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RIASSUNTO

Introduzione. Le cellule mesenchimali derivate dal tessuto adiposo (hASC)
rappresentano un importante strumento per la terapia cellulare, in quanto derivano da
un tessuto adulto abbondante e facilmente reperibile. Con il dispositivo medico
Lipogems [lisolamento di tali cellule €& eseguito esclusivamente mediante
sollecitazioni meccaniche. Il prodotto ottenuto € quindi minimamente manipolato e
subito utilizzabile. Ad oggi, il condizionamento pro-differenziativo delle staminali & per
lo piu attuato mediante molecole di sintesi. Tuttavia, altri fattori possono modulare la
fisiologia cellulare, come gli stimoli fisici € molecole naturali. Onde elettromagnetiche
hanno indotto in modelli cellulari staminali I'espressione di alcuni marcatori di
differenziamento e, in cellule adulte, una riprogrammazione, mentre estratti

embrionali di Zebrafish sono risultati antiproliferativi sia in vitro che in vivo.

Metodi. La ricerca di nuove strategie differenziative sia di natura fisica che
molecolare, nel particolare onde acustiche ed estratti embrionali di Zebrafish, & stata
condotta utilizzando come modello cellulare le hASC isolate con Lipogems. Onde
acustiche sono state somministrate mediante I'utilizzo di due apparati di trasduzione,
un generatore di onde meccaniche e il Cell Exciter . | trattamenti con gli estratti
embrionali sono stati effettuati utilizzando diverse concentrazioni e diversi tempi
sperimentali. Gli effetti sull’espressione dei marcatori di staminalita e differenziamento
relativi ai trattamenti sono stati saggiati in RT-PCR quantitativa relativa e/o in gPCR.

Per i trattamenti di tipo molecolare € stata valutata anche la proliferazione.

Risultati e conclusioni. La meta-analisi dei dati delle colture di controllo mostra la
stabilita d’espressione genica del modello. | trattamenti con i suoni inducono
variazioni dell’espressione genica, suggerendo un ruolo regolatorio di tali stimoli, in
particolare del processo di commitment cardiovascolare. Due degli estratti embrionali
di Zebrafish testati inibiscono la proliferazione alle 72 ore dalla somministrazione.
L’analisi d’espressione associata ai trattamenti antiproliferativi suggerisce che tale

effetto abbia basi molecolari simili ai processi di differenziamento.




Parole chiave: terapia cellulare, differenziamento, cellule staminali adulte, cellule
mesenchimali, tessuto adiposo, onde acustiche, generatore di onde meccaniche, Cell

Exciter, fattori differenziativi, embrioni di Zebrafish.




ABSTRACT

Background. Adipose derived mesenchymal stem cells (hASC) represent an
interesting tool for cell therapy, due to their tissue derivation that is abundant and
easily available. Using Lipogems, a medical device, stem cells isolation is performed
only with mild mechanical forces, giving a minimally manipulated and ready to use fat
product. To date, the differentiation processes in vitro are mostly obtained using
chemical compounds. Anyway, other factors are shown to be modulators in cell
physiology, as physical stimuli and some natural molecules. For instance,
electromagnetic waves induced the expression of differentiation markers in stem cell
models and adult cells were reprogrammed after treatment, while Zebrafish embryo

derived extracts were shown to be antiproliferative both in vitro and in vivo.

Methods. The search for new differentiation strategies was focused both on physical
waves and Zebrafish extracts, using hASC isolated with Lipogems as cell model.
Acoustic waves were gave using two types of transducer, the mechanical wave
generator and the Cell Exciter. Zebrafish extracts treatments were performed using
different doses and experimental times. Gene expression analysis of stemness and
differentiation genes was conducted in both the experimental approaches using
quantitative relative RT-PCR and/or gPCR. Proliferation assay was also performed for
treatments with natural compounds.

Results and conclusions. Control cell culture data meta-analysis revealed that
hASC has a stable gene expression in basal conditions. Acoustic waves induced
gene expression changes in hASC, in particular in cardiovascular commitment genes,
suggesting a regulatory role in differentiation processes. Two of the Zebrafish extracts
are shown to inhibit hASC proliferation, with statistical significance after 72 hours from
the treatment. Gene espression analysis suggested that this effect could share the

same molecular mechanism with differentiation events.

Key words: cell therapy, differentiation, adult stem cells, mesenchymal cells, adipose
tissue, acoustic waves, mechanical wave generator, Cell Exciter, differentiation

factors, Zebrafish embryos.
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PREMESSA ALLA TESI

L'utilizzo dei Prodotti per Terapia Cellulare (PTC, farmaci in cui gli agenti
biologici sono cellule manipolate in modo da modificarne le caratteristiche e utilizzate
in maniera non omologa) rappresenta un importante strumento per la medicina
rigenerativa, sia per il trattamento di malattie genetiche che degenerative.

Tra le cellule utilizzate per produrre PTC, negli ultimi decenni la ricerca si €
concentrata sulle cellule mesenchimali (MSC) in quanto, oltre ad essere cellule
staminali residenti in tutti gli organi adulti [Orbay et al., 2012], hanno la capacita di
migrare nel sito di una lesione contribuendo alla rigenerazione [Poulsom et al., 2002],
mostrano effetti immunosoppressori, presentano bassa immunogeneticita e in
opportune condizioni possono fungere da bioreattori di sostanze trofiche [Hoogduijn
et al., 2010; De Miguel et al., 2012]. Per queste ragioni, se opportunamente trattate
possono essere utilizzate per produrre terapie mirate e selettive.

Dato il rischio intrinseco all’utilizzo di cellule come terapia, tra cui 'oncogenicita, e
alla manipolazione di queste, la ricerca si sta concentrando da un lato
sull’'ottimizzazione del processo di recupero delle MSC, dall’altro sui fattori che ne
possano modificare le caratteristiche fisiologiche o genetiche.

Per quanto riguarda l'isolamento di cellule staminali adulte, diverse sono le fonti
potenzialmente utilizzate, dato che & oramai accettata I'evidenza che tutti gli organi
adulti presentano un gruppo di cellule multipotenti residenti. Seppur presenti in ogni
organo, a livello quantitativo non tutti gli organi sono analoghi in termini di MSC cosi
come la modalita di prelievo ed isolamento. Il tessuto adiposo, al momento,
rappresenta un’interessante fonte di cellule multipotenti in quanto, oltre ad essere
materiale di scarto dopo interventi chirurgici, & composto per il 2% da cellule
mesenchimali, contro lo 0.002% del midollo osseo [Bianchi et al., 2013].

Per quanto riguarda, invece, i fattori che possono influenzare la fisiologia della
cellula, numerose sono le strategie per differenziare o de-differenziare cellule
staminali, dai vettori virali a molecole naturali, come numerosi sono studi su composti
naturali e di sintesi per indurre il differenziamento delle MSC. Oltre all’approccio
classico, nuove sperimentazioni indicano gli stimoli di natura fisica come possibili

modulatori della fisiologia cellulare e in particolare del percorso differenziativo.




Questa tesi si inserisce in tale contesto, in cui si ricercano strategie
differenziative per ottenere prodotti per terapie cellulari mirate e che soddisfino le
linee guida della buona norma manufatturiera (cGMP, current Good Manufacturing
Practice) per cui € necessaria la minor manipolazione possibile nella preparazione di
PTC.

Particolare rilievo nella nostra ricerca ha avuto tutto cid che riguarda la fase di
preparazione del PTC, dall'isolamento della cellula mesenchimale ai fattori che ne
modificano il fenotipo che, nel nostro caso sono fattori che possono indurre il
differenziamento.
Abbiamo scelto come modello cellulare cellule mesenchimali derivate da tessuto
(hASC) isolate senza I'utilizzo di digestioni enzimatiche con un dispositivo medico
innovativo, il Lipogems, e come fattori modulatori e/o differenziativi abbiamo scelto di
testare stimoli fisici di natura ondulatoria ed estratti proteici embrionali di Zebrafish
ottenuti turboemulsionando gli embrioni.
A tal fine & inziato un progetto multidisciplinare che ha coinvolto biologi e
biotecnologi, medici, ingegneri e fisici del suono, i cui obiettivi erano e sono tutt'ora:
- messa a punto di un nuovo modello cellulare, le hASC isolate con il Lipogems;
- messa a punto ed ottimizzazione di nuovi stimoli differenziativi, di natura fisica
(onde) e molecolare (estratti proteici embrionali di Zebrafish);
- messa a punto ed ottimizzazione di strumenti per la somministrazione di stimoli
meccanici sul modello cellulare in uso;
- analisi degli effetti prodotti da tali stimoli sul percorso differenziativo delle hASC
utilizzate.
Questa tesi rappresenta il risultato della prima parte di uno studio ancora in corso,
obiettivo del quale € la ricerca di nuove strategie differenziative in modo da fornire un

ulteriore strumento a contributo della medicina rigenerativa.
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Introduzione

1.1 - La nascita ed evoluzione del concetto di staminalita

Il termine “stem” (i.e. fusto, tronco), ha trovato diffusione con la teoria
dell’evoluzione della specie, in particolare con Haeckel il quale indicava con
“stammzelle” o cellula staminale sia I'organismo unicellulare progenitore di tutte le
specie, sia la cellula uovo fecondata [Haeckel, 1877; Ramlho-Santos e Willenbring,
2007]. Nei decenni a seguire, il termine continud ad essere utilizzato nel contesto
degli studi embriologici [Boveri, 1892; Mahele, 2011] cosi come in ematologia
[Pappenheim, 1896 e 1907] ed istologia [Boveri, 1892] conferendo al concetto di
cellula staminale una molteplice connotazione, nei contesti di sviluppo, riproduzione e
differenziamento. Parallelamente, gli studi di patogenesi dei tumori e di altre
malformazioni indicavano come agente eziologico un “rudimento embrionale”, un
gruppo di cellule di origine embrionale e con comportamento embrionale che, per
errore durante lo sviluppo, rimanevano nei tessuti adulti [Cohnheim,1877 ; Mahele,
2011]. Fino alla prima meta del XX secolo, quindi, la “stammzelle” mantenne un
significato ambiguo di sviluppo normale e allo stesso tempo fattore eziologico di
patologie [Mahele, 2011].

Solo dopo gli anni '60 del secolo scorso la cellula staminale inizid ad assumere una
chiara ed univoca connotazione.

A prescindere dal suo grado di differenziamento, per essere definita staminale, o con
comportamento staminale, una cellula deve possedere tre requisiti fondamentali.
Deve essere mitoticamente attiva, deve essere in grado di autorinnovarsi e, allo
stesso tempo, differenziarsi. In altri termini, & definita staminale una cellula che,
mediante mitosi, si divide mantenendo contemporaneamente, da un lato, il pool di
cellule staminali (autorinnovamento) e generando, dall’altra parte, una popolazione di
cellule progenitrici che intraprenderanno il percorso differenziativo.

Cellule con queste caratteristiche sono state isolate da embrioni [Martin, 1981;
Thomson et al., 1998], da tessuti fetali ed adulti [Morrison e Weissman, 1994; Ozawa
et al, 2000]. Pur essendo tutte staminali, queste cellule differiscono
fondamentalmente per il loro potenziale differenziativo. Secondo la teoria classica,
'ontogenesi &€ un processo irreversibile in cui, mediante bilanciati processi di
proliferazione e differenziamento, la toti- e multipotenza delle prime cellule post-
zigotiche porta alla multipotenza delle cellule dei tre foglietti germinativi fino all’'oligo-
e unipotenza delle cellule dell’adulto. Grazie ai numerosi studi degli ultimi decenni sui
diversi tipi di cellule staminali & stato possibile evidenziare il dinamismo del percorso

differenziativo, rendendo meno lineare e univoca la relazione inversa tra stadio di
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sviluppo e potenzialita differenziative, e quindi il concetto di staminalita sia da
applicare alla funzione piuttosto che ad una cellula in sé in modo da sottolineare il

dinamismo dei processi fisiologici [Blau et al., 2001].

1.2 - Le cellule staminali embrionali

Le capacita di autorinnovamento e differenziamento sono massime nelle cellule
staminali di tipo embrionale, come evidenziato gia nel 1885 da Driesch che,
separando meccanicamente le due cellule post-zigotiche di riccio di mare, vide che
queste si sviluppavano separatamente ed indipendentemente, dando vita a due larve
complete [Maienscheim, 2010].

Questo tipo di staminali deriva dalla blastocisti, precisamente dalla cellule piu interne
della blastocisti che, in maniera clonale, vanno a formare una popolazione cellulare
pluripotente (ICM, inner cell mass). Durante lo sviluppo in utero, le staminali della
ICM iniziano il percorso differenziativo, dando origine ai tre foglietti germinativi. Le
cellule differenziatesi durante la gastrulazione sono anch’esse staminali ma
multipotenti, in quanto, mediante divisioni asimmetriche, formeranno popolazioni di

cellule progenitrici di un limitato numero di tipi cellulari [Orbay et al., 2012].

L’isolamento e la messa in coltura di cellule staminali da embrioni umani,
avvenuta per la prima volta nel 1998 da Thomsom e colleghi [Thomson et al., 1998],
ha permesso di indagare sulle proprieta delle cellule staminali embrionali di uomo
(hES). In vitro, le hES si presentano di forma appiattita in colonie compatte [Odorico
et al., 2001] e mostrano un tasso proliferativo, stimato come tempo di population
doubling, di circa 36 ore, relativamente alto rispetto alle 12 ore delle ES di topo (mES)
[Amit et al., 2000]. Le colture di hES ne hanno consentito anche la caratterizzazione
molecolare, portando all'identificazione di un profilo di espressione genica unico.
Nelle hES, l'espressione di marcatori dello stato indifferenziato, quali OCT3/4,
NANOG, hTERT e Connessina 43, & associata allassenza di marcatori del
differenziamento e risultano abbondanti i trascritti per proteine ribosomali, per
modulatori del pathway di Wint (WNT) e di geni che promuovono il ciclio cellulare,

quali ciclina C e B1 [Bhattacharya et al., 2013].
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I mantenimento della pluripotenza e clonalita in vitro delle hES & vincolato dalla
presenza di condizioni inibitorie quali la co-coltura con fibroblasti e utilizzo di siero;
infatti, le hES, spontaneamente tendono a formare aggregati di cellule differenziate e
non, i corpi embrioidi (EB). Associata alla formazione degli EB c’é I'attivazione della
trascrizione di geni specifici dei foglietti germinativi e la conseguente modificazione di
morfologia cellulare, da embrionale a cellula adulta, come ad esempio neuronale,
epiteliale o contrattile [ltskovitz-Eldor et al., 2000], senza perd intraprendere il
processo organogenetico. In vivo, il potenziale differenziativo delle hES si esplica
portando alla formazione di teratocarcinomi che a livello istologico presentano
I'architettura tissutale tipica del tipo cellulare differenziatosi [Thomson et al., 1998;
Andrews et al., 1984; Odorico et al., 2001]. L’evidenza del diverso comportamento
delle hES in vitro ed in vivo sottolinea I'importanza del’ambiente extracellulare e dei
meccanismi epigenetici nel processo di sviluppo, concetto che & stato formalizzato da
Yu e colleghi con la seguente affermazione “siccome lo sviluppo € regolato dagli
eventi epigenetici piuttosto che dalla genetica, il differenziamento e, in linea di
principio, reversibile” [Yu et al., 2007].

Se da un lato, lisolamento, coltura e caratterizzazione delle hES ha permesso di
approfondire le conoscenze sui meccanismi dello sviluppo, dall’altro ha aperto un
importante dibattito di carattere etico che ha limitato e in qualche caso bloccato
l'utilizzo e/o produzione di staminali embrionali umane [Odorico et al., 2001;
Maienscheim, 2010; L. 40/04, art. 13].

1.3 - Le cellule staminali adulte

E’ oramai accettato che in tutti gli organi dell’adulto ci siano popolazioni di
cellule che mantengono le caratteristiche di autorinnovamento e plasticita [Orbay et
al.,, 2012] e che risiedono in nicchie specifiche, la localizzazione delle quali pud
essere piu 0 meno nota [Poulsom et al., 2002]. Il ruolo di queste popolazioni cellulari
risiede sia nel mantenimento dellomeostasi dell’organo sia nel ripristino funzionale
dopo un danno tissutale.

Considerando i problemi etici legati alle cellule staminali embrionali, la ricerca si &
concentrata sullo studio delle staminali adulte, sia residenti che indotte, in modo da
approfondire la comprensione della biologia della staminalita. Sono state mostrate

numerose evidenze, piu o meno dibattute, sulle capacita rigenerative dei vari organi e
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sullapplicazione di queste cellule nel trattamento di numerose patologie, sia
genetiche che degenerative. Sono inoltre stati sviluppati protocolli per ottenere cellule
staminali da cellule gia differenziate, inducendo in queste la ri-espressione dei geni

della pluripotenza.

Secondo i principi dellontogenesi, durante lo sviluppo le varie popolazioni
cellulari perdono la loro plasticita lungo il percorso differenziativo; nell’adulto, alcuni
organi presentano un pool di cellule proliferanti che mantengono 'omestasi e riparano
danni in loco, mentre altri, come nel caso del cervello o delle cellule beta del
pancreas, sono costituiti da un numero definitivo di cellule alla fine dello sviluppo. Le
recenti evidenze sperimentali sia in modelli animali che uomo, hanno mostrato come
queste cellule staminali, ad azione tessuto-specifica, siano presenti in tutti gli organi
e, in casi di danno severo, come queste possano migrare per aumentare il potenziale
rigenerativo dell’organo danneggiato. Ad esempio, i cardiomiociti, le cellule del
pancreas e del sistema nervoso si sono dimostrate essere mitoticamente attive in
condizioni fisiologiche [Bernard-Kargar e Ktorza, 2001; Palmer et al., 1997 e 2001]
e/o in caso di lesione [Beltrami et al., 2001] anche se in maniera modesta o, ancora,
cellule del midollo osseo contribuiscono alla rigenerazione del tessuto epatico
danneggiato, come evidenziato da Alison e colleghi [Alison et al., 2000].

In questa tesi saranno trattate con particolare attenzione le cellule stromali
mesenchimali, cellule multipotenti adulte che, date le loro -caratteristiche,

rappresentano un’importante alternativa alle cellule staminali embrionali.

1.4 - Le cellule multipotenti mesenchimali stromali

Con l'espressione “cellule multipotenti mesenchimali stromali” [Dominici et al., 2006]
o MSC si intende indicare una popolazione di cellule con caratteristiche di staminalita
che risiedono negli organi adulti e che presentano un potenziale differenziativo
multipotente.

Le MSC sono state isolate per la prima volta dalla porzione stromale del midollo
osseo come cellule di morfologia simile ai fibroblasti e che, in coltura, aderivano
velocemente al supporto plastico. Proprio I'adesivita di queste cellule ha permesso il
loro isolamento dalle emopoietiche flottanti, la loro espansione in coltura e la

conseguente evidenza che ogni singola cellula aderente potesse formare colonie
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distinte [Friedenstein et al., 1982 e 1987]. Dal lavoro pioneristico di Fredenstein, le
MSC sono state isolate e caratterizzate dallo stroma di molteplici tessuti adulti
portando alla ormai accettata visione che queste risiedano in tutti gli organi [Orbay et
al., 2012].

Data la loro abbondanza nell’adulto, negli ultimi decenni le MSC sono state
ampiamente studiate in quanto, in virtu delle loro caratteristiche, rappresentano

un’importante promessa per la medicina rigenerativa.

1.4.1 - Origine e caratterizzazione in vitro delle MSC

Dalla prima definizione di cellule fibroblastoidi aderenti, si & cercato di
individuare 'origine e delineare i caratteri fenotipici e funzionali delle MSC.
I comportamento staminale delle MSC, ha indotto ad ipotizzare la loro origine
embrionale, individuando come potenziale sede di formazione la regione della
blastocisti che corrisponde alla parete dorsale dell’aorta sia in H. sapiens sia in topo
[Cortes et al., 1999; Marshall et al., 1999; Javazon et al.,, 2004], mentre la loro
permanenza nell’adulto & stata inizialmente imputata al supporto del turnover
cellulare del tessuto d’appartenenza. Successivi studi per saggiare la staminalita di
queste cellule hanno messo in luce un profilo di espressione genica simile alle cellule
embrionali in quanto esprimono marcatori di pluripotenza quali OCT3/4, SOX2 e
NANOG [Sachs et al., 2012; Stanko et al., 2013]. La staminalita di queste cellule si
esplica anche nel loro potenziale differenziativo multipotente; in opportune condizioni
sperimentali, infatti, sono in grado di dare origine a tipi cellulari mesodermici quali
osteoblasti, condroblasti ed adipociti [Baksh et al., 2004; Dominici et al., 2006].
Tuttavia, la comprensione della plasticita delle cellule mesenchimali € ancora in
divenire, in quanto sussistono evidenze, anche se dibattute soprattutto dal punto di
vista funzionale, che cellule mesenchimali possano dare origine a fenotipi non
mesodermici come quello neuronale [Eglitis e Mezey, 1997; Mezey et al., 2000;
Javazon et al., 2004].

Non essendo sufficienti i requisiti morfologici e di adesione come indicatori di
multipotenza, € stato indagato il profilo fenotipico delle MSC isolate da diversi tessuti,
cercando di identificare quali marcatori di membrana potessero essere utilizzati per
identificare cellule considerate mesenchimali. Nonostante non sia stato ancora

individuato un marcatore univoco di multipotenza, un criterio comunemente utillizzato
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e la positivita delle cellule per I'espressione di almeno CD105, CD73 e CD90 (che
perd sono marcatori non specifici [Quirici et al., 2002; Sachs et al., 2012]) e la
selezione negativa per marcatori di membrana emopoietici, cellule immunitarie, di
cellule endoteliali e del sangue (quali CD14, CD16, CD31, CD34, CD35, CD104 e
CD106) mediante citometria a flusso (FACS) in associazione all’esplicazione del
potere differenziativo [Baksh et al., 2004; Kolf et al., 2007; Gazit et al., 2010;
Majumdar et al., 2013].

1.4.2 - Le capacita immunomodulatorie delle MSC

L’interesse verso le cellule mesenchimali trova le basi anche sulle capacita
immunomodulative delle cellule stromali, evidenziate sia in vitro che su modelli
animali [Gazit et al., 2010; Nauta e Fibbe, 2007; Yousefi et al.,, 2013]. Mentre
I'elusione del sistema immunitario & stata imputata ai bassissimi livelli d’espressione
delle proteine del complesso maggiore di istocompatibilita (proteine HMC-classll)
[Majumdar et al., 2003; Goétherstrom et al., 2004], non sono ancora completamente
elucidati i meccanismi grazie ai quali le MSC riescano ad inibire le risposte
immunitarie in condizioni di allogenicita [Ren et al., 2009; Kim et al., 2013]. E’ stato
comunque evidenziato in molti studi come questa capacita si esplichi mediante
interazioni cellula-cellula e/o secrezione di fattori solubili che agiscono principalmente
in maniera paracrina; questi meccanismi possono portare alla soppressione della
proliferazione delle cellule T [Di Nicola et al., 2002] e delle cellule B [Corcione et al.,
2006], al blocco della maturazione delle cellulle dendritiche [Beyth et al., 2005; Zhang
et al.,, 2004; wal and Pittenger, 2005] o ancora all'inibizione degli effetti citotossici
delle cellule NK (natural killer) [Sotiropoulou et al., 2006]. Queste interazioni, oltre ad
inibire le risposte immunitarie, producono anche effetti antinfiammatori [Aggarwal and
Pittenger, 2005; Deng et al., 2005; Strioga et al., 2012]. Studi in vitro hanno infatti
mostrato come in co-colture di MSC e monociti la produzione di TNF gamma e
interleuchina IL-(12), citochine proinfiammatorie sia inibita in favore di IL-10 ad azione

antinflammatoria [Aggarwal and Pittenger, 2005; Deng et al., 2005].

