulto.

b. Cellule staminali da tessuti adulti (ASC)

Sono cellule non specializzate reperibili tra dellspecializzate di un
tessuto specifico, quale midollo osseo, sangudepen, fegato, cervello, milza,
tessuto adiposo, muscolo scheletrico, placentadoo@ ombelicale, sangue
cordonale [Markov et al., 2007] e, secondo quastemtemente scoperto, anche
nel liqguido amniotico [De Coppi et al., 2007]. Som@valentemente multipotenti
e, prima di raggiungere la differenziazione commleassano attraverso uno stadio
intermedio, nel quale vengono definite come prageni“‘committed” e
cominciano a differenziarsi seguendo una via gadibta. Tali cellule sono poco
numerose e localizzate in diversi tessuti del carp@no, dove si comportano in
vari modi a seconda dell’ambiente circostante. Irtgyde € anche sottolineare che
non si conosce ancora esattamente quale sia laotayme. Le cellule staminali
adulte si dividono in cellule staminali derivané tessuti di origine mesodermica,
ectodermica ed endodermica.

Alla prima categoria appartengono le cellule stainiamatopoietiche che hanno
la capacita di ricostruire I'intero sistema emaiefioo, in quanto da esse derivano
tutti gli elementi corpuscolati del sangue: erittippiastrine, granulociti, monociti

e linfociti (B, T, NK). Possono venire isolate dalngue periferico, dal midollo
osseo o dal sangue proveniente dal cordone omleellaacellule staminali adulte
provvedono al mantenimento dei tessuti e alla ém@ntuale riparazione in seguito
ad un danno, ma le loro capacita non sono illimjtatquando vengono a mancare
inevitabilmente i tessuti e gli organi tendono aatkere. Per quanto riguarda l'uso
terapeutico vi sono ancora delle difficolta nellescita e nella coltivazionm

vitro, e pertanto sono necessarie ulteriori sperimemazi



Da recenti studi sembra che abbiano una particglagicita, ovvero la capacita
di differenziarsi in cellule di tessuti distanti r®n correlati grazie alla loro
capacita di cambiare le caratteristiche fenotipiachenoto che cellule staminali
nello stroma del midollo osseo, le cellule staminasenchimali [Caplan, 1991]
possono trasformarsi in cellule epatiche [Peteeteal., 1999], neurali, muscolari
scheletriche, renali, adipociti [Jiarg al., 2002], condrociti, osteoblasti [Pittenger
et al., 2000]e cardiomiociti [Lin et al., 2000; Orlic et al., @Q].

La plasticita delle cellule staminali derivanti dessuti dell'adulto potrebbe
rivelarsi utilissima per la ricostruzione di tesssgecifici , spostando I'attenzione
piu su questo tipo di cellule che su quelle emiaiiofer lungo tempo si e creduto
che le cellule staminali adulte potessero diffelanst esclusivamente nella linea
cellulare dell’'organo in cui risiedono. Esistonottavia, delle eccezioni in cui le
cellule di un tessuto si differenziano in celluleud altro, probabilmente mediante
processi metaplastici, di plasticita cellulare d@rdnsdifferenziazione [Tosh et al.,
2002, Caplan, 2007].

Altrettanto importante €& assicurarsi che le celllifferenziate siano in grado di
funzionare secondo i parametri fisiologici e chenduesprimano i geni della
cellula matura verso la quale si € indotto il di#feziamento. E’ indispensabile
quindi analizzare tutte le condizioni di colturaajua tensione di ossigeno, il pH,
la concentrazione di glucosio, la concentrazione fdiori di crescita e delle
citochine, i componenti del siero, la frequenza cihbio di terreno durante la
coltura, in quanto questi fattori possono influgezk variabilita e il turnover di
specifici stadi di espressione genica dei divapsdi cellule staminali.

In conclusione, quindi, I'analisi e il monitoraggid tutti questi parametri possono
permettere di affinare ed approfondire delle nutae@niche e strategie atte ad

aumentare la plasticita delle cellule staminalielivazione non embrionale.



6. LE CELLULE SATELLITE DEL MUSCOLO

Le cellule satellite del muscolo scheletrico —psate da Katz e Mauro nel
1961- sono cellule miogeniche, multinucleate e speeati, localizzate sulla
superficie delle fibre muscolari differenziate imdo terminale, tra il sarcolemma e
la membrana basale [Morgan et Partridge, 2002]. dalule sono normalmente
quiescenti nel muscolo adulto, ma fungono da papate cellulare di riserva in
grado di proliferare a seguito di eventuali dandgndo cosi origine alla
rigenerazione del muscolo scheletrico e ad altitaleesatellite.
Il numero di queste particolari cellule varia andoa I'eta, in quanto al momento
della nascita e stimato essere attorno al 32% madpoinuisce con l'eta,
mantenendosi ad un livello di 1-5% nell'adulto [€dn et al., 1982; Schultz et al.,
1994]. In realta sembra essere piu un declino Gnate nell’attivazione,
relazionato all’attivita contrattile, allinfluenzarmonale e alle malattie, che una
vera perdita nel numero di cellJléonboy et al., 2003].
La recente scoperta di numerosi marker espresde dallule satellite ha
evidenziato come queste cellule, le quali per lutegzopo erano state considerate
come una popolazione omogenea di cellule stamdelimuscolo, possano non
essere equivalenti: vi € la possibilita che una-spbpolazione di cellule satellite
possa essere derivata da una cellula staminaler gmgoprimitiva. Le cellule
precursori muscolari derivate da cellule satelp@ssono essere impiegate per
riparare e rigenerare il muscolo scheletrico dagiag o miopatico, oppure
pOsSsSoNno essere usate come vettori nella terapieagen
Le cellule satellite compaiono ai margini dellerébmuscolari a circa diciassette
giorni e mezzo postcoitum, dopo che si sono formate le fibre muscolari fauiie.
La loro origine non é tuttora conosciuta, ma c’édenza che esse derivino
dall'aorta dorsale [Seale et Rudnicki, 2000]. Fenpoco tempo fa, per identificare
le cellule satellite c’era bisogno di un’accurasezestrema nell’uso della
microscopia elettronica; la scoperta di fattoritprc espressi dalle cellule satellite,
ma non dai mionuclei nelle fibre muscolari postiiedoe, ha semplificato il loro
studio. La M—caderina, una molecola di adesionkilee¢ calcio — dipendente, la

C—met, recettore per il fattore di crescita epdaitwxi(HGF), il fattore nucleare



miocitico (MNF) e la Pax—7, fattore di trascriziodetipo “paired box”, sono tutti
fattori espressi dalle cellule satellite [Hawkesetrry, 2001].

Una nuova metodologia di preparazione di fibre rolasc isolate, vitali, con la
sola presenza delle loro cellule satellite e dsnasaltro tipo cellulare, ha reso piu
semplice ricercare i markers che sono presentiugastq cellule. Usando queste
preparazioni, si € dimostrato che le cellule sé&eljuiescenti su singole fibre
muscolari di ratto esprimono entrambi i fattoriadéscita miogenica Myf-5 e CD
34, il quale & anche presente nelle cellule stairén@atopoietiche attivate. Questo
ha suggerito che il CD 34 puo bloccare in uno sw@ieescente i precursori
“committed”, pronti per una susseguente attivaziongti i mionuclei contenuti
nelle fibre muscolari, ottenute dal muscaatensor digitorum longusli ratti
transgenici, nei quali il promotore di miosina 3fr@a alla produzione di—gal,
esprimono Ig—gal ma questo non avviene per le cellule sateflitgpresumeva che
le cellule pB—gal negative presenti in tali fibore fossero cellgatellite e che la
maggior parte di esse esprimesse sia M—caderin€bBd.

Comunque, un piccolo numero di cellule satelfitgal negative non esprimono
Myf-5, CD 34 o M-caderina, indicando cosi la pogisébche non tutte le cellule
satellite siano equivalenti; le cellule non margadssono rappresentare un tipo di
cellula precursore / staminale minormente impegriB&auchamp et al., 2000;
Zammit et Beauchamp, 2001].

Durante lo sviluppo postnatale, le cellule satlptoliferano e la loro progenie si
unisce alle fibore muscolari in crescita; qualchgaatla origine a nuove cellule
satellite. A dispetto di tal rifornimento del podl cellule satellite durante la
crescita muscolare, il loro numero, che é moltea® nel muscolo subito dopo la
nascita, diminuisce con I'eta [Bischoff, 1997].

Benché studi sulla lunghezza dei telomeri abbiamstrato come il ricambio di
cellule satellite sia molto piccolo o addiritturasante nel muscolo scheletrico
adulto non danneggiato e non miopatico [Decary.efi97], le cellule satellite si
rendono attive in seguito a lesioni. Cellule satelljuiescenti possono essere
attivate da HGF [Tatsumi, et al., 1998].

Le cellule satellite attive esprimono fattori a#ti@ri miogenici, in modo simile alle
cellule precursori del muscolo durante lo svilugj® muscolo scheletrico. Esse

proliferano e quindi si fondono sia le une con lkeeaa formare miotubi, che si



sviluppano in miofibre, oppure si uniscono ai segindesionati delle fibre
muscolari. Si e visto che cloni di cellule satellitanno la capacita di dare origine a
nuovo tessuto muscolare e di auto rinnovarsi peegaein vivo altre cellule
satellite [Blaveri et al., 1999]. Queste cellulengaanche mantenute nel muscolo
ospite come precursori “long — lived”, capaci dr dsigine a huovo muscolo in
caso di bisogno [Gross et Morgan, 1999]. Tali ckmddisfano quindi tutti i criteri
caratterizzanti una cellula staminale, sebbeneadamspecifico per quel tessuto.
C’e un’evidenza di tipo funzionale che mostra cdmeellule satellite siano una
popolazione eterogenea. A seguito di un danno, rmh lesione alcune si
moltiplicano prima di differenziarsi in muscolo ogenerare altre cellule satellite;
altre, attivate, non proliferano prima di fondarsn le fibre muscolari danneggiate
e si ritiene che queste siano maggiormente impegr@he precursori [Zammit et
Beuchamp, 2001].

Molti fattori di crescita sono implicati nella chetassi, nella proliferazione e
nella differenziazione delle cellule satellite. @b muscolari volutamente
schiacciate producono numerosi fattori mitogenier [& cellule progenitrici del
muscolo, alcuni dei quali sono stati identificgtiali il fattore basico di crescita dei
fibroblasti (bFGF) e il fattore di crescita derivatalle piastrine (PDGF-BB).

I macrofagi, che invadono l'area lesionata e fagoad il tessuto danneggiato,
producono anch’essi fattori di crescita, quali PDGEF-$, basic-FGF che sono
mitogenici per le cellule progenitrici del muscoknche fattori di crescita come
HGF, basic-FGF e il fattore di crescita insulinoriée 1 (IGF-1), TGF§
promuovono la chemiotassi di cellule satellite medsuto in coltura [Bischoff,
1997].

Le cellule satellite vicine al sito lesionato soguoindi indotte a replicarsi e a
migrare, tuttavia & evidente che le cellule satelpenetrano nel luogo ove e
presente una lesione da ogni parte all'internamedcolo o, in circostanze critiche,
anche dai muscoli attigui [Hawke et Garry, 2001al8et Rudnicki, 2000].



7. INGEGNERIA TESSUTALE E TESSUTO MUSCOLARE
SCHELETRICO

L'ingegneria tessutale del muscolo scheletrico gmes importanti
applicazioni in patologie congenite acquisite closgono portare spesso ad una
morte precoce i bambini che ne sono colpiti.

Nel neonato, il trattamento dei difetti della paretddominale e del diaframma
presentano caratteristiche particolari in quantddrvento deve tenere conto della
crescita del soggetto; va quindi riparata la situa anatomica senza interferire
con i successivi processi di accrescimento. Lei¢cbenchirurgiche sono molteplici,
certamente la procedura piu semplice e la ripangziper prima intenzione
utilizzando il muscolo residuo. Quando non esistestp possibilita vengono usati
materiali protesici sintetici, quali ad esempiolfalj silicone rinforzati con Dacron
(Silastic), reti di Vicryl ricoperte di collagengolitetrafluoro etilene espanso
(PTFE), poliesteri fluorinati. Questi perd non pettano la crescita cellulare e non
seguono lo sviluppo dell’'organismo ricevente, affte solamente una soluzione
transitoria al problema. Spesso sono associatieaadtiverse complicazioni post-
operatorie come infezioni della ferita, fistole ldetestino, estrusione dalla rete dei
polimeri e una ricomparsa del difetto in circa 392 dei casi [Luijendijk et al.,
2000].

Al contrario, i materiali biologici, oltre a faved I'adesione e la proliferazione
cellularein vitro e in vivo, sono meno suscettibili alle infezioni e causanoom
rezioni di rigetto. Un esempio di questi biomatiéra la SIS (Small Intestinal
Submucosga che deriva dalla matrice extracellulare dellaata sottomucosa
dell'intestino tenue di suino ed e stata valutatane sostituto della parete
addominale in modelli animali di ratto e di conali

Applicando i concetti dell'ingegneria tessutaleguali ricercatori [Fauza et al.,
2001] hanno riportato risultati positivi nell'imge della SIS seminata con
mioblasti fetali per la riparazione di difetti diammatici su feti di agnello. Le
cellule seminate hanno facilitato la rigeneraziera crescita tessutale, a differenza
dello scaffold naturale senza cellule seminateeck&ato utilizzato come controllo

negativo.



Nell’esperienza di Jyn-Yaet al (2003), per la cura di vasti difetti della parete
addominale in ratti Lewis, sono stati utilizzatistwitti tessutali ingegnerizzati
costituiti da un gel di collagene, su cui sonoests¢minate cellule muscolari e
fibroblasti, e questo é stato collocato tra duatistti SIS | risultati positivi per
questo tipo di patch protesico sono dovuti sia ad wmaggiore performance
meccanica sia alla neovascolarizzazione come stppdelle nuove cellule
garantendo cosi, a differenza delle matrici acafiuluna maggiore infiltrazione.

| tessuti ricostruitin vitro possono quindi essere una scelta valida coméutbst
della parete addominale.

Esperimenti effettuati inizialmente hanno evidetwiahe la matrice acellulare
muscolare omologa, utilizzata vivo per riparare un difetto nella parete muscolare
addominale, non veniva ripopolata dalle cellule coleri scheletriche dell’ospite
ed era progressivamente rimodellata in tessutodtorPertanto essa, sebbene non
fosse stata rigettata e non avesse indotto un’itapte risposta infammatoria, non
rappresentava un valido sostituto tissutale [Gaetls., 2002]. Successivamente €
stato utilizzato lo stesso tipo di matrice, ma prewamente ripopolata da
mioblasti autologhi, in grado di migliorare la bamopatibilita in vivo degli
impianti [Marzaro et al., 2002].

Per il riparo di estesi difetti muscolari, vieneaitato in bibliografia I'utilizzo di
differenti tipi di supporti per I'adesione e la scéa di mioblasti, quali ad esempio
maglie di acido poliglicolico o di collagene di ¢ipl [Saxena et al., 1999],
soluzione di calcio-alginato, fibre di acido poigllico e idrogeli di acido
ialuronico, [Kamelger et al.2004], gel di fibrinaiettato direttamente nel difetto
muscolare con il sistema di iniezione DuplojectifiBeet al.,2004]. Nonostante i
risultati positivi, bisogna sottolineare che irtitgquesti lavori la sperimentaziofre
vivo era di durata limitata, non superando mai il pidi 6 settimane.