1.4.3 - Le MSC come modello cellulare

Le cellule stromali sono state isolate dalla matrice extracellulare di tessuto
adiposo [Zuk et al., 2001; 2002], midollo osseo [Fredeinstein et al., 1982; Wexler et




Introduzione

al., 2003], membrane sinoviali [De Bari et al., 2001], polpa dentaria [Huang et al.,
2009], tendini [Salingcarnboriboon et al., 2003], trabecole ossee e periosteo [Tuli et
al., 2003 ; De Bari et al., 2001], muscolo scheletrico [Asakura et al., 2001], sistema
nervoso [Jiang et al., 2002; Orbay et al., 2012], pelle [Toma et al., 2001] e placenta
[Parolini et al., 2008]. Queste cellule presentano le caratteristiche morfologiche e
funzionali evidenziate da Fredeinstein e colleghi per le mesenchimali da midollo
osseo e presentano sostanzialmente 'immunofenotipo accettato per la definizione
delle MSC [Orbay et al., 2012 ; Gazit et al., 2010 ] sebbene con variazioni in funzione
del tessuto di origine, metodo di isolamento e condizioni di coltura [Javazon et al.,
2004]. Nonostante queste cellule siano state isolate e messe in coltura e le loro
caratteristiche saggiate, in vivo la loro presenza a livello di singola cellula resta
indefinita; non sono stati prodotti, infatti, lavori che ne descrivono le caratteristiche e |l
comportamento in condizioni non controllate e non manipolate [Robey, 2000;
Javazon et al., 2004; Baksh et al., 2004; Kolf et al., 2007].

Le caratteristiche di staminalita, le proprieta immunomodulatorie cosi come
'ampia distribuzione nell’adulto hanno indicato le MSC come importanti strumenti
applicativi in medicina rigenerativa e nella ricerca nel campo delle cellule staminali in
generale.

Per questi scopi, molti aspetti sono importanti da considerare, dal prelievo del tessuto
da donatore alla metodologia di isolamento della porzione stromale e messa in
coltura. Come descritto in letteratura, queste procedure si ripercuotono non solo sulle
caratteristiche delle cellule ma anche sulla loro vitalita e sulla sopravvivenza dopo
criopreservazione e potrebbero influire sulla ripetibilita dei dati sperimentali [Javazon
et al., 2004]. In linea di massima, la tipologia di MSC ideale dovrebbe essere
facilmente isolabile a livello di procedura e di quantita di prodotto, dovrebbe
mantenere le caratteristiche di staminalita [Tremolada et al.,, 2010] e, dovrebbe
consistere di cellule minimamente manipolate sia durante la fase di isolamento che in

vitro, nel caso dell’applicazione terapeutica.

Il modello classico di cellula mesenchimale & quello fornito dalla frazione stromale del
midollo osseo (hBM-MSC) essendo stata la prima caratterizzata, sebbene le hBM-
MSC presentino diversi fattori limitanti. |l prelievo prevede I'asportazione chirurgica
della porzione di matrice che viene successivamente disgregata con sollecitazioni

meccaniche e dalla quale, date le sue ridotte dimensioni [Orbay et al., 2012], si

10



Introduzione

riescono ad isolare dallo 0.001 al 0.01% di cellule mononucleate rispetto alle cellule
messe in coltura [Gazit et al., 2010; Bianchi et al.,, 2013]. Oltre al basso tasso di
reperibilita ed alla metodica invasiva, l'utilizzo delle hBM-MSC ¢é stato associato ad
infezioni virali che ne alterano le caratteristiche clonogeniche [Wang et al., 2002]
mentre si & riscontrata una diminuzione del potenziale differenziativo in relazione

all’eta del donatore [Bianchi et al., 2013].

Per queste ragioni, nuove fonti di cellule mesenchimali sono state prese in esame in
modo da trovare un modello che rispondesse ai requisiti di facile reperibilita e stabilita
delle cellule. Tra queste, la frazione stromale del tessuto adiposo € risultata essere

un’interessante risorsa di MSC [Bianchi et al., 2013].

1.5 - Le cellule mesenchimali derivate da tessuto adiposo

Le cellule mesenchimali derivate dal tessuto adiposo (hAD-MSC o, piu
semplicemente, hASC) insieme alle hBM-MSC sono tra le piu studiate come modello
di multipotenza [Gazit et al., 2010; Bianco et al., 2001].

Le hASC, isolate inizialmente da Zuk e collaboratori nel 2001, mostrano proprieta e
caratteristiche equivalenti alle cellule multipotenti isolate dal midollo e altri tessuti [Zuk
et al.,, 2001; Stanko et al., 2013; De Ugarte et al.,, 2003]. Inoltre, il potere
differenziativo di queste cellule stromali € stato dimostrato sia in vitro che in vivo,
includendo la maturazione in adipociti [Zuk et al., 2002; Sen et al., 2001], condrociti
[Zuk et al., 2002; Erickson et al., 2002], osteoblasti [Zuk et al., 2002; Halvorsen et al.,
2001], epatociti [Seo et al., 2005; Taléns-Visconti et al., 2007], cellule pancreatiche
[Timper et al., 2006], muscolari [Mizuno et al., 2002; Lee et al., 2006] e simili ai
neuroni [Safford et al., 2002; Krampera et al., 2007].

Oltre alle caratteristiche di staminalita esibite da questa tipologia di cellule, I'aspetto
piu promettente delle hASC risiede nella loro localizzazione. Il tessuto adiposo &
distribuito in ogni regione corporea e rappresenta il 10-30% del peso di una persona
sana [Lohman e Going, 1993] e viene stimata una resa di isolamento pari a 5000
cellule ogni grammo di tessuto [Orbay et al., 2012; Katz e Mericli, 2010; Fraser et al.,
2006]. Inoltre, nelle procedure chirurgiche di liposuzione si asportano dai 30 ml ai 6 L
di lipoaspirato [Tremolada et al., 2010] che viene normalmente scartato dopo

l'intervento [Bianchi et al., 2013].
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Un fattore limitante nell'utilizzo in medicina rigenerativa delle hASC, e delle cellule di
origine non midollare in genere, € la manipolazione cui viene sottoposto il tessuto
durante le metodiche di laboratorio. Il lipoaspirato, che contiene oltre alle cellule
d’interesse, aggregati di adipociti, fibre collagene, componenti ematiche e vascolari,
viene infatti processato enzimaticamente con Collagenasi A di tipo | e sottoposto ad

emolisi prima della messa in coltura.

Nell'ottica dell’applicazione terapeutica delle hASC, & stato brevettato un dispositivo
medico utilizzato inizialmente in chirurgia estetica per il lipofilling autologo. Con
questo strumento, il Lipogems, il lipoaspirato viene triturato meccanicamente e pulito
dalla porzione oleosa degli adipociti distrutti e cellule ematiche con soluzione salina; il
prodotto ottenuto veniva utilizzato inizialmente in trattamenti di natura estetica e
ricostruttiva e solo successive indagini di laboratorio hanno evidenziato come
l'efficacia di questo prodotto cellulare fosse data dall’abbondante presenza di
elementi stromali, verificatisi essere hASC [Bianchi et al., 2013].

Le hASC isolate con il Lipogems sono state il nostro modello cellulare nella ricerca di

nuovi stimoli differenziativi.

1.6 - Lo sviluppo e il differenziamento

Il grande interesse del mondo scientifico nello studio delle cellule staminali risiede
nella loro capacita di differenziarsi, massima nelle cellule embrionali e per questo
dette pluripotenti. La comprensione dei meccanismi alla base del differenziamento, o
perdita di potenzialita, che dallo zigote porteranno alla formazione di oltre 200 tipi
cellulari [Alberts et al., 2002] & uno degli obiettivi e, allo stesso tempo, strumenti della

medicina rigenerativa.

1.6.1 - Lo sviluppo embrionale nei mammiferi

Le prime modificazioni che porteranno all’instaurarsi dei processi di differenziazione
cellulare iniziano gia nei primi momenti dello sviluppo, dopo la fusione dei due
pronuclei parentali. Il nucleo diploide appena formato andra incontro alla

demetilazione della cromatina; questa riprogrammazione € infatti necessaria per
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stabilire la totipotenza, attribuita al solo zigote, e pluripotenza delle prime cellule
embrionali.

Durante la segmentazione, stadio caratterizzato da un alto tasso proliferativo,
'embrione va incontro ai primi eventi di differenziazione. Inizialmente, le prime mitosi
porteranno alla formazione di cellule che saranno diverse tra loro in termini di corredo
citoplasmatico. Questa non equivalenza si ripercuotera negli stadi di sviluppo
successivi in quanto i cosiddetti “determinanti citoplasmatici” (i.e. RNA, proteine o
anche organelli), distribuiti alle cellule figlie in maniera non omogenea, rendono
diverse cellule fenotipicamente identiche. Il primo evento di vero differenziamento,
invece, si avra allo stadio di morula, in cui il destino delle varie cellule inizia a
determinarsi (Fig. 1A). A livello spaziale, i blastomeri non sono equivalenti tra loro in
quanto la proliferazione ha portato alla formazione di 64 cellule in cui si possono
distinguere due strati cellulari indipendenti, il trofoblasto e i blastomeri della massa
interna della blastocisti (ICM) precoce (Fig. 1B). Le cellule della ICM, comunicanti tra
loro mediante giunzioni comunicanti, si diversificheranno ulteriormente; nella
blastocisti tardiva, infatti, solo le cellule prossimali all’epitelio uterino, della regione
dell’epiblasto, andranno a formare tutti i tessuti embrionali mentre le cellule
dell’ipoblasto costituiranno le strutture extraembrionali (Fig. 1C). Durante i successivi
stadi dello sviluppo, la pluripotenza dei blastomeri viene persa. Con la gastrulazione, i
movimenti predeterminati delle cellule dell’epiblasto completeranno la formazione di
strati cellulari diversi, i foglietti germinativi (Fig. 1D). Queste regioni cellulari
indipendentemente termineranno lo sviluppo con la gastrulazione e I'organogenesi.
Le cellule ectodermiche, le prime a livello temporale a distinguersi dalle altre, daranno
origine ad epiteli esterni e sistema nervoso, le cellule piu interne o endodermiche
invece, dopo la migrazione, differenzieranno in cellule progenitrici degli epiteli interni
e del mesoderma da cui si origineranno l'apparato cardiocircolatorio e muscolo-
scheletrico.

Il percorso che ogni cellula o gruppo di cellule intraprendera durante lo sviluppo &
regolato da fattori trascrizionali e traduzionali e da meccanismi epigenetici che
indurranno profili d’espressione differenziali nelle cellule adulte [Gilbert, 1996; De Leo
et al., 2009].
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1.6.2 - Le basi molecolari dello sviluppo e del differenziamento

Le cellule della massa interna della blastocisti, ovvero le cellule staminali
embrionali per antonomasia, sono entita pluripotenti. Ogni cellula, infatti, & in grado di
dare origine alle cellule progenitrici di tutti i tessuti. Durante la segmentazione, la
pluripotenza e il suo mantenimento sono determinati a diversi livelli, strettamente
correlati tra loro: trascrizionale, epigenetico e, come evidenziato in numerosi studi, da
microRNA (miRNA).

Studi di espressione e di knock out con embrioni di topo hanno mostrato che il

mantenimento della pluripotenza e la maturazione della blastocisti sono regolati da 3
fattori di trascrizione chiave, OCT3/4, SOX2, che come eterodimeri sono
fondamentali per la transizione da morula a blastocisti precoce, e NANOG,
fondamentale per il corretto sviluppo in blastocisti tardiva [Boyer et al., 2005; Chen e
Daley, 2008].
I mantenimento della condizione pluripotente &€ determinato in primis dai livelli di
trascrizione di questi tre geni, a loro volta regolati da circuiti di retroazione positiva e
controllo duale (i.e. ogni gene regola I'espressione degli altri). Codificando, poi, per
fattori di trascrizione, questi interagiscono direttamente o mediante altri fattori con la
cromatina, modificandone la conformazione, rendendo accessibili o0 meno alla
trascrizione determinate regioni. L'espressione dei geni della pluripotenza induce
'espressione di altri geni correlati allo stato indifferenziato per attivazione del
promotore di questi [Boyer et al., 2005; Marson et al., 2008], di geni che influenzano
direttamente o meno il ciclo cellulare [Pauklin e Vallier, 2013], e, al contempo,
reprimono I'espressione dei geni per la determinazione dei tessuti extraembrionali e
dellendoderma primitivo [De Leo et al.,, 2009; Gilbert, 1996]. In questa rete di
regolazione & stato mostrato che anche gli RNA non tradotti hanno un ruolo nel
mantenimento della pluripotenza. L’espressione di OCT3/4, SOX2 e NANOG ¢ stata
infatti correlata alla presenza di un set di microRNA, specifico dello stato
indifferenziato [Barroso-delJesus et al., 2008; Card et al., 2008, Marson et al., 2008],
che coadiuva i meccanismi di autorinnovamento indirettamente, inibendo Ia
metilazione della cromatina, I'apoptosi e bloccando gli inibitori del ciclo cellulare
[Greve et al., 2013; Pauklin e Vallier, 2013].

La transizione tra lo stadio di blastocisti e I'inizio della gastrulazione & segnata

da una drastica perdita di potenzialita differenziative delle cellule embrionali. Le
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cellule dei tre foglietti germinativi proseguiranno indipendentemente il percorso
differenziativo che sara limitato ad un numero ristretto di tipi cellulari.

| meccanismi molecolari che regolano queste fasi e l'instaurarsi della multipotenza
sono molto complessi e l'induzione e regolazione di questa (la multipotenza) & da
ricercarsi in una fitta rete che coinvolge numerosi pathway, famiglie di proteine,
nonché cluster specifici di miRNA. L’inibizione dell’espressione dei geni della
pluripotenza, mediata da molteplici fattori, tra cui il raggiungimento del numero critico
di cellule nella blastocisti e specifici set di microRNA, si ripercuote sugli stessi circuiti
di regolazione responsabili del mantenimento della pluripotenza.

Il ciclo delle cellule pluripotenti &€ caratterizzato da una rapida transizione tra le fasi
G1-S e G2-M [Greve et al., 2013] che si traduce in una rapida proliferazione. Durante
il differenziamento sia in topo che uomo, invece, la fase G1 risulta piu lunga; il
significato di questo sta non solo nel rallentamento della proliferazione ma, come
recentemente evidenziato, nella definizione del destino differenziativo [Pauklin e
Vallier, 2013].

L’inibizione dell’azione regolatoria dei geni della pluripotenza viene accompagnata
dall’attivazione della trascrizione di Goosecoid, o "organizzatore della gastrulazione”
[Spemann e Mangold, 2001; Sharon et al., 2011], dei marker precoci della gastrula,
quali BRACHYURI, NODAL, NOGGIN e FOXA2, e poi dei geni specifici del’endo-
mesoderma, TBX6, HAND1, ESP1 ed ESP2, e neuroectoderma, SOX71 e GB2
[Calder et al., 2013]. Numerosi sono i pathway che regolano questi eventi tra cui
quello del’FGF (Fibroblast Growth Factor) e WNT nell’induzione alla gastrula e sonic-
edgehog (Shh) nella neurulazione i quali, nel complesso, causano una serie di eventi
a cascata. Le vie di segnalazione di WNT e del TGFp (Transforming Growth Factor
beta) mediano i meccanismi di migrazione cellulare, predefinita a livello spazio-
temporale che portano alla definizione dellendomesoderma e la differenziazione dei
foglietti germinativi. All'interno di questi, i vari gruppi di cellule inizieranno a assumere
la propria identita e il commitment andra a definirsi con espressione dei marcatori di
lineage specifici, come ad esempio GATA4 ed NKX 2.5 nel mesoderma cardiaco,
NEUROGT1 nell’ectoderma nervoso, RUNX2 nell'osteogenesi. Iniziano anche i primi
eventi di morte programmata; il silenziamento di OCT3/4, SOX2 e NANOG, in
parallelo con I'azione di cluster stadio specifici di miRNA, portera all’attivazione di p53
e del pathway delle caspasi e al rimodellamento fisiologico delle future strutture

corporee [Greve et al., 2013].
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In tutti i processi fisiologici, la descrizione dei meccanismi molecolari rischia di
conferire ai processi stessi un’accezione statica e definita su una scala temporale che
in realta non €& cosi discreta. Nel caso delle cellule staminali, i vari pathway che
regolano commitment e differenziamento non sono da relegare in una fissa finestra
temporale né come meccanismi che agiscono indipendentemente. Basti pensare al
duplice ruolo di NODAL (uno dei geni chiave della via di segnalazione di WNT), la cui
espressione €& generalmente associata al mantenimento della pluripotenza. Nello
stadio di blastocisti, l'induzione al differenziamento ectodermico €& bloccata
dall’espressione concomitante di NODAL, FGF e NANOG. Recentemente, & stato
evidenziato che NODAL regola sistemi trascrizionali diversi e divergenti, partecipando
anche alla specificazione endodermica [Brown et al., 2011; Mullen et al., 2011], o,
ancora, I'espressione di SOX2 ¢ fisiologicamente attiva anche nei progenitori neurali
[Cedar e Bergman, 2008].

Inoltre, non & solo I'espressione di uno o piu geni a determinare il destino di una
cellula. Molecole ad azione morfogena, come l'acido retinoico o Shh, regolano lo
sviluppo in funzione del loro gradiente. Inoltre, in un recentissimo lavoro di Pauklin e
Vellier [2013] & stato mostrato il ruolo fondamentale che ricopre il ciclo cellulare nel
differenziamento. A parita di stimoli differenziativi, la percentuale maggiore di cellule
staminali embrionali che intraprenderanno un percorso differenziativo & in fase G1 del
ciclo. Mediante saggi d’espressione hanno anche mostrato che cellule in fase G1
precoce esprimono prevalentemente marcatori endomesodermici, mentre quelle in
G1 tardiva neuroectodermici [Pauklin e Vallier, 2013].

Queste evidenze sperimentali sottolineano il dinamismo dei processi cellulari, in cui lo
stesso segnale, che sia un trascritto e/o un morfogeno, partecipa a piu vie di
segnalazione cellulari con effetti diversi in funzione di dove e quando questi processi

avvengono.

1.6.3 - Dedifferenziazione, transdifferenziazione e riprogrammazione
Anche le cellule staminali adulte mantengono la capacita di intraprendere un
percorso differenziativo. Queste restano quiescenti nella nicchia tissutale in cui si
trovano e, solo sotto determinati stimoli, rientrano nel ciclo direttamente in fase S [Di
Leo et al., 2009; Ullah et al., 2013] in modo da mantenere 'omeostasi del tessuto in
cui risiedono. Vale a dire che, seppur staminali, queste cellule possono differenziare

in un numero limitato di tipi cellulari. Recentemente, la linearita dei processi
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differenziativi & stata messa in contraddizione da numerose evidenze, sia in topo che
in uomo, sulle potenzialita differenziative di tutti i tipi cellulari. Sia in vitro che, in alcuni
casi limitati, in vivo, cellule somatiche possono intraprendere programmi differenziativi
e, in definitiva, rigenerativi, mediante dedifferenziazione, transdifferenziazione e
riprogrammazione nucleare.

E’ stato osservato in vivo, in modelli murini, che le cellule di Schawn, tipo

cellulare considerato in fase GO dopo lo sviluppo, dopo danno assonale, riprendono a
proliferare come cellule precursori e ri-differenziano in cellule mature. In altri termini,
perdono temporaneamente il loro stato differenziato, o de-differenziano, per
ripristinare un danno [Mirsky et al., 2008]. In uomo, questo processo € stato verificato
solo in vitro, modificando le condizioni di coltura. In assenza di siero, cellule follicolari
della tiroide hanno iniziato ad esprimere i marcatori delle cellule progenitrici ma non
quelli del differenziamento [Suzuki et al., 2011] e cheratinociti, mantenuti in terreno
supplementato con il fattore di crescita dei fibroblasti (FGF), esprimevano i marcatori
delle staminali dei cheratinociti [Sun et al., 2011].
Il de-differenziamento di una cellula matura pud portare anche alla manifestazione di
un fenotipo di cellula differenziata diverso da quello iniziale. E’ questo definito
transdifferenziamento. Non c¢’€ ancora accordo se questo processo avvenga
mediante la temporanea acquisizione dei caratteri di cellula progenitrice o per diretta
conversione di lineage in quanto, in vitro, le evidenze sono contrastanti. Se da un
lato, da fibroblasti umani sono state ottenute cellule del sangue [Szabo et al., 2010] o
neuroni [Vierbuchen et al., 2010] direttamente, esperimenti di transdifferenziazione
con cellule differenziate derivate da cellule mesenchimali hanno mostrato che queste
acquisivano i caratteri di progenitrici per poi assumere un nuovo fenotipo maturo [Liu
et al., 2010; Ullah et al., 2013].

Parallelamente, sono state sviluppate metodiche per ottenere il ripristino della
pluripotenza in cellule gia differenziate. Takahashi e Yamanaka hanno mostrato come
fosse possibile riprogrammare cellule mature senza l'utilizzo di oociti o fusione con
cellule embrionali [Takahashi e Yamanaka, 2006]; l'induzione del fenotipo simil-
embrionale era possibile trasfettando nelle cellule murine Oct3/4, Sox2, fattori di
trascrizione gia identificati come responsabili del mantenimento della pluripotenza
[Boyer et al., 2005; Loh et al., 2006], c-Myc, fattore correlato alloncogenesi
[Cartwright et al., 2005] e KIf4 [Takahashi e Yamanaka, 2006]. Lo stesso approccio si

e rivelato efficace anche per la generazione di cellule pluripotenti indotte (iPS)
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umane, sia trasfettando c-MYC e KLF4 [Takahashi et al., 2007] che NANOG e LIN28
[Yu et al., 2007] oltre ad OCT3/4, SOX2.

Se, da un lato, l'utilizzo di vettori virali rappresenta un’alternativa all’utilizzo di oociti e
di embrioni umani, dall’altro comporta importanti limitazioni per I'applicazione in
medicina rigenerativa. L’introduzione di transgeni, tra cui oncogeni come c-Myc, cosi
come l'utilizzo dei retrovirus, puo infatti contribuire allo sviluppo e progressione di

lesioni cancerose [Mitalipov e Wolf, 2009].

1.7 - Le strategie differenziative

Lo studio e comprensione dei vari meccanismi molecolari dello sviluppo e
differenziamento € uno dei principi su cui trova fondamento la medicina rigenerativa,
in quanto offre le basi per riprodurre in vitro ed in vivo I'induzione verso uno specifico
percorso differenziativo di una cellula staminale. Prenderemo in esame alcune
strategie che negli ultimi anni stanno trovando grande applicazione nella ricerca in
terapia cellulare. Verra illustrato come l'utilizzo di molecole, sia naturali che di sintesi,
sono utilizzate per indurre l'espressione di determinati geni o per inibire la
proliferazione e verranno illustrate le recenti evidenze di come stimoli di natura fisica

si sono dimostrati modulatori della fisiologia delle cellule staminali.

1.7.1 L’induzione al differenziamento mediante I’utilizzo di molecole
L’'induzione della pluripotenza in cellule somatiche adulte [Takahashi e
Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007] ha dato la consapevolezza
che il destino di una cellula, adulta o staminale, pud essere modificato. L’espressione
di transgeni, sia mediata da vettori virali che non [Bayart et al., 2013; Park et al.,
2012], cosi come i cosiddetti “cocktail differenziativi”’, non sono pero gli unici approcci
sperimentali per indurre un determinato stato differenziativo. Lo studio della biologia
molecolare dello sviluppo ha infatti permesso di identificare alcune molecole
regolatrici dei momenti critici che determineranno il destino di una cellula e in
numerosi lavori & stato evidenziato come la somministrazione di questi composti
possa indirizzare cellule staminali ad esprimere un determinato fenotipo o modificare

il fenotipo di una cellula gia differenziata.
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L’acido retinoico (RA), metabolita della vitamina A, rappresenta un interessante

esempio. Al contrario dei fattori proteici, dei quali & stato gia discusso, I'acido
retinoico € una molecola che €& in grado di entrare direttamente nel nucleo legandosi
ai geni bersaglio. Il ruolo di questa molecola durante lo sviluppo embrionale & stato
ampiamente investigato [Duester, 2008], portando all’evidenza che l'acido retinoico
partecipi allo sviluppo di numerosi tessuti ed organi, dalla specificazione dei neuroni
motori [Li et al., 2005] e sviluppo del midollo spinale [Lara-Ramirez R et al., 2013],
allo sviluppo del mesoderma cardiaco [Niederreither et al., 2001].
L’azione morfogena dell'acido retinoico si € rivelata efficace anche in vitro,
nell'induzione al differenziamento in molte tipologie di cellule staminali. Ad esempio,
RA promuove il differenziamento neurale in cellule embrionali [Erceg et al., 2008], in
cellule di carcinomi embrionali [Jones-Villeneuve et al., 1982; Yu et al., 2012] e nelle
MSCs [Anghileri et al., 2008]. Inoltre, esteri dell’acido retinoico con acido ialuronico e
butirrico (HBR) promuovono il differenziamento in maniera specifica in senso
cardiaco in cellule embrionali di topo e MSC umane [Maioli et al., 2010; Ventura et al.,
2007].