In un altro lavoro [Conconi et al., 2005] con smgtimuscolari, formati da matrice
acellulare e mioblasti ottenuti da ratti Spraguevi@g, abbiamo dimostrato che
tutti gli impianti, oltre ad essere ben integragl tessuto del ricevente, venivano
ripopolati da cellule muscolari scheletriche e oisglevano in modo positivo in
studi elettrofisiologici. Dopo 3 mesi dall'impiantpero, il patchrisultava essere
circondato da tessuto adiposo e fibroso e il swsspre era diminuito cosi come
I'attivita elettrica, suggerendo una perdita ddilbee muscolari. Cid era dovuto al



sito anatomico dell'impianto, in quanto questo stato inserito tra il muscolo
obliquo esterno e interno dell’addome, interrompmeadsi la continuita funzionale
con il muscolo dell’organismo ricevente.

Partendo da questi presupposti, abbiamo utilizztoLewis singenici dotati, cioe,
di un patrimonio genetico uguale o molto simileydendo possibile il trapianto di
organi e/o tessuti da un individuo all'altro senpeicolo di rigetto [De Coppi et
al., 2006]. | sostituti muscolari ottenuni vitro formati da mioblasti ricavati da ratti
di cariotipo XY e matrice acellulare sono statliztiati in vivo per riparare difetti a
tutto spessore della parete addominale in rattiagiotipo XX. In questo caso e
stato accertato che i sostituti muscolari venivaipopolati in vivo da strutture
dotate di innervazione e simili alle fibore muscblacheletriche, in grado di
mantenere nell'ospite la loro integrita strutturdieo a 9 mesi, senza andare
incontro ad atrofia o ad altri segni di degenenagioTutti gli animali erano
sopravvissuti all’intervento senza contrarre inbezi gli impianti apparivano ben
conservati rispetto alle dimensioni originali, betegrati nel tessuto del ricevente e
vascolarizzati. La valutazione degli esiti deglpianti é avvenuta dopo 1, 2,3 e 9
mesi dall'intervento tramite analisi istochimiceymunoistochimica e molecolare.
Gli impianti sono stati sottoposti ad analisi molece per verificare I'espressione
del gene SrY, marcatore del cromosoma Y e ad analimunoistochimica con
'anticorpo anti-VAChT yesicular acetylcholine transporferE’ risultato che
guesto trasportatore veniva espresso sulla superfielle fibre muscolari
neoformate a partire dal primo mese successivimi@ivento. Visti questi risultati
positivi, in un altro lavoro[Conconi et al., acceptpai € verificato che tale
approccio pu0 essere applicabile anche al tratteomdall’ernia diaframmatica
congenita (CDH).

8. CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI

Benche i risultati ottenuti siano molto promettenti vista di possibili
future applicazioni mediche, emerge un problemandade cellule satelliti del

muscolo abbiano una funzionalitda compromessa @rb Inumero sia esiguo



all'interno delle fibore muscolari. Per superare sjueproblema, abbiamo rivolto
parte del nostro studio all'identificazione di foaiternative di cellule e loro
utilizzo nella rigenerazione muscolare, come ldutelstaminali di derivazione
fetale. Le cellule staminali mesenchimali (MSC) caellule self-renewal, con
caratteristiche di pluripotenzialita, inizialmemndentificate nel midollo osseo e, piu
recentemente, in molti altri tessuti fetali e aglutbmpreso il tessuto osseo, |l
liquido sinoviale, il tessuto muscolare, il tessattiposo e il sangue del cordone
ombelicale [Baksh et al., 2004; Barry et al., 20B8ckop et al., 2003]. Le MSC
poste in coltura, formano colonie di cellule adérearatterizzate da morfologia
fibroblastoide. Esse sono in grado di differenziarsvitro in vari tipi di cellule di
origine mesodermica, quali condrociti, osteoblastipociti e mioblasti [Dominici
et al., 2006].

Le MSC sembrano essere anche in grado di diffesesiziin cellule non
appartenenti alla linea mesodermica come, ad esetepiellule neuronali [Munoz
et al., 2005]. Le MSC hanno attirato I'attenziorex pviluppare future terapie
cellulari e geniche per diversi motivi: 1) sonoif@ente ottenibili da tessuti adulti,
e quindi sono slegate da problematiche di caradgce, a differenza delle cellule
staminali embrionali; 2) possono essere rapidamesfgnse, senza perdere il
fenotipo o la capacita differenziativa; 3) sono possesso di un fenotipo
superficiale scarsamente riconosciuto da celluld¢iph T (assenza di MHC 1)
[Devine at al., 2000; Majumdar et al., 2003; Gostrem et al., 2004]. La loro
natura ipo-immunogenica consente il trapianto a&togo [Ryan et al, 2005;
Caplan, 2007], che viene ben tollerato [Liechtylet2000; Grinnemo et al., 2004;
Mansilla et al., 2005]. Il potenziale terapeuticgllel MSC e gia stato dimostrata
non solo su modelli animali, ma anche in studi siypiccolo numero di pazienti.
Per esempio, MSC sono state utilizzate in paziedftetti da osteogenesis
imperfecta, sindrome di Hurler, leucodistrofia noetenatica e malattia di Buerger,
e nei pazienti che avevano subito lesioni del nhdgpbinale o post-infarto al
miocardio [Fouillard et al., 2003; Wollert et &2004; Kim et al., 2006].

MSC umane, isolate dalla membrana sinoviale, staie srapiantate in topi dopo
degenerazione muscolare indotta con cardiotos€lfiX), e in topimdx affetti da
distrofia muscolare di Duchenne [De Bari et al.0Z0 Dopo I'impiantato nel
muscolo, le MSC hanno contribuito alla formazione mdiofibre e hanno



contribuito alla conservazione di cellule satelaté&ungo termine. Questo studio ha
dimostrato che un piccolo numero di MSC, iniettaéb flusso sanguigno, sono in
grado di integrarsi in diversi tessuti. TuttaveaMSC possono acquisire il fenotipo
muscolare solo quando si trovino all'interno delsowlo scheletrico, ma non in
altri tessuti, suggerendo che il differenziameintavivo delle MSC e sensibile ai
segnali ambientali. Inoltre, alcune delle cellulaptantate persistevano come
cellule satelliti funzionanti e continuavano a ispnare le fibre muscolari
dell'ospite senza ripetere il trapianto [Dezawalet2005].

Il sangue del cordone ombelicale umano (UCB), éossempre piu oggetto di
studio come fonte alternativa al midollo osseo p#enere cellule staminali
multipotenti. Oggi, il sangue cordonale € una fartgliamente accettata di cellule
staminali ematopoietiche, e trapianti di cellulansinali di derivazione cordonale
sono stati eseguiti con successo per una serie alatie ematologiche e
oncologiche [Chao et al., 2004]. Inoltre, esso iem& oltre che cellule
ematopoietiche, anche cellule staminali mesenchinagirendo la strada verso
nuovi potenziali [Erices et al., 2000; Mertelsmar2900]. Rispetto al sangue
periferico, il sangue del cordone ombelicale ha goantita di cellule staminali
dieci volte maggiore, e leggermente inferiore allgueelle staminali derivanti da
midollo osseo (10:15 rispettivamente), ma dotateaggiore capacita proliferativa
[Murohara, 2001].

Sembra che la graft-versus-host disease (GVHD), tamabile complicanza
immunitaria legata ai trapianti, si verifichi mefrequentemente quando le cellule
utilizzate derivano da UCB, rispetto alle cellulseaute da tessuti adulti [Schmitz
et al. 2002] La contaminazione materna delle celha dimostrato di non essere un
grave problema [Lu et al., 1996]. Inoltre, la cepwndenza immunologica e il
potenziale engraftment positivo di cellule stamirdgl sangue cordonale puo
richiedere soltanto un matching di 3 su 6 marcatiorclasse MHC, mentre |l
midollo osseo di solito richiede una corrispondenga inferiore a 5 su 6 per un
simile risultato [Kurtzberg et al., 1996].

Le MSC risultano essere pertanto una possibileratera alle cellule satellite delle
fibore muscolari nella riparazione della muscolatscheletrica. Esiste infatti la
possibilita di prelevare, all’atto della nascitasangue cordonale e di stoccarlo in
banche di tessuti, cosi da avere una riserva g#oth MSC da utilizzare nel



trattamento di malattie congenite muscolari, quali esempio la gastroschisi e

I'onfalocele.



SCOPO DELLA TESI

Per la riparazione di difetti muscolari a tuttesgore, sono stati proposti
numerosi approcci sperimentali, che prevedonadli¥ab di differenti tipi di
supporti per I'adesione e la crescita di mioblagtiali ad esempio maglie di acido
poliglicolico o di collagene di tipo I, alginatoigrogeli di acido ialuronico, gel di
fibrina. Tuttavia, i risultati ottenuti non sonastpienamente soddisfacenti sia per
una mancata o incompleta ricostruzione di tut@l@ponenti muscolari, che per la
durata limitata della sperimentazione vivo. In precedenti lavori il gruppo di
ricerca, presso il quale é stata svolta questa hesievidenziato come la sola
matrice cellulare omologa del muscolo scheletriom sia in grado di riparare
difetti muscolari [Gambaet al, 2002] e che la presenza di cellule satellite
autologhe all'interno del sostituto muscolare raspnti un fattore essenziale per
migliorare la biocompatibilitain vivo degli impianti [Marzaroet al, 2002].
Successivamente, e stato dimostrato che, dopo 9 dadldmpianto in ratti,
sostituti muscolari formati da matrice acellularengoblasti mantenevano lo
spessore e le dimensioni originali e venivano cetaphente ripopolati da cellule
muscolari scheletriche e da elementi del sistermaose [Conconkt al, 2005; De
Coppiet al, 2006].

Partendo da questi risultati incoraggianti, € appanteressante chiarire i parametri
e i meccanismi molecolari coinvolti nel processgenerativo che avviene in tale
modello sperimentale. In questo contesto si insergpuesto lavoro sperimentale
nel quale e stata valutata I'espressione dei geimvolti nella rigenerazione del
muscolo scheletrico e delle fibre nervose medipnbeedure immunoistochimiche
e di RT-PCR effettuate sugli impianti a 1 settimahamese, 2 mesi e 3 mesi
dall'intervento.

Benche i risultati ottenuti siano molto promettenti vista di possibili future
applicazioni mediche, emerge un problema quandamllele satelliti del muscolo
abbiano una funzionalita compromessa o il loro mansé& esiguo all'interno delle
fibre muscolari. Per superare questo problema,aattirivolto parte del nostro
studio all'identificazione di fonti alternative diellule e loro utilizzo nella

rigenerazione muscolare, come le cellule stamdialerivazione fetale.



Si e quindi voluto studiare quindi l'utilizzo di lbkde mesenchimali ottenute dal
sangue cordonale che sono state differenZiatétro verso la linea miogenica.
Inoltre, sono state impiantabe vivo nel muscolatibialis anterior di ratto Lewis,

precedentemente danneggiato, cosi da valutarnenteale ruolo e apporto nella

rigenerazione muscolare.



MATERIALI E METODI

SPERIMENTAZIONE IN VITRO

1. Mioblasti derivati da cellule satellite del musalo scheletrico

a. Colture cellulari

Le cellule satellite sono state estratte dal mustlekor digitorum brevis (FBD)
della zampa posteriore di ratti Lewis di sesso mmiéesscli circa 100g di peso. | ratti
sono stati sacrificati e, in seguito, & stata gffgd un’incisione longitudinale alla
pianta della zampa, distaccando il muscolo dalle sannessioni tendinee e
prestando attenzione che la lama del bisturi nodasse a ledere il tessuto
muscolare per non rovinare le fibre in esso corteenu

Il muscolo estratto € stato immerso per un lavaggisoluzione salina tamponata
(PBS, Posphate Buffer Saline costituito da 80g NAGIHPO, x 12 H0, 2g KCl e
2g KHPQ in 1000ml di acqua distillata) contenente antibmfungizone (AF,
Streptomicina e Anfotericina B, Sigma Chemical Camyp St. Louis, MO). In
condizioni sterili sotto cappa a flusso laminatenuscolo é stato trasferito in una
piastra da 6 pozzetti (Falcon) contenente 2 mingdi soluzione allo 0,2% (wt/vol)
di collagenasi tipo | (Worthington Biochemical, leakood, N.J., USA) in DMEM
(Dulbecco Modified Eagles Medium, Sigma) e incubat@7°C per 2 ore e 45
minuti. La collagenasi opera una digestione enzoaatella struttura generale del
muscolo (endomisio e perimisio), permettendo abbeef muscolari di staccarsi le
une dalle altre.

Successivamente, il muscolo e stato trasferitonirsecondo pozzetto contenente
terreno di seminaprestando attenzione a trasportare la totalitantedcolo e la
minor quantita di soluzione enzimatica.

Il terreno di seminaera composto da Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium
(DMEM ad alto tenore di glucosio [4500 mg/l], Signtantenente il 10% di Horse

Serum (HS, Invitrogen Italia, San Giuliano Milanesdtaly), 1%



Antibiotico/Fungizone (AF) e 0,5% Chick Embryo Eadt (CEE ultrafiltrate,
Invitrogen).

L'Horse Serum disattiva la collagenasi interrompendosi la digestione
enzimatica.

A questo punto sono stati condizionati dei pozzetimite I'utilizzo di Matrigel
(MATRIGEL® Basament Membrane Matrix, Becton Dickims Bedford, MA,
USA) e DMEM in rapporto 1:10 (v/v). In ogni pozaegono state seminate le fibre
che precedentemente sono state separate con wwn @Gih 20Qul e isolate al
microscopio ottico.

Il Matrigel per essere pronto all’'uso é stato sebai in ghiaccio a 4°C e tutte le
operazioni sono state eseguite velocemente pareVd gelificazione.

Le fibre muscolari sono state lasciate con la mingmantita di terreno per 72 ore
in incubatore a 37°C e 5% di GO

Al termine dei 3 giorni sono stati aggiunti lentartee per pozzetto circa 2 ml di
terreno di semina. Dopo circa 48 ore il terrenc@mnina e stato eliminato e, in
seguito ad un lavaggio con PBS, le colture sonie sttaccate con 0,002 % EDTA
(Sigma) e 0,25% tripsina (Sigma) in PBS, in rappdrtl (v/v). Sono state quindi
centrifugate per 5 minuti a 1500 rpm, il pellet tate risospeso irerreno di
proliferazione e le cellule seminate in piastre Petri da 10 mhbldén)

precedentemente condizionate con Matrigel e DMEMapporto1:20 (v/v).

Il terreno di proliferazioneera composto da DMEM (high glucose) contenente
20% FBS, 10% HS; 1% CEE e 1% AF .
Il terreno di proliferazione e stato cambiato argialterni, eseguendo prima un

breve lavaggio in PBS.

b. Ottenimento della matrice acellulare

La matrice acellulare omologa € stata ottenutaondizioni sterili dai muscoli
della parete addominale di ratti Lewis di sessoni@mie. Il tessuto é stato
immerso in PBS contenente I'1% di AF per un lavaggreliminare e

successivamente trattato, secondo il metodo di Mestzal.(1975), con:



- Acqua MilliQ autoclavata contenente AF in rappdkfl per 72 ore a 4°C,
per ottenere I'osmolisi cellulare;

- Soluzione al 4% di deossicolato di sodio (Sigmaddgua MilliQ per 4 ore
sotto agitazione, a temperatura ambiente. Essendo detergente
tensioattivo disgrega la componente lipidica delembrane cellulari;

- Lavaggio in PBS;

- 2000 kU di deossiribonucleasi | (DNAsi, Sigma) oluzione di NaCl 1M
(Sigma), per 3 ore sotto agitazione a temperatunbiente al fine di
distruggere gli acidi nucleici che si liberano;

- Lavaggio in PBS.

Per ottenere la matrice acellulare sono statitetiétdue cicli del trattamento sopra
descritto. Alla fine del primo e del secondo cisl@ ripulito, sempre in condizioni

sterili, il tessuto muscolare da eventuali partiroettivali residue.

L’assenza di elementi cellulari e stata confernmataiante analisi istologica per
mezzo della colorazione con ematossilina-eosirean@tossilina, basica, colora il
nucleo in blu; I'eosina, acida, colora il citoplasim rosa). La matrice acellulare é

stata conservata in PBS con aggiunta di AF a 4i€ dl momento del suo utilizzo.

c. Saggioin vivo su membrana corioallantoidea di pollo (CAM test)

La membrana corioallantoidea € una struttura etdrana altamente
vascolarizzata che delimita internamente il gustetie uova di uccelli e rettili,
mentre in molti mammiferi € identificabile con l&apenta. Si forma dalla fusione
tra la membrana allantoidea e il corion dopo qaatfiorni dall’avvenuta
fertilizzazione dell'uovo. Mentre I'allantoide e arwomponente extraembrionale di
derivazione mesodermica, in cui gia a partire éatd giorno inizia a prendere
forma una rete vascolare primitiva, il corion é éog un epitelio di origine
ectodermica.

Il primo abbozzo vascolare continua a proliferaeedéfferenziare fino ad originare

un sistema capillare arteriovenoso che dall’'all@®si estende fino alla zona



subito al di sotto del corion, e in questo modo imgll scambi gassosi con
I'ambiente esterno. Il rapido sviluppo capillarss& al giorno 11°, con arresto e
decremento della proliferazione delle cellule ertiali, per lasciar posto a
fenomeni di maturazione e arrangiamento dell’apgparascolare, che terminano

poco prima (18°giorno) della schiusa dell'uovo [Aumket al, 1974].

Il test & stato condotto presso il laboratorioRl@f. Ribatti, docente di Anatomia
Umana, Istologia ed Embriologia; Dip. di ScienzerBediche ed Oncologia
Umana, dell’'Universita di Bari.

Uova di pollowWhite Leghorrfertilizzate, sono state poste in incubatore &C3n°
atmosfera umidificata. Dopo 3 giorni con una siarsgnza ago, a livello
dell'estremita piu appuntita dell'uovo, si & asfpran volume di 2-3 mL di
albume, in modo da favorire il distacco della mesamlarcorioallantoidea dal
guscio. Una porzione di quest’ultimo e stata rinaossn I'aiuto di forbici a creare
un’apertura da cui fosse visibile la CAM. La finasé stata poi chiusa con un
vetrino e il tutto e stato riposto nuovamente icuimatore. All'8° giorno, sulla
superficie esposta della membrana, sono state mtgdéale matrici acellulari da
testare e delle spugne sterili di gelatina di cirear?, con adsorbito b-FGF
(500ng/embrione) disciolto indL di PBS [Ribattiet al,, 2006].

Il fattore di crescita pro-angiogenico b-FGF eaiatpiegato come controllo
positivo, mentre il solo PBS, usato come veicolsegito da controllo negativo.
Le uova riposte in incubatore, sono state esamgiataalmente fino al 12° giorno
e fotografaten ovo (direttamente sull’'uovo, senza la rimozione delpianto) con
uno stereomicroscopio dotato di fotocamera, CarSgstem MC 63 (Zeiss,

Oberkochen, Germany), ad ingrandimento 50x.

La quantificazione della risposa angiogenica irajaitstata valutata contanto i vasi
sanguigni che dalla CAM sono migrati all'interndl@@pianto e della spugne. La
conta é stata effettuata da due diversi esaminatamodalita a doppio cieco.
L’analisi statistica dei dati di ciascun campiomedia di 20 esperimenti, € stata
effettuata con t-test di Student.



d. Colture in vitro di mioblasti su matrice acellulare

Colture primarie di mioblasti sono state staccate eellule (1&/cn) sono state
seminate sulla matrice acellulare, e coltivate ¢temeno di proliferazione. A
distanza di 1, 2 e 7 giorni dalla semina, le celkbno state fissate in glutaraldeide
(Merk) al 3% in tampone cacodilato (Merk) 0,1M, pH2 a 4 °C. Dopo
disidratazione tramite la scala ascendente degblialCritical Point Drying e
metallizzazione con oro, i preparati sono statiens#i con un microscopio

elettronico a scansione, SEM (Cambridge Stereoscan)

Per I'impianto i mioblasti sono stati coltivati p&rgiorni in terreno di semina e per
4-5 giorni in terreno di proliferazione, controilagni giorno al microscopio ottico,
avendo cura che non raggiungessero la confluenzaneiniziasseran vitro il
processo di differenziamento in miotubi. Il terre;etato cambiato a giorni alterni.
Il giorno prima dell’impiantdn vivo, dopo aver tolto il terreno di proliferazione ed
aver fatto un lavaggio in PBS, le colture sonoeststaccate dalle piastre con
0,002% EDTA e 0,25% tripsina in PBS, in rapportb (/v), e centrifugate a 1500
rpm per 5 minuti. Il pellet e stato risospesdérreno di proliferazionee le cellule
seminate sulla matrice acellulare (50-60 X/d®’ contate tramite camera di
Burker) precedentemente tagliata in quadrati diesisioni pari a circa 2,5 x 2,5
cm. Le colture sono state quindi incubate a 37°Cpiiasenza di terreno di

proliferazione.

2. Cellule mesenchimali da sangue cordonale

a. Colture cellulari

Il sangue cordonale umano é stato ottenuto dallec®aazionale del sangue del
New Jersey, USA (NJCBB), stoccato presso il Corlelititute for Medical
Research. | campioni di sangue cordonale (UCB) sstati trattati secondo il

protocollo approvato dall’ Institutional Review BdaEntro 10 minuti dal distacco



dalla placenta, il sangue cordonale e stato dredalla parte distale e versato in
una soluzione di citrato-fosfato e anticoagular@esti campioni sono stati
processati entro le 12-24 ore dopo le operazioroutine che comprendono analisi
ematologiche, immunologiche e test microbiologictampioni sono stati trattati
con HISTOPAQUE-1077 (Sigma; St. Louis, MO) per sapa secondo gradiente
le cellule mononucleate. | campioni sono poi stetitrifugati a 1250 rpm per 25
min a 20C e la frazione contenente le cellule nucleate f{bgbat) & stata
prelevata, lavata con 1X PBS (Invitrogen, Carlsli2d) e centrifugata a 500 rpm
per 10 minuti. Le cellule sono state lavate nuovame PBS e centrifugate a 350
rpm per 5 minuti. Le UCB-MSC sono state poi coli&van piastre condizionate con
fibronectina (5 ng/ml) in DMEM low glucose con 1BBS. Dopo i primi 5 giorni
di coltura, il mezzo é stato sostituito e le c&labn aderenti alla piastra sono state
rimosse. Dopo ulteriori 10 giorni in coltura, sostate evidenziate singole colonie
di cellule aderenti e di forma allungata, isolatéiazando una soluzione a bassa
concentrazione di tripsina (0.05%), e mantenute@zzo di coltura, sostituito due
volte a settimana. Le cellule aderenti sono stétgiormente selezionate per 2-3
settimane cosi da poter permettere I'espansioeldnie derivanti di una singola
cellula mesenchimale (Markov et al, 2007). Le dellutilizzate per gli esperimenti
sono state cresciute sino al 90-95% di confluenZaMEM low-glu con aggiunta
del 10% di FBS.

Le MSC sono poi state trasdotte dal dott. Xu conwvettore SIN lentivirus
esprimente “enhanced Green Fluorescent ProteinGEP) (Xu et al. 2001). Le
cellule sono state sottoposte a selezione corsadlhg mediante FACS e seminate
alla densita di 6000 cellule/é&in DMEM low glu con 10% FBS.

b. Differenziamentoin vitro di cellule mesenchimali da sangue cordonale.

Le MSC sono state seminate (1€n?) su piastre Petri condizionate con Matrigel
1:10 in DMEM low glucose (1 h a 37 °C di incubazaoprima della semina) e
coltivate in terreno composto da DMEM low glucosmtenente 10% FBS e 1%
AF. Dopo 24 ore il differenziamento miogenico etstaseguito cambiando il
mezzo di coltura coterreno di induzione miogenicgaomposto da DMEM low



glucose contenentd% HS, 1% AF, 1% CEE per 8 giorni. Il terreno etsta
cambiato ogni 3 giorni. Come controllo, sono statiézzate le medesime cellule
coltivate con il solo terreno proliferativo. A 48egiorni € stata eseguita una analisi
a immunofluorescenza sulle colture cellulari di M®Gn marker della linea
miogenica quali anti-Myf5 (Sigma) e anti-DesminwHybridoma Bank); al time
point desiderato le cellule sono state sciacquaite BBS e fissate comna
soluzione 1:1 di metanolo e acetone, per 10 miraut-20°C. Sciacquate
nuovamente con PBS, sono state incubate per ua'¢emperatura ambiente con
soluzione di blockingcomposta da PBS contenente il 5% BSA. Poste poi in
incubazione con lanticorpo primario (1:500 anti4¥dye 1:20 anti-Desmin;
soluzione di PBS contenente il 3% di BSA) overnightr4°C, dopo ulteriore
risciacquo con PBS, si & aggiunto I'anticorpo seewmio Alexa Fluor 594 (1:1000
in soluzione di PBS con 1,5% di BSAgr 30 minuti. | vetrini sono stati montati
con DAPI (Vector) e coperti con un vetrino coprietgper essere osservati al
microscopio a fluorescenza. Le immagini sono saatpiisite mediante fotocamera
Nikon (Digital Sight DS-MSc).

Inoltre, si e eseguita una analisi Real Time PZROQ Sequence Detector, Applied
Biosystem)utilizzando primer human-MyoD e human-Myogenincfie (Tebella

2) per confermare il differenziamento. RNA totale é stato estratto utilizzando I’
RNAeasy Mini Kit (Qiagen), e il cDNA ¢ stato sinttato mediante il kit Super
Script 1l (Invitrogen). La PCR real-time PCR (o ajuitativa), € un metodo di
amplificazione e quantificazione simultanee del D¥ix utilizzata in Tabella 3).
Sono state utilizzate sonde SYBR Green | dye (SY&Ren PCR master mix,
Applied Biosystems) che si intercalano nella domdiea del DNA. Quando nella
reazione di polimerizzazione si ha un’amplificazotelle sequenze target, dette
ampliconi, la sonda SYBR Green | dye si lega alppe eliche neo formate,
andando ad aumentare la fluorescenza, che viendifigeta e rapportata per via
indiretta (normalizzazione) rispetto ad un gene se&aeping come GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). L'imergo della fluorescenza é
quindi proporzionale al prodotto della PCR, ovverio primers analizzati. La
reazione di amplificazione prevedeva le seguemd@oni: 10 minuti a 95°C la
AmpliTaq Gold DNA Polymerase; 40 cicli a 95°C pdsy 4econdi e 1 minuto a
60°C.



Tabella 2: Primer impiegati nelle reazioni di amplificazione

Primer Sequence Product (bp
GAPDH S:5-CCTCCCGCTTCGCTCTCT-3’ 64
A: 5-CTGGCGACGCAAAAGAAGA-3
hMyoD S: 5'- TAGGAGAGGCGGAGAACTGAAG -3 67
A: 5'- GGAAAAAACCGCGCTGTGT -3
hMyogenin | S: 5’- GCTCACGGCTGACCCTACA -3’ 70
A: 5- CACTGTGATGCTGTCCACGAT -3
Tabella 3: Componenti mix Real Time PCT
Componenti mix Real Time PCR Volume per pozzgtto
SYBR Green Master Mix 12.5
Primer Forward 1(18uM)
Primer Reverse 1(18uM)
cDNA 1
ddH20 9.5
Totale 25




SPERIMENTAZIONE IN VIVO

1. Riparo di difetti sperimentali della parete addaninale con

matrice muscolare acellulare ripopolatain vitro con mioblasti

Sono stati utilizzati n® 12 ratti Lewis di sessmfainile di circa 100 g di peso e di
eta compresa tra 1 e 3 mdsiatti sono stati pre-anestetizzati mediante ioiee
intraperitoneale con 35 mg/Kg di Zoletil (Tiletaraircloridrato e Zolazepam
cloridrato) e 2 mg/Kg di Rompum (miorilassante)adiome é stato rasato e la
cute e stata disinfettata con Betadine. E’ stagg@ta un’incisione lungo la linea
mediana, separando la cute dal muscolo sottostadiee quindi creato
chirurgicamente un difetto di 2,5 x 2,5 cm, nellausecolatura della parete
addominale anteriore, a destra della linea mediata e la sede piu frequente della
gastroschisi, infatti) ed in tale sede é stato anfaito il nostro costrutto costituito
da matrice muscolare acellulare e mioblasti otiedatratti maschi. Sono stati
utilizzati punti di sutura non riassorbibili di 6®/0 in modo da identificare la zona
dove é stato impiantato tatch al momento del suo recupero per l'analisi
istologica. La cute é stata, invece, richiusa contipdi sutura riassorbibili di tipo
4/0 e la sutura nuovamente disinfettata con Betaditti gli animali sono stati
trattati con antibiotici nei quattro giorni successll'intervento e nessun animale
ha presentato infezione o deiscenza della feritaatice complicanze post-
operatorie. Non é stata inoltre utilizzata nesst@mapia immunosoppressiva. Gli
esiti degli impianti sono stati valutati dopo 1tseana (n=3), 1 mese (n=3), 2 mesi

(n=3) e 3 mesi (n=3) dall’intervento.



2. Impianto di MSC da sangue cordonale in muscoloilialis

anterior danneggiato da bupivacaina cloridrato

Sono stati utilizzati n® 12 ratti Lewis di circadl@ di peso e di eta compresatrale
3 mesi e cosi suddivisi; n=2 per valutazione danmdotto da soluzione
bupivacaina cloridrato, n=4 trattati a 7 giornidntrattati a 14 giorni, n=1 controllo
a 7 giorni e n=1 controllo a 14 giorni.

Dopo aver anestetizzato I'animale mediante inieziotraperitoneale di Zoletil (35
mg/kg) e Rompum (2mg/kg), e stata effettuata I3mame degli strati cutaneo e
sottocutaneo fino a mettere in evidenza la fasaigaolare del tibialis anterior. Il
muscolo e stato trattato con 0,5 ml di soluzionéupivacaina cloridrato 0,5% in
soluzione fisiologica, mediante tre somministrazfatte alle due estremita e nella
parte mediana del muscolo, come descritto da Hill (Bburnal of Physiology,
2003). Dopo lintervento gli animali sono statittedi con antibiotico (Baytril 0,2
ml/Kg per due giorni) e antidolorifici (Contramalt53 mg/Kg 2-3 volte al di
intramuscolo per 2-3 giorni).