Oltre alle molecole somministrate esogenamente, un ruolo fondamentale nella
determinazione del destino di una cellula & ricoperto dalle molecole secrete presenti
nel microambiente extracellulare. In diversi studi & stato infatti riportato come sistemi
di co-coltura agiscano da fattori pro-differenziativi. A titolo d’esempio, corpi embrioidi
derivati da hES in co-coltura con MSC da midollo osseo formano cluster cellulari
simil-emopoietici [Wang et al., 2005]. Analogamente, & stato evidenziato come la co-
coltura di MSC da tessuto adiposo umano con tenociti isolati ex-vivo inducesse |l

differenziamento in senso tenogenico nelle cellule mesenchimali [Kraus et al., 2013].

Anche il destino di una cellula adulta pud essere modificato mediante la
somministrazione di molecole di origine naturale. E’ il caso, ad esempio, delle cellule
tumorali trattate con soluzioni contenenti fattori di differenziamento di cellule staminali
embrionali (“Stem cell differentiation stage factors”, SCDSF) di Zebrafish (D. rerio).
Studi sia in vitro che in vivo hanno mostrato gli effetti antiproliferativi di questi estratti.
Linee cellulari tumorali, trattate con soluzioni derivanti da embrioni di pesce zebra in
organogenesi, rallentano la loro proliferazione entro le 48 ore dalla somministrazione
[Biava et al., 2001]. Questo effetto & stato riscontrato anche in vivo, in un trial clinico
con pazienti affetti da epatocarcinoma in stadio avanzato non trattabili con le terapie

concenzionali. La risposta ai trattamenti, stimata come crescita del tumore e livelli di
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marcatori tumorali, nel 25% dei soggetti risultava completa o in remissione mentre la
sopravvivenza dopo 36 mesi di follow-up era del 60% [Livraghi et al., 2005].

Il significato a livello cellulare e molecolare di questi risultati, & da ricercare in alcune
caratteristiche delle cellule tumorali e nella composizione degli estratti embrionali. La
proliferazione e autorinnovamento cellulare che sostengono la crescita tumorale
hanno basi molecolari simili alle cellule staminali. Analisi in vitro su cellule tumorali
immortalizzate hanno fatto luce sui meccanismi molecolari bersaglio dei trattamenti
con SCDSF. | fattori contenuti in queste soluzioni promuovono I'attivazione di p53 e
inducono modificazioni post-trascrizionali di pRb (proteina del retinoblastoma),
entrambe a funzione anti-oncogenica [Biava e Carluccio, 1997; Biava et al., 2002] ed
entrambe coinvolte nell'instaurarsi del differenziamento nelle cellule staminali [Greve
et al., 2013; De Falco et al., 2006]. A titolo d’esempio studi effettuati su linee CaCo2
trattate con gli estratti di pesce zebra all'inizio della gastrula hanno evidenziato che
l'inibizione di crescita e proliferazione cellulare erano correlate allaumento di pRb
fosforilata [Cucina et al., 2006] e al pathway proapoptotico mitocondriale, provocando
un aumento dei livelli di caspasi-3, -7 ed -8 [D’anselmi et al., 2011].

Studi comparativi degli effetti degli estratti di Zebrafish a diversi stadi di sviluppo
hanno indicato che solo le soluzioni derivate da embrioni in organogenesi erano
efficaci nell’inibire la proliferazione dei vari modelli cellulari [Biava et al., 2001]. Cid ha
suggerito che gli effetti evidenziati fossero da imputare a fattori proteici stadio-
specifici, conservati a livello evolutivo, che agiscono non solo sullo sviluppo di D. rerio
ma anche sulle cellule con caratteristiche di staminalita di altre specie.

Le ricerche condotte su queste molecole naturali costituiscono la base scientifica di

parte del lavoro di ricerca presentato in questa tesi.

1.7.2 1l ruolo regolatorio delle forze fisiche sulla fisiologia cellulare: le
onde

Il concetto di onda & stato definito inizialmente da Einstein e Infeld [Einstein e
Infeld, 1971] come “movimento di energia attraverso la materia”, mantenendo
implicita la presenza a monte di una sorgente. Questa definizione generica si pud
ampliare specificando le caratteristiche della sorgente, del mezzo di propagazione,
della direzione e tipologia del moto dell’energia. Possiamo quindi definire I'onda
acustica come la propagazione tridimensionale della pressione esercitata a partire da

una sorgente su un mezzo elastico, che sia gassoso, liquido o solido (onde
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meccaniche). Ogni fenomeno ondulatorio pud essere descritto a livello matematico
mediante la definizione dei paramentri dellonda, ovvero frequenza, periodo ed
ampiezza (Fig. 2) che ne descrivono la morfologia, sinusoidale o quadra.

Il concetto di “propagazione dell’energia” utilizzato da Einstein pud essere tradotto
come “propagazione dell'informazione”: sotto quest’ottica, che si adatta meglio alla
trattazione delle energie fisiche sui sistemi biologici, uno stimolo ondulatorio
rappresenta un pacchetto di informazioni, costituito dalla modulante dellonda, che,
attraversando un mezzo pud modificarne temporaneamente o meno le caratteristiche.
Il passaggio attraverso un mezzo dell’informazione, modifica il mezzo ma ha anche
effetti sull'informazione stessa per i fenomeni di diffrazione, rifrazione, attenuazione o
l'interferenza ad opera di altre onde [Mencuccini e Silvestrini, 2010].

Dati questi presupposti & stato lecito ipotizzare un ruolo regolatorio nellomeostasi e
fisiologia cellulare delle vibrazioni, ipotesi che ha avuto maggior consistenza con
l'utilizzo del microscopio a forza atomica (AFM) su cellule da parte del gruppo di
ricerca di Giemzewski. Questo strumento & in grado di fare una scansione
tridimensionale di un preparato, grazie ad una microleva con punta di silicio che entra
in contatto dinamico con una superficie e ne registra le variazioni nanometriche. La
scansione di cellule di S.cerevisiae con 'AFM ha permesso di registrare una mappa
della superficie cellulare e al contempo variazioni nanometriche date dai movimenti
della cellula stessa [Pelling et al., 2004]. L’apparato citoscheletrico, infatti, genera e
trasmette stimoli di natura meccanica in virtt delle sue caratteristiche contrattili.
Queste contrazioni producono dei movimenti di natura ondulatoria e rappresentano,
in definitiva, una via di segnalazione che si pud propagare attraverso 'ambiente intra-
ed extracellulare. Qualsiasi evento cellulare, quindi, pud essere causa e
conseguenza dell’azione di forze di natura nanomeccanica e, viceversa, un
determinato pattern di vibrazioni pud essere associato ad uno specifico evento
cellulare. Cross e colleghi hanno evidenziato ad esempio come i profili vibrazionali di
cellule sane e tumorali fossero diversi [Cross et al., 2007 e 2008].

Anche l'applicazione di forze fisiche su un modello cellulare pud modularne la
fisiologia sia in vitro che in vivo. Onde elettromagnetiche somministrate con un
dispositivo chiamato REAC (Radio Electric Asymmetric Conveyer) possono
modificare I'espressione genica di cellule staminali embrionali murine, staminali
adulte umane e fibroblasti adulti [Maioli et al., 2012, 2013a e 2013b], inducendo
'espressione dei marcatori dei principali destini differenziativi accompagnata

dall’inibizione di quella dei geni della pluripotenza, mentre vibrazioni meccaniche
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aumentano in vitro il potenziale osteogenico di cellule mesenchimali di ratto [Lau et

al., 2011] ed in vivo inibiscono I'adipogenesi nel topo [Rubin et al. 2007].

1.8 Potenzialita delle cellule stromali mesenchimali adulte

Dall'isolamento delle prime cellule stromali dal midollo osseo [Friedentein et al., 1982,
1987], la ricerca si € concentrata nello studio delle caratteristiche e potenzialita
terapeutiche delle cellule mesenchimali, considerando anche tutti i problemi di natura
etica correlati alle staminali embrionali umane [Maienscheim, 2010].

| numerosi studi sulle MSC hanno infatti indicato queste cellule come ottime
candidate per la terapia cellulare, in termini di distribuzione e isolamento e delle loro
caratteristiche fisiologiche.

Le cellule stromali sono distribuite in tutti gli organi adulti e sono facilmente
reperibili mediante comuni procedure chirurgiche. Inoltre, la frazione stromale &
relativamente semplice da isolare da altri tipi cellulari in quanto in coltura aderiscono
rapidamente alla plastica e, a livello genetico, presentano stabilita durante la fase di
espansione [Bellavia et al., 2013].

Alla facile reperibilita delle cellule staminali stromali adulte, si associa la
plasticita di queste. Nelle opportune condizioni, infatti, le MSC intraprendono i
percorsi differenziativi mesodermici in vitro e trial clinici sono stati condotti per
valutare l'applicabilita di queste cellule nel trattamento di patologie a carico del
sistema scheletrico, nervoso, cardiaco, cosi come per il diabete [Trounson et al.,
2011 Liu SH et al., 2013; Dominguez-Bendala et al., 2011 e 2012].

Non da ultimo, le MSC presentano dimostrate proprieta immunomodulatorie,
sono scarsamente immunogeniche, data la minima espressione delle proteine MHC
Il, e, in vivo, dopo infusione, migrano verso il tessuto danneggiato coadiuvando i
processi rigenerativi in loco. Per queste ragioni potrebbero essere utilizzate sia per
autotrapianti che trapianti allogenici per via intravenosa, evitando i fenomeni di

rigetto.

Nonostante queste potenzialita terapeutiche, I'utilizzo delle MSC ha ancora molteplici
aspetti da approfondire, dovuti alle variabili difficili da analizzare e controllare in vitro
[Robey, 2000; Kolf et al., 2007].
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Il successo di un trapianto di cellule staminali, sia autologo che allogenico, € vincolato
da molteplici fattori. Nel caso piu semplice in cui il donatore di MSC ¢é allo stesso
tempo il ricevente, se da un lato il rischio di immunogenicita & nullo, dall’altro la
patologia che richiede il trapianto pud inficiare sulla disponibilita ed efficacia delle
MSC [Patel et al., 2008]. Piu in generale, la variabilita fenotipica e fisiologica che si
riscontra tra individui diversi si ripercuote sull’efficacia del trattamento a base
cellulare; ad esempio, & stato stimato che le potenzialita delle MSC variano
notevolmente con l'eta ed il sesso del donatore [Cook et al., 2012; Bianchi et al.,
2013].

Anche le caratteristiche del ricevente rappresentano un’importante variabile. Nella
terapia cellulare, il farmaco, il prodotto biologicamente attivo € una popolazione
cellulare e l'efficacia terapeutica di questa richiede la somministrazione di una data
dose per un dato periodo che varia non solo con le patologie, ma anche in funzione
dell'individuo. Studi in vivo sul’asma hanno indicato che un’unica somministrazione di
MSC risultava efficace sui modelli animali utilizzati [Bai et al., 2009]. Tuttavia, in trial
clinici per il trattamento di molte patologie, quali il morbo Chron e la sclerosi multipla,
hanno richiesto molteplici infusioni di MSC [Bonfield et al., 2010].

Altro aspetto non valutabile in vitro € ’lhoming, ovvero la migrazione delle MSC verso
'organo bersaglio, e l'efficienza di differenziamento di queste in quanto non c’¢ modo
di quantificare quante cellule infuse arrivino al tessuto bersaglio né quante
differenzino nel tipo cellulare necessario [Dimarino et al., 2013]. Per questo motivo, al
momento non €& possibile stabilire se i segnali locali siano sufficienti ad indurre
migrazione e differenziamento delle MSC o se sia necessario un commitment o un

differenziamento in vitro in cellule progenitrici prima del trapianto [Lanzoni, 2010].

23



SCOPO DELLA RICERCA

La ricerca alla base di questa tesi si inserisce nel contesto della medicina rigenerativa
e si propone di trovare nuove strategie differenziative per rendere piu efficace la
terapia cellulare. Particolare rilievo nella nostra ricerca ha avuto tutto cio che riguarda
la preparazione del PTC, ovvero la scelta della tipologia di cellula mesenchimale,
'isolamento da tessuto e, appunto, la ricerca di fattori che ne possano modificare |l
fenotipo, nel nostro caso fattori che possano indurre il commitment o |l
differenziamento.

Abbiamo scelto come modello le cellule stromali isolate da tessuto adiposo (hASC)
mediante un dispositivo medico, il Lipogems, che consente I'isolamento della frazione
stromale senza I'utilizzo di digestioni enzimatiche; come fattori modulatori e/o
differenziativi abbiamo scelto di testare stimoli fisici di natura ondulatoria ed estratti
proteici embrionali di Zebrafish ottenuti turboemulsionando degli embrioni.

La scelta della tipologia di stimoli si basa su evidenze sperimentali pregresse,
descritte anche nell'introduzione che ne suggeriscono il potenziale pro-differenziativo
0, quantomeno, inducono a pensare a tale possibilita.

Stimoli di natura ondulatoria vengono prodotti fisiologicamente dalle cellule, sia per
vibrazioni molecolari che per movimenti citoscheletrici, rappresentando una forma di
comunicazione cellulare. Lavori che hanno studiato gli effetti di trattamenti di natura
ondulatoria su modelli cellulari hanno evidenziato che questi stimoli risultano
modulatori della fisiologia cellulare e in determinati casi risultano pro-differenziativi.
Analoga ipotesi sperimentale & stata fatta per i trattamenti con gli estratti embrionali di
pesce zebra. Queste soluzioni si sono dimostrate antiproliferative su diverse linee di
cellule tumorali mentre in un trial clinico, che coinvolgeva pazienti con
epatocarcinoma, hanno ridotto la crescita del tumore. Analisi molecolari hanno
mostrato come trattamenti con estratti di embrioni in organogenesi di Zebrafish
modificassero I'espressione di p53 e pRb, fattori proteici coinvolti nell'instaurarsi dei
processi differenziativi nelle cellule staminali, suggerendo un’azione pro-

differenziativa di questi.

Su queste basi € inziato un nuovo progetto multidisciplinare che ha coinvolto biologi e

biotecnologi, medici, ingegneri e fisici del suono, i cui obiettivi erano e sono tuttora:
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- messa a punto di un nuovo modello cellulare, le hASC isolate con il
Lipogems;
- identificazione di nuovi di nuovi stimoli differenziativi, di natura fisica (onde) e
molecolare (estratti proteici embrionali di Zebrafish);
- messa a punto dei trattamenti con gli stimoli scelti;
- analisi degli effetti prodotti da tali stimoli sul percorso differenziativo delle
hASC utilizzate;
- messa a punto ed ottimizzazione di strumenti per la somministrazione di
stimoli meccanici sul modello cellulare in uso.
In questa tesi verrano presentati i risultati della parte svolta fino ad ora di uno studio
multidisciplinare ancora in corso il cui obiettivo € quello di promuovere ed ottenere
una rigenerazione tissutale con I'utilizzo di protocolli sperimentali che consentano la
minor manipolazione possibile del prodotto per terapia cellulare, associata ad una

maggiore efficienza del processo.
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2.1 - Isolamento delle hASC mediante tecnhologia Lipogems

Il tessuto adiposo umano rappresenta un’abbondante e promettente risorsa di
cellule stromali adulte (hASC, human adipose-derived stromal cells) e un importante
strumento per la terapia cellulare [Sachs et al.,, 2012, Bianchi et al.,, 2013].
Nonostante i vantaggi dati dalla procedura di prelievo ed isolamento rispetto alla
controparte da midollo osseo e le dimostrate potenzialita differenziative delle hASC
[Zuk et al, 2001; Sachs et al., 2012], la frazione stromale isolata con il protocollo
tradizionale dal lipoaspirato [Zuk 2001] risulta molto sensibile al congelamento e
scongelamento [Bianchi et al., 2013; Bonaros et al.,, 2008]. Il ridotto tasso di
sopravvivenza dopo la criopreservazione pud essere correlato al ridotto potenziale
adesivo delle cellule stesse come conseguenza della digestione enzimatica con
Collagenasi | utilizzata nel protocollo di Zuk e collaboratori [Zuk et al., 2001].

Nel 2011 & stato brevettato il Lipogems (PCT/IB2011/052204), un dispositivo
medico che consente di isolare la frazione stromale del lipoaspirato direttamente in
sede chirurgica, sostituendo la digestione enzimatica con la triturazione meccanica. I
sistema & costituito da un cilindro, il core del dispositivo, riempito di soluzione salina e
biglie, e da cannule che lo connettono ad una siringa per I'ingresso dell’aspirato e
uscita del prodotto processato e ad una sacca di raccolta dello scarto. Alle due
estremita del cilindro sono collocati dei filtri che riducono durante il processamento le
dimensioni degli aggregati di tessuto. Il lipoaspirato viene immesso nel dispositivo
tramite una siringa e, grazie alla pressione esercitata, questo subisce la prima
triturazione per la presenza del filtro. Durante la procedura, il dispositivo viene ruotato
di 180° piu volte; grazie alla presenza delle biglie, gli aggregati di tessuto vengono
ulteriormente ridotti in dimensione. | movimenti esercitati in associazione con la
soluzione salina presente all'interno del cilindro consentono la formazione di
un’emulsione di olio, presente per la rottura di adipociti, e elementi del sangue che
vengono dirottati nella sacca di scarto grazie al flusso aperto di soluzione tampone. I
lipoaspirato flottante viene ulteriormente ridotto di dimensioni grazie alla presenza di
un altro filtro (Fig. 3). Alla fine delle sollecitazioni meccaniche, il prodotto di Lipogems
viene immesso in una nuova siringa e pud essere subito utilizzato in caso di
autotrapianto, messo in coltura o conservato a +4°C [Bianchi et al., 2013; Tremolada
et al., 2010].
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2.2 - Allestimento e mantenimento delle colture di hASC

Il prodotto di Lipogems arriva in laboratorio in siringa e si presenta visivamente
bifasico in quanto, oltre al lipoaspirato processato & presente una porzione liquida
derivante dai lavaggi durante la procedura di triturazione che verra eliminata in fase di

semina.

Allestimento delle colture.

L’allestimento della coltura prevede la semina diretta di 1.5 ml del prodotto di
Lipogems in terreno aMEM (Lonza) supplementato con siero fetale bovino inattivato
dal calore al 10% (FBS-HI, EuroClone), L-glutammina (2 mM, Lonza) e antibiotici
entrambi all’1% (penicillina 200 U/ml e streptomicina 100 ug/ml, Lonza) in fiasche da
75 cm? con filtro (T75, Corning) e incubate a 37°C al 5% di CO,. | cambi di terreno
vengono effettuati ogni 4 giorni; per le prime 2 settimane di coltura, denominate
passaggio 0, per favorire e massimizzare I'adesione delle hASC al supporto plastico,
le T75 sono preventivamente trattate con una soluzione di coating (Fibronectina 0.55
ug/cm?, Collagene I/1ll 0.5 ug/cm? in aMEM), si utilizza un minor volume di terreno e i

cluster non aderenti del prodotto di Lipogems non vengono eliminati.

Mantenimento delle colture.

Quando le hASC al passaggio 0 raggiungono I'80-100% di confluenza, le cellule
possono essere espanse in sottocolture, seminate per gli esperimenti o
crioconservate.

Dopo rimozione degli aggregati flottanti e lavaggi in PBS, le cellule vengono
distaccate con Tripsina-EDTA 1X (SIGMA-Aldrich, stock 10X con Tripsina 5 g/L e
EDTA 2 g/L; diluizione in PBS) e fatte sedimentare a 2000 giri al minuto (rpm) per 5
minuti in centrifuga (ALC 4235A). |l surnatante viene scartato per rovesciamento e |l

pellet risospeso in funzione dell’utilizzo finale delle hASC.

Espansione delle colture.

La risospensione del pellet viene fatta in aMEM e la sospensione cellulare € messa
nuovamente in coltura utilizzando 12 ml di terreno in fiasche T75. Generalmente si
effettuano sottocolture ad un rapporto di 1:2 o 1:3 (supporto coltura iniziale e numero
di sottocolture). Le colture in espansione sono mantenute alle stesse condizioni delle

hASC al passaggio 0, ovvero a 37°C e CO;al 5% in cMEM con complementi.
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Semina di hASC per gli esperimenti.

Dopo risospensione in terreno, le hASC vengono contate con Trypan Blue (SIGMA-
Aldrich) in rapporto 1:1 con il volume dell'aliquota di sospensione cellulare in camera
di conta Neubauer. Le cellule vengono seminate alla densita di 7000 cellule/cm? in
piastre da 6 pozzetti (NUNC Falcon) o 5000 cellule/cm? in piastre da 48 pozzetti in

aMEM con complementi e mantenute in incubazione per 24 ore prima dei trattamenti.

Crioconservazione.

Le hASC isolate con il Lipogems possono essere criopreservate senza modificarne la
vitalita [Bianchi et al., 2013]. Il sedimento cellulare ottenuto dopo distacco con
tripsina-EDTA viene risospeso in FBS e congelato a -80°C in terreno con 10% di
dimetilsufosside (DMSO, SIGMA-Aldrich) in apposite provette crioresistenti. Al
momento dello scongelamento, effettuato a 37°C, le hASC vengono seminate come |l
prodotto fresco, direttamente in T75 effettuando il primo cambio di terreno il giorno

seguente per eliminare il DMSO ed eventuali cellule morte.

2.3 - Caratterizzazione delle hASC isolate con il Lipogems

Sebbene le MSC siano state isolate da tessuto adiposo nel 2001 e ne sia stato
dimostrato il potenziale differenziativo [Zuk et al., 2001 e 2002], la procedura
utilizzata per la separazione della frazione stromale dal lipoaspirato prevedeva
I'utilizzo di digestioni enzimatiche.

Con I'utilizzo del Lipogems invece, tale protocollo € stato sostituito da sollecitazioni
meccaniche. Cid ha reso necessaria la caratterizzazione della frazione cellulare
isolata in modo da stabilire se questa soddisfacesse i requisiti per essere considerata
una popolazione di MSC.

Si € quindi proceduto con lidentificazione del fenotipo immunologico delle hASC

mediante FACS e sono state saggiate le loro potenzialita differenziative.
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2.3.1 - Determinazione del profilo immunofenotipico delle hASC

Le cellule stromali da tessuto adiposo isolate con la tecnologia Lipogems sono
state caratterizzate mediante citofluorimetria a flusso (FACS) in modo da identificarne
il fenotipo immunologico.
Le hASC sono state distaccate dal supporto di coltura seguendo il protocollo standard
per il trattamento con Tripsina-EDTA. Il sedimento cellulare & stato risospeso in 100
pl di PBS ed ¢ stata effettuata la conta cellulare. La sospensione cellulare & stata
diluita in un rapporto 1:1 con Trypan Blue e la conta & stata effettuata utilizzando la
camera di conta Burker.
La sospensione cellulare € stata quindi incubata al buio a 4°C per 40 minuti con
anticorpi anti-CD105, anti-CD73, anti-CD90, anti-CD29, anti-CD166, anti-CD14, anti-
CD34, anti-CD44 e anti-CD45 alla concentrazione di 1ug/10° cellule. Le cellule
marcate sono state quindi analizzate al citofluorimetro, utilizzando 10000 eventi, e i
dati sono stati analizzati con il software associato allo strumento (FACSAria, BD

Biosciences).

2.3.2 - L’esplicazione del potenziale differenziativo delle hASC
Altro requisito per definire mesenchimale una popolazione cellulare é la
potenzialita di questa di differenziarsi in adipociti, osteociti e condrociti. Abbiamo

condotto quindi saggi di induzione specifica sulle hASC.

Induzione adipogenica.
Le hASC, seminate alla densita di 10* cellule/cm? in piastre da 24 pozzetti (NUNC),

I!n

sono statte indotte al differenziamento adipogenico utilizzando [I’Adipogenesis
induction medium” (Millipore), ovvero D-MEM a basso contenuto di glucosio (D-MEM
low glucose) al 10% di FBS, isobutil-metil xantina 0.5 mM, idometacina 200 uM,
desametasone 1uM e insulina 10 ug/ml.