Dopo 48 ore l'animale e stato sacrificato tramitdizzo di CO, per valutare
istologicamente I'entita del danno provocato daltduzione di bupivacaina. Le
MSC (10) sono state iniettate per via intramuscolare @adi di due giorni
dall'iniezione di bupivacaina, mediante tre sommsirsizioni fatte alle due
estremita e nella parte mediana del muscolo. Aglinali di controllo sono stati
iniettati 0,5 ml di soluzione fisiologica. Gli anai sono stati trattati con
antibiotico (Baytril 0,2 ml/Kg per due giorni) e tadolorifici (Contramal 3-5
mg/Kg 2-3 volte al di intramuscolo per 2-3 gioreisono stati sacrificati tramite
utilizzo di CQ dopo 7 e 14 giorni dalla somministrazione dellapsosione

cellulare.



3. Analisi istochimica, immunoistochimica e molecake

a. Analisi istochimica

Al termine del tempo prestabilito dopo I'impiantaatti sono stati sacrificati e sia

gli impianti addominali che i muscoli tibialis ant@, sono stati recuperati e

inseriti in celle porta tessuto e fissati in formaltamponata al 10% per prevenirne
la decomposizione.

| campioni sono stati disidratati e inclusi in féra (composto ceroso di natura

lipidica che funge da sostegno) secondo il segyaotecollo:

- Alcool 70% per 2 ore

- Alcool 80% per 2 ore

- Alcool 90% per 2 ore

- Alcool 95% per 2 ore

- Alcool Assoluto per 2 ore

- Xilolo per 2 ore

- Due passaggi in Paraffina in stufa a 60° C pere2 o

| campioni inclusi in paraffina sono stati conséna -20° C e tagliati poi con
microtomo (Histoslide 2000, Reichert-Jung) in saztoasversali di jum, adagiate
su vetrini Superfrost Plus (Menzel-Glaser) e ldscasciugare a temperatura
ambiente.

Per la colorazione i vetrini sono stati sparafiirtatn 2 immersioni in xilolo da 5
minuti ciascuna. Successivamente sono stati idiedatla scala degli alcoli, come

di seguito riportato:

- Alcool Assoluto 5 minuti
- Alcool 95% 5 minuti
- Alcool 80% 5 minuti
- Alcool 70% 5 minuti

- Alcool 50% 5 minuti



- Alcool 30% 5 minuti
- Alcool 10% 5 minuti

- Acqua distillata 5 minuti

Le sezioni sono state trattate con Ematossilinaaflime soluzione secondo
Mayer, Merck), colorante viola che intercala naclei, precedentemente filtrata
con carta da filtro, per 4 minuti. L'eccesso diarahte e stato asportato con un
duplice e veloce risciacquo in acqua distillata, vetrini sono stati immersi in
acqua di fonte per 6 minuti. | campioni sono staitati poi per 20 secondi con
Eosina G soluzione acquosa 0.5% (Merck), un coteraioplasmatico che fa da
contrasto allEmatossilina. Successivamente leosezsono state disidratate in
alcool 95%, assoluto e infine in xilolo. | vetri@sciugati a temperatura ambiente,
sono stati montati con Eukitt (Carlo Erba), copedn un vetrino coprioggetti e

osservati al microscopio ottico (Leica).

b. Analisi Immunoistochimica

| campioni di partenza sono stati ottenuti con tesso protocollo descritto nel
punto 3a che prevede la fissazione con formalinsidrdtazione, inclusione in
paraffina e ottenimento di sezioni dibn che sono state adagiate su vetrini

Superfrost Plus.

| campioni di muscolo addominale sono stati analizzer la presenza dei seguenti
marker: MyoD (Sigma), marker nucleare; Tropomiossacomerica (Sigma),
marker citoplasmatico; Miogenina (Santa Cruz), raarkucleare; AchR (Santa

Cruz), marker superficiale.

Dopo aver sparaffinato i vetrini con due passaggkiiolo di 5 minuti ognuno e
aver reidratato ipatch con la scala degli alcoli, i vetrini sono stativad#
velocemente con PBS 1X e le sezioni sono statendate con il Liquid Blocker
(Bio-Optica).



La permeabilizzazione delle membrane all'anticolastata ottenuta mediante
trattamento con una soluzione acquosa di TritonOB-{Sigma) all'1% per 8
minuti a temperatura ambiente.

Dopo 3 veloci lavaggi con PBS i campioni sono statubati per 1 ora con una
soluzione di perossido di idrogeno al 30% m/m iquac(Carlo Erba) al buio ed a
temperatura ambiente, al fine di disattivare leopsidasi endogene che altrimenti
provocherebbero un intenso rumore di fondo.

In seqguito, sono stati lavati per 3 volte con PBS&ceibati per 1 ora e 15 minuti a
temperatura ambiente con una soluzione mantendf&Cadi PBS contenente |l
10% di siero della specie animale dell'anticorpoandario (in questo caso Horse
Serum), per ottenere il blocco dei siti aspectdiogé danno falso positivo.

E' stata poi effettuata un’incubazione overnight @amera umidificata a
temperatura ambiente con l'anticorpo primario dilul:500 in PBS contenente |l
3% di siero della specie animale dell'anticorpoosetario (HS). Poiché si tratta di
un’incubazione per molte ore e preferibile infdituire molto I'anticorpo primario
che si lega all’antigene da evidenziare.

Il giorno seguente, dopo 3 lavaggi con la stessaz®me in cui era stato diluito
I'anticorpo primario, i campioni sono stati quirtdattati per 30 minuti in camera
umidificata a temperatura ambiente con anticorpmrse@ario biotinilato (Vector).
Questo e stato diluito in PBS contenente I'1,5% d&ro della specie
dell'anticorpo secondario secondo il protocollonits dalla Vector Laboratories,
Inc, secondo il quale 4 gocce di anticorpo secaadangono aggiunte a 5 ml di
soluzione all'1,5% di siero (HS) in PBS.

Le sezioni sono state sottoposte di nuovo a lavaggn PBS e incubate per 30
minuti in camera umida con la soluzione A/B (Redgek= avidina, Reagente B=
perossidasi biotinilata) del kit ABC (Vector), pegpta precedentemente mettendo
2 gocce di reagente A e 2 gocce di reagente B pelrdi PBS e lasciata riposare
per 30 minuti.

Dopo un lavaggio veloce in PBS le sezioni soncespai trattate al buio con una
soluzione rivelatrice (cromogena) contenente 3zBrdiiobenzidina (DAB),
substrato delle perossidasi, preparata utilizzandoccia di buffer a pH=7.5 (PBS
puro), 2 gocce di DAB e 1 goccia di2€e al 3% (Vector) in 2,5 ml di acqua

distillata e mantenuta al buio.



Dopo un tempo variabile dai 5 ai 10 minuti la reas e stata bloccata con acqua
distillata per un paio di minuti.

Successivamente i campioni sono stati disidratagilcool 95% e assoluto e infine
diafanizzati in xilolo.

| vetrini, asciugati a temperatura ambiente, sdati montati con Eukitt e coperti
con un vetrino coprioggetti per essere osservatiiatoscopio ottico. Le immagini
sono state acquisite mediante fotocamera Nikonif@igight DS-MSc).

Come controllo negativo sono state usate sezianisono state trattate, invece che
con lanticorpo primario, solamente con la solueoal 3% di siero in PBS

(soluzione di diluizione dell’anticorpo primario).

| campioni muscolo tibilias anterior sono stati l@zati per la presenza dei
seguenti marker: MyoD, Myf-5 e Tropomiosina sarcang(Sigma) diluiti 1:500

in PBS contenente il 3% di BSA e incubazione “ovight” in camera umidificata
a temperatura ambiente; human Nuclei (Chemicon)iziliine 1:100; miosina
MF20 (lowa Hybridoma Bank) diluizione 1:20. Cometieorpo secondario si e
utilizzato I’Alexa Fluor 594 (Invitrogen), 1:1000 iPBS contenente 1,5% BSA.
Come controllo negativo sono state usate sezianisono state trattate, invece che
con I'anticorpo primario, solamente con la soluei@h 3% di siero in PBS.

| vetrini sono stati montati con DAPI (Vector) epeoti con un vetrino coprioggetti
per essere osservati al microscopio a fluoresceheaimmagini sono state
acquisite mediante fotocamera Nikon (Digital SiBi®-MSc).

Per alcuni anticorpi, come lo human Nuclei, si ehaninserito nel protocollo un
passaggio “antigen retrieval’ con soluzione tamp@ia citrato di sodio (10mM) e
Tween 20 allo 0,05%, pH 6.0. Le sezioni di tessdtmo esser state sparaffinate e
idratate, sono state immerse nella soluzione a0@8¢l per 20 minuti circa, cosi da
permettere uno “smascheramento” dell’antigene, dimulta parzialmente
mascherato utilizzando fissativi quali formalinaldeidi, aumentando il grado di

legame dell’anticorpo primario.



c. Valutazione dell'integrazione delle cellule mesentali nei muscoli

tibialis anterior

Le fibre di muscolo tibialis anterior contenentlileke umane (EGFP positive) sono
state contate in dieci sezioni trasversali di migsceelezionate dall'intera
lunghezza. Per ogni campo si e espresso il nunadte fibre EGFP positive come
percentuale sul totale, ed inoltre, tramite l'atib del software Scion Image
4.0.3.2., si e calcolata I'area coperta occupatt dibre EGFP positive rispetto

all'area totale del campo preso in esame

d. Analisi molecolare: espressione genica

E’' stata effettuata un’analisi molecolare sui fraemtn di tessuto relativi agli

impianti composti da matrice e mioblasti.

Per fare un’analisi molecolare, dopo aver estl#RNA dal tessuto o dalle cellule
di interesse, si puo procedere con una tecnica THPBR che consente di
amplificare il DNA a partire dal’/RNA tramite du@gpe distinte: retrotrascrizione
del’RNA ed amplificazione del cDNA ottenuto.

Estrazione del’lRNA totale da tessuto

Il protocollo per I'estrazione prevedeva I'uso dehgente TRIzol (Invitrogen), una
soluzione monobasica di fenolo e guanidina isadiogio. Questo reagente € un
detergente in grado di degradare le cellule e o loomponenti mantenendo
lintegrita del’RNA. Tutti i passaggi sono staseguiti inoltre in contenitori privi
di RNasi per evitare la degradazione dell’acidomicleico.

L'RNA totale é stato estratto da frammenti di téssucirca 50 mg),
precedentemente congelati in azoto liquido e ceoasera - 80°C. Questi
frammenti, relativi agli impianti effettuati suittalewis, sono stati prelevati a 1
settimana, 1 mese, 2 mesi e 3 mesi dall'intervehiurgico.

Il tessuto da processare e stato pesato su umeibilanalitica agendo velocemente
per evitare il suo scongelamento. | frammenti sstabi poi trasferiti in un Tubo



Falcon da 50 ml nel quale era gia stato aggiunidrilzol in ragione di 1 ml ogni
50 mg di tessuto. Utilizzando un omogenatore (Ulwarax; IKA-WERKE) il

tessuto e stato disgregato finché non erano pitbividFrammenti. Questa
operazione ha richiesto, per pezzetti da omogetid&s®-60 mg, circa 5 minuti ed é
stata condotta mantenendo il contenitore in ghiaquer evitare I'eccessivo

riscaldamento della soluzione.

Analisi del’'RNA estratto e retrotrascrizione a cBN

L’'RNA e stato analizzato allo spettrofotometro geterminarne la concentrazione

ed evidenziarne eventuali contaminazioni da feodda proteine.

Le proteine, che sono i principali contaminantildestratti, vengono misurate
direttamente a 280 nm, gli acidi nucleici a 260 mmyalore di assorbanza pari a 1
é equivalente a circa 4@/ml di RNA.

L'interferenza dovuta a contaminanti puo esserdegniata mediante il calcolo dei
"rapporti”. Il rapporto A260/A280 € usato per stiméa purezza degli acidi
nucleici, dal momento che le proteine assorbon8ari2n. In genere in
preparazioni pure di DNA o di RNA tale rapportoe/ailispettivamente, 1,8 e 2,0.
L'assorbanza a 230 nm, invece, riflette la contamone del campione dovuta a
sostanze come carboidrati, fenoli, peptidi o cortimematici. Nel caso di

campioni puri il rapporto A260/A230 dovrebbe essarea 2,2.

Preparazioni in cui i rapporti sopra indicati sabstano significativamente da
quelli delle preparazioni pure, sono indice di eoninazione e cio fa si che la

stima della concentrazione di RNA ottenuto sia macrurata.

1 ug di mRNA di ciascun campione e stato cosi retsgtitto a cONA utilizzando

un mix di reagenti forniti da Applied Biosystem, Na, Italy.



Costruzione di primer specifici

Grazie a delle banche dati (tab.1) sono diventapodibili sequenze di DNA o
RNA necessarie per poter disegnare i primer dazzgite in PCR, prestando
attenzione che questi non contengano sequenzertr&dmplementari per evitare

che si formino aggregati di primer (dimeri).

Tabella 3: Database e programmi bioinformatici per analisiggsi e primer design

NUCLEOTIDE DATABASE (http://www.ncbi.nim.nih.gov)

Raccoglie tutte le sequenze nucleotidiche di GekRBaNBL e DDBJ. EMBL

(European Molecular Biology Laboratory) a HinxtoalHHUK; DDBJ (DNA Database

of Japan) in Mishima, Japan. Le sequenze vengarwporate dal Genome Sequence

Data Base (GSDB), Santa Fe, NM. Il numero di basjuesti database continua a

crescere in modo esponenziale.

1Y

GENOME BROWSER (http://genome.ucsc.edu)
Creato presso I'Universita di California Santa CUZSC), permette la visualizzaziof

rapida di una qualsiasi regione del genoma di idiffeé organismi riportando molteplic
informazioni quali: marcatori polimorfi e STS, gepredizioni geniche, ES3pliceded
unspliced mMRNAsfull lenght SNPs, isole CpG ed altre caratteristiche cometah la

sequenza genomica.

ne




RAT GENOME DATABASE (http://rgd.mcw.edu)

E’ stato fondato dal Dr. Howard J Jacob, Medicadl€ge del Wisconsin. Il ratto viene

utilizzato come organismo modello per lo studiondilteplici patologie. Negli ultimi

anni sono notevolmente aumentati i dati a disposesul genoma di questo organismo

richiedendo un DataBase per la raccolta, I'analigi distribuzione efficente di tali datil.

OMIM (http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/)

Ideato dal Dr. Victor A. McKusick e mantenuto allahn Hopkins Universitydi Baltimora, questp

database riporta il catalogo (aggiornato mensilejet¢i fenotipi e dei geni-malattia umani.

GENECARDS (http://bioinformatics.weizman.ac.il/cards/)

Mantenuto presso il Weizmann Institute of Scierfiszaele) GeneCards e un databasg

geni e dei loro prodotti, costruito integrando fidk piu di 30 diversi database.

PRIMERS3 (http://genome.wi.mit.edu/cgi-in/primer/pri mer3.cgi)

Distribuito da WI/MIT Whitehead Institute for Biological Research/MIT @erfor
Genome ResearfhQuesto programma permette di costruire copppidier specifiche

secondo le caratteristiche richieste dall’'utente.

BLAST (Basic Local Alignment Search To¢xtp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
BLAST e un insieme di programmi in grado di eseguicerche di similarita tra una

data sequenza (nucleotidica o0 aminoacidica) e jdelbositate in numerosi database
quali: HTGS High Throughput Genomic SequencebEST, Swissprot, PDB

(ProteinDataBasg etc.