Il terreno & stato cambiato ogni 3 giorni e, dopo 2-3 settimane dalla semina le cellule
sono state fissate in formalina al 10% e colorate con red-O solution in modo da poter

visualizzare le gocce lipidiche.

Induzione osteogenica.
L’'induzione all’osteogenesi & stata ottenuta con il “Mesenchymal Stem Cell

Osteogenesis kit” (Millipore). Le cellule sono state messe in coltura alla densita di 10*
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cellule/cm? in piastre da 24 pozzetti in D-MEM low glucose al 10% di FBS con i
seguenti complementi: B-glicerofosfato 10 mM, acido ascorbico 0.2 mM e
desametasone 10 nM.

Il cambio di terreno & stato effettuato ogni 3 giorni e dopo 3-4 settimane di coltura in
queste condizioni, le cellule sono state fissate in formalina e colorate con Alizarin Red

Solution per visualizzare i depositi di Calcio.

Induzione condrogenica.

Per indurre il differenziamento condrogenico, aliquote di 5000 hASC sono state fatte
sedimentare a 5000 rpm per 5 minuti in tubi da 15 ml e il surnatante & stato scartato.
Sono stati aggiunti, senza risospendere, 0.5 ml di Chondrogenic Basal Medium
(Lonza) addizionato con i complementi forniti dalla casa produttrice e pronti all’'uso
(supplementi ITS, desametasone, ascorbato, sodio piruvato, prolina,
streptomicina/penicillina, L-glutammina) e 10ng/ml di Transforming Growth Factor -
B3 (TGF-p3 R&D Systems).

Il terreno completo € stato sostituito ogni 3 giorni per almeno 3 settimane.

Per verificare I'avvenuto differenziamento, i pellet sono stati fissati in formalina e
paraffina e poi trattati con il kit Vectastain elite ABC in modo da marcare il Collagene

di tipo Il (Chemicon. Int; Vector Laboratories).

2.4 - La somministrazione degli stimoli

Le hASC sono state il nostro modello cellulare nell'indagine sugli effetti di due
tipologie di stimoli nei percorsi differenziativi; energie di natura ondulatoria e

trattamenti con estratti embrionali di Danio rerio (Zebrafish).

2.3.1 Gli stimoli fisici: le onde acustiche

Le nostre condizioni sperimentali hanno previsto I'utilizzo di onde acustiche,
ovvero quelle onde di frequenza compresa tra i 20 e i 20000 battiti al secondo o Hertz
(Hz), la cui propagazione, raggiunta la membrana timpanica, causa la loro

trasduzione in suono dal sistema nervoso.
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Le hASC in coltura sono state sottoposte a stimoli ondulatori acustici utilizzando due
apparati progettati e costruiti in collaborazione con ingegneri e tecnici del suono per
I'utilizzo su sistemi biologici.

Abbiamo condotto due gruppi di esperimenti, diversi per il tipo di stimolo (onde
semplici e onde complesse) e per la progettazione del piano sperimentale (analisi
degli effetti dopo un tempo variabile dalla fine dello stimolo e immediata) che & stato
definito in itinere.

Nella fase preliminare dello studio & stata applicata un’onda semplice, sinosoidale o
quadratica, per diversi tempi utilizzando il diaframma di un altoparlante come
trasduttore. In un secondo momento lo stimolo utilizzato & stato un’onda complessa,

mediante I'utilizzo di un altro apparato di trasduzione, il Cell Exciter.

La somministrazione di onde semplici: il generatore di oscillazioni meccaniche.
Il concetto di onda semplice o singola & da ricercare nella definizione della
modulante dell'onda, ovvero nell'informazione che si propaga. Avremo un’onda
semplice, quindi, se la modulante dellonda (informazione che si propaga) €
contenuta nel periodo o lunghezza d’onda di un’unica frequenza. L’onda singola puo
essere ulteriormente caratterizzata definendone la funzione, data da equazioni
matematiche, come sinusoidale (oscillatoria) o quadra (del tipo 0-1) (Fig. 2).
L’'onda semplice & stata somministrata a colture di hASC utilizzando un apparato
progettato e costruito in collaborazione con Sandro Sandrolini, esperto tecnico del
suono, chiamato generatore di oscillazioni meccaniche. Questo & costituito da un
generatore di frequenze (Fig. 4A) collegato ad un amplificatore (Fig. 4B). Quest’ultimo
contiene fisicamente anche il trasduttore (Fig. 4C), cioé l'elemento che converte
'onda teorica in onda meccanica, rappresentato dalla membrana dell’altoparlante
(Fig. 4C). Questo sistema & stato appositamente costruito per i nostri scopi
sperimentali. |l dispositivo usato come sorgente & stato progettato per consentire
alloperatore di selezionare i parametri d’'onda desiderati in termini di frequenza
(espressa in Hz), funzione (sinusoidale o quadratica), duty cicle (il parametro che
definisce la proporzione dellonda positiva rispetto a tutta 'onda, espressa come
percentuale dell'oscillazione completa; Fig. 2) ed intensita (o volume). La regolazione
di quest’ultima, ci ha permesso di mantenere l'intensita del’onda somministrata sotto
la soglia dell’accelerazione gravitazionale g (g = 9,8 m/s?). La regolazione di questo
parametro risulta molto importante in quanto un’intensita di accelerazione oltre i 9,8

m/s? provocherebbe vibrazioni del supporto di coltura che interferirebbero con il
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nostro trattamento. Lo stimolo selezionato a livello del generatore di frequenze,
ancora di natura elettrica, viene amplificato e poi trasdotto in onde meccaniche dalla
membrana (o diaframma) dell’altoparlante. Peculiarita dell’altoparlante, che si &
rivelata fondamentale per la somministrazione dello stimolo ondulatorio a cellule in
coltura, & il diaframma piatto. Questa caratteristica ha consentito la propagazione
dello stimolo in uscita perpendicolare rispetto alla piastra, posta su di esso, e non
nelle 3 dimensioni dello spazio.

Per gli esperimenti con le onde semplici, 'amplificatore e l'altoparlante sono stati
collocati all’interno dell’incubatore, posizionando la piastra di coltura a contatto con il
diaframma, la componente vibrante del sistema. La posizione relativa tra la coltura
cellulare e il diaframma & stata modificata durante il percorso sperimentale cosi come
lisolamento interno dell'incubatore. L’apparato di trasduzione in virtu delle sue
componenti elettriche genera un campo elettromagnetico, anch’esso di natura
ondulatoria, che non solo pud interferire con lo stimolo vibrazionale da noi
somministrato ma & stato dimostrato avere effetti sull’espressione genica su diversi
tipi cellulari [Maioli et al., 2011]. Il sistema amplificatore-altoparlante € stato poi isolato
grazie ad una scatola di materiale amagnetico, consentendo la trasmissione delle
vibrazioni alle colture grazie alla presenza di un connettore plastico, posizionato sul
diaframma e su cui sono state collocate le piastre (Fig. 4B). Per evitare che le
vibrazioni somministrate si trasmettessero al ripiano dell'incubatore e, per il principio
di azione e reazione, queste venissero ritrasmesse al nostro sistema, & stato inserito
un piano di marmo, facilmente sterilizzabile, come base dappoggio per
'apparecchiatura. In questo modo € stato possibile mantenere le colture di controllo

nello stesso incubatore utilizzato per la somministrazione degli stimoli.

| trattamenti con le onde semplici somministrate con il generatore di vibrazioni

meccaniche.

Le hASC al passaggio 3-5 di sottocoltura sono state seminate alla densita di 7000
cell/cm? su piastre da sei pozzetti (NUNC) in 3.2 ml di aMEM con complementi e
mantenute in incubatore a condizioni standard (37°C, 5% di CO,) per 24 ore prima
dell’inizio del trattamento. Sono stati effettuati trattamenti sia con onde quadratiche
che sinusoidali di frequenza pari a 0.55 Hz, duty cicle del 50% e intensita inferiore a
19 per 24 ore; per I'estrazione del’RNA & stato atteso un tempo di 24 e 48 ore in

incubazione dopo la fine dello stimolo (Tab. 1A).
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In ogni esperimento le colture di controllo sono state mantenute in incubatore senza

stimolo per la stessa durata dei vari trattamenti.

La somministrazione di onde complesse.

Il secondo gruppo di esperimenti € stato eseguito utilizzando come stimolo
un’onda complessa, ovvero un insieme di frequenze con le proprie caratteristiche che
si propagano nel mezzo nella stessa finestra temporale, utilizzando il generatore di
onde meccaniche, usato in precedenza per le onde singole, ed un nuovo strumento, il

Cell Exciter.

Caratterizzazione del suono.

Lo stimolo acustico scelto per i nostri studi deriva da suoni cardiaci, opportunamente
processati in modo da convertirli in segnali elettro-musicali fedeli ai soli suoni
cardiaci.

| suoni cardiaci sono stati acquisiti con uno stetoscopio digitale (E-Scope; Cardionics)
e sono stati filtrati per eliminare il rumore, in particolare quello dovuto alla
respirazione, in modo da riuscire a registrare anche i suoni a bassa frequenza, sotto i
20 Hz. Il segnale filtrato € stato caratterizzato a livello informatico in termini di
frequenze e durata. E’ stata misurata la forma dellonda, in modo da ricostruirla
fedelmente a partire dal campione iniziale filtrato ed & stata monitorata per
determinare e localizzare I'ampiezza dei picchi negativi e positivi del segnale. Il
massimo valore della differenza fra picchi successivi, infatti, ci fornisce la durata di
ciascun suono cardiaco. Il suono cardiaco, cosi registrato e processato, € composto
da 8 frequenze diverse a funzione sinusoidale (Tab. 2), dai 40 ai 105 Hz con durata
diversa, dai 91 ai 905 millisecondi (ms).

Infine, il segnale filtrato & stato convertito nel segnale audio elettro-musicale che
abbiamo somministrato alle cellule durante i nostri esperimenti con 'onda complessa.
Durante la prima fase sperimentale, abbiamo utilizzato questo suono come
normalizzato o sovrapposto (overlayed), ovvero il suono in cui tutte le singole
frequenze partono nello stesso momento (t).

Successivamente, abbiamo effettuato trattamenti con la stessa onda complessa ma
non sovrapposta, in cui le varie frequenze partono al proprio t, fisiologico, dando

quindi una melodia.
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Il Cell Exciter.

Per le nostre esigenze sperimentali dopo una prima sperimentazione con il
generatore di vibrazioni meccaniche si & reso necessario I'utilizzo di uno strumento
costruito in modo che fosse anche riproducibile, il Cell Exciter. La progettazione di
questo apparato per la somministrazione del suono & stata effettuata ad hoc, in
collaborazione con il tecnico Maurizio Villa, in modo da avere un segnale in uscita
(suono effettivo che viene somministrato alle cellule) fedele al suono originale e
ripetibile a livello sperimentale. Tutte le parti che compongono il Cell Exciter sono di
origine industriale, acquistate singolarmente ed assemblate in modo da avere: un
ingresso per lo stimolo desiderato (lettore CD), un mixer, un equalizzatore, un
amplificatore, una sonda di carico per dissipare il calore e un trasduttore per l'uscita
dello stimolo (Fig. 5). L'onda complessa utilizzata & stata masterizzata su compact
disck (CD) come traccia audio; il lettore CD, dotato di modalita di ripetizione, ci ha
consentito di effettuare trattamenti di diversa durata. Come per lo strumento utilizzato
in precedenza, regolando il volume dal mixer si riesce a impostare l'intensita dello
stimolo in modo che sia minore di 1g. La taratura dell’'intensita € stata eseguita con le
piastre di coltura posizionate sul supporto del trasduttore in quanto I'accelerazione &
una funzione della massa. Con il Cell Exciter la fedelta del suono in uscita rispetto a
quello in entrata & ottenuta a piu livelli. Il pannello di equalizzazione ci ha consentito
di filtrare e regolare i livelli del suono in modo che il rumore di fondo della macchina e
altri suoni esterni non andassero ad alterare il nostro stimolo. Il suono linearizzato
passa quindi attraverso I'amplificatore e ne esce identico, della stessa morfologia, ma
amplificato in termini di voltaggio. Il suono amplificato, ancora sotto forma di impulsi
elettrici, passa per una sonda di carico (che dissipa I'energia in eccesso sotto forma
di calore) e viene inviato al trasduttore, la componente che converte lo stimolo da
elettrico a vibrazionale nel modo piu lineare possibile. La bobina interna, racchiusa da
una struttura metallica cilindrica, & dotata di un perno di ottone (materiale
amagnetico) sul quale & fissato un supporto piano di legno opportunamente verniciato
per la permanenza in un ambiente umido e calibrato per accogliere due piastre di
coltura da 6 pozzetti. In questo sistema, il campo elettromagnetico generato dalla
bobina che potrebbe agire sulle colture €& minimizzato dalla lunghezza e

composizione del perno e del supporto per le piastre.
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| trattamenti con le onde complesse mediante I'utilizzo del generatore di vibrazioni

meccaniche.

Considerando che tra i nostri obiettivi c’era quello di mettere a punto sia lo stimolo
acustico che gli strumenti per la somministrazione, abbiamo effettuato trattamenti con
'onda complessa utilizzando il generatore di vibrazioni meccaniche. Per questo pool
di esperimenti, 'amplificatore dell’'apparato € stato collegato ad un computer portatile
che é servito come sorgente dello stimolo.

Le hASC al passaggio 3-5 di sottocoltura sono state seminate alla densita di
7000 cell/lcm? su piastre da sei pozzetti (NUNC Falcon) in 3.2 ml di aMEM con
complementi e mantenute in incubatore a condizioni standard (37°C, 5% CO2) per 24
ore prima dell’inizio del trattamento. Le colture sono state trattate, quindi, per 24 ore
continuative, seguite da un periodo variabile di incubazione 48 ore, 7 e 12 giorni
(rispettivamente n=3, n=4, n=1), prima dell’estrazione del’lRNA in assenza dello
stimolo, e per 2, 4, 8 e 16 ore senza periodo di latenza (n=1 per ogni tempo
sperimentale) (Tab. 1B).

Le cellule di controllo sono state mantenute in incubatore senza stimolo per la stessa

durata dei trattamenti.

| trattamenti con le onde complesse con il Cell Exciter.

In prima istanza, abbiamo somministrato alle hASC, seminate secondo il protocollo
standard, 'onda complessa normalizzata per 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72 ore continuative
(n=2 per ogni tempo sperimentale).

Infine, abbiamo testato la melodia, ovvero I'onda complessa in cui le singole
frequenze hanno un proprio t,, andando ad estrarre immediatamente 'RNA dopo i
medesimi tempi di trattamento utilizzati per gli esperimenti con 'onda complessa
sovrapposta (n=1 per ogni tempo sperimentale) (Tab. 1B).

In ogni esperimento, le colture di controllo sono state mantenute in incubatore senza

stimolo per gli stessi tempi sperimentali.

2.4.2 - Gli stimoli molecolari: gli estratti embrionali di pesce zebra
Le cellule mesenchimali isolate dal tessuto adiposo con il Lipogems sono state
il modello cellulare anche per lo studio degli effetti di estratti di embrioni di pesce

zebra sul percorso differenziativo delle hASC.
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Gli estratti.

Gli estratti ci sono stati forniti dalla Montefarmaco Srl di Milano come soluzioni di
cinque specifici stadi di sviluppo di Zebrafish e denominati fasi (ZF-):

- ZF1, 50% epibolia (inizio della gastrulazione, 5 ore dopo la fecondazione o hpf);

- ZF2, tail bud (distinzione tra i due poli del corpo, 10 hpf);

- ZF3, 5 somiti (fase iniziale della segmentazione, 12 hpf);

- ZF4, 20 somiti (segmentazione avanzata, 19 hpf);

- ZF5, primordia (24 hpf);

- ZF6, soluzione ottenuta come mix delle fasi precedenti

Ogni fase & stata ottenuta per turboemulsionazione degli embrioni in una soluzione
gliceroalcolica composta da glicerolo vegetale al 60%, alcool etilico al 5%, acqua e

uova al 35% conservata in sorbato di potassio e sodio benzoato.

La quantificazione mediante BCA assay.

Gli estratti di embrioni di Zebrafish ci sono stati forniti senza specificazioni sul
quantitativo proteico in essi contenuto. Abbiamo quindi proceduto con Ia
quantificazione mediante il saggio colorimetrico BCA assay (Pierce ThermoScientific).
Abbiamo utilizzato 8 soluzioni di BSA a concentrazione nota per generare la curva
standard di calibrazione in modo da poter quantificare il solvente gliceroalcolico e tutti
gli estratti ZF a 3 diluizioni diverse (puri, 1:2 e 1:4 in acqua deionizzata).

Ogni campione ¢é stato incubato per 30 minuti a 37°C in bagnetto termostatato con le
soluzioni A e B del kit (al rapporto di 50:1) e 'assorbanza € stata letta in duplicato da
2 ul di ognuno con tecnologia NanoDropN1000 utilizzando I'opzione d’analisi BCA
assay.

| dati ottenuti, espressi come milligrammi per millilitro (mg/ml), sono stati elaborati ed
utilizzati per calcolare le concentrazioni per la separazione elettroforetica e per i

trattamenti.

Elettroforesi su gel di acrilammide.

Le sei soluzioni sono state sottoposte ad elettroforesi verticale. In un gel da 0.75 mm
di Acrilammide (Acrilamide/Bis-Acrilamide, soluzione al 30%; SIGMA-Aldrich) al 12%
abbiamo caricato 17.5 ug di ogni estratto, preventivamente denaturati per 10 minuti in
una soluzione di caricamento (LB, con Glicerolo al 20%, bromofenolo 0.24%, pB-
mercaptoetanolo 4%, SDS 8%, Tris base pH 6.8 1M diluito in acqua deionizzata),

utilizzando come marcatore 5 ul di Precision Plus Protein Dual Xtra standards
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(BioRad). L’elettroforesi in apparato BioRad & stata eseguita a 110 - 130V costanti
per 90 minuti a temperatura ambiente in buffer di corsa 1X (per 500 ml 5X: 7.5 g Tris
Base, 36 g Glicina, 25 ml SDS 10% in acqua deionizzata).

Terminata la separazione, i gel di acrilamide sono stati colorati con Coomassie gel
staining (BioRad) seguendo le istruzioni della casa produttrice. Le immagini sono
state salvate e analizzate tramite GelDoc e software associato (GelDoc e

QuantityOne, BioRad) in modalita epi-white (luce bianca).

| trattamenti con gli estratti di Zebrafish.

Le hASC sono state seminate alla densita di 7000 cellule/ cm? in piastre da 6 pozzetti
e trattate dopo 24 ore in incubatore. La scelta delle fasi embrionali da utilizzare, cosi
come le concentrazioni e i tempi di trattamento sono stati scelti sia in funzione dei
risultati dei saggi di proliferazione (descritti nei paragrafi successivi) sia in funzione di
dati presenti in letteratura.

Abbiamo quindi trattato le hASC con:

- ZF6 alla concentrazione di 0.01 - 0.1 - 1 - 10 ug/ml per 24 ore;

- ZF6 alla concentrazione di 0.01 - 0.1 - 1 - 10 ug/ml per 72 ore;

- ZF6 alla concentrazione di 0.01 - 0.1 - 1 - 10 ug/ml per 7 giorni;

- ZF5 alla concentrazione di 0.01 - 0.1 - 1 - 10 ug/ml per 24 ore;

- ZF5 alla concentrazione di 0.01 - 0.1 -1 - 10 ug/ml per 72 ore.

Durante tutta la durata dei trattamenti, le colture sono state incubate in condizioni
standard. In ogni esperimento & stato previsto un controllo, ovvero hASC trattate con

il solo solvente gliceroalcolico alla concentrazione finale dello 0.5% (Tab. 1C).

2.5 - Saggio di vitalita
Sia per le hASC trattate con le onde acustiche che con estratti ZF, sono stati effettuati
dopo la fine del trattamento saggi di vitalita con Trypan Blue diluito 1:1 con la

sospensione cellulare utlizzando la camera di conta Neubauer.
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2.6 - Saggio di proliferazione, MTT

Per i trattamenti con gli estratti proteici, oltre alla vitalita & stata valutata la
proliferazione delle hASC con saggi MTT. Abbiamo dapprima ottimizzato la densita
cellulare di semina per il saggio scelto, testando 5 densita (da 3 a 7 mila cellule/cm?)
in piastre da 48 pozzetti dopo 24 e 72 ore dalla semina.
hASC alla densita di 5000 cellule/cm?, quindi, sono state seminate in piastre da 48
pozzetti in 250 pl di aMEM. Dopo 24 ore dalla semina, abbiamo somministrato alle
colture le fasi ZF alle concentrazioni di 0.01 - 0.1 - 1 - 10 ug/ml, in duplicato. Come
controllo & stato utilizzato un trattamento con solvente allo 0.5%. A 24 e 72 ore dal
trattamento, 25 uyl di MTT (bromuro di 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolio) sono stati aggiunti in ogni pozzetto direttamente nel mezzo di
coltura. Il metabolismo del sale di tetrazolio & stato bloccato dopo 3 ore di
incubazione con una soluzione di lisi (Isopropanolo 90%, TritonX-100 10% e HCI
0.008%) in modo da mettere in soluzione i sali di formazano. Dopo incubazione
overnight (O/N) & stata letta 'assorbanza a 595 nm (Opsys MR Microplate Reader;
Dynex Technologies) di ogni pozzetto e i risultati sono stati opportunamente
analizzati statisticamente in GraphPad eseguendo il test ANOVA oneway con la

correzione del test di Tuckey.

2.7 Analisi dell’espressione genica

Gli effetti dei nostri trattamenti, sia con le onde acustiche che con gli estratti di
pesce zebra sono stati saggiati in termini di espressione genica, in RT-PCR
quantitativa relativa e/o real time qPCR. Ai tempi prestabiliti dei vari trattamenti, le
hASC sono state staccate dal supporto di coltura mediante tripsinizzazione e
sottoposte a saggio di vitalita. L'RNA totale estratto & stato quantificato e
retrotrascritto e parallelamente la qualita saggiata in gel di agarosio. | cDNA relativi
ad ogni campione sono stati amplificati in modo da valutare I'espressione di geni di
staminalita e geni specifici dei principali destini differenziativi, normalizzandola con

I'espressione dei geni di riferimento.

39



Materiali e Metodi

2.7.1 - Estrazione del’lRNA

A fine trattamento, le hASC vengono distaccate dalle piastre di coltura. Dopo
eliminazione del terreno e lavaggio in PBS, le piastre vengono incubate a 37°C per 3
minuti con una soluzione di Tripsina-EDTA 1X. Dopo l'inattivazione dell’enzima con
pari volume di terreno con FBS al 10%, le hASC vengono fatte sedimentare a 2000
rpm per 5 minuti in tubi da 15 ml (Falcon) e risospese in 500 pl di PBS. Da questo
volume viene prelevata un’aliquota per il saggio di vitalita e si procede con un’altra
centrifugazione alle stesse condizioni.

Utilizzando il protocollo e il materiale in dotazione nel kit RNeasy minikit
(QIAGEN), dal pellet di hASC, dopo lisi cellulare, stabilizzazione e lavaggi in tubi con
membrana apposita, viene eluito 'RNA totale in 35 ul di acqua priva di RNasi.

L’'RNA viene quindi quantificato con l'opzione “Acidi Nucleici RNA-40" di
NanoDropN1000. Il software di quantificazione, in funzione dei valori di assorbanza
dei campioni, fornisce la concentrazione, espressa come nanogrammi (ng) e la
purezza dell’acido nucleico da proteine (rapporto delle assorbanze 260/280 nm, che
per 'RNA deve essere circa 2.0) e da reagenti che assorbono a 230 nm (rapporto
260/230 nm, che per 'RNA deve essere circa 2-2.2).

L’acido nucleico estratto viene sottoposto ad un ulteriore controllo qualitativo.
Un volume pari a circa 180-200 ng di RNA viene fatto correre su gel di agarosio
(Lonza) all'1% in TAE buffer (soluzione stock 50X; Merck) 1X a 90V costanti per 90
minuti in apparato OWL B3 (Thermo Scientific), utilizzando come marcatore di massa
il RiboRuler (Thermo Scientific). Dopo separazione, il gel viene colorato in una
soluzione di Bromuro di Etidio (EtBr; SIGMA-Aldrich) 0.5 ug/ml in TAE 11X a
temperatura ambiente a 40 rpm per 32 minuti. L'immagine del gel viene analizzata e
salvata con il GelDoc e relativo software in modalita trans-UV. Questo tipo di analisi
consente di escludere visivamente la presenza di DNA genomico e valutare la qualita
e integrita del’RNA estratto come proporzione tra le bande 28S e 18S dei ribosomi
che devono presentarsi definite e con rapporto di intensita relativa tra 1 e 2 [Bustin et
al., 2010].