Nella tabella 2 sono indicati i geni analizzatigrimer specifici utilizzati che sono

stati costruiti in modo da escludere l'appaiamentm la sequenza di DNA

genomico (ad esempio a cavallo fra due esoni). Ggenehousekeeping sono stati
utilizzati il GAPDH e laB-Actina.

edi



Tabella 2: Primer impiegati nelle reazioni di amplificazione

Annealin Produc
Primers Sequence 9 t Size
Temperature
(bp)
Myog-5' 5- CCTTGCTCAGCTCCCTCA-3 60 °C 94
Myog-3' 5- TGGGAGTTGCATTCACTGG-3'
Myf5-5’ 5- GCTGAGGGAGCAGGTAGAGA-3' 60 °C 112
Myf5-3’ 5 GACAGGGCTGTTACATTCAGG -3’
Desm-5’ 5-AGAAACAACTTGGCTGCCTTC -3’ 60 °C 248
Desm-3’ 5'- CTTAGCCGCAATGGTCTCAT-3'
betaACTIN-5' | 5- CCCGCGAGTACAACCTTCT-3’ 60 °C 9
betaACTIN-3' | 5- CGTCATCCATGGCGAACT -3’
MyoD1-5 5-ACTACAGCGGCGACTCAGAC-3' 60 °C 208
MyoD1-3 5-GTGGAGATGCGCTCCACTAT-3'
GAPDH-5' 5'- AGACAGCCGCATCTTCTTGT-3' 60 °C 207
GAPDH-3' 5- CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT-3'
PAX3-5' 5'- GGCTTCCCACTGGAAGTGT-3' 60 °C 33
PAX3-3' 5- ATGGAGCCTGTCTCCTGGTA-3’
AchR-5’ 5- TGGTGCTACTCGCTTACTT-3’ 60 °C 430
AchR-3’ 5'- ATGCCTCTGTCCCTCAAAC-3’
VEGF-5' 5'- AATGATGAAGCCCTGGAGTG-3’ 60 °C 10
VEGF-3' 5- TTTCTTGCGCTTTCGTTTTT-3’
AGRN-5’ 5- TGTGAAGGTCAACACCAACC-3’ 60 °C 241
AGRN-3’ 5'- ATGGCCCACTACCACGTC-3’
MRF4-5’ 5'- TGGACCCTTACAGCTACAAACCCA-3' | o 184
MRF4-3’ 5-ACGATGGAAGAAAGGCGCTGAAGA-3'
SRY-5' 5'- CAGAGATCAGCAAGCAGCTG-3’ 58 °C 230
SRY-3' 5- TGCAGCTCTACTCCAGTCTTG-3'

Reazione di amplificazione tramite PCR (Polymera&3ain Reaction)

I cDNA ottenuto dalla retrotrascrizione e statdtgposto ad una reazione di
amplificazionein vitro, Polymerase Chain Reaction (PCR). Si € postolizgme
una minima quantita di cDNA (Ll) in un mix di volume finale di 12,5,

costituito da:

1,25ul di soluzione MgGi25 mM (Applied Biosystem, Monza, Italy);

1,25ul di buffer 10X (Applied Biosystem, Monza, Italy);
7,8 ul di H,O MILLIQ
1 pl di dNTPs Mix 10 mM (Applied Biosystem, Monza, litg



e 0,2ul di Ampli Tag Gold 5Ufl (Applied Biosystem, Monza, Italy);
e 0,5ul di primer senso specifici e 0§ di primer antisenso specifici (10

pM, Invitrogen).

Per avviare la reazione di prolungamento a padaeprimer 5° € necessario che
prima avvenga una fase di denaturazione con laadpae dei flamenti del DNA

e una fase di annealing dove si forma il legamei fpamers e le regioni loro
complementari dei filamenti di DNA. Questo processalta incompatibile con la
DNA polimerasi umana, che viene distrutta alle sdf®perature necessarie per la
denaturazione (96-99°C). Per ovviare a questo wvewiente viene utilizzata una
polimerasi termoresistente di organismi termofiettd Taq polimerasi. Cio
consente di realizzare piu cicli di PCR in sequeffa@o a 50 cicli max), in
ciascuno dei quali viene duplicato anche il DNA&iizzato nelle fasi precedenti.
La soluzione é stata quindi posta nel termociciattmycler e sottoposta alle

seguenti condizioni di reazione:

= CICLO 1 (1X): STEP 1: 95°C per 2 minuti

= CICLO 2 (1X): STEP 1: 95°C per 5 minuti

= CICLO 3 (40X): STEP 1: 95°C per 30 secondi
STEP 2: 60°C per 40 secondi
STEP 3: 72°C per 40 secondi

= CICLO 4 (1X): STEP 1: 72°C per 10 minuti

= CICLO 5 (1X): STEP 1: 4°C per 10 minuti

L’allestimento di opportuni controlli di qualita peette di identificare falsi positivi
o falsi negativi. Come controllo positivo é statdizzato un campione di cDNA
ottenuto da muscolo scheletrico; il controllo negatonsisteva in un campione in
cui la sequenza bersaglio mancava e per questearmttata utilizzata I'acqua che
permette di evidenziare eventuali contaminaziom durante l'estrazione del

materiale genomico, sia durante l'allestimentoaPICR.



Elettroforesi orizzontale su gel di agarosio al 2%

L'ultimo step prevede il controllo della presenzalelo stato degli amplificati
precedentemente ottenuti tramite unELETTROFORBSIGEL DI AGAROSIO

al 2% contenente bromuro di etidio (Invitrogen)aunolecola planare intercalante
il DNA doppia elica che assorbe alla lunghezza d&odi 260 nm (UV) e la emette
a 590 nm (VIS).

Dopo aver atteso la polimerizzazione del gel in waachetta riempita di una
soluzione tampone TBE 1X (Tris-HCI, Ac.Borico, ED) Aono stati caricati in
ogni pozzetto presente nel gel 15¢2@i cDNA amplificato tramite la PCR.

Per fare in modo che il cDNA resti adagiato suldondel pozzetto occorre
miscelarlo al blu di bromofenolo che permette andiheendere visibile il fronte di
migrazione. In uno dei pozzetti € stato inoltreiczp un marcatore di peso
molecolare (100 bp DNA Ladder, Sigma) per verifggan base al numero di paia
di basi, se la sequenza amplificata e quella diradsteresse.

La corsa elettroforetica € stata eseguita applicama differenza di potenziale di
circa 6 V/cm di lunghezza del gel per un tempo opppm ('amplificato corre
verso il polo positivo essendo caricato negativasjenll gel infine é stato
osservato su un transilluminatore a luce UV e ilADNkultava visibile in bande
rosso-arancio; la bonta dell’amplificazione e stzhutata in base alla presenza di
una banda nitida, d’intensita consistente e la wmugrazione, rapportata al
marcatore di peso molecolare, corrisponda ad urmeetp di DNA della

dimensione attesa.



RISULTATI

1. RIPARO DI DIFETTI SPERIMENTALI DELLA PARETE
ADDOMINALE

A. Colture di mioblasti da cellule satellite di musolo scheletrico

I mioblasti sono stati ottenuti dal muscdlexor digitorum brevisdella zampa
posteriore di ratto Lewis maschio (fig. 1a).

In seqguito a digestione enzimatica, le singoleefibuscolari venivano separate e
deposte in piastre Petri. Dopo 3 giorni, le celldatellite migravano dalla
superficie della fibra, si espandevano sulla sugieréli coltura e proliferavano (fig.
1b). L'aggiunta di terreno di proliferazione causala comparsa di cellule
fusiformi, i mioblasti (fig. 1c). Quando le coltumr@ggiungevano uno stato di

subconfluenza, le cellule cominciavano a fondéosmando dei miotubi (fig. 1d).

Figura 1: Estrazione del muscoftexor digitorum brevislalla zampa posteriore di ratto Lewis
maschio (a) e relativa fibra muscolare separata détte per digestione enzimatica (b x50).
Fuoriuscita di mioblasti dalla fibra muscolare mladesione sulle piastre di coltura (c x50), fino

raggiungimento della confluenza e formazione ditabo(d x100)



B. Matrice muscolare acellulare
Come evidenziato in figura 2, due cicli di trattarteedetergente-enzimatico erano
sufficienti per ottenere una matrice completameleteellularizzata, che manteneva

manteneva caratteristiche strutturali simili a ¢pdkl tessuto nativo.

Figura 2: Sezione trasversale (a, x40) e microscopia eleétmam scansione (b x1200) di matrice

acellulare muscolare scheletrica dopo 2 cicli @ittmento detergente—enzimatico

Da esperimenti effettuati presso il laboratorio gedf. Domenico Ribatti della
Universita di Bari su membrana corioallantoideaedibrione di pollo, & stato
evidenziato che le matrici acellulari evocano foidposte angiogeniche, portando
alla formazione di neovasi allantoidei su tale meanhkcon sviluppo radiale a
partire dallimpianto (fig. 3a), in modo paragoriaba quanto indotto dal b-FGF
esogeno. Nel caso della spugna imbevuta di PB®ce&vnon si rileva nessuna

risposta neoangiogenica (fig. 3c).

Figura 3: Matrice acellulare impiantata su membrana coriotdigea (CAM) di pollo a 12 giorni
d’incubazione (a); gelatina imbevuta di b-FGF (5@Jembrione) impiantata su CAM di pollo a 12
giorni d’'incubazione (b); spugna imbevuta di PBPimmtata su CAM di pollo a 12 giorni

d’'incubazione (ingrandimento al microscopio ottic®0)



C. Colture di mioblasti su matrice acellulare musctare in vitro

Dopo 24 ore dalla semina di mioblasti ottenuti d@dlute satellite di muscolo
scheletrico, sulla matrice erano visibili numeras#iule, che perd6 mantenevano
una forma rotondeggiante (fig. 4a). A 48 ore, i Ibhsti apparivano
completamente adesi e coprivano tutta la superfi@e supporto. Inoltre, si
osservava la formazione di lunghi elementi celiuf@urinucleati (fig. 4b). Le

colture si mantenevano integre e vitali anche dogmrni dalla semina (fig. 4c).

Figura 4: Microscopia elettronica a scansione di colturetiblasti su matrice acellulare
muscolare dopo 24 (a x160), 48 (b x600) ore e thg{e x450) dalla semina

D. Impianto in vivo

| costrutti (fig. 5a), formati da matrice acellldamuscolare omologa e mioblasti
prelevati da ratti di sesso maschile, sono stapiamtati in ratti femmina per
riparare un difetto a tutto spessore, creato edifnente nella porzione muscolare
delladdome (fig. 5b). L'impianto é stato eseguitdistanza di 24 ore dalla semina

dei mioblasti sulla matrice perché, come risultd&dl’analisi al SEM, a questo



intervallo di tempo le cellule si mantenevano aacoello stato indifferenziato.
Tutti gli animali sono sopravvissuti all'interventoon hanno contratto infezioni,

non hanno manifestato reazioni di rigetto e soati shcrificati ai seguentime-

pointsdall’intervento: 1 settimana, 1, 2 e 3 mesi.

Figura 5: Costrutti (a) inseriti a livello del difetto delfmrete addominale (b)

E. Analisi macroscopica degli impianti

hY

Al momento dell’espianto, & stato osservato chd& glt impianti risultavano
conservati rispetto alle dimensioni originali, igtati nel tessuto del ricevente e

vascolarizzati (fig. 6).

Figura 6: Impianto dopo 1 mese dall'intervento chirurgico



F. Analisi istochimica degli impianti

Dopo 1 settimana dall'intervento chirurgico, patch presentava una marcata
ipocromia in quanto scarsamente cellularizzato.ffeesente una moderata risposta
inflammatoria e [linfiltrato costituito da granulitic e macrofagi, risultava
localizzato ai bordi dell'impianto ma assente nglate centrale (fig. 7a). Non e

stato riscontrato alcun elemento plurinucleato. (fig).

Figura 7: Sezioni trasversali (bm) degli impianti dopo 1 settimana dall’intervento
(ingrandimenti: a x50; b x100)

A 1 mese dall'intervento chirurgico, linfiltratonfiammatorio era scomparso ai
bordi dellimpianto e debolmente presente a livatlella capsula fibrosa che
risultava diminuita in spessore (fig. 8a-b). Si guat notare la presenza di

vascolarizzazione e di alcuni elementi non monaeaic(fig. 8c).



All'interno dellimpianto erano presenti numerosellgle, alcune delle quali
cominciavano ad organizzarsi per formare elemehirirucleati. Inoltre, era

evidente una migrazione di cellule dai vasi aleimto dell'impianto (fig. 8d).

Figura 8: Sezioni trasversali (bm) degli impianti dopo 1 mese dall'intervento
(ingrandimenti: a x50; b x100; ¢ x200; d x400)

A 2 mesi, permaneva un debolissimo infiltrato infraatorio solo a livello dei
punti di sutura (fig. 9a). All'interno dell'impiaat erano presenti ancora molte
cellule in via di fusione (fig. 9b-c), ma ancherati plurinucleati piu maturi con
nuclei in posizione periferica (fig. 9d). Permanewe ben visibile migrazione di

cellule dai vasi.



Figura 9: Sezioni trasversali (bm) degli impianti a 2 mesi dall'intervento
(ingrandimenti: a x50; b x100; ¢ x200; d x400)

Dopo 3 mesi dall'intervento chirurgico la rispostdiammatoria era regredita del
tutto. Nell'impianto, completamente cellulare (fig0a), si notava una grande
qguantita di miotubi ed un aumento del diametro\assi sanguigni (fig. 10b). Le

fibre muscolari si organizzavano in modo ordinadgssumendo un andamento
reciprocamente parallelo (fig. 10c), come accadk fiera muscolare adulta, e si
potevano notare a maggiori ingrandimenti le streatdipiche del muscolo

scheletrico (fig. 10d).



Figura 10: Sezioni trasversali (bm) degli impianti a 3 mesi dall'intervento
(ingrandimenti: a x200; b x200; ¢ x200; d x400)



G. Presenza del gene SRY
Per valutare la presenza dei mioblasti maschilcostrutti impiantati, € stato preso

in considerazione il cromosoma Y, ed in particoldrgene Sry (Ypl11.3), che
determina lo sviluppo dei testicoli. Muller-Ehmsetal (2002) hanno dimostrato
che la RT-PCR del gerféry & una tecnica sensibile e specifica per identiich
DNA maschile in una popolazione cellulare mista.tdtti i campioni esaminati

veniva espresso mRNA 8y (fig. 11)

Figura 11: Gel di agarosio al 2% con etidio bromuro. cDNA éfigati con primer specifico per
SrY ottenuti da RNA da mioblasti di ratto Lewis sohio (L1), da RNA di impianti dopo 1

settimana (L2), 1 mese (L3), 2 mesi (L4) e 3 mES) @all'intervento. La corsia 6 rappresenta il

controllo negativo e la corsia M €& stata caricata en marker per il peso molecolare da 100 bp

H. Analisi immunoistochimica comparata all’analisimolecolare

Per verificare I'espressione, come proteina e mRMA marker muscolari e

neuronali, al momento dell’'espiantpatchsono stati divisi in due parti: una parte
€ stata inclusa in paraffina per la colorazione imaoistochimica e l'altra & stata
conservata azoto liquido per effettuare successwsnl’estrazione dellRNA e

I'analisi molecolare mediante RT-PCR. La reaziond’@R e stata effettuata su
campioni di RNA estratti dagli impianti prelevatogb 1 settimana (L2), 1 mese
(L3), 2 mesi (L4) e 3 mesi (L5) dall’intervento alnigico. Come controllo positivo

e stato utilizzato 'RNA ottenuto da una biopsidm@scolo addominale di un ratto
Lewis femmina (L1), mentre come controllo negat&cstata utilizzata I'acqua

(L6).



BN

MyoD. Tramite I'analisi immunoistochimica é stato evidewa che il MyoD
veniva espresso, come proteina, ai bordi delleibref nelle quali infatti i nuclei
erano in periferia. Questo accadeva dal primo ndeg® I'intervento (fig. 12b-d)
mentre nella prima settimana (fig. 12a) il MyoD neeniva rilevato. Lo stesso
profilo di espressione evidenziato nell'analisi iomoistochimica € stato
evidenziato per 'mRNA (fig. 12e).

G e

e,
s
e

Figura 12: Immunoistochimica con anticorpo anti-MyoD di sezitvasversali (um) degli
impianti dopo 1 settimana (a x100), 1 mese (b x48@00), 2 mesi (d x400) dall'intervento e
relativo gel di agarosio al 2% con etidio bromuep. €EDNA amplificati con primer specifico per
MyoD ottenuti da RNA da muscolo addominale di ré¢gimmina (L1), da RNA di impianti dopo 1
settimana (L2), 1 mese (L3), 2 mesi (L4) e 3 mES) @all'intervento. La corsia 6 rappresenta il

controllo negativo e la corsia M é stata caricata en marker per il peso molecolare da 100 bp



Miogenina. Anche la miogenina veniva espressa, sia come peo{ép. 13a-b) sia
come mRNA (fig. 13c), a partire da 1 mese dallimémto, mentre era assente

dopo 1 settimana.

Figura 13: Immunoistochimica con anticorpo anti-miogeninaefieni trasversali (um) degli
impianti dopo 1 mese dall'intervento (a x100; b 8%8 relativo gel di agarosio al 2% con etidio
bromuro (c). cDNA amplificati con primer specifiper la miogenina ottenuti da RNA da muscolo
addominale di ratto femmina (L1), da RNA di impiashdpo 1 settimana (L2), 1 mese (L3), 2 mesi
(L4) e 3 mesi (L5) dall'intervento. La corsia 6 papsenta il controllo negativo e la corsia M éastat
caricata con un marker per il peso molecolare dap5



Tropomiosina sarcomerica.
Come evidenziato nella figura 14, questa proteire @spresso nei campioni

prelevati a partire da 1 settimana dall’intervento.

Figura 14: Immunoistochimica con anticorpo anti-tropomiosiaecemerica con successiva
colorazione di contrasto con ematossilina di seziragversali (5um) degli impianti dopo 1
settimana (a x200), 1 mese (b x200) e 2 mesi (©)x&all'intervento e della sola matrice acellulare
(d x 400)



Recettore dell'acetilcolina (AchB. L'analisi immunoistochimica per AchRha
evidenziato che questo veniva espresso sulla sapedelle fibore muscolari a
partire dal primo mese (fig. 15a-b) successivo irérvento chirurgico,

permanendo fino al terzo mese (fig. 15c). Analogdaanento e stato rilevato

anche per quanto riguarda I'espressione di mRN&tivel a tale proteina (fig. 15d).
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Figura 15: Immunoistochimica con anticorpo anti-AchRi sezioni trasversali (bm) degli
impianti dopo 1 settimana (a x200), 1 mese (b x208)mesi (¢ x400) dall'intervento e relativo gel
di agarosio al 2% con etidio bromuro (d). cDNA affiqdti con primer specifico per AchR
ottenuti da RNA da muscolo addominale di ratto féenanfL1), da RNA di impianti dopo 1
settimana (L2), 1 mese (L3), 2 mesi (L4) e 3 mES) @all'intervento. La corsia 6 rappresenta il
controllo negativo e la corsia M é stata caricata en marker per il peso molecolare da 100 bp

Infine con la tecnica di RT-PCR si € verificataspeessione di altri geni coinvolti
nel processo di differenziazione-maturazione museole nervoso (tab. 3),
utilizzando come controllo negativo I'acqua perifigare che non fosse presente
alcuna contaminazione e come controllo positivo gleceraldeide-3-fosfato-
deidrogenasi (GAPDH) e [&actina. Questi ultimi sono geni housekeeping, ovve

costitutivamente espressi ad alti livelli in quiasti i tessuti.



Tabella 3: Espressione come mRNA di geni coinvolti nel prooadidifferenziazione-maturazione

negli impianti prelevati a 1 settimana, 1, 2 e Zing&ll’ I'intervento chirurgico

1
settimana| 1 mese| 2mesi | 3 mesi
GAPDH + + + +
B-ACTINA + + + +
MyOD - -+ + +
Mrf4 - + + +
MIOGENINA - + + +
Myf5 - + + +
PAX3 - -+ + +
AGRINA + + + +
AchReg - + + +
VEGF + + + +

Oltre ai piu importanti marker dal punto di vistelld differenziazione muscolare,
guali il MyoD e la miogenina, con la tecnica di RCR e stata verificata la
presenza di altri fattori coinvolti nel processarogenesi (fig. 16). Analogamente
a quanto osservato per il MyoD, anche Myf5, Paxdrél. venivano espressi a
partire da 1 mese dall'intervento chirurgico. Ineegrina e VEGF erano presenti

gia dopo una settimana.
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Figura 16: gel di agarosio al 2% con etidio bromuro. cDNA, &figati con primer specifico per
MyoD, Myf5, Mrf4, Agrina, VEGF, Miogenina, Pax3, AR e GAPDH, ottenuti da RNA da
muscolo addominale di ratto femmina (L1), da RNAnapianti dopo 1 settimana (L2), 1 mese
(L3), 2 mesi (L4) e 3 mesi (L5) dall'intervento. tarsia 6 rappresenta il controllo negativo

2. CELLULE MESENCHIMALI DA SANGUE CORDONALE



A. Differenziamento miogenicoin vitro di MSC

Quando coltivate con terreno proliferativo compataddMEM-low glucose e 10%
di FBS, le MSC derivanti da sangue cordonale [Marké. et al., 2007]
mantenevano una morfologia fibroblastoide (figajl7In presenza di terreno
miogenico composto da DMEM-low glucose, 2%HSp AF e 1% CEE, si
osservavano, dopo 8 giorni dall'induzione, solaag& cellule in via di fusione (fig.
17b). Utilizzando, invece, piastre di coltura camainate con Matrigel, le cellule
tendevano a disporsi parallelamente le une alte alil era evidente un aumento
degli eventi di fusione, segno di un piu efficacegesso di differenziamento, qui
fotografato dopo 4 (fig. 17c) e dopo 8 giorni fig/d) di esposizione al terreno

miogenico.

Figura 17: MSC e differenziamento miogenicda-d: x 100). MSC sono state coltivate
con terreno di differenziamento miogenico su pe&stindizionate 0 meno con Matrigel, per 4 e 8
giorni. (a) controllo con 10% FBS a 8 giorni; (kByreno miogenico su piastre non condizionate a 8
giorni; (c, d) terreno miogenico su piastre cormhizite con Matrigel a 4 e 8 giorni, rispettivamente

Per confermare l'avvenuto differenziamento, sonatesteffettuate in parallelo
colorazioni immunofluorescenti, utilizzando markietla linea miogenica. A 4 ed a

8 giorni (fig. 18a, 18b), nelle colture coltivate giastre condizionate con Matrigel



in presenza di terreno differenziativo, aumentéespressione di Myf-5, fattore di
regolazione miogenica precoce, rispetto a quargereato nelle colture mantenute
in terreno di proliferazione (fig. 18c, 18d), eguelle fissate subito dopo la semina
(fig. 18e, 18f). Utilizzando il terreno miogenida, percentuale di MSC (media su
dodici campi fotografici) esprimenti il Myf-5 egzari al 9% a 4 giorni, e saliva al
12% a 8 giorni nelle colture mantenute su piastrenali (barre chiare), mentre il

condizionamento con Matrigel portava tale percdetab14% e al 30%, dopo 4 ed

8 giorni, rispettivamente (barre scure).
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Figura 18: Espressione del fattore di regolazione imgenica Myf-5 (x 100. (a, b):
differenziamento con terrreno miogenico su piastnadizionate con Matrigel dopo 4 e 8 giorni; (c,
d): cellule coltivate in terreno proliferativo dogagiorni e (e, f): subito dopo la semina (blu: DAP
rosso: Myf-5).

Il differenziamento in vitro €& stato ulteriormente confermato verificando
I'espressione di desmina, come proteina (fig. ¥Waiorni e 19b, 8 giorni), ed
eseguendo un’analisi real time PCR (grafico di fig), utilizzando primer per due

sequenze RNA, specifici per specie umana: humamgdfima e human-MyoD,



normalizzando a 1 il valore piu alto ottenuto dpressione genica (calcolata per
via indiretta rispetto al gene house-keeping GAPDIS)n dal 4° giorno

I'espressione di marker “human specific” era elayaer poi diminuire ad 8 giorni.
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Figura 19: Immunofluorescenza per desminadopo 4 (a, x200) ed 8 giorni di induzione

miogenica (b, x100)Grafico: real time PCR per espressione genica di human-Mgdiiman-
Miogenina.

B. Valutazionein vivo del potenziale differenziativo delle MSC.



Figura 20: Necrosi del muscolo tibialis anterior imlotta da bupivacaina cloridrato a 48h
dall'iniezione. (a, x50; b, x100)

Dopo 48 ore dall'iniezione di bupivacaina cloridratl muscolo tibialis anterior
presentava segni di processi degenerativi in aHma presente una forte
infiltrazione di macrofagi (fig. 20a) ed erano bisiiaree di necrosi (fig. 20b).

Dopo 7 giorni dall'iniezione di TOMSC intramuscolo, le sezioni istologiche non
presentavano segni severi di risposta immunitariggetto, benché ai ratti non
fosse stata associata alcuna terapia immunosop@ess notavano molte fibre
muscolari con nuclei in posizione centrale (fig.a2kezione trasversale) che
indicavano chiaramente uno stato di rigenerazigraazione del muscolo
danneggiato (fig. 21b). Era presente una lieve ogtp infammatoria, con
infiltrazione di macrofagi, prevalentemente in zgrezivascolari (fig. 21c). Negli
animali di controllo, in cui era stato indotto &mho muscolare con bupivacaina ma
che avevano ricevuto una iniezione di sola solwifisiologica, permanevano

relativamente ampie zone di degenerazione muscigre1d).



Figura 21: Sezioni degli impianti (um) a 7 giorni dall'iniezione di MSC (a x100; b part x200)
o di soluzione fisiologica (d x50)

Figura 22: Sezioni longitudinali degli impianti (bm) a 14 dall'iniezione di MSC (a x50; b x400).



Dopo 14 dall'iniezione di MSC nel muscolo tibialsterior precedentemente reso
necrotico, non si evidenziavano piu segni di risp@smmunitaria e solo alcune rare
zone con lieve risposta inflammatoria. Le seziangitudinali degli impianti,
mettevano in luce la disposizione longitudinaldedébre muscolari, con i nuclei
in posizione periferica, indicando una chiara rigazione muscolare (fig. 22a,
22b).

Figura 23: Sezioni trasversali di muscolo tibialisanterior a 7 giorni dal trapianto di MSC (a,
x100; b, particolare). Sezioni trasversali ed anaihmunoistochimica con anticorpo anti-human
Nuclei a 14 giorni (c, d x200).

Analizzando le sezioni trasversali di tibialis armde erano visibili numerose fibre
muscolari GFP-positive, indicando percio la preseak loro interno di cellule
MSC umane (GFP-positive) precedentemente iniettdtamuscolo. Tali cellule
quindi si erano integrate nel muscolo scheletrpariecipando alla rigenerazione
muscolare, come evidenziato dalla presenza di f&F€-positive con nuclei in
posizione centrale a 7 giorni dall'iniezione (fig3a, 23b). Per confermare con
certezza che le fibre muscolari colorate in verd® f[a presenza di GFP,



contenessero cellule umane, si € eseguita unasiamklimmunofluorescenza
utilizzando un anticorpo che evidenzia in modo geci nuclei di origine umana,

'anti-human Nuclei (Chemicon). Si e riscontrataauworrispondenza tra le fibre
contenenti cellule GFP-positive e nuclei anch’'gessitivi per I'anticorpo anti-

human Nuclei (fig 23c, 23d).
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Figura 24: valutazione quantitativa (numero ed area) didle
muscolari contenenti cellule umane GFP-positive

E’ stata poi eseguita una valutazione quantitaffiga 24) delle fibre muscolari

GFP-positive contenenti cellule di origine umane & 7 che a 14 giorni la
percentuale di fibre contenenti MSC era attorndQf, mentre I'area totale data
dalla somma delle sezioni trasversali di tali fitm@a di 20% sul totale dopo 7
giorni, e saliva al 26% dopo 14giorni, indicando accrescimento delle fibre

muscolari in questo arco di tempo.



Figura 25: Immunofluorescenza: anticorpo anti Myf-5 (a-c) e anti MyoD (d-f) di Zeni
trasversali (5um) del tibialis anterior dopo 7 giorni (a,d GFPg anticorpo; c,f DAPI; x400).
Anticorpo anti tropomiosina sarcomerica (g-i) ddgbgiorni (g, GFP; h, anticorpo; i, DAPI; x400).

Sulle sezioni di tibialis anterior sono state imnmleffettuate ulterior analisi per
valutare un eventuale differenziameirtovivo delle MSC. A 7 giorni, cellule GFP-
positive erano anche positive per i fattori di legone miogenica Myf-5 e MyoD
(fig. 25a-c, ed 25d-f, rispettivamente) e a 14 mjioisultavano anche positive per la
tropomiosina sarcomerica, proteina implicata nehtwdlo della contrazione
muscolare (fig. 25g-i) e per la miosina (fig. 2&86b). Infine, sempre a due
settimane si notavano (fig. 27c) delle striatui@)ez chiare e scure, all'interno di

fibre muscolari GFP-positive.



Figura 26: Immunofluorescenza:anticorpo anti-miosina MF20 (a, con DAPI), GFP1pes
(b, con DAPI) di sezioni longitudinali (@m) del tibialis anterior dopo 14 giorni (x400).

Figura 27: : Immunofluorescenza: anticorpo anti-human Nuclei (a x100, b x400) irzisei
trasversali (5um) del tibialis anterior a 7 (a) e 14 (b) giornarfcolare di sezione longitudinale di
alcune fibre GFP-positive a 14 giorni.



In alcune sezioni sono stati anche riscontratieiwdilcellule umane (fig. 27a, 27b),
che non si erano integrate con le fibore muscolaltiashimale, ma erano localizzate
a livello interstiziale (fig. 27b), oppure eranomassate in grande numero in zone
periferiche della sezione, in aree caratterizzate wh consistente infiltrato

inflammatorio (fig. 27a).



DISCUSSIONE

Numerose patologie e/o difetti fisici sono caratteati dalla perdita di
cellule specializzate all'interno di organi o dsseti e conducono a disfunzioni di
vario tipo. | danni tessutali si traducono in attsti, in termini di assistenza
medica, mancata produttivita, diminuzione dellalig@ali vita e morte prematura.
Appare quindi di fondamentale importanza progettarealizzare nuovi trattamenti
allo scopo non solo di prevenire e curare la paialeesponsabile, ma anche di
ripristinare la struttura e la funzionalita deides o degli organi danneggiati.
L’ingegneria tessutale del muscolo scheletrico dramumerose applicazioni nel
campo delle patologie congenite o acquisite. Umese € rappresentato dal
trattamento dell'onfalocele e della gastroschisueQi sono stati patologici
originatisi durante la vita uterina e caratterizzid perdita muscolare, che puo
condurre non solo ad un deficit funzionale, ma arelideformazioni strutturali. La
perdita di tessuto muscolare pud avvenire ancheeguito ad altre situazioni
cliniche comuni come miopatie, lesioni di tipo tnaatico ed asportazioni per
tumore che richiedono, quindi, una successiva tiga®ne chirurgica.