L’RNA cosi estratto sara conservato a -20°C o direttamente retrotrascritto.

2.7.2 - RT-PCR

Abbiamo retrotrascritto gli RNA totali isolati da hASC trattate e controllo

utilizzando M-MLYV retrotrascrittasi (Promega) con le seguenti condizioni di reazione:
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1U di enzima per 1ug di acido nucleico, Random Hexamers 2 uM, Oligo-dT 2.5 uyM
(SIGMA-AIdrich), una soluzione di dNTP 10 uM (TaKaRa), buffer M-MLV 5X in 25 ul
di volume finale. L'RNA & stato incubato per 5 minuti a 70°C con i primers e
successivamente la reazione & stata completata con I'enzima, buffer e dNTP per 60
minuti a 37°C e terminata con 10 minuti a 70°C.

Il successo della retrotrascrizione & stato verificato in PCR (GenePro, Bioer). Le
condizioni standard di PCR sono state: 1 uyl di cDNA, primer 0.2 uM, 12,5 ul di BioMix
Red (Bioline) in 25 pl di volume finale; iniziale denaturazione a 94°C per 2 minuti; 25
cicli di 30 secondi a 94°C, 30 secondi alla temperatura di annealing (Ta) dei primers,
30 secondi a 72°C; 7 minuti finali a 72°C.

| cDNA ottenuti in RT sono stati conservati a +4°C fino al loro utilizzo.

2.7.3 - Progettazione dei primers e clonaggio in RT-PCR

Obiettivo della nostra ricerca & stato valutare se i nostri trattamenti si traducessero in
variazioni di espressione genica nelle hASC. Abbiamo quindi scelto di studiare geni
che fossero rappresentativi dello stadio staminale e dei principali destini
differenziativi. Nello specifico, abbiamo scelto i seguenti geni.

Gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi (GAPDH) come gene di riferimento.

Come indicatori dello stato indifferenziato pluripotente, abbiamo selezionato i
seguenti fattori di trascrizione implicati nel mantenimento della pluripotenza e
dell’autorinnovamento: I'Octamer-binding transcription factor 4 (OCT3/4) o POU5F1, il
Sex determining region Y-box 2 (SOX2), NANOG e il Kruppel-like factor 4 (KLF4).
Inoltre, per alcuni saggi, abbiamo scelto di studiare il proto-oncogene c-Myc (V-Myc
Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog).

Per la specificazione cardiaca, abbiamo selezionato: i marcatori di
commissionamento cardiaco NK2 homeobox 5 (NKX2.5) e GATA binding protein 4
(GATA4), fattori di trascrizione la cui espressione determina la formazione del cuore
embrionale e il Myocyte enhancer factor 2C (MEF2C), implicato nel differenziamento
dei progenitori cardiaci.

Come marcatori di differenziamento vascolare, abbiamo scelto di studiare
'espressione del vascular endothelial growth factor (VEGF), del kinase insert domain
receptor (KDR), che codifica per un recettore di VEGF, e del hepatocyte growth factor

(HGF) implicato nell’'angiogenesi.
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Inoltre, abbiamo deciso di indagare anche [Iespressione di MyoD per |l
differenziamento miogenico e di neurogenina (NEUROGT) per il differenziamento
nervoso.

Per ogni gene in esame abbiamo progettato coppie di primers adeguate per RT-PCR,
gPCR o entrambe ad esclusione di quelli per GATA4, MEF2C e SOX2 specifici per
saggi real time, per i quali abbiamo utilizzato sequenze oligonucleotidiche

commerciali (Tab. 3).

Analisi bioinformatica.

Dal database Gene del’NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) abbiamo ottenuto le
sequenze nucleotidiche degli mRNA in studio in modo da poter individuare la o le
regioni adeguate per la progettazione dei primers. Per alcuni geni, tra cui OCT3/4 e
NKX2.5, & stato necessario fare ulteriori analisi per scegliere la sequenza da studiare
a causa della presenza di una o piu varianti trascrizionali. Per i suddetti geni,
utilizzando il tool del’lNCBI BLAST con [Iopzione “nucleotide blast’
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e i parametri di default, abbiamo fatto
un’analisi comparativa dei trascritti alternativi in modo da identificare quale fosse la
regione in comune tra questi e, quindi, dove progettare le sequenze
oligonucleotidiche in modo da amplificare tutte le varianti. Sulle sequenze dei trascritti
abbiamo individuato una o piu coppie di oligonucleotidi candidati, a cavallo tra due
esoni dove possibile e di lunghezza compresa tra le 18 e 25 basi. | test di specificita
preliminari sulle coppie sono stati effettuati col software Amplify3 (University of
Wisconsin-Madison) che ci ha consentito di verificare se le sequenze producevano
dimeri per auto-appaiamento e se fossero specifiche per un’unica sequenza. Le
coppie sono state analizzate in secondo luogo con PrimerBLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast); questo programma consente di
effettuare PCR in silico che forniscono come risultato il grado di specificita della

coppia testata sulla sequenza bersaglio del’mRNA corrispondente.

Clonaggio in RT-PCR.

Gli oligonucleotidi specifici per i geni d’interesse e con probabilita di formare dimeri
nulla o molto bassa sono stati ottenuti da SIGMA-Aldrich come liofilizzato e sono stati
testati utilizzando cDNA di hASC o ottenuti da RNA commerciale tessuto specifico
(Clonetech). In PCR abbiamo utilizzato 2,5 ul di cDNA in 25 ul di volume utilizzando

le condizioni standard di reazione eccetto per la Ta, scelta in funzione della

42



Materiali e Metodi

temperatura di melting dei primers. Parallelamente abbiamo eseguito un’analisi della
cinetica di reazione in modo da individuare il numero di cicli di amplificazione da
utilizzare in PCR quantitativa relativa per ogni cDNA in studio, in modo da essere
lontani dal plateau di reazione. Gli ampliconi sono stati analizzati in gel di agarosio
all'1.5% in buffer TAE con EtBr alla concentrazione di 0.5 ug/ml utilizzando come

marcatore di lunghezza il GeneRuler DNA Ladder mix (1 ul; Thermo Scientific).

Sequenziamento.

Per avere conferma sulla specificita dei primers, dopo aver verificato che gli ampliconi
avessero lunghezza attesa, abbiamo proceduto con il protocollo per il
sequenziamento. Gli ampliconi d’interesse sono stati purificati con il kit GenElute
(SIGMA-Aldrich) seguendo il protocollo della casa produttrice. | purificati sono stati
separati in gel di agarosio all’1.5% in buffer TAE con EtBr 0.5 ug/ml, utilizzando come
marcatore di lunghezza il GeneRuler e di massa MassRuler High Range forward
(Thermo Scientific) in modo da poterne stimare il quantitativo in nanogrammi.

La sequenza di ogni purificato & stata determinata usando il kit Big Dye Terminator
Cycle Sequencing-Ready Reaction e l'analizzatore di sequenza ABI-PRISM 3730
(Applied Biosystems). Infine, l'identita di sequenza & stata ottenuta in BLASTn con i
parametri di base.

| primers specifici utilizzati in RT-PCR e/o PCR real time sono elencati in Tabella 3.

2.6.4 - PCR quantitativa relativa

L’analisi degli effetti dei trattamenti & stata effettuata preliminarmente mediante
PCR quantitativa relativa. Per questa analisi abbiamo deciso di studiare I‘'espressione
in duplicato tecnico di OCT3/4, SOX2, NANOG, KLF4, MEF2C, NKX2.5, NEUROGT1,
MyoD, VEGF, KDR e HGF utilizzando come gene di riferimento GAPDH.

Le PCR per i geni di interesse.

Sono state eseguite PCR per ogni coppia di primers in duplicato tecnico seguendo il
protocollo standard ad esclusione della Ta, di 61°C per OCT3/4, SOX2, NANOG,
KLF4, MEF2C, NKX2.5, NEUROG1, MyoD e 58°C per VEGF, KDR e HGF, usando
2,5 pl di cDNA stampo derivato sia da cellule controllo che trattate e per un numero di

cicli determinato con lo studio della cinetica (Tab. 3).

43



Materiali e Metodi

L’elettroforesi su gel d’agarosio.

Gli ampliconi sono stati fatti correre su gel di agarosio al 1.5% (per OCT3/4,
SOX2, NANOG, KLF4, MEF2C, NKX2.5, NEUROG1, MyoD) o 2% (per VEGF, KDR e
HGF) in TAE 1X a 90-110 V per 90 minuti in apparato OWL B3 . Come marcatori
sono stati utilizzati 1 ul di GeneRuler, 5 pl di MassRuler High Range Forward e 5 pl di
MassRuler High Range Reverse. | gel sono stati colorati a fine corsa in una soluzione

di EtBr 0.5 ug/ml in TAE 1X, in agitazione a 40 rpm per 32 minuti.

La quantificazione degli ampliconi.

L’analisi degli ampliconi & stata eseguita con l'ausilio del GelDoc e software
associato (BioRad). Le immagini dei gel sono state acquisite in modalita trans-UV e
regolando opportunamente il diaframma in modo da non avere pixel saturati.
Abbiamo proceduto quindi con la quantificazione: & stata generata una retta di
calibrazione utilizzando 6 punti dei marcatori di massa in modo da avere un R? > 0.98
e le bande di interesse sono state selezionate utilizzando un’area di selezione
costante. In funzione della retta di calibrazione, per regressione lineare il software
converte la densita di pixel in ng.

L’espressione di ogni gene espressa € stata normalizzata utilizzando GAPDH come
gene di riferimento e la variazione dell’espressione di ogni gene ¢é stata valutata come

rapporto tra trattato e controllo.

2.7.5 - Real Time qPCR

Gli effetti delle onde acustiche somministrate sia con il generatore di vibrazioni
meccaniche che con il CellExciter sono stati saggiati anche in real time gqPCR,
utilizzando il kit goTaq qPCR master mix (Promega) e I'apparato Lightcycler System
1.5 (Roche Diagnostic).

Per ogni coppia di primers utilizzata (Tab. 3) & stata preventivamente valutata
I'efficienza e la curva di melting su campioni di controllo, utilizzando diluizioni scalari
sia dei primers stessi che di cDNA. Ogni gene & stato analizzato in duplicato
utilizzando 2 pl di cDNA e primers alla concentrazione di 0.25 yM. Per le nostre
esigenze sperimentali, abbiamo utilizzato il seguente programma di reazione: 2 minuti
a 95°C, 45 cicli di 3 secondi a 95°C, 15 secondi alla Ta, 15 secondi a 72°C, con

dissociazione finale a 95°C.
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A fine corsa, i dati ottenuti sono stati normalizzati con GAPDH e I'espressione relativa
e stata calcolata con il metodo del “delta-delta-Ct” (AACt) utilizzando i valori medi dei
cicli soglia (Ct) dei geni in esame, come indicato nelle linee guida MIQE [Bustin et al.,
2010]. Per la rappresentazione dei risultati, i valori di AACt minori di 1 (i.e.

sottoespressione) sono stati convertiti come numeri negativi.

2.8 - Analisi dell’espressione proteica

Allo studio dell’espressione genica, abbiamo affiancato l'analisi d’espressione
proteica mediante western blot. Abbiamo scelto come proteine due marcatori della
pluripotenza, NANOG e SOX2, e uno del commitment cardiaco, NKX2.5, e abbiamo
iniziato I'ottimizzazione del protocollo di blotting per questi fattori di trascrizione

utilizzando le proteine totali da hASC non trattate.

2.8.1 - Estrazione delle proteine

Colture a confluenza di hASC in T75 sono state utilizzate per I'estrazione delle
proteine totali modificando il protocollo di RIPA buffer (Pierce).

Le cellule sono state distaccate dalla fiasca con il protocollo standard con Tripsina
(cfr. paragrafo “Allestimento e mantenimento delle colture di hASC”) e fatte
sedimentare a 2000 rpm per 5 minuti. Il pellet & stato lavato in PBS freddo per due
volte e fatto sedimentare a 1000 g per 5 minuti in centrifuga refrigerata a 4°C
(Centrifuga 5414R; Eppendorf). Il supernatante & stato rimosso con cura e sono stati
aggiunti 50 ul di buffer di lisi RIPA (SIGMA-Aldrich), addizionando al momento
l'inibitore delle proteasi (PMSF, 1mM; Pierce) e DTT 1mM (Pierce) come agente
riducente. Il lisato & stato sottoposto a tre cicli di congelamento a -80°C e
scongelamento. L’estrazione & stata completata centrifugando il campione a 14000 g
per 5 minuti a 4°C. Il supernatante & stato conservato a -80°C fino all’'utilizzo.

Le proteine totali estratte sono state quantificate mediante BCA assay e lettura al
NanoDropN100 e successivamente denaturate per 10 minuti a 100°C con il buffer di

caricamento (LB).

45



Materiali e Metodi

2.8.2 - Western Blot

Nel nostro approccio allo studio dell’espressione proteica, abbiamo cercato di
ottimizzare tutto il protocollo di western blot per le proteine d’interesse,
dall’elettroforesi alla visualizzazione dei risultati.

In un gel di acrilammide al 12% dello spessore di 0.75 mm abbiamo caricato,
oltre a 5 pl di Precision Plus Protein Dual Xtra standards, quantita variabili di proteine
totali estratte da hASC in funzione della proteina da saggiare: 40 ug per GAPDH
(Rabbit anti-GAPDH, Cell Signaling), 40 e 60 ug per NANOG (Rabbit anti-NANOG,
OriGene) e per SOX2 (Rabbit anti-SOX2, OriGene). Per quanto riguarda NKX2.5,
(polyclonal anti-NKX2.5, Cell Signaling) sono stati caricati 40 ug di proteine estratte
dal ventricolo destro di ratto.

La corsa elettroforetica, in apparato BioRad, & stata fatta a 110-130V costanti per 90
minuti a temperatura ambiente in buffer di corsa 1X (per 500 ml 5X: 7.5 g Tris Base,
36 g Glicina, 25 ml SDS 10%).

Il gel, la membrana di nitrocellulosa, la carta da filtro 3M (SIGMA-Aldrich) e le
spugne sono state equilibrate per 10 minuti nel buffer di blotting freddo 1X ( per
500ml 5X: 7.5 g Tris Base, 36 g Glicina, 25 ml SDS 10% in acqua deionizzata.
Soluzione 1X in uso con 20% di metanolo), addizionato ulteriormente con lo 0.05% di
SDS. Il blotting, in apparato Hoefer & stato fatto in ghiaccio a 30V per 90 minuti.
L’efficienza del trasferimento & stata valutata sia mediante colorazione Ponceau
(SIGMA-Aldrich) della membrana, sia colorando il gel con Coomassie gel staining
(BioRad), seguendo le indicazioni della casa produttrice.

La membrana ¢ stata saturata in agitazione per 1 ora in una soluzione di TBS-Tween
al 5% di latte (Tween20, allo 0.05%; SIGMA-Aldrich. No fat dry milk; BioRad) a
temperatura ambiente.

Le incubazioni con gli anticorpi primari sono state fatte in agitazione a +4°C per tutta
la notte. L’incubazione con l'anticorpo secondario (Abll) & stata fatta con Goat Anti-
rabbit IgG coniugato alla perossidasi (Pierce) diluito 1:5000 in TBS-T con 5% di latte,
a temperatura ambiente e sempre in agitazione per un’ora; in entrambi i casi sono
state testate diverse diluizioni e solventi. Le condizioni migliori sono state: per I'anti-
GAPDH, la diluizione 1:3000 in sieoalbumina (BSA) al 5% in TBS; per I'anti-NANOG,
la diluizione 1:1000 in 5% BSA; per I'anti-NKX2.5, la diluizione 1:1000 in 5% BSA.
Per quanto riguarda SOX2, invece, sono state testate diverse diluizioni dell’anticorpo

primario, da 1:1000 a 1:5000 sia in TBS-T con il latte e senza.
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Per visualizzare le bande dopo le incubazioni, abbiamo utilizzato due kit diversi,
'ECL Western Blotting Analysis System (GE Healthcare) e il SuperSignal West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce), seguendo le istruzioni delle case
produttrici, con lastre fotografiche e soluzioni di sviluppo e fissativa KODAK. Di volta
in volta si & reso necessario testare diversi tempi di esposizione, variabili dai 10

secondi alle 24 ore.

2.9 - Analisi statistica

Per tutti gli esperimenti condotti € stato eseguito il test-t di Student considerando
significativi i risultati con p<0.05 e in ExCell sono stati generati i grafici con relative
deviazioni standard, dove possibile calcolarle.

Per i saggi MTT, in GraphPad, & stata eseguita TANOVA One-way con test di Tuckey

considerando significativi i risultati con p<0.05.
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3.1 - Progettazione dei primers, clonaggio in RT-PCR e

sequenziamento

Per le nostre indagini sperimentali abbiamo selezionato alcuni geni marcatori di
pluripotenza e dei principali destini differenziativi (cardiaco, vascolare, nervoso e
muscolare).

Abbiamo fatto uno studio di sequenza di tutti gli mRNA dei geni scelti in modo da
identificare le potenziali regioni su cui progettare i primers e mediante strumenti
bioinformatici abbiamo valutato la specificita di questi.

Ogni coppia di primer da noi progettata per RT-PCR ¢ stata testata utilizzando cDNA
da hASC, tranne che per NEUROG1 e MyoD in cui si € reso necessario I'utilizzo di
cDNA da cuore, cervello e muscolo scheletrico (da RNA commerciali umani).
L’'amplificazione & stata fatta seguendo il protocollo standard, utilizzando le Ta
primers specifiche (Tab. 3) e un numero di cicli crescente in modo da valutarne la
cinetica.

Per i primer utilizzati in RT-PCR, il numero di cicli ottimale e sufficientemente lontano
dalla fase di plateau & stato: GAPDH 20 cicli (cy), VEGF 25 cy, OCT3/4 e MEF2C 30
cy, KLF4, SOX2, NANOG, NKX2.5, KDR e HGF 35 cy, NEUROG1 e MyoD 40cy (a
titolo di esempio, I'analisi della cinetica di NKX2.5 &€ mostrata in Figura 6).

Per testare i primer specifici per qPCR, & stato seguito il protocollo standard di real
time (come descritto nella specifica sezione in “Materiali e Metodi”) utilizzando le Ta
primers specifiche (Tab. 3) e 45 cicli. Sono stati usati cDNA da hASC tranne che per
GATA4, NEUROG1 e MyoD per i quali & stato usato cDNA tessuto specifico ottenuto.
Gli ampliconi ottenuti sia in RT- che g-PCR sono stati fatti correre su gel di agarosio
per l'analisi di lunghezza della banda e, nel caso dei primers da RT-PCR, per
identificare il numero di cicli ottimale.

Gli ampliconi di lunghezza attesa sono stati quindi sequenziati e la successiva analisi
bicinformatica della sequenza ha dimostrato che corrispondevano alla sequenza di
MRNA attesa.
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3.2 - Caratterizzazione delle cellule mesenchimali isolate dal

tessuto adiposo con Lipogems

La tecnologia innovativa utilizzata per isolare le hASC (in Fig. 7 una foto
rappresentativa della morfologia di tali cellule in coltura) da tessuto adiposo ha reso
necessario verificare se la frazione cellulare stromale possedesse i requisiti delle
cellule mesenchimali, ovvero I'espressione di CD105, CD73 e CD90 e le capacita di
differenziarsi in osteociti, condrociti ed adipociti. Inoltre, in itinere, ci & stato possibile
delineare il profilo di espressione genica delle hASC in condizioni basali, analizzando

I'espressione delle cellule utilizzate come controllo nei trattamenti con le onde.

3.2.1 L’immunofenotipo delle hASC

Abbiamo saggiato mediante FACS l'espressione da parte delle hASC dei
marcatori di membrana che, da letteratura, sono generalmente espressi dalle MSC.
La frazione cellulare isolata con il Lipogems presenta il fenotipo CD105/73/90" e

risulta essere negativa per CD34 (uno dei marcatori dei precursori emopoietici) e
CD45 (antigene dei linfociti) [Bianchi et al., 2013].

3.2.2 Il potere differenziativo delle hASC

Uno dei requisiti per definire mesenchimale una popolazione cellulare € la capacita di
differenziarsi di queste come in condrociti, osteociti ed adipociti.

Abbiamo quindi utilizzato kit commerciali e relativi protocolli sperimentali per

osteogenesi, condrogenesi ed adipogenesi su colture di hASC.

Il differenziamento adipogenetico.

Il trattamento con Red-O oil delle colture dopo 2-3 settimane di induzione
adipogenica ha mostrato la presenza di cellule vacuolate, tipica caratteristica
morfologica degli adipociti. La dimensione dei vacuoli cosi come delle cellule &

risultata essere correlata linearmente con il tempo di induzione [Bianchi et al., 2013].
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Il differenziamento osteogenetico.

Le colture incubate con il terreno di induzione osteogenica per 3 settimane
presentavano i caratteristici depositi di Calcio, evidenziati dopo trattamento con
l'Alizarin Red staining. Tuttavia, le modificazioni morfologiche tipiche del
differenziamento osteogenico, come [I'appiattimento del corpo cellulare in
concomitanza con la perdita dei processi fibroblastoidi, appariva entro la settimana

dall’inizio dell'induzione [Bianchi et al., 2013].

Il differenziamento condrogenetico.
L’analisi dei pellet cellulari indotti al differenziamento condrogenico ha mostrato la
presenza di abbondante matrice cellulare dopo 3 settimane ed & stata confermata la

presenza di Collagene di tipo Il [Bianchi et al., 2013].

3.2.3 - ll profilo d’espressione genica delle hASC in condizioni basali

Le nostre indagini sull’espressione genica di hASC sottoposte a stimoli fisici
potenzialmente differenziativi ci ha consentito indirettamente di delineare il profilo
d’espressione e la stabilita di questo nelle hASC in condizioni basali.

Abbiamo confrontato I'espressione dei marcatori di staminalita (i.e. SOX2, NANOG e
KLF4), del differenziamento cardio-vascolare (i.e. NKX2.5, GATA4, MEF2C) e
neuronale (i.e. NEUROGT1) relativa alle colture utilizzate come controllo dei vari
trattamenti.

Questo approccio ci ha permesso di ottenere ulteriori informazioni importanti sulle
hASC isolate da tessuto adiposo con Lipogems.

Le hASC esprimono tutti i geni in studio, anche se a livelli che possono essere
considerati basali. Inoltre, I'espressione di questi, relativizzata con quella del gene di
riferimento, & stata confrontata a diversi tempi dopo la semina, corrispondenti ai tempi
di trattamento utilizzati per gli esperimenti. | dati relativi allespressione normalizzata
di ogni marcatore d’espressione ai vari tmpi sperimentali sono stati mediati, ne & stata
calcolata la deviazione standard (DS) e la relativa deviazione percentuale dalla
media.

Per i due approcci sperimentali, con e senza tempo di incubazione alla fine del
trattamento, abbiamo ottenuto dati contrastanti.
L’espressione genica delle cellule controllo utilizzate negli esperimenti che

prevedevano 48 ore (n=3) e 7 giorni (n=4) di latenza ed analizzati in RT-PCR dopo la
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fine dello stimolo & risultata molto variabile sia tra le due classi di esperimenti che
all'interno della medesima classe (dati non mostrati).

Risultati diversi per i controlli del set di esperimenti che prevedevano 'analisi in gqPCR
dell’espressione subito dopo la fine del trattamento (n=4 per i tempi sperimentali di 2,
4,8 e 16 ore e n=3 per 24, 48 e 72 ore). Qui, I'espressione dei vari marcatori in studio
€ stata analizzata sia all'interno dello stessa classe di trattamento, confrontando 4 o 3
esperimenti indipendenti per valutare la ripetibilita del risultato (Fig. 8A), sia
globalmente, ovvero confrontando I'espressione dei vari geni in tutti i tempi
sperimentali (Fig. 8B), per stabilire se tale espressione fosse stabile. Il confronto dei
replicati relativi all’espressione di ogni gene per ogni tempo sperimentale mostra che
le hASC in condizioni basali presentano valori di espressione, espressi come
differenza media tra il Ct del gene d’interesse e il Ct del gene di riferimento, ripetibili,
presentando deviazioni percentuali rispetto a tale media comprese tra il 2 e 30%, con
moda pari al 7% (Fig. 8A).

E’ stata inoltre condotta I'analisi di espressione a livello globale, mediando i ACt di
ogni gene relativi a tutti i nostri tempi sperimentali e calcolando le relative DS. Anche
in questo caso, I'espressione di ogni gene risulta stabile: infatti, la media di tutti i ACt
dei vari tempi sperimentali (n=7) di ogni gene presenta deviazioni percentuali minori
del 10% (valore modale 4%) (Fig. 8B).

3.3 - Trattamenti con stimoli fisici

Abbiamo condotto due tipologie di esperimenti sul nostro modello cellulare.

Colture di hASC sono state trattate con onde semplici a morfologia quadratica e
sinusoidale alle frequenza di 0.55 Hz. Per la somministrazione abbiamo utilizzato un
amplificatore e un altoparlante costruiti per le nostre esigenze sperimentali e collegati
ad un generatore di onde meccaniche. Sono stati effettuati trattamenti di 24 ore
continuative seguite da 24 e 48 ore di latenza prima dell’estrazione del’RNA. Durante
questi esperimenti si € reso necessario isolare il sistema per bloccare il campo
elettromagnetico prodotto dalle componenti elettriche. Inoltre, tale sistema & stato
posto su un piano di marmo per evitare la propagazione dello stimolo ondulatorio

all'interno dell'incubatore.
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Lo stesso modello cellulare & stato trattato anche con un onda acustica
complessa normalizzata utilizzando il generatore di onde meccaniche, collegato ad
un computer portatile, e il Cell Exciter.

L’'onda complessa € stata somministrata con il generatore di vibrazioni meccaniche
per 24 ore seguite da 2, 7 e 12 giorni di latenza prima dell’estrazione del’RNA e per
2,4,8 e 16 ore senza incubazione dopo la fine dello stimolo.

La somministrazione con il Cell Exciter ha invece seguito un differente protocollo
sperimentale: sono stati effettuati trattamenti di 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72 ore e
I'estrazione dell’RNA é stata effettuata subito dopo la fine dello stimolo.

Oltre ai trattamenti con il suono normalizzato, abbiamo eseguito un altro set di
esperimenti che prevedevano [l'utilizzo dello stesso pool di frequenze ma non
sovrapposte.

Per tutti i trattamenti effettuati sono stati saggiati gli effetti in termini di variazione
dell’espressione genica tra cellule controllo e trattate mentre, solo per i trattamenti

con 'onda complessa sono stati valutati anche il numero di cellule e la vitalita.

3.3.1 Effetti delle onde semplici sull’espressione genica delle hASC

La fase preliminare della nostra ricerca ha previsto I'applicazione di onde
quadratiche e sinusoidali sul modello cellulare in uso.
Il nostro protocollo sperimentale ha previsto una somministrazione di 24 ore e 'analisi
degli effetti sia immediata che dopo 24 e 48 ore di incubazione senza stimolo. In RT-
PCR, abbiamo saggiato I'espressione di OCT3/4, KLF4, SOX2, come marcatori di
staminalita, NKX2.5 come marcatore del commitment cardiaco, VEGF, HGF, KDR
per il differenziamento vascolare e NEUROG1 e MyoD per lo sviluppo nervoso e
muscolo scheletrico rispettivamente.
| primi esperimenti, sia con onde quadratiche che sinusoidali, sono stati condotti
ponendo direttamente le piastre di coltura sul trasduttore del generatore di onde
meccaniche (dati non mostrati). Successivamente, grazie alla collaborazione con
ingegneri e fisici, abbiamo modificato il sistema di somministrazione: il sistema
amplificatore-altoparlante € stato inserito in un box in modo da schermare i campi
elettromagnetici generati dalle componenti elettriche dell’apparato. Inoltre, all’interno
dell’incubatore & stato posto un piano di marmo, su cui veniva poggiato il box, per

evitare la propagazione delle onde.
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Di seguito, verranno illustrati i risultati ottenuti in PCR quantitativa relativa
relativi alla somministrazione di onde quadratiche con I'apparato schermato e
posizionato sul piano di pietra; considerando I'isolamento del nostro sistema sia dalle
forze elettromagnetiche che da vibrazioni aspecifiche, le colture di controllo sono
state poste all'interno dello stesso incubatore dei trattamenti. In questa fase

preliminare abbiamo effettuato solo un set di esperimenti.

Ai tre tempi sperimentali, I'analisi quantitativa relativa mostra che le hASC
trattate per 24 ore con le onde quadratiche a 0.55 Hz subiscono fluttuazioni
nell’espressione dei geni in studio.

L’analisi degli effetti del trattamento senza tempo di latenza (n=1) mostra un trend
globale di sovraespressione dei marcatori del differenziamento vascolare e cardiaco
mentre I'espressione dei marcatori della staminalita € tendenzialmente stabile, ad
eccezione di KLF4, molto sovraespresso (Fig. 9A).

Gli effetti dei trattamenti analizzati dopo tempi variabili di latenza risultano essere
differenti tra di loro. Dopo 24 ore dalla fine dello stimolo (n=1), si pud osservare la
sovraespressione dei geni della pluripotenza mentre i marcatori del differenziamento,
upregolati subito dopo le 24 ore di somministrazione, risultano diminuire la loro
espressione, sebbene siano ancora tendenzialmente sovraespressi (Fig. 9B). Alle 48
ore (n=1), invece, I'analisi da noi condotta ha portato risultati solo per I'espressione di
NANOG, sottoespresso rispetto al controllo, e dei marcatori vasculogenici
sovraespressi rispetto al controllo (dati non mostrati).

In nessuno degli esperimenti & stato possibile valutare I'espressione di NEUROGT e
MyoD in PCR quantitativa relativa.

Questi dati, inclusi quelli relativi alle 48 ore di latenza (dati non mostrati) ci hanno
fornito il primo suggerimento in termini di approccio sperimentale; nonostante le
hASC rispondano alla stimolazione di natura vibrazionale, questa risposta, relativa ad

onde singole, tende a non fissarsi nel tempo (Fig. 9C).

3.3.2 - Effetti delle onde complesse sul numero di cellule e vitalita delle
hASC

Gli effetti dei trattamenti con le onde acustiche complesse sono stati valutati in

termini di differenze tra conta cellulare e vitalita nei controlli e trattati.
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Tali differenze sono state valutate sia a livello di specifico trattamento che a livello
globale, per valutare se i trattamenti di tipo vibrazionale con intensita inferiore a 1 g
(i.e. 9,8 m/s?) si ripercuotessero sulla vitalita cellulare.

La conta cellulare, che ci ha permesso sia di valutare il numero totale di cellule sia di
discriminare le cellule morte, & stata effettuata con Trypan Blue e camera di conta
Neubauer.

La somministrazione di stimoli ondulatori su hASC, senza considerare la durata del
trattamento, non ¢é risultata avere effetti significativi né sul numero di cellule né sulla
vitalita (n=21; Fig. 10A e B). A livello di singolo trattamento, sebbene abbiamo potuto
riscontrare variabilita, il test di correlazione effettuato (i.e. t-test) tra numero di cellule
e viability in controlli e trattati & risultato in tutti i casi non significativo, con p-value

molto maggiore di 0.05.

3.3.3 - Effetti delle onde complesse sull’espressione genica delle hASC
Suoni derivati da battiti cardiaci sono stai processati, come descritto nella
corrispondente sezione del capitolo “Materiali e Metodi”, in modo da ottenere un’onda
complessa da utilizzare come potenziale stimolo differenziativo su colture di hASC
isolate con il Lipogems. Quest'onda complessa, composta da 8 frequenze diverse, é
stata utilizzata come suono overlayed o normalizzato, in cui le componenti
ondulatorie avevano lo stesso tempo di inizio t;. Successivamente, le stesse 8
frequenze sono state utilizzate come melodia, ovvero ognuna con il proprio e
fisiologico ty.
Il piano sperimentale relativo alla somministrazione dell’'onda complessa normalizzata
e stato definito in itinere ed ha previsto l'utilizzo del generatore di vibrazioni
meccaniche con e senza sistema di schermatura e lutilizzo del Cell Exciter.
Nell'ultima fase sperimentale con il Cell Exciter, il suono overlayed & stato sostituito
con la melodia.
Di seguito verrano descritti i risultati relativi a parte degli esperimenti da noi effettuati

durante il mio percorso di dottorato, riassunti in Tabella 1.

Effetti dell’'onda complessa normalizzata somministrata con il generatore di
vibrazioni meccaniche.
In RT-PCR quantitativa relativa abbiamo saggiato I'espressione dei seguenti

marcatori sia in cellule controllo che dopo trattamento: OCT3/4, KLF4, SOX2,
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NANOG per la staminalita, NXK2.5 e MEF2C per il commitment cardiaco,VEGF, HGF
e KDR per lo sviluppo vascolare e NEUROG1 e MyoD per lo sviluppo nervoso e
muscolo scheletrico rispettivamente. In nessuno degli esperimenti effettuati & stato

possibile valutare I'espressione di NEUROG1 e MyoD in PCR quantitativa relativa.

La prima tipologia di trattamenti effettuati ha previsto la somministrazione per
24 ore del suono overlayed ed € stata eseguita utilizzando il generatore di vibrazioni
meccaniche, senza sistema di schermatura, e con periodo di incubazione pre analisi
di 24 (n=1) e 48 ore (n=1). Lo studio dell’espressione genica ha mostrato una
tendenza alla sovraespressione di tutti i geni in esame dopo 24 ore di latenza.
Analogamente agli esperimenti con le onde semplici, dopo 48 ore di incubazione
senza stimolo vibrazionale, il profilo d’espressione delle cellule trattate risultava

pressocché stabile rispetto ai controlli (dati non mostrati).

Simile approccio sperimentale & stato intrapreso utilizzando [l'apparato di
somministrazione schermato da vibrazioni aspecifiche e dai campi elettromagnetici.
Questo gruppo di esperimenti prevedevano 24 ore di stimolo, associate a 48 ore, 7 0
12 giorni di latenza.

Dopo 48 ore dalla fine dello stimolo (n=3), si pud osservare una generale tendenza
alla sovraespressione di OCT3/4 e SOX2 e di NKX2.5 e VEGF, espressi oltre 1.5
volte i controlli. Gli altri geni in studio, invece, risultano essere tendenzialmente
espressi stabilmente rispetto ai controlli (Fig. 11A). Tuttavia, i dati ottenuti in RT-PCR
quantitativa relativa, associati ad un’alta variabilita, non sono risultati essere
statisticamente significativi (t-test con p>0.05).

L’analisi dell’espressione genica effettuata dopo 7 giorni di latenza dalla fine delle 24
ore di stimolo mostra, ancora, un’alta variabilita nell’espressione dei vari geni (Fig.
11B). Nonostante cio, KLF4, NANOG e VEGF sono significativamente sovraespressi
(n=4) sia in PCR quantitativa relativa che qPCR real time (Fig. 11C). L’introduzione
della gPCR come tecnica di analisi, inoltre, ci ha permesso di ottenere informazioni
anche sull'espressione di NEUROGT1, significativamente sottoespresso rispetto ai
controlli (Fig. 11C).

In ultima analisi, abbiamo studiato gli effetti dellonda complessa normalizzata,
prolungando il tempo di incubazione dopo la fine del trattamento a 12 giorni (n=1). Le
variazioni nell’espressione genica, sia statisticamente significative che non, presenti

dopo i 2 e 7 giorni di latenza, a 12 giorni non sono piu percettibili per quanto riguarda
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'espressione dei marcatori di staminalita. Piu variabile il profilo d’espressione dei
marcatori di commitment e differenziamento: se da un lato NKX2.5, MEF2C, VEGF e
HGF sono ancora sovraespressi, KDR risulta essere circa I'80% in meno rispetto ai
controlli (Fig. 11D).

Osservando globalmente questi risultati, possiamo notare come 'aumento del tempo
di latenza dai 2 a 7 giorni attenui gli effetti dei nostri trattamenti, dimostrata dalla
riduzione dell’espressione relativa tra i 2 tempi sperimentali. | 12 giorni di
incubazione, invece, sembrano avere un triplice effetto: I'espressione dei geni della
staminalita presenta livelli comparabili a quelli dei controlli, NKX2.5 VEGF e HGF
risultano ancora molto espressi mentre I'altro marcatore della vasculogenesi in studio

e fortemente sottoespresso (Fig. 11E).

| risultati poco chiari relativi agli effetti del’onda acustica complessa studiati
dopo un periodo di latenza variabile, ci hanno indotto a modificare il nostro approccio
sperimentale. Abbiamo deciso, quindi, di sottoporre le colture di hASC a tempi brevi
di sommistrazione, 2, 4, 8 e 16 ore (n=1 per ogni tempo sperimentale) utilizzando il
generatore di vibrazioni meccaniche, e di analizzarne in qPCR gli effetti alla fine del
trattamento.
Questa tipologia di studio ci ha consentito di evidenziare gli effetti a fine trattamento
della somministrazione dell’onda acustica complessa come variazione d’espressione
di KLF4, SOX2, NANOG (per la staminalita), NXK2.5, GATA4 e MEF2C (per
commitment cardiaco), VEGF (sviluppo vascolare) e NEUROG1 (sviluppo nervoso).
Come mostrato nella Figura 12, I'espressione di tutti i geni in studio presenta delle
fluttuazioni lungo il tempo. Dopo 2 ore di stimolo, le cellule trattate mostrano una
generale tendenza alla stabilita di espressione rispetto ai controlli per quanto riguarda
i geni della staminalita e NKX2.5; al contempo, gli altri marcatori di commitment e
differenziamento, risultano sottoespressi. Tra le 4 e 8 ore di trattamento abbiamo
registrato una generale sovraespressione, piu precoce per NXK2.5, GATA4 e VEGF.
Dopo 16 ore, invece, tutti i geni in studio risultavano fortemente sottoespressi nei
trattati. Estrapolando i dati d’espressione relativia NKX2.5, MEF2C e VEGF, inoltre, &
stato possibile notare che le fluttuazioni di questi 3 geni, che compartecipano allo
sviluppo cardiovascolare, sono simili tra loro a tutti e 4 i tempi sperimentali (Fig. 12B).
Sebbene senza significativita statistica, quanto osservato in questi esperimenti, ci ha
portato ad utilizzare questo approccio sperimentale nei successivi esperimenti con le

onde complesse.
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Effetti dell’'onda complessa normalizzata somministrata con il Cell Exciter.

Il suono cardiaco processato, sia come suono normalizzato che come melodia,
e stato somministrato anche con un secondo apparato, il Cell Exciter. Colture di
hASC sono state quindi sottoposte a 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72 ore di stimolo e ne &
stata saggiata I'espressione in qPCR di KLF4, SOX2, NANOG (staminalita), NXK2.5,
GATA4 e MEF2C (sviluppo cardiaco), VEGF (sviluppo vascolare), NEUROG1

(sviluppo nervoso).

In prima istanza, abbiamo saggiato gli effetti del’'onda complessa overlayed ai vari
time points (n=2). Come mostrato in Figura 13A, I'espressione di tutti i geni in studio
presenta delle fluttuazioni. Sebbene nessun dato risulti significativo a livello statistico,
il trend di espressione globale € risultato interessante.

Mentre dopo 2 ore di trattamento tutti i geni in studio sono risultati sottoespressi, tra le
4 e 72 ore si pu0 notare una coordinazione tra I'espressione dei geni della staminalita
e dello sviluppo cardiovascolare.

KLF4, NANOG e SOX2, sottoespressi nei trattati dopo 2 ore di stimolazione, trale 4 e
8 ore di trattamento presentano picchi di sovraespressione; tra le 16 e 48 ore di
trattamento, invece, I'entita di sovraespressione tende a diminuire progressivamente.
Alle 72 ore, i geni della staminalita risultano essere sottoespressi (Fig. 13B).
L’espressione dei geni correlati ai vari destini differenziativi risulta essere meno
chiara in quanto non € evidenziabile un pattern d’espressione ma solo fluttuazioni
(Fig. 13C).

Valutando pero i dati d’espressione relativi ai vari time points non come istogrammi
ma come curve di distribuzione, & possibile apprezzare come la morfologia delle
curve di NKX2.5, GATA4 e MEF2C risulti essere simile (Fig 13D).

Colture di hASC sono state successivamente trattate con i suoni cardiaci
processati ma non sovrapposti. Questa melodia & stata somministrata per 2, 4, 8, 16,
24, 48 e 72 ore (n=1 per ogni tempo sperimentale) ed in qPCR & stata valutata
l'espressione dei marcatori di staminalita e dei principali destini differenziativi,
includendo anche lo studio di MyoD.

Come mostrato in Figura 14A, 'andamento a livello globale di tutti i marcatori in
studio mostra numerose fluttuazioni in funzione dei tempi di trattamento.
Per quanto riguarda I'espressione di KLF4, NANOG e SOX2 (Fig. 14B e C), i

trattamenti di diversa durata con la melodia inducono oscillazioni dell’espressione di
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SOX2 e NANOG coordinate nel tempo. Tra i trattamenti di 2, 4 e 8 ore entrambi da
un’iniziale sovraespressione tendono ad eguagliare i livelli registrati nei controlli a cui
segue una forte sottoespressione dopo 16 e 24 di stimolazione. Dopo 48 e 72 ore,
invece, [lespressione di questi risulta infine upregolata dal trattamento.
Parallelamente, I'espressione di KLF4 presenta piu fluttuazioni ai vari tempi
sperimentali.

| livelli d’espressione dei marcatori dei differenziamenti presentano anch’essi delle
fluttuazioni (Fig. 14D ed E). A livello globale si pud notare come i trattamenti di 16, 24
e 48 ore inducano una sottoespressione di tutti i geni in studio, mentre gli altri tempi
sperimentali vedono una globale tendenza alla sovraespressione.

Utilizzando i grafici di distribuzione, si nota un pattern di espressione coordinato tra
NKX2.5, GATA4, MEF2C e VEGF (Fig. 14F). Le curve che rappresentano
l'espressione di questi quattro marcatori presentano una morfologia quasi
sovrapponibile, specialmente per NKX2.5 e GATA4, sebbene siano sfasate a livello

temporale (Fig. 14G).

3.4 - Trattamenti con estratti embrionali di Zebrafish

Le cellule mesenchimali isolate dal tessuto adiposo con tecnologia Lipogems
hanno rappresentato il modello cellulare per studiare gli effetti di estratti embrionali di
Zebrafish sul differenziamento. L'ipotesi sperimentale di questa specifica ricerca trova
le basi su dati in letteratura che mostrano il potenziale antiproliferativo di queste
soluzioni in vitro, su linee cellulari tumorali. Anche in vivo sono stati riportati risultati in
merito: pazienti con epatocarcinoma avanzato cui sono stati somministrati gli estratti
durante un trial clinico hanno mostrato nel 25% dei casi una risposta completa al
trattamento, in termini di crescita della massa tumorale e livelli di marcatori specifici
del cancro.

Dati questi presupposti, abbiamo iniziato uno studio preliminare per valutare se tale
effetto antiproliferativo poteva assumere una connotazione di effetto pro-
differenziativo a livello molecolare.

Abbiamo quindi testato con saggi MTT gli effetti di tali estratti sulla proliferazione del
nostro modello e abbiamo trattato, quindi, colture di hASC con gli estratti piu efficaci.

Lo studio degli effetti &€ stato condotto sia a livello di vitalita cellulare che di
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espressione di marcatori della pluripotenza (OCT3/4 e/lo KLF4 elo c-Myc) e marcatori
dello sviluppo cardiovascolare (NKX2.5 e/lo MEF2C e VEGF) e nervoso (NEUROGT).

3.4.1 - Caratterizzazione degli estratti embrionali di Zebrafish

Dalla casa produttrice, abbiamo ottenuto 6 soluzioni gliceroalcoliche contenenti
estratti embrionali di Zebrafish relativi a 5 fasi di sviluppo piu una soluzione mix di
queste. Non avendo avuto indicazioni specifiche sulla composizione, in termini
molecolari sia qualitativi che quantitativi, se non l'alto contenuto proteico, abbiamo
deciso di caratterizzare a livello quantitativo le soluzioni.
Mediante BCA assay e lettura al NanoDrop abbiamo effettuato il dosaggio proteico
delle 6 fasi a 3 diluizioni diverse (puro, 1:2 e 1:4 in acqua deionizzata). In tale
misurazione abbiamo anche incluso il solo solvente glicero alcolico, sempre a 3
diluizioni, verificando che I'assorbanza di questo fosse praticamente nulla (Tab. 4).
Abbiamo quindi separato con corsa elettroforetica verticale lo stesso quantitativo in
Mg dei sei estratti per visualizzare la composizione specifica di ogni soluzione.
Come evidenziato in Figura 15, tutti gli estratti ZF presentano 2 cluster proteici
principali, ovvero tra i 70 e 250 KDa e tra i 25 e 37 KDa. Confrontando l'intensita
delle bande dei cluster & possibile individuare delle differenze in termini quantititativi.
Le proteine a piu alto peso molecolare sono meno abbondanti negli estratti relativi
allo sviluppo tardivo, in particolare quelle oltre i 150 KDa, mentre le proteine intorno
ai 75 KDa risultano maggiori negli estratti ZF4 e ZF5. Quadro analogo per il range
20-37 KDa: le proteine da circa 30 KDa sono meno abbondanti in ZF4 e ZF5 mentre
quelle tra i 20 e 25 KDa sono maggiori nelle due fasi di sviluppo tardivo.
Oltre ai cluster comuni, &€ possibile notare la presenza di polipeptidi stadio specifici,

come ad esempio le bande da circa 18 KDa e 37 KDa visibili solo in ZF5 e/o ZF4.

3.4.2 - Effetti dei trattamenti con gli estratti ZF sulla proliferazione delle
hASC

La letteratura pregressa [Biava et al., 2001] in merito agli effetti antiproliferativi
degli estratti embrionali di D. rerio su cellule tumorali immortalizzate ci ha suggerito la
prima indagine sperimentale da effettuare sul nostro modello.
Dopo I'ottimizzazione della densita cellulare di semina, appurata per 5000 cellule/cm?

in piastre da 48 pozzetti, abbiamo condotto saggi MTT in triplicato sulle hASC trattate
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con tutti gli estratti in nostro possesso a 4 concentrazioni, pari a 10, 1, 0.1 e 0.01
Mg/ml dopo 24 e 72 ore dalla somministrazione.

Dopo 24 ore dal trattamento, l'analisi dell’assorbanza non ha dato risultati
statisticamente significativi. Nonostante cid, come mostrato in Figura 16A, & possibile
notare che mentre le fasi derivanti da embrioni precoci (ZF1-3) mantengono il numero
di cellule delle colture trattate pressoché stabile rispetto a quello dei controlli, le fasi
ZF4, ZF5 e la mix ZF6 inibiscono la proliferazione.

L’analisi dell’assorbanza dopo 72 ore dal trattamento (Fig. 16B), invece, ha portato
alla significativita statistica quanto evidenziato dallo studio alle 24 ore. | trattamenti
con gli estratti ZF1, ZF2 e ZF3 non risultano significativamente inibitori della
proliferazione, sebbene sia possibile notare come il trattamento con le soluzioni 10
pg/ml riducano il numero di cellule nelle colture trattate. Al contrario, i trattamenti con
le soluzioni ZF4, ZF5 e ZF6 alla concentrazione di 10 pg/ml riducono
significativamente la proliferazione delle hASC (p<0.01), cosi come i trattamenti con
ZF5 1 ug/mle ZF6 1 € 0.1 pg/ml.

In funzione di questi risultati abbiamo deciso di iniziare lo studio preliminare degli
effetti sull’espressione genica della soluzione ZF6, la mix dei 5 estratti stadio-

specifici.

3.4.3 - Effetti dei trattamenti con gli estratti ZF sulla vitalita delle hASC
Alla fine di ogni trattamento con ZF6 alle 4 concentrazioni e ZF5 10 ug/mi

abbiamo valutato la viability ai tempi sperimentali scelti.

Nessun trattamento effettuato risulta inficiare la vitalita cellulare. Tuttavia, gli estratti

ZF6, mix delle fasi, e ZF5, derivato da embrioni allo stadio di primordia, alla massima

concentrazione, riducono la viability rispettivamente del 2.5 e 3 % nei trattati dopo 24

ore dal trattamento (Fig. 17A e B).