Nella costruzionen vitro di un tessuto ingegnerizzato, due sono le comgoden
fondamentale importanza: le cellule ed il suppoXegli ultimi anni, nella terapia
di patologie muscoloscheletriche, l'utilizzo di lcéé staminali muscolari in
trapianti o per il trasferimento genico si € ritelan campo di ricerca interessante
e promettente [Wiet al, 2003]. L'uso di cellule staminali potrebbe rigade il
problema connesso alla massiva morte cellularecedaoal trapianto, in quanto
molte evidenze [Stocum, 2001; Report NHI, 2001Jigado che tali cellule sono
multipotenti e altamente proliferative.

Il riparo di estesi difetti muscolari richiede pesostituti tessutali di notevole
dimensione. A questo proposito risulta essere egderper la costruzioni@ vitro

di un tessuto ingegnerizzato, l'identificazione deipporto ottimale che abbia
caratteristiche simili a quelle dellambiente esme in vivo. Il supporto infatti
deve avere una certa porosita in modo da consdati@escita cellulare ed |l
trasporto delle sostanze nutrienti, deve inoltresees biocompatibile,



biodegradabile e quindi non solo fornire una simattridimensionale, ma garantire
anche l'adesione e la crescita cellulare.

La ricerca attualmente si &€ orientata verso la emaspunto di materiali protesici
derivati da matrice extracellulare bioingegneriazette possa funzionare come una
guida per la crescita ed il rimodellamento tessutaiche a lungo termine. Infatti,
la matrice extracellulare gioca un ruolo attivoanplesso nella regolazione del
comportamento cellulare, influenzando I'adesioree,fdrma, la migrazione, la
proliferazione ed il metabolismo delle cellule [B&ak, 2007].

In un precedente lavoro [De Coppi et al.,, 2006E silimostrato, in ratti Lewis
singenici, che sostituti muscolari costituiti daofrasti e matrice muscolare
acellulare possono fungere da valido approccioilgeattamento a lungo termine
dei difetti della parete addominale (gastroschigli sostituti divengonan vivo
strutture dotate di innervazione, contengono filneiscolari scheletriche e
mantengono nell’ospite la loro integrita struttergler lungo tempo, senza andare
incontro ad atrofia né ad altri segni di degenenaei

Partendo da questi risultati incoraggianti, in gqadssi si e cercato di caratterizzare
il processo rigenerativo che avvieire vivo, anche a tempi brevi, nel sostituto
muscolare. A tal fine sono stati ottenuti sostitmtiscolari costituiti da matrice
acellulare omologa, ricavata da ratti Lewis femmige cui sono stati seminati
mioblasti prelevati da ratto Lewis di sesso mascl8luccessivamente, qugsditch
protesici sono stati utilizzati per riparare difeti circa 2,5 x 2,5 cm, creati
chirurgicamente a livello della muscolatura delkrgte addominale anteriore di
ratti Lewis di sesso femminile, sfruttando il fattbe in tale modello animale e
possibile trapiantare cellule da un animale alitatenza alcun problema di rigetto.
L’isolamento di singole fibre muscolari, tramite gdstione enzimatica, ha
permesso di ottenere colture derivate da cellulellga contenenti solo mioblasti
in grado di proliferare, differenziarsi e dare ovgya miotubi. Le cellule infatti
erano caratterizzate da un elevata capacita pativa, permettendo di ottenere il
numero ideale di mioblasti (circa %@ell/cnf) per la costruzione del sostituto
muscolare dopo solamente una settimana dall'estrazil’elevata purezza delle
colture ha permesso di accorciare il tempo dicatiionein vitro e di mantenere di

conseguenza il potenziale miogenico delle celldlenoto infatti che aumentando



il tempo di coltura e il numero di passaggi, leldel tendono a perdere le
caratteristiche del tessuto di origine [Sudo et1#83].

Per ottenere un supporto che presentasse catatteximorfologiche e meccaniche
simili a quelle del tessuto nativo, € stata usatrioce muscolare acellulare
omologa. Il metodo detergente-enzimatico, utilinzager ottenere la matrice
acellulare, la rende priva di elementi cellularia mon ne altera la struttura o il
complesso della membrana basale [Livesesl, 1995]. Questo dovrebbe impedire
la degradazione della matrice, dal momento che ichalanneggiate vengono
velocemente distrutte da risposte inflammatorieteggcquando impiantat@ vivo
[Burge e Dawber, 1990Nel tessuto trattato non si rilevava infatti lagenza di
nuclei ed il tessuto acellulare presentava unatsteumeno compatta rispetto a
quella originale. Le matrici acellulari sono atmahte utilizzate anche in
xenotrapianti [Roedeet al, 1999], in quanto non inducono fenomeni di rigetto.
Infatti, Allman et al (2001) hanno riportato che le risposte immunitarieali
impianti non coinvolgono la fissazione del complaioeo il rigetto dell'impianto,
ma piuttosto inducono tolleranza.

In un recente lavoro [De Copmt al, 2006] I'analisi immunoistochimica ha
rivelato che la matrice acellulare muscolare, al gal tessuto nativo, contiene due
noti fattori angiogenici, il b-FGF (fattore basicld crescita dei fibroblasti) e il
TGF$1. Il b-FGF é una molecola segnale extracelluldrenatura polipeptidica,
secreta dai fibroblasti, che legandosi a recetfioosin-chinasici, presenti sulla
membrana cellulare, stimola la crescita cellulaf@amrgiogenesi [Takehara, 2000;
Badylak, 2007]. Anche il TGB4 e un fattore di crescita polipeptidico, che ragol
la proliferazione, la migrazione, la differenziazéo cellulare e lo sviluppo
embrionale [Pieket al, 1999]. E’ altresi coinvolto nello sviluppo dektema
vascolare: esso induce la differenziazione di psamru in periciti e cellule
muscolari lisce, inibisce la proliferazione dellellale endoteliali e stimola la
deposizione di matrice extracellulare, controllandotal modo le fasi finali
dellangiogenesi [Goumangt al, 2003]. La presenza di questi due fattori
all'interno della matrice muscolare acellulare n@senta una caratteristica
vantaggiosa, in quanto potrebbe favonreivo una rapida formazione di neo-vasi,
necessaria per la sopravvivenza delle cellule samirsul supporto. Inoltre,
entrambi i fattori, b-FGF e TGF1, sono mitogenici per le cellule progenitrici



delle fibre muscolari: in particolare il TR promuove anche la chemotassi delle
cellule satellite muscolari [Bischofét al, 1997]. Queste proprieta potrebbero
favorire in vivo il reclutamento di elementi cellulari dal muscalell’organismo
ricevente. Le evidenze raccolte con i saggi sulkeMCindicano che la matrice
acellulare e in grado di evocarevivo forti risposte angiogeniche, suggerendo che
anche l'attivita delle due citochine viene manterait'interno della matrice.
L’osservazione al microscopio ottico a scansioneMy effettuata su colture di
mioblasti su matrice acellulare, ha dimostrato aheest’'ultima permette la
miogenesi scheletrica. Dopo alcuni giorni di cdture cellule aderivano,
proliferavano e si differenziavano in miotubo studioin vitro ha confermato che
la matrice acellulare muscolare e in grado di faeorl’'adesione e la
differenziazione cellulare, come gia dimostratdMiazaroet al. (2002).

Gli impianti sono stati caratterizzati tramite asialmacroscopica e istologica,
valutando I'espressione dei geni coinvolti nellagenerazione del muscolo
scheletrico e delle fibre nervose mediante pro@dommunoistochimiche e di
analisi molecolare.

Al momento dell'espianto, & stato osservato chd& glt impianti risultavano
conservati rispetto alle dimensioni originali, igtati nel tessuto del ricevente e
vascolarizzati.

L’analisi degli impianti, effettuata tramite colarane istochimica, ha evidenziato
un progressivo rimodellamento degli impianti naeliérvallo di tempo considerato.
Gia a partire dal primo mese apparivano ripopalatalcuni elementi plurinucleati
che a 3 mesi si organizzavano in fibre muscolaganizzate con un andamento
reciprocamente parallelo. All'interno del sostitubaiscolare si osservava inoltre, a
partire dal primo mese, una fitta rete capillarseegiale per l'integrazione e la
sopravvivenza delle cellule impiantate. La rispasfemmatoria era di modesta
entita e confinata ai bordi dell'impianto ad un#isgana dall'intervento chirurgico
e regrediva completamente dopo 3 mesi.

| mioblasti impiantati probabilmente partecipavaigrocesso di rimodellamento
del tessuto, in quanto come evidenziato dalla RRP@er il gene Sry,
permanevano all'interno dell’impianto fino a 3 mdsil’intervento chirurgico. Da
sottolineare, inoltre, che, a partire da un mesa,ewidente, nella parte centrale
dell'impianto, una migrazione di cellule dai vadliisterno dell'impianto stesso.



Escludendo lipotesi che tali cellule fossero apgraenti alla serie bianca del
sangue, in quanto, come sottolineato precedentem&ntisposta inflammatoria
era quasi completamente regredita, questa osseneaguggerisce che al processo
rigenerativo possano partecipare anche precurswaobabilmente di origine
midollare, richiamati nel sito della lesione.

Tramite I'analisi immunoistochimica e molecolarestato evidenziato che nel
costrutto rimodellatoin vivo, erano presenti fibre muscolari scheletriche ed
innervazione.

In particolare, e stata evidenziata la presenzéeogporanea, a partire da un mese,
di marcatori muscolari caratteristici sia dellenpeifasi differenziative che di quelle
successive, indicando I'esistenza di progenitativati indirizzati verso la linea
miogenica e di elementi cellulari a stadio di maknimne avanzato. Queste evidenze
suggeriscono che all’interno degli impianti il pregsivo rimodellamento della
componente muscolare non appare totalmente conal@suoesi dall'intervento.
MyoD, Myf5 e Pax3 venivano espressi a partire da 1 mese dall'intgove
chirurgico. Essendo dei marker precoci di differamento miogenico e venendo
espressi dai mioblasti in coltura, si suppone chelokro assenza alla prima
settimana sia ascrivibile alla sensibilita dei ndetatilizzati, probabilmente
insufficienti a rilevare questi marcatori in un nemm di mioblasti esogeni limitato.

Il fattore nucleare di trascrizione miogeniglyoD é una fosfoproteina nucleare, i
cui livelli fluttuano durante il ciclo cellulare,ni quanto risulta espressa
prevalentemente nelle cellule satellite attiviteblonka-Reuvenet al, 1994. |
livelli piu alti si riscontrano quando le celluléaano iniziando a differenziarsi,
confermando la capacita di questo fattore di ingllardifferenziazione miogenica
attraverso l'espressione di geni muscolo-specifmine la miogenina, la catena
pesante della miosina (MyHC) ed alcune subunitareetttore dell’acetilcolina.
L’espressione dMyoD dal 1° al 3° mese successivo all'intervento suggerche,

in questo intervallo di tempo, il processo differmtivo-rigenerativo all'interno del
materiale protesico continui con attivazione diudelmononucleate verso la linea
miogenica.

Myf-5 € il fattore di trascrizione muscolo-specifico mala piu tempo, la cui
espressione determina la differenziazione dellduleelsatelliti nella linea

mioblastica. Essanoltre, scompare rapidamente dopo che le cellatenb iniziato



il processo differenziativo, andando incontro ac wegradazione della propria
forma fosforilata, in sincronia con il ciclo mitot [Lindonet al, 1998]. Questo
marker muscolare e quindi coinvolto, coméyoD, nel determinare il fato della
cellula miogenica, oltre che nella formazione dobtasti durante 'embriogenesi.
Pax 3 e ungene regolatore trascrizionale “paired box”, appsehte ad una
famiglia di geni che giocano un ruolo fondamentad#ia formazione dei tessuti, in
particolare quello muscolare, durante lo sviluppthbgonale. Inoltre risulta essere
importante per mantenere le normali funzioni ded@inate cellule anche dopo la
nascita. Questi geni vengono definiti regolatoastrizionali grazie al fatto che
portano alla produzione di proteine che si attagcarspecifiche aree di DNA,
controllando lattivitd di particolari geni. L'altazione nell'attivita del gene che
codifica perPax 3 per esempio, € stata correlata con alcuni casiadcro al
tessuto muscolare (rabdomiosarcoma) che colpisgrattotto adolescenti e
giovani adulti [Linardicet al,, 2007].

L’espressione diMrf4, miogeninae tropomiosina sarcomericaa partire da un
mese dall'intervento, concorda con le osservazistulogiche relative a questo
time point e che evidenziavano la formazione dingleti plurinucleati.

Mrf4 sembra coinvolto, infatti, nel differenziamento rmoilare [Smithet al,, 1993],

in particolare nello sviluppo dei miotubi durante fase di fusione [Hawke &
Garry, 2001]. Analogamente a Myf5, Mrf4 appartiela famiglia delle proteine
“basic helix-loop-helix (bHLH)”, ovvero fattori diegolazione miogenica (MRF)
che sono in grado di guidare il processo di difier@zione miogenica. Questi
infatti agiscono formando complessi tetramerici cloenprendono altre proteine
appartenenti alla famiglia bHLH, in grado di legateDNA a livello di una
determinata sequenza. In questo modo viene prontadsascrizione di geni che
codificano per marker tipici che segnalano il difieziamento della linea
muscolare scheletrica [Lassatral, 1991]. Lamiogenina come il MyoD, Mrf4 e
Myf5, € un fattore di trascrizione muscolo-spedifiche appartiene alla famiglia
delle proteine “basic helix-loop-helix (bHLH)”, cosciute come MRF, in quanto
sono in grado di guidare il processo di differenmine miogenico quando sono
espresse in differenti tipi cellulari. In particea la miogeninaé coinvolta nel
differenziamento muscolare [Smigh al, 1993] ed € proprio per questo motivo che

viene espressa in un secondo momento, duranteséadiafusione dei mioblasti



[Hawke & Garry, 2001]. Laropomiosina sarcomerica una proteina filamentosa
(70.000 Da), composta da 2 subunita ripiegate cadlica, costituente i
microfilamenti nelle cellule non-muscolari e i fik@nti sottili in quelle muscolari.
E’ implicata infatti nel controllo della contrazienmuscolare prevenendo, in
combinazione con il complesso della troponina, edme dell'actina con la
miosina e quindi la contrazione [Pasqualino e Rangt2002]. Sebbene questo
marker citoplasmatico sia caratteristico di unodistaavanzato di maturazione
cellulare, era espresso anche nei campioni preéledapo 1 settimana
dall'intervento, in quanto la proteina permanevlanematrice acellulare in seguito
al trattamento detergente-enzimatico.