3.4.4 - Effetti dei trattamenti con estratti ZF sull’espressione genica delle
hASC

Dopo aver evidenziato quali estratti avessero effetti inibitori sulla proliferazione
del nostro modello, abbiamo deciso di indagare gli effetti sulle hASC a livello
molecolare della mix delle fasi, ZF6, e della ZF5, relativa allo stadio di primordia dello

sviluppo del pesce zebra.
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Sebbene siano stati eseguiti piu esperimenti (cfr. “I trattamenti con gli estratti di
Zebrafish” nel capitolo “Materiali e Metodi”), qui verranno illustrati i risultati ottenuti ad
oggi relativi agli esperimenti riassunti nella Tabella 1C.

Per lo screening preliminare, abbiamo saggiato in RT-PCR I'espressione di
OCT3/4 elo KLF4 per quanto riguarda i marcatori di staminalita, di NKX2.5 e/o
MEF2C per lo sviluppo cardiaco e VEGF per quello vascolare nelle hASC trattate con
ZF6 alle concentrazioni di 10, 1, 0.1 e 0.01 ug/ml. Come tempi sperimentali abbiamo
scelto 24 ore per tutte le concentrazioni, 72 ore per la 10 uyg/ml e 7 giorni dalla
somministrazione per le concentrazioni minori.

Dopo 24 ore dalla somministrazione della mix delle fasi (ZF6) alle 4

concentrazioni (n=1 per ogni concentrazione) abbiamo studiato I'espressione di
OCT3/4, MEF2C e VEGF in RT-PCR.
Come mostrato in Figura 18A, ZF6 10 pg/ml induce la sottoespressione di OCT3/4
mentre i marcatori del differenziamento cardiovascolare risultano essere comparabili
ai controlli (variazione d’espressione rispetto al controllo compresa tra =+ 0.18). Le
concentrazioni minori, invece, tendono a mitigare gli effetti riscontrati, ovvero minor
sottoregolazione di OCT3/4 che culmina con un’importante sovraespressione dopo
trattamento con la ZF6 0.01 ug/ml e ripristino dell’espressione basale per MEF2C e
VEGF.

Dopo 72 ore, gli effetti del trattamento con ZF6 10 ug/ml (n=1), stimato come
variazione d’espressione di OCT3/4, KLF4, NKX2.5, MEF2C e VEGF in RT-PCR
sono rappresentati da una sostanziale stabilita dei marcatori della staminalita e
NKX2.5 (variazione dell’1% circa rispetto ai controlli) mentre MEF2C e VEGF (Fig.
18B) risultano essere sovraespressi.

Ai 7 giorni dal trattamento con la mix delle fasi, invece, abbiamo valutato in RT-
PCR solo le concentrazioni 1 (n=1), 0.1 e 0.01 pg/ml (n=2). Le variazioni
dell’espressione di OCT3/4, KLF4, NKX2.5, MEF2C e VEGF non presentano una
correlazione con la concentrazione dopo 7 giorni dal trattamento (Fig. 18C); infatti se
1 ug/ml di ZF6 mantiene pressocché stabili i livelli di KLF4, MEF2C e VEGF in
parallelo con la sovraespressione di OCT3/4 e NKX2.5, ZF6 ai 0.1 ug/ml da
sovraespressione solo di KLF4 ed NKX2.5. Per quanto riguarda la concentrazione
minima in uso, gli effetti di questa sull’espressione genica delle hASC risultano

paragonabili a quelli descritti per la mix delle fasi somministrata alla dose di 1 ug/ml.

62



Risultati

Dato che la concentrazione di 10 ug/ml risultava avere effetti antiproliferativi sia
dopo 24 che 72 ore (Fig. 16A e B), allanalisi d’espressione in PCR quantitativa
relativa, abbiamo associato lo studio in qPCR dell’espressione di c-Myc come
marcatore di staminalita, VEGF e NEUROG1. Per la ZF6, abbiamo valutato tutti e tre
i tempi sperimentali (i.e. 24 e 72 ore e 7 giorni) ed incluso lo studio di NKX2.5 alle 72
ore, mentre per ZF5 al momento, solo 24 ore dal trattamento.

Nonostante abbiamo valutato due marcatori diversi nelle due tecniche, per
quanto riguarda la stima degli effetti del trattamento in termini di espressione di
staminalita abbiamo potuto riscontrare concordanza di risultati sia alle 24 che 72 ore
dal trattamento. Come mostrato in Figura 18 D ed E, nel trattamento con ZF6 10
pg/ml i marcatori di pluripotenza dopo 24 ore risultano sottoespressi mentre alle 72 le
variazioni sono da considerarsi prossime allo zero.

Considerazioni simili per I'espressione di VEGF alle 24 e 72 ore in cui quanto
evidenziato in RT-PCR é risultato confermato ed amplificato dallo studio in gPCR.
VEGF alle 24 ore € infatti, & risultato piu sottoespresso in gPCR rispetto alla RT-PCR
€ viceversa sovraespresso alle 72 ore, piu sensibilmente in real time (Fig. 18F e G).
E’ stata condotta anche l'analisi d’espressione di NKX2.5; la stabilita riscontrata in
PCR quantitativa relativa dopo 72 ore dal trattamento, in qPCR ¢ risultata essere una
sovraespressione (Fig. 18G). Infine, dato che in RT-PCR non siamo mai riusciti ad
ottenere risultati in merito all’espressione di NEUROG1 nelle hASC, anche per lo
studio degli effetti di ZF abbiamo utilizzato la qPCR per indagarne I'espressione (Fig.
18H).

Considerando i risultati ottenuti per la ZF6, in cui le variazioni dell’espressione
genica correlabili all'inibizione della proliferazione erano maggiori dopo 24 ore del
trattamento, abbiamo valutato anche I'espressione delle hASC trattate con ZF5 dopo
24 ore dal trattamento. Alla medesima concentrazione, pari a 10 ug/ml, e allo stesso
tempo sperimentale, i due estratti inducono effetti diversi per quanto riguarda
'espressione di c-Myc e NEUROGH1, rispettivamente sottoespresso e stabile dopo
trattamento con ZF6, e stabile e sottoespresso dopo quello con ZF5. In entrambi i
trattamenti, invece, si ha la sottoespressione di VEGF, piu spiccata con la fase 5 (Fig.
18l).
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3.5 - L’ottimizzazione del protocollo di Western Blot

Nel nostro percorso sperimentale, il piano prevedeva di verificare se le
variazioni dell’espressione di alcuni geni in esame si traducevano in variazioni
significative dell’espressione delle proteine corrispondenti o, in altri termini, se queste
variazioni erano di tipo funzionale.

Abbiamo scelto con proteine d’interesse i fattori di trascrizione SOX2 e NANOG come
indicatori di pluripotenza ed NKX2.5 per il destino differenziativo cardiaco mentre la
proteina del GAPDH ¢ stata scelta come riferimento.

Dato che nel nostro laboratorio I'analisi dell’espressione proteica non era una
procedura di routine, tanto meno per queste specifiche proteine, abbiamo iniziato
I'ottimizzazione a partire dall’estrazione delle proteine totali delle hASC con |l
protocollo del RIPA buffer.

Le proteine totali da hASC non trattate sono state utilizzate per la messa a punto del
protocollo di Western Blot, percorso che & ancora in atto in quanto le condizioni
procedurali adeguate e ripetibili sono state definite solo per il GAPDH in hASC e per
NKX2.5 solo in proteine totali estratte dal ventricolo destro di ratto.

Lo studio dell’espressione della proteina di riferimento ci ha consentito di valutare ed
identificare le condizioni procedurali non solo specifiche di questa proteina ma anche
della fase di blotting in sé, indipendentemente da quale anticorpo/proteina fosse in
studio.

Per lo studio dell’espressione proteica di GAPDH, le migliori condizioni sono state:
I'SDS-page di 40 ug di proteine estratte da hASC, trasferimento su membrana per 90
minuti a 30V in ghiaccio con buffer addizionato con lo 0.05% di SDS, Rabbit anti-
GAPDH 1:3000 diluito in una soluzione di BSA al 5% e incubato O/N in camera
fredda, incubazione secondaria con anti-Rabbit 1:5000 diluito in una soluzione di latte
al 5% ed esposizione di un’ora dopo incubazione con I'ECL.

La modifica del buffer di trasferimento si &€ resa necessaria per massimizzare il
trasferimento delle proteine, sopprattuto quelle ad alto peso (oltre i 100 KDa), dal gel
alla nitrocellulosa. Sono state testate diverse concentrazioni aggiuntive di SDS in
associazione o meno con concentrazioni decrescenti di metanolo. Il buffer con lo
0.05% di SDS in piu oltre a quello standard e senza metanolo addizionato é risultato
essere il piu efficiente ed ¢ stato utilizzato in tutti i test.

Ci é stato possibile saggiare I'espressione di NKX2.5, fattore trascrizionale specifico
del commisionamento cardiaco, solo utilizzando proteine tessuto-specifiche di ratto,

nonostante, in accordo con le istruzioni della casa produttrice dell’anticorpo, la specie
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murina non era menzionata come bersaglio. L’anticorpo reagisce con le 3 isoforme
proteiche di NKX2.5 e le 3 bande corrispondenti sono state ottenute alle seguenti
condizioni: 40 ug di proteine ventricolari di ratto, blotting nelle nostre condizioni
standard, Rabbit anti- NKX2.5 1:1000 diluito in una soluzione di BSA al 5% e
incubato O/N in camera fredda, incubazione secondaria con anti-Rabbit 1:5000 diluito
in una soluzione di latte al 5% ed esposizione di 24 ore dopo incubazione con I'ECL.
Per SOX2 e NANOG, invece, la visualizzazione mediante ECL, sia a sensibilita
standard che nel range dei femtogrammi, ha avuto successo solo una volta,
nonostante i numerosi tentativi di ripetizione. Gli unici test con esito positivo hanno
previsto le seguenti condizioni. Per NANOG, 60 ug di proteine da hASC, blotting in
condizioni standard, Rabbit-anti-NANOG 1:1000 diluito in una soluzione di BSA al 5%
e incubato O/N in camera fredda, incubazione secondaria con anti-Rabbit 1:5000
diluito in una soluzione di latte al 5% ed esposizione di 24 ore dopo incubazione con
'ECL. Per SOX2, 40 ug di proteine da hASC, blotting in condizioni standard, Rabbit-
anti-SOX2 1:5000 diluito in TBS-T e incubato O/N in camera fredda, incubazione
secondaria con anti-Rabbit 1:5000 diluito in una TBS-T ed esposizione di 8 minuti
dopo incubazione con 'ECL ad alta sensibilita.

La messa a punto dell’analisi delle proteine & ancora in corso.
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Tutti i processi biologici sono interpretabili come il risultato dell'interazione di
molteplici reti regolatorie che, a piu livelli, mantengono 'omeostasi cellulare e di tutto
I'organismo.

Gli aspetti molecolari e chimici che portano all’esplicazione di una determinata risposta
o di una funzione sono stati e sono tuttoggi ampiamente studiati, nei microrganismi
cosi come nelle specie superiori. Determinate molecole, sia naturali, come I'acido
retinoico [Duester, 2008] o i fattori di differenziamento contenuti negli estratti embrionali
di Zebrafish, che di sintesi, come gli esteri di acido retinoico, butirrico e ialuronico, si
sono dimostrate essere importanti modulatrici della fisiologia cellulare [Biava et al.,
2001], in particolare del processo del differenziamento[Duester, 2008; Maioli et al.,
2010; Ventura et al., 2007]. Meno approfondito €, invece, lo studio del ruolo regolatorio
che ricoprono le interazioni di tipo fisico. |l semplice contatto cellula-cellula pud
rappresentare lo stimolo che induce un blocco della proliferazione o, nel caso
dell’embrione in via di sviluppo, I'incipit del programma differenziativo che determina la
transizione tra morula e blastula [Gilbert, 1996]. In questo specifico esempio, oltre alle
molecole di membrana, le pulsazioni citoscheletriche, risultato del continuo
rimodellamento del citoscheletro, possono rappresentare la forma di comunicazione
cellulare non molecolare alla base del significato dell’inibizione da contatto. O, ancora,
e stato recentemente mostrato che le macromolecole organiche, quali le proteine,
vibrano in maniera specifica in funzione delle modificazioni post-traduzionali cui sono
sottoposte [Acbas et al., 2014]. Inoltre, interazioni di tipo fisico sono ipotizzate essere
anche alla base della complessita a livello evolutivo. || cromosoma circolare dei batteri
€ organizzato in unita policistroniche: geni che regolano un certo metabolismo e che
devono essere espressi o inibiti nello stesso momento sono topograficamente
localizzati in regioni adiacenti in modo da avere una rapida trascrizione [Prescott et al.,
2008]. Negli organismi superiori, oltre a non essere presente l'organizzazione in
operoni, i geni dello stesso pathway regolatorio sono localizzati spesso in regioni
cromosomiche diverse. L’organizzazione della cromatina, in associazione con i fattori
di trascrizione, assicura la rapidita e coordinazione dell’espressione genica negli
eucarioti. L'impacchettamento del DNA, grazie alla presenza delle proteine strutturali,
crea delle anse, dei ripiegamenti che avvicinano, o allontanano fisicamente le varie
regioni cromosomiche [Alberts et al., 2002; Lodish et al., 2000]. Questa topografia
viene opportunamente modificata dall’azione dei fattori di trascrizione. Queste
molecole proteiche, in virtu dei loro domini, piegano il DNA in modo che la nuova

conformazione sia stabile per il tempo necessario e interagisca col complesso del’RNA
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polimerasi in modo da velocizzare o inibire il processo trascrizionale. In questo
contesto, la trascrizione pud essere interpretata come il risultato dell'interazione di
molteplici forze fisiche. Il legame tra 'omeodominio del fattore di trascrizione e il DNA,
che risulta nel ripiegamento delle anse di DNA, genera forze elastiche di verso
contrario tra loro che, da un lato, tendono a riportare il sistema nella posizione originale
(forze elastiche intrinseche alla molecola dell’acido nucleico), dall’altro mantengono la
nuova conformazione. La posizione relativa della nuova ansa formata andra a
determinare o meno I'attivazione della trascrizione. Se all'interpretazione meccanica di
un processo fondamentale come la trascrizione si associa la variabile tempo, il gioco di
forze appena descritto diventa il modulo dinamico che determina la fisiologia di una
cellula. La conformazione derivante dal legame DNA-fattore di trascrizione non ¢
permanente; in ogni specifico momento del ciclo cellulare determinate unita
trascrizionali sono temporaneamente attive, mentre altre sono temporaneamente
silenziate, determinando un’oscillazione dell’espressione dei geni in questione. Nel
contesto dello sviluppo, non solo differenti topografie cromosomiche sono state
associate ad uno specifico lineage differenziativo [Rajapakse et al., 2009] ma anche le
oscillazioni nel tempo dell’espressione di determinati geni si sono rivelate fondamentali
durante I'embriogenesi e linstaurarsi dei vari pattern differenziativi. | comportamento
dei geni Hes rappresentano un chiaro esempio. Questa famiglia genica codifica per
fattori di trascrizione che presentano domini elica-ansa-elica, tipico motivo dei geni
repressori, e regolano l'instaurarsi del differenziamento sostenendo I'autorinnovamento
cellulare. Nello specifico, I'espressione sia di Hes?1 che Hes7 presenta una periodicita
stimata intorno alle 2 ore. Inoltre, la periodicita di Hes1 & cellula-specifica e varia in
funzione delle diverse fasi di diversi cicli, risultando cosi una grande variabilita tra
cellule diverse in ogni momento. In definitiva, questi livelli d’espressione fluttuanti nel
tempo vanno a determinare il bilanciamento tra proliferazione e differenziamento
[Kageyama et al., 2007].

Le evidenze sul ruolo regolatorio non solo di molecole ma anche di forze di tipo
fisico hanno rappresentato la base teorica della nostra ricerca, il cui obiettivo finale &
quello di identificare nuove strategie differenziative per migliorare la terapia cellulare e
fornire nuovi strumenti alla medicina rigenerativa.

L’utilizzo di cellule staminali nella pratica clinica, se da un lato & altamente promettente,
dall’altro comporta delle importanti limitazioni, strettamente correlate alla staminalita,
quali la cancerogenicita, I'efficienza di differenziamento e 'homing dopo trapianto. Se a

questi aspetti si aggiunge tutta la pratica di di preparazione del PTC (i.e. Prodotto per
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Terapia Cellulare) che avviene in laboratorio, le variabili su cui la ricerca non ha ancora
pieno controllo aumentano. Ad oggi, infatti, I'induzione al differenziamento & ottenuta
per lo piu mediante l'utilizzo di numerosi composti chimici o di cocktail differenziativi,
strategie manipolative spesso efficaci ma altrettanto spesso non compatibili con
l'utilizzo sulluomo. Il requisito di poca manipolazione & infatti uno dei punti cardine
delle cGMP, delle linee guida della pratica di produzione [Tremolada et al., 2010;
Bianchi et al., 2013]. In linea con queste norme sarebbe il condizionamento verso un
determinato destino differenziativo attuato mediante I'utilizzo di forze fisiche o con
molecole di origine naturale che, comunemente, potremmo definire “integratori”.

Interessanti risultati sono stati ottenuti in vitro con l'applicazione di campi
elettromagnetici sia su cellule derivate da teratocarcinoma embrionale di topo sia su
cellule mesenchimali umane e fibroblasti adulti utilizzando il Radio Electric Asymmetric
Conveyer o REAC [Maioli et al., 2012, 2013a e 2013b]. Queste tipologie di cellule,
dopo il trattamento, esprimevano i marcatori genetici tipici dei principali destini
differenziativi passando attraverso una fase di sovraespressione dei marcatori della
pluripotenza. Le onde applicate, in qualche modo, hanno direzionato le forze fisiche
che naturalmente sono presenti ed agiscono a livello subnucleare a dare un profilo
d’espressione che, in condizioni basali, non si sarebbe avuto.

Abbiamo quindi deciso di verificare se anche le onde di tipo meccanico, nello
specifico acustiche, potessero agire sui sistemi di forze intracellulari, utilizzando come
modello le cellule stromali mesenchimali isolate dal tessuto adiposo, le hASC, con |l
Lipogems. La scelta del modello € stata effettuata considerando due caratteristiche
fondamentali di queste cellule, ovvero la reperibilita del tessuto d’origine e la tecnica di
isolamento. Il tessuto adiposo, oltre ad essere abbondante nell’adulto [Lohman e
Going, 1993], presenta la frazione stromale ricca di cellule multipotenti ed &
generalemente scartato dopo gli interventi chirurgici [Tremolada et al., 2010]. La
procedura di isolamento degli elementi stromali, da letteratura, prevede la digestione
del tessuto con Collagenasi e successiva emolisi [Zuk et al., 2001], trattamenti che non
compromettono la vitalita delle cellule multipotenti ma distruggono i glicocalici, strutture
extracellulari fondamentali per comunicazione ed adesione cellulare [Bianchi et al.,
2013]. Le hASC da noi utilizzate invece, sono state isolate dal lipoaspirato mediante la
sola triturazione meccanica del tessuto. Con l'utilizzo del Lipogems, & stato possibile
ottenere in pochi minuti un prodotto integro e pronto per essere messo in coltura. Le

cellule aderenti isolate dal prodotto di Lipogems sono state caratterizzate e sono
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risultate positive per i marcatori di membrana ed esplicazione del potenziale
differenziativo tipici delle popolazioni mesenchimali [Bianchi et al., 2013].

Abbiamo quindi sottoposto le hASC a trattamenti con onde semplici e con veri e
propri suoni per tempi diversi, utilizzando o meno tempi latenza prima dello studio
dell’espressione genica e utilizzando due apparecchiature di somministrazione, diverse
fondamentalmente per il grado di riproducibilita delle componenti.

Durante il nostro lavoro sperimentale oltre a valutare gli effetti dei vari
trattamenti, abbiamo anche avuto modo di valutare la bonta del nostro modello
cellulare e di constatare che la gamma di onde e frequenze in uso non induceva
variazioni significative della vitalita cellulare (Fig. 10B). Mediante una meta-analisi dei
dati d’espressione di tutte le colture di controllo, I'analisi critica dei risultati ci ha
indirettamente consentito di valutare le hASC come modello. Abbiamo riscontrato una
non coerenza tra i dati relativi ai controlli degli esperimenti che prevedevano i tempi di
latenza e quelli con analisi immediata alla fine dello stimolo. Inizialmente, questa
discrepanza € stata imputata alla lunghezza dei tempi sperimentali in quanto, durante il
periodo di latenza post trattamento, le hASC sono state mantenute in incubatore e |l
terreno di coltura non € stato cambiato e cid avrebbe inficiato sul profilo d’espressione
a causa dellaccumulo di cataboliti. Questa considerazione, se poteva essere valida
per gli esperimenti a 7 giorni (ovvero 9 giorni dalla semina), risultava molto debole per
le 48 ore di incubazione dopo la fine dello stimolo; infatti, a livello teorico, le colture di
controllo degli esperimenti che prevedevano 24 ore di stimolo e 48 di latenza erano
equiparabili a quelli che prevedevano 72 ore di trattamento continuativo. Alla luce di
cio, abbiamo ipotizzato che le differenze tra questi due tipi di esperimenti potessero
essere apparenti; questo perché sono state usate due tecniche differenti, RT-PCR e
gPCR rispettivamente, che esprimono i risultati in maniera non comparabile, ovvero
come numero puro, risultato di una rapporto tra due masse, e una differenza di cicli di
PCR. Quest’ipotesi risulta essere supportata dal pool di dati omogenei, quelli relativi
all’'espressione dei controlli dei soli esperimenti che non prevedevano tempi di latenza.
Tutti i valori di espressione dei geni in studio (KLF4, SOX2, NANOG, NKX2.5, MEF2C,
VEGF e NEUROGT), ai 7 tempi sperimentali (2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72 ore) sono il
risultato della media di 4 o 3 replicati biologici, espressa come ACt tra il gene
d’interesse e il gene di riferimento. La sola media di tali replicati presenta un valore
modale di DS del 7% mentre per ogni gene la media dei ACt relativi ai 7 tempi
sperimentali presentava DS percentuale con moda del 4%. Questi errori si traducono in

una differenza di cicli tra i 7 tempi compresa tra 0.5 e 1.4 (Fig. 8B), valori che, nella
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prassi comune, consentono di considerare accettabili due replicati tecnici. Per queste
ragioni, abbiamo potuto assumere che le hASC rappresentano un modello cellulare
stabile in termini d’espressione genica e, di conseguenza, ogni variazione dopo
trattamento rappresenta un dato con un proprio significato.

Alla luce di cid, tutti i nostri trattamenti hanno indotto variazioni nell’espressione
dei geni in studio, sebbene non sempre di facile interpretazione. A prescindere dalla
tipologia di onda somministrata, I'approccio sperimentale che prevedeva un tempo di
incubazione dopo la fine dello stimolo si € dimostrato non essere adeguato per i nostri
scopi. Piu precisamente, il tempo di latenza post-trattamento non fornisce informazioni
su quali effetti sulla trascrizione genica siano stati provocati dallo stimolo
somministrato, ma solo la risposta cellulare che risulta dopo un tempo variabile dalla
perturbazione e per quanto tempo questa risposta risulta registrabile. Come mostrato
in Figura 8 E, relativo al set di esperimenti con maggior mole sperimentale, le
variazioni dei livelli di trascritto dei marcatori di staminalitd tende a tornare ai livelli
basali dopo 12 giorni. Piu variabile € il comportamento dei marcatori di commitment o
differenziamento anche se si percepisce la tendenza a tornare ai livelli di controllo.
Inoltre, la consapevolezza della periodicita nell’espressione di molti geni, rende ancora
meno forte linterpretazione delle piccole variazioni rispetto ai controlli, come ad
esempio I'espressione di NANOG e KDR, rappresentata nel medesimo grafico.

Il cambio dell’approccio sperimentale si € rivelato efficace per i nostri obiettivi.
L’analisi dell’'espressione, sia in RT-PCR che qPCR, effettuata subito dopo la fine dello
stimolo ci ha consentito di valutare in “tempo reale” se e come il nostro stimolo fisico
agiva sull'espressione delle hASC. L’analisi degli effetti dellonda complessa
normalizzata, derivata da suoni cardiaci processati in modo da avere 8 singole
frequenze sovrapposte, € stata eseguita, inoltre, utilizzando due approcci grafici: i
classici istogrammi e i grafici di distribuzione, in cui abbiamo deciso di rappresentare la
linea di tendenza come una curva. In particolare quest'ultimi ci hanno consentito di
visualizzare le variazioni d’espressione come oscillazioni lungo il tempo, ovvero ci
hanno fornito, seppur approssimata, 'immagine piu simile a come variano realmente i
livelli di trascritto in funzione della durata del trattamento.