All'interno degli impianti avveniva anche una riggazione della componente
nervosa, in quanto venivano espressi marker neliranali agrina e AchR
recettore nicotinico dell’acetilcolina. A partiralth prima settimana era presente
'agrina, proteoglicano eparansolfato di 400 KDae ckiene espresso dai
motoneuroni e concentrato a livello della laminaadb@ sinaptica. Ha un ruolo
critico nell’indurre la differenziazione postsinggat essendo il principale fattore
trofico chimico anterogrado coinvolto nella sinaggnesi neuromuscolare. Tramite
'agrina i motoneuroni determinano l'accumulo sulagitico di recettori per
l'acetilcolina (AchR) sia attraverso I'aggregaziode recettori preesistenti, che
nuova sintesi [Bachet al, 2003]. Successivamente, a partire da 1 mese
dall'intervento chirurgico, veniva espresso anclubRe, canale ionico a controllo
di trasmettitore, permeabile agli ioni sodio, petas cloro e che media la
trasmissione sinaptica a livello della giunzioneunoenuscolare. |1l legame
dell’acetilcolina con il recettore specifico, prese sulla membrana postsinaptica,
determina I'apertura di canali di membrana, cosaglhioni sodio sono in grado di
permeare nella cellula muscolare, determinandoneolatrazione. Durante la
formazione della placca neuromuscolare il recettdedl’acetilcolina viene
accumulato nel sito di contatto nervo-muscolo. Qandifferenziazione della
membrana postsinaptica, il tipo di recettore fetabne sostituito dal tipo adulto
che contiene la subunita al posto dellay e che possiede differenti proprieta
funzionali [Bachet al, 2003].



Da sottolineare, infine, I'espressione del fattdrecrescita vascolare endoteliale
(VEGF), che riveste un ruolo fondamentale nellaol@gjone dell’angiogenesi
fisiologica e patologica. Esistono diverse isoforrde VEGF ma la specie
molecolare predominante € il VEGF165 che si preseome una glicoproteina
omodimerica basica che si lega all'eparida. vitro il VEGF stimola la
degradazione, la proliferazione e la migrazionéed=dllule endoteliali [Fongt al.,
1995]; in vivo regola la permeabilita vascolare, importante p#énizio
dell'angiogenesi. Esso viene chiaramente espresalla dporima settimana
probabilmente dalle cellule endoteliali dei vasb4fermati, ma, probabilmente,
anche dai mioblasti impiantati e da cellule defilirato infiammatorio. La sua
presenza € comunque fondamentale per la formazionma rete vascolare, in
grado non solo di fornire un adeguato supportoeiziahale, ma di rappresentare
anche una fonte di cellule satellite [Chargé e Rtkin2004] e di cellule staminali
muscolari endogene [Meesenal., 2004].

| risultati raccolti confermano, quindi, che il mekb sperimentale di ricostruzione
della parete addominale, basato sull’'utilizzo disastituto muscolare formato da
matrice acellulare e mioblasti, rappresenta un pttente approccio per |l
trattamento di patologie caratterizzate da mancaorgenita o perdita di ampie
zone di tessuto muscolare scheletrico. In questardaé stato condotto uno studio
preliminare del processo di rigenerazione che aevi@ vivo allinterno del
materiale protesico esaminando alcuni marcatoladsbmponente muscolare e
nervosa del tessuto per un periodo non superiore8 anesi. Le evidenze
sperimentali ottenute, anche se non in grado dirf@mun quadro completo, hanno
indicato che:

- esiste allinterno dei patch un progressivo rimtadeento della
componente muscolare che a 3 mesi dall'intervento appare totalmente
concluso. Infatti, la presenza contemporanea, dir@pada un mese, di
marcatori caratteristici sia delle prime fasi diéieziative che di quelle
successive, indica I'esistenza di progenitori attiindirizzati verso la linea
miogenica e di elementi cellulari a stadio di mahimne avanzato;

- il coinvolgimento di precursori circolanti, probabente di origine
midollare, nel processo rigenerativo viene suggeritalle seguenti

osservazioni: i) persistenza di cellule scarsaméelifferenziate a 3 mesi



dall'intervento, ii) importante migrazione celluadai vasi non associata a
fenomeni inflammatori, e iii) i mioblasti impiartitaessendo cellule gia
indirizzate verso un preciso destino differenziativpresumibilmente
formano, analogamente a quanto sucaedatro, elementi plurinucleati in
tempi relativamente brevi;
- si ha una rapida comparsa sia della rete vascolagedella componente
nervosa
In prospettiva, sara necessario monitorare ulterémte il processo differenziativo-
maturativo fino a 9 mesi dall’intervento, otteneraliche dati quantitativi con la
real time PCR e valutando altre proteine strutt@dhttori di trascrizione specifici
del muscolo scheletrico (c-met, miostatina, miosidalte, embrionali e neonatali),
del terminale presinaptico (sinaptofisina, colinzetdtransferasi e neuregulina),
della membrana postsinaptica (alfa/beta-distrogbyee delle cellule endoteliali
(VE-cadherin, von Willebrand factor). Infine, sarderessante chiarire il ruolo
svolto dai mioblasti impiantati, dalle cellule date dell’ospite e dai precursori
circolanti delle cellule muscolari scheletriche laetormazione di nuove fibre

muscolari.

Benche i risultati ottenuti siano molto prometiem vista di possibili
future applicazioni mediche, emerge un problemandode cellule satelliti del
muscolo abbiano una funzionalita compromessa @rnb Inumero sia esiguo
all'interno delle fibre muscolari. Per superare sjaeproblema, abbiamo rivolto
parte del nostro studio allidentificazione di ol con caratteristiche
mesenchimali all'interno del sangue cordonale & &drifica della loro capaciia
vitro e in vivo di differenziarsi in cellule muscolari scheletrcH risultati ottenuti
sono frutto di una collaborazione con il gruppo gedfessor Biagio Saitta del
Coriell Institute for Medical Research, Camden,(NSA).

Le MSC sono cellule self-renewal, inizialmente idfecate nel midollo osseo e,

piu recentemente, in molti altri tessuti fetali duli, compreso il tessuto osseo, il
liquido sinoviale, tessuto muscolare, il tessutopasb e il sangue cordonale
[Erices et al., 2000; Baksh et al., 2004; Barrglet2003]. Sono presenti in numero

limitato nel midollo osseo [Murohara, 2001], e amcmeno nel sangue cordonale



(allincirca 1:10) e stime sul loro numero indicano che vi sia un el@ento di tre
ordini di grandezza tra un neonato e un adultoOdaBni [Sarugaser et al, 2005;
Caplan, 2007]. Hanno caratteristiche di celluleripltenti, ovvero possiedono la
capacita di differenziarsi in molteplici linee adliri come cellule del tessuto osseo,
cartilagineo, connettivo 0 muscolare.

Il gruppo del prof. Saitta ha isolato dal sanguedopale due distinte popolazioni
cellulari, con morfologia fibroblastoide: le UCB19\ piu piccole ed allungate e
le UCB2-MSC piu larghe e tozze. Inoltre, le UCB1-®M®resentavano valori piu
elevati di population doubling. Tuttavia, entrami»e, opportune condizioni di
coltura, si differenziavano in osteoblasti, condracadipociti. L’analisi del profilo
genico delle UCB1-MSC ha evidenziato un presenzggmee di geni legati allo
sviluppo e al differenziamento rispetto a quantseosto per le UCB2-MSC.
Questa caratteristica, unita a una maggiore cappoififerativa e, di conseguenza,
alla possibilita di espansione per un piu alto nam@ passaggi, ha portato a
ritenere le UCB1-MSC piu “primitive” e piu adattd an possibile e futuro utilizzo
in terapia [Markov, 2007]. Inoltre, le cellule UCBASC (di seguito indicate
semplicemente come MSC), utilizzate in questo laveispondevano ai criteri
minimi definiti dalla International Society for Cellular Therapg richiesti per
definire una popolazione di cellule come “multipdtee mesenchimali”: i) capacita
di aderire a piastre di coltura in condizioni stamt] ii) fenotipo positivo X95%-+)
per marker CD105, CD73, CD90 e negativo (<2%-+)rparker CD45, CD34, CD
14 o CD11b, CD 78 o CD19, HLA-DR; iii) capacita di differenziargén vitro in
osteoblasti, adipociti e condrociti [Dominici et,&006].

Le MSC seminate in piastre condizionate con Malrgecoltivate con terreno
induttivo, differenziavano verso la linea miogenicaziando ad esprimere marker
miogenici precoci, come il Myf-5, sin dal 4° giorwall'inizio dell'induzione. La
percentuale di cellule in coltura che esprimevang-Mpassava dal 14% al 30%
all'8° giorno. Anche la loro morfologia cambiava, tendevano a disporsi
parallelamente le une alle altre, con un progressiparallelo aumento degli eventi
di fusione. L’analisi real time PCR esequittlizzando primer per due sequenze
RNA, specifici per specie umana: human-MyoD e huiamgenina, confermava

il differenziamento in atto. E’ interessante notatee questo risultato € stato



ottenuto senza l'utilizzo di fattori specifici chegiscono da stimolo chimico
induttivo come, ad esempio, la 5-Azacitidina, ilsdmetasone o la Galectin-1
[Gang et al., 2004; Chan et al., 2006]. | risultattenuti hanno confermato
limportanza del Matrigel nell'indurre il differeimmento miogenico. Il Matrigel e
una membrana solubile composta da collagene [Viniamy proteoglicani e altre
sostanze, che la rende un ambiente simile all’emslondove sono localizzate le
cellule satelliti [Godfrey and Gradall, 1998]. Caridnando la superficie di coltura
con Matrigel e utilizzando terreno miogenico, iffeienziamento interessava il
30% della popolazione cellulare totale, mentreoila presenza di terreno induttivo
solo il 12% delle cellule entrava nel programmédedénziativo. Questi risultati
concordano con quelli ottenuti da Langen et al080che avevano evidenziato
come il Matrigel sia in grado di accelerare il difnziamento miogenico di cellule
C2C12.

Le MSC da sangue cordonale sono, inoltre, in gradweivo di integrarsi nel
muscolo scheletrico, nel quale era stato indottadarmo chimico, di differenziarsi
in cellule muscolari scheletriche e di parteciparprocesso rigenerativo.

In seguito ad una lesione sia di tipo chimico chapb fisico, ad una prima fase
caratterizzata da degenerazione delle fibore muscelanfiammazione, segue un
processo di rigenerazione, nel quale vengono &ttivanodo sequenziale numerosi
fattori endogeni [Huard et al., 2002], che rappnéseo un stimolo differenziativo
e chemoattrattivo per precursori muscolari. In tmudavoro é stata indotta una
necrosi alle fibre muscolari del muscdibialis anterior utilizzando una soluzione
di bupivacaina cloridrato [Hill et al., 2003]. Dopmtue giorni, durante il picco
inflammatorio, sono state iniettate le MSC, e sbsservata la rigenerazione a
distanza di 7 e 14 giorni dal trapianto cellulare.

Le sezioni istologiche non presentavano segnisgiosta immunitaria severa o di
rigetto, benché ai ratti non fosse stata assoailatma terapia immunosoppressiva.
Le MSC infatti presentano un fenotipo superficialegativo per il complesso
maggiore di istocompatibilita di classe I (MHC-I® leggermente positivo per
MHC-I, conferendo loro una natura ipo-immunogerjiggan et al., 2005; Uccelli
et al., 2006; Caplan, 2007]. Inoltre si ritiene clee MSC abbiano un ruolo
immunoregolatorio, inibendo le cellule T, favoriscal’angiogenesi, inibiscano

I'apoptosi e la formazione di tessuto fibroso, seerdo una molteplicita di fattori



(PGE2, VEGF, IL6 e IL8) [Caplan, 2007]. Gia a 7rgiodall’iniezione delle MSC
infatti, si notava una sostanziale differenza @aia tra i muscoli trattati, dove la
necrosi era di fatto regredita, e i controlli, ddedibre presentavano ancora segni
necrotici. A 14 giorni le fibre muscolari preserdae una struttura normale con
lievi segni di infiammazione.

Le cellule trapiantate permanevano in buona quangt muscolo fino a 14 giorni,
come evidenziato dalla presenza di fibore GFP-pasitia cui percentuale era
attorno al 40% dopo una settimana. Péault e28D7) riportano che il 75% dei
mioblasti impiantati via intramuscolo muore entrprimi 3 giorni dal trapianto, e
quindi un maggior numero di cellule dovrebbe esseraministrato per superare
questo limite. Anche altri Autori, iniettando qui@tmaggiori di cellule, hanno
notato un aumento del numero di fibre contenenticédlule impiantate. Il
protocollo da noi utilizzato prevedeva inoltre noma singola iniezione di MSC,
ma tre iniezioni su tutta la lunghezza cosi da jettene una maggiore diffusione
all'interno del muscolo [Skuk et al., 1999]. Anclimpo 2 settimane dalla
somministrazione, la percentuale di fibre GFP-pasisi manteneva attorno al
40% delle fibre totali. Tuttavia, I'area occupatatdli fibre era del 20% sul totale
dopo 7 giorni, e saliva al 26% dopo 14 giorni. Qoessultato indica chiaramente
che é necessario un intervallo di tempo per l'irdempne delle MSC nel tessuto,
come gia evidenziato per altri tipi cellulari [Péat al., 2007; Fan et al., 1996]. Il
fatto che il numero di fibore GFP-positive rimangastanzialmente invariato
nell'arco delle due settimane ma che l'area, e djum loro dimensioni crescano,
indica che le MSC hanno preso parte alla rigener&zmuscolare, e che nel tempo
contribuiscono all’accrescimento delle fibre steska presenza di nuclei in
posizione centrale [Charge et al., 2003] all'interdelle fibore GFP-positive
rappresenta, inoltre, un ulteriore evidenza a faww®lla partecipazione delle MSC
al processo rigenerativo. L'utilizzo di un antiporspecifico anti-human Nuclei,
ha inoltre confermato la presenza di cellule umarfdre muscolari GFP-positive.
Tuttavia, sono necessari ulteriori studi per vakit che natura siano queste fibre:
se siano fibre composte da sole cellule di deroraiumana oppure siano fibre
miste, dove cellule umane e di ratto si siano fas#are il sincizio plurinucleato
tipico della fibra muscolare. Brimah et al. (200@nhno mostrato, isolando singole

fibre muscolari da muscolo criodanneggiato di t@acottoposto a trapianto di



precursori muscolari umani (MPC), come alcuneefifwssero di tipo misto e
nessuna fosse composta da sole cellule umane.
Inoltre, le cellule GFP-positive presenti all’inter dei muscoli trattati, erano
positive per i marker muscolari Myf-5, MyoD, tropasina sarcomerica € miosina
MF20, indicando la capacita di tali cellule di @ifénziarsi in cellule muscolari non
soloin vitro ma anchen vivo. Si notavano infine anche zone di fibore GFP-positive
contenenti bande chiare e scure alternate, cheesuggo l'inizio di una
architettura ordinata all'interno delle fibre stess

| risultati ottenuti evidenziano, quindi, che 1eSK da sangue cordonale
sono in grado di differenziarsi in cellule dellada miogenica, sie vitro chein
vivo, e che, qualora impiantate, si integrano con gragificienza nel muscolo
dell'ospite, senza dare segni di rigetto, e papwilo, almeno in parte, alla
rigenerazione muscolare.
Nel futuro, si dovranno studiare in maniera piurapgndita il ruoloin vivo di tali
cellule sia dal punto di vista del loro differenni@nto, sia per la loro capacita di
immunoregolazione e/o richiamo di cellule dell'depmediante rilascio di fattori e
citochine. Di grande interesse sara inoltre ossense vi siano differenze nei
muscoli sottoposti a trapianto di cellule indiffiezéate, come nel lavoro eseguito, o
di cellule mesenchimali precedentemente differdazia mioblasti. Sara inoltre
importante capire se le fibre neoformate siano ala derivazione di cellule
dell'ospite, umana, o vi sia una compartecipazidinentrambi i tipi cellulari nella

rigenerazione del muscolo danneggiato.
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