Il primo set di esperimenti effettuati ha previsto I'utilizzo del generatore di vibrazioni
meccaniche e del suono overlayed, somministrato per 2, 4, 8 e 16 ore. Osservando
globalmente le variazioni dei geni in studio (Fig. 12A) abbiamo potuto notare che il
nostro stimolo ha effetti gia dopo 2 ore di somministrazione, corrispondente ad una

tendenza alla sottoespressione sia dei marcatori di staminalita che di commitment.
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Questi effetti, poi, si sono tradotti in una sovraespressione dopo le 8 ore ed una
generale sottoespressione dopo 16 ore. Il grafico di oscillazione (Fig. 12B) ci ha
fornito ulteriori informazioni: I'espressione di NKX2.5, MEF2C e VEGF & mostrata da
curve praticamente sovrapponibili; in altri termini la loro espressione subisce
variazioni molto simili dopo lo stesso tempo di stimolazione. Piu tardivo il picco
d’espressione di GATA4, ma compatibile con informazioni pregresse in merito. L'idea
della coordinazione fra i geni fondamentali per l'inizio dello sviluppo cardiaco e la
concomitante sottoespressione di tutti i geni analizzati, ci ha suggerito di prolungare i
tempi di somministrazione fino alle 72 ore. Anche qui, 2 ore di trattamento hanno
indotto una lieve tendenza alla sottoespressione dei marcatori in studio. Tempi
maggiori di trattamento, invece, hanno prodotto effetti diversi. | geni correlati alla
pluripotenza (KLF4, NANOG e SOX2) sono risultati molto sovraespressi tra le 4 e 24
ore per poi risultare downregolati dopo 72 ore di trattamento (Fig. 13B). Per quanto
riguarda, invece, gli effetti dei trattamenti sui livelli dei marcatori di commitment, dal
grafico delle oscillazione si pud notare una periodicita nei vari picchi d’espressione
che, per NKX2.5, GATA4, MEF2C e VEGF risulta, nuovamente, quasi sovrapponibile.
Se da un lato la periodicita dell’espressione di questi marcatori sembra una
condizione di oscillazione fisiologica piuttosto che indotta da un trattamento, il pattern
d’espressione dei geni della staminalita che abbiamo evidenziato, ovvero un’iniziale
upregolazione seguita da sottoespressione, & stata riportata anche in lavori
antecedenti [Maioli et al., 2013a e 2013b] in cui la somministrazione di onde
elettromagnetiche ha indotto I'espressione dei marcatori dei principali destini
differenziativi in fibroblasti umani adulti. Alla luce di cid, abbiamo ipotizzato che la
tipologia di trattamento (e di analisi) eseguita potesse essere adeguata in quanto,
nella nostra ipotesi sperimentale, le frequenze derivate da un battito cardiaco
potrebbero modulare e indurre l'espressione dei geni cardiaci precoci. Inoltre,
NKX2.5, GATA4 e MEF2C sono dei fattori di trascrizione e la continuita dello stimolo
di natura fisica potenzialmente pud modularne I'espressione. Tuttavia, dopo 3 giorni
di trattamento, I'espressione di questi tre marcatori risultava essere tendenzialmente
ai livelli dei controlli (Fig. 13C). Abbiamo imputato a quest’evidenza due motivazioni
principali. Il nostro protocollo di semina delle hASC non prevedeva Ila
sincronizzazione del ciclo cellulare (starvation); se consideriamo la periodicita
d’espressione di molti geni e la variabilita di questa tra le fasi dei cicli cellulari, cid pud
implicare che il valore d’espressione registrato sia da interpretare solo come la

risposta media di tutte le singole cellule della coltura. Sebbene questa supposizione
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abbia dei validi fondamenti, abbiamo comunque deciso di non sincronizzare le nostre
colture prima del trattamento in quanto cid avrebbe rappresentato un’importante
deviazione dalle condizioni naturali (in quanto manipolata) non solo relative allo
sviluppo ma anche dei processi differenziativi in generale. Basti pensare che
'embrione di mammifero & I'unico che, per asincronia di divisioni, vede stadi transitori
appena dopo la fecondazine caratterizzati da un numero di cellule dispari, indicando
che la variabile tempo € fondamentale nei processi dello sviluppo [Gilbert, 1996].
L’altra e piu ovvia spiegazione era relativa al tipo di suono scelto. La processazione
del suono cardiaco & stata eseguita filtrando i rumori derivati principalmente dalla
respirazione e dopo aver registrato le frequenze strettamente correlate al battito.
Queste frequenze sono state poi sovrapposte in modo che tutte partissero allo stesso
to. Abbiamo quindi deciso di utilizzare anche i tempi fisioligici di ogni frequenza. La
melodia risultante € stata quindi utilizzata per stimolare le hASC per tempi dalle 2 alle
72 ore. L’andamento dell’espressione di tutti i marcatori genici in studio € risultata
essere globalmente piu coordinata; i geni associati al mantenimento della
pluripotenza cosi come i geni lineage-specifici presentavano tutti picchi di
sovraespressione dopo 4 ore di trattamento, tra le 8 e 16 ore questa
sovraespressione tendeva a diminuire per poi aumentare nuovamente, con picchi
massimi alle 72 ore (Fig. 14A). Ancora piu interessante € risultato il pattern
d’oscillazione dei marcatori del commitment cardiaco e differenziamento vascolare
(Fig. 14F e G). Visualizzando i risultati come grafici di dispersione, le curve relative
allespressione di NKX2.5, MEF2C e VEGF erano sovrapponibili sia a livello
morfologico che come scansione temporale dei picchi positivi € negativi. Anche la
morfologia della curva di GATA4 risulta presentare gli stessi picchi solo spostati
temporalmente. Da letteratura, il differenziamento cardiaco & determinato da
numerosi fattori di trascrizione che fanno parte di una fitta rete regolatoria spazio-
temporale che portera alla morfogenesi del cuore adulto. Nei mammiferi, da due
regioni mesodermiche distinte deriveranno le cosidette regioni del cuore primario e
secondario che andranno a chiudersi e fondersi portando alla formazione degli atri e
poi dei ventricoli. A livello molecolare, la migrazione e coalescenza dei precursori
delle cellule di queste due regioni a dare il tubo cardiaco primitivo sono regolate dal
circuito costituito da NKX2.5, GATA4, MEF2C in cui I'espressione di NKX2.5 induce
l'espressione degli altri fattori di trascrizione. Questa prima struttura cardiaca é

fondamentalmente un vaso, quindi, alla rete regolatoria della morfogenesi cardiaca si
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aggiunge quella della specificazione vascolare [Buckingham et al., 2005; Srivastava,
2006], di cui VEGF & un importante marcatore.

Valutando globalmente gli effetti delle vibrazioni meccaniche e la stabilita in
condizioni basali delle hASC, possiamo dedurre che il nostro modello risponde alle
sollecitazioni vibrazionali con variazioni dell’espressione sia di marcatori di
staminalita che dei principali destini differenziativi. L’analisi di tali variazioni in tempo
reale, ovvero appena terminato lo stimolo, ci ha fornito importanti indicazioni sui
potenziali effetti su larga scala dei nostri trattamenti, come il differenziamento in
cardiomiciti, indicando la melodia come potenziale stimolo modulatorio dei fattori di
trascrizione alla base del commitment cardiaco e differenziamento vascolare.
Quest’evidenza ci ha suggerito lo studio dell’espressione proteica relativa non solo a
NANOG e SOX2, marcatori di pluripotenza, ma anche di NKX2.5, in modo da
valutare se le variazioni d’espressione genica riscontrate a fine trattamento erano
tradotte in variazione dei prodotti genici. Stiamo ancora lavorando sia
sull’'ottimizzazione del protocollo di Western Blot che sul nostro approccio
all’estrazione proteica. Le proteine su cui vorremmo indagare I'espressione sono
fattori di trascrizione, quindi di localizzazione nucleare. Per questo stiamo
procedendo con la messa a punto di una procedura di estrazione che ci consenta di
estrarre separatamente le proteine nucleari e citoplasmatiche dallo stesso campione

senza l'utilizzo di kit commerciali.

La nostra ricerca di nuove strategie differenziative non si &€ concentrata
solamente sulle forze fisiche. Le hASC isolate con il Lipogems sono state il nostro
modello anche nell’indagine sugli effetti di alcune molecole naturali, precedentemente
utilizzate come trattamento antiproliferativo in cellule cancerose immortalizzate e come
cura sperimentale per alcuni tipi di cancro [Biava et al., 2001; Livraghi et al., 2005]. Tali
molecole, derivate da embrioni di D. rerio a specifici stadi di sviluppo, consistono
fondamentalmente di fattori proteici che, data la loro origine, sono strettamente
correlati al differenziamento delle cellule staminali embrionali (denominati SCDSF,
“Stem cell differentiation stage factors”). L’ipotesi alla base dell’'utilizzo di questi estratti
come terapia sta nella relazione sillogistica che sussiste tra cellule tumorali, cellule
staminali e differenziamento. Ogni fase dello sviluppo & caratterizzata da un set di
proteine o fattori di trascrizione specifici il cui dosaggio € bilanciato, in termini sia
spaziali che temporali, durante i processi differenziativi che da una cellula staminale

embrionale portano alla cellula adulta (0 completamente differenziata). Le cellule
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tumorali presentano delle caratteristiche comuni con le cellule staminali, quali l'alto
tasso proliferativo e I'autorinnovamento e cid fa indicare spesso queste cellule adulte
come “dediferrenziate”. Per questo parallelismo funzionale, i fattori che determinano il
progredire del differenziamento delle cellule staminali possono in linea teorica indurre
la riprogrammazione delle cellule cancerose. La formulazione di tale ipotesi, effettuata
dal Dott. Biava (Multimedica, Milano) che da anni si occupa di oncologia biologica e
che per primo ha studiato ed utilizzato questi estratti, ci ha suggerito lo studio degli
effetti degli SCDSF su cellule mesenchimali umane.

Ci sono state fornite 6 soluzioni derivate da 5 specifici stadi di sviluppo e una sesta che
rappresentava la mix delle 5 fasi, che abbiamo sottoposto a SDS-Page in modo da
valutare la composizione proteica in termini di cluster di peso molecolare. Dalla
letteratura, sapevamo che gli embrioni corionati precoci di pesce zebra presentano un
alto contenuto proteico derivato dal sacco vitellino, stimato essere 10 volte quello
dell’embrione in sé [Link et al., 2006]. Valutando il cluster 80-100 KDa, che corrisponde
alle proteine del vitello, sia nel nostro gel di acrilammide (Fig. 15) che in quello
pubblicato da Link e colleghi [2006] e valutandolo in comparazione con gli altri cluster
proteici presenti, abbiamo potuto assumere che gli estratti in uso sono costituiti da
cluster proteici pit 0 meno omogenei. Quindi, gli eventuali effetti che avremmo potuto
riscontrare dopo i trattamenti con le soluzioni di SCDSF erano da imputare
principalmente ai fattori propri del’embrione e non alle proteine del sacco vitellino.
Abbiamo quindi valutato se [l'effetto antiproliferativo degli estratti ZF, riportato in
letteratura in linee patologiche, si esplicasse anche su cellule staminali adulte, le
hASC. Il saggio MTT alle 24 e 72 ore, eseguito testando tutti e sei gli estratti in nostro
possesso, ha confermato I'effetto. La proliferazione delle hASC ¢ inibita sia alle 24 e 72
ore dagli estratti relativi a stadi di sviluppo tardivi (19 e 24 ore dopo la fecondazione,
ZF4 e ZF5 rispettivamente) e dalla soluzione mix (ZF6), raggiungendo la significativita
statistica alle 72 ore.

L'indagine & proseguita a livello molecolare, andando a studiare le variazioni
d’espressione di OCT3/4, KLF4 e c-Myc, NKX2.5, MEF2C e VEGF dopo trattamento
con le fasi efficaci (ZF6, mix delle fasi, e ZF5, stadio di primordia, 24 ore dopo la
fecondazione). In questa fase preliminare, abbiamo saggiato gli effetti in RT-PCR
guantitativa relativa e successivamente in qPCR. Osservando globalmente i dati
d’espressione relativi al trattamento con ZF6 10 ug/ml abbiamo notato che dopo 24
dalla somministrazione solo i geni della staminalita presentavano variazione (Fig. 18A);

viceversa, alle 72 ore dal trattamento (tempo sperimentale a cui abbiamo constatato il
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significativo effetto antiproliferativo degli estratti), MEF2C e VEGF risultavano
sovraespressi in concomitanza con la stabilita degli altri marcatori. Tali effetti sono stati
evidenziati in RT-PCR e confermati in qPCR. La comparazione tra i dati del saggio
MTT (Fig. 16) e quelli d’espressione sono coerenti in quanto i marcatori molecolari che
sostengono la proliferazione (OCT3/4 e KLF4 o c-Myc nei nostri saggi) sono
sottoespressi dopo 24 mentre € l'effetto di tale downregolazione visibile dopo 72 ore,
tempo interpretato come fisiologico affinché i processi apoptotici portino ad una
significativa e misurabile riduzione del numero di cellule.

Analogamente alla ZF6, anche l'estratto derivato dagli embrioni allo stadio di primordia
alla concentrazione di 10 ug/ml dopo 72 ore inibiva con significativita statistica la
proliferazione cellulare. L’espressione genica relativa a questo trattamento, saggiata
dopo 24 ore in gPCR, non ha mostrato variazioni dell’espressione di c-Myc, gene
correlato alla staminalita. Tuttavia, VEGF e NEUROG1 risultavano fortemente
sottoespressi. Inoltre, la valutazione in microscopia ottica degli effetti di questo
trattamento, ha mostrato numerose cellule molto vacuolate, tipica caratteristica
morfologica di cellule in apoptosi. Nonostante la stabilita dei livelli di trascritto di c-Myc,
questi risultati ci suggeriscono comunque un effetto antiproliferativo della ZF5, dato
dalla forte inibizione dei marcatori lineage specifici. Questa fase € specifica di uno
stadio di sviluppo in cui le strutture corporee del pesce sono gia quasi tutte definite al
contrario di ZF6 che contiene i fattori di embrioni in gastrula, blastula ed in
organogenesi. A livello teorico, ci attendiamo quindi che gli SCDSF contenuti in ZF5
abbiano effetti diversi a livello di singolo gene rispetto alla soluzione mix. Tenendo a
mente il concetto di dinamicita dei processi biologici, il blocco della proliferazione, cosi
come ogni processo biologico, € il risultato globale di numerose interazioni genetiche
ed epigenetiche e si attua non in riposta alle variazioni di un singolo gene bensi in

risposta agli equilibri che si creano tra tutti i fattori in gioco.
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In questa tesi, sono stati presentati i risultati della parte svolta fino ad ora di uno
studio multidisciplinare che ha coinvolto biologi, biotecnologi, medici, fisici, ingegneri
e tecnici del suono. In collaborazione, abbiamo formulato le ipotesi sperimentali,
progettato gli strumenti per la somministrazione del suono e il disegno sperimentale e
svolto tutti gli esperimenti e relative analisi. L’obiettivo del nostro lavoro era ed &
tuttora quello di ottenere una rigenerazione tissutale con [I'utilizzo di protocolli
sperimentali che consentano la minor manipolazione possibile del prodotto per
terapia cellulare associata ad una maggiore efficienza del processo.

Abbiamo testato due tipologie di stimoli supposti essere modulatori della fisiologia
cellulare, in particolare modulatori del percorso differenziativo.

Abbiamo utilizzato stimoli di natura ondulatoria e soluzioni di molecole naturali
derivanti da embrioni di D. rerio andando a valutare se e come questi modificassero
'espressione di un pool di geni rappresentativi della condizione di staminalita e dei
principali destini differenziativi nelle hASC isolate con il Lipogems, il nostro modello
cellulare. Entrambi gli approcci sperimentali ci hanno fornito risultati promettenti e ci
hanno suggerito come procedere a livello sperimentale.

| suoni cardiaci processati e somministrati sia come suono overlayed che come
melodia, si sono dimostrati essere modulatori dell’espressione dei geni fondamentali
per il commitment cardiovascolare. Oltre a replicare gli esperimenti, quest’evidenza ci
ha suggerito di procedere con i trattamenti di tipo vibrazionale. Al momento stiamo
valutando se, a livello di morfologia cellulare, la melodia somministrata ad libitum
induce modificazioni sulle hASC. Passo successivo sara quello di registrare
fonocardiogrammi sia da individui sani che con cardiopatie ed utilizzare tali suoni
senza nessun tipo di elaborazione, andando a valutare se le hASC sono sensibili
anche a questa stimolazione e se rispondono in maniera diversa in funzione della
condizione rappresentativa di fisiologicita e patogenicita.

Lo studio degli effetti degli estratti di Zebrafish & di piu recente definizione. Tali estratti
hanno mostrato importanti effetti antiproliferativi sia in vitro che in vivo, su linee
tumorali e in pazienti affetti da epatocarcinoma non trattabile con le terapie
convenzionali. Alla luce di cid abbiamo ipotizzato che l'inibizione della proliferazione e
il potenziale riprogrammativo sulle cellule tumorali dovuta al trattamento con gli
estratti potesse rappresentare un potenziale stimolo prodifferenziativo sul nostro
modello. Il saggio di proliferazione su hASC ha confermato il blocco proliferativo
anche sul nostro modello cellulare, significativo per due estratti a determinate
concentrazioni. Abbiamo quindi valutato a livello molecolare se la ridotta

proliferazione potesse essere correlata a quella che si verifica durante I'esplicazione
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di un percorso differenziativo. Il nostro studio si € quindi concentrato sul significato
molecolare dell’effetto. Gli estratti ZF5 e 6, seppur in maniera diversa e in un set di
marcatori limitato, sembrano inibire 0 mantenere stabile I'espressione dei marcatori di
staminalitd con una concomitante variazione dei marcatori di differenziamento in
studio. Questi risultati, globalmente, ci suggeriscono che la nostra ipotesi
sperimentale abbia a supporto basi molecolari simili a quelle che regolano i processi
di differenziazione cellulare. Percid abbiamo intenzione di approfondire lo studio, sia
in termini di esperimenti che di marcatori in esame, non solo delle soluzioni di
embrioni di pesce zebra antiproliferativi nel nostro modello, ma di ampliarlo anche agli
altri estratti. Il fatto che la mix delle fasi (ZF6) sia risultata molto efficace, ci
suggerisce infatti che i suoi effetti siano il risultato sinergico degli SCDSF presenti
anche negli stadi piu precoci. In questo modo potremo ottenere informazioni piu
approfondite sul ruolo regolatorio che hanno i fattori differenziativi delle cellule
staminali di D. rerio nel percorso differenziativo delle hASC.

Entrambe le ricerche verranno approfondite anche con le analisi di espressione
proteica e saggi funzionali specifici per i tipi di differenziamento che si stabilizzeranno
nel tempo. Le variazioni dei livelli di trascritti genici, riscontrate dopo un qualsiasi tipo
di perturbazione, che sia fisiologica o indotta da un trattamento, non sempre si
fissano a livello funzionale. Nel nostro specifico esempio, l'upregolazione dei
marcatori di commitment e differenziamento cardiovascolare non si pud assumere
che venga tradotta automaticamente in espressione di proteine contrattili. Non solo
perché tra commitment e differenziamento ¢’€ un amplissimo spettro di modificazioni
che devono avvenire e fissarsi, ma anche perche, affinché queste avvengano, deve
verificarsi un determinato equilibrio oltre soglia che provochera effetti a catena fino
alla completa esplicazione del potenziale differenziativo.

Numerose solo le indagini che andranno condotte sulle nostre tipologie di stimolo e
sul nostro modello cellulare. Nonostante cid, i dati preliminari qui presentati
rappresentano un passo fondamentale per il nostro obiettivo, ovvero I'individuazione

di nuove strategie differenziative atte a migliorare la terapia cellulare.
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Lo sviluppo embrionale di H. sapiens.

A. La formazione della morula.

B. La blastocisti precoce e 'annidamento in utero.

C. La blastocisti tardiva, annidata nella mucosa uterina.

D. I tre foglietti germinativi. Le frecce indicano la migrazione di blastomeri.

Figure tratte da:

Kumar R. Textbook of human embriology. 2008. New Delhi: I.K. International Publishing
House Pvt Ltd.
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Figura 2.
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oscillazione

Rappresentazione schematica della funzione di un’onda e relativi parametri.

In nero, 'onda sinusoidale.

In celeste, 'onda quadratica.

Facendo riferimento alla sezione “La somministrazione di onde semplici: il generatore
di oscillazioni meccaniche” in “Materiali e Metodi”, il duty cicle di entrambe le onde
della figura & del 50 % in quanto la parte di onda positiva & la meta dell’oscillazione

completa.

A\, lunghezza d’onda.

A, ampiezza.
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Figura 3.
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Schematizzazione del Lipogems e del suo funzionamento.

A. Il lipoaspirato viene immesso nel dispositivo tramite la siringa in alto. La presenza
del filtro, collocato nella parte superiore del cilindro (in blu) riduce le dimensioni degli
aggregati di tessuto durante I'immissione. Contemporaneamente, viene iintrodotta nel
dispositivo anche la soluzione salina (in alto a sinistra).

B. Il dispositivo viene scosso e le biglie allinterno riducono ulteriormente le
dimensioni dei cluster. All'interno del dispositivo si crea I'emulsione oleosa che viene
poi convogliata nella sacca di scarto (in basso a sinistra).

C. Il dispositivo viene capovolto e il secondo filtro & ora collocato nella parte
superiore del cilindro (in grigio). Il prodotto di Lipogems € quindi aspirato, mediante

una nuova siringa (in alto), ed & pronto per I'utilizzo.

Figura tratta da:

Bianchi F, Maioli M, Leonardi E et al. 2013. A new nonenzymatic method and device to obtain
a fat tissue derivative highly enriched in pericyte-like elements by mild mechanical forces from
human lipoaspirates. Cell Transplant. 22:2063-77. doi: 10.3727/096368912X657855.

96



Figure e Tabelle

Figura 4.

A B
BRSNS N N

= a'we o

i,

=

Il generatore d’onda meccanica utilizzato per somministrare le onde semplici alle
hASC in coltura.

A. Il generatore di frequenze, dotato di pannello di regolazione del volume (amplitude)
e del tipo di onda (wave).

B. L’'amplificatore e trasduttore, inseriti nel box d’isolamento, con la piastra di coltura
posta sul connettore plastico.

C. Il trasduttore, costituito dalla membrana dell’altoparlante, dove viene poggiata la
piastra di coltura.

D. Il sistema di somministrazione completo.
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Figura 5.

A

Il Cell Exciter.

mixer

lettore CD

- : . - |
w S8l LTI S o uatizzatore

(LS 1000

1O OO)

- & crown

trasduttore

A. Componenti dell’apparato di regolazione: il mixer, per regolare il volume/intensita e

il bilanciamento del suono in uscita; il lettore CD; I'equalizzatore per filtrare e regolare

i livelliche compongono il suono; 'amplificatore, che aumenta il segnale equalizzato.

B. Il trasduttore, ovvero I'apparato che converte il segnale elettrico, equalizzato ed

amplificato, in vibrazioni. Sul piano di legno, opportunamente verniciato per non

assorbire 'umidita, verranno poste le piastre di coltura all’interno dell'incubatore.
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Figura 6.

A B

M  25cy 30cy 35cy 40cy 25cy 30cy 35cy 40cy

2000 bp

1000 bp

500 bp

100 bp

Gel d’'agarosio che esemplifica I'analisi della cinetica di reazione di una coppia di
primers in RT-PCR, relativo allamplificazione di una regione di 418 paia di basi (bp)
del gene NKX2.5. Test eseguito a 25, 30, 35 e 40 cicli. Ogni punto sperimentale &
stato fatto in doppio tecnico utilizzando cDNA da hASC da due donatori diversi (A e
B). Per questi primers il numero di cicli ottimale & 35.

M, marker GeneRuler. cy, numero di cicli. A sinistra, la lunghezza in bp di alcune

bande del marker.
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Figura 7.

hASC isolate con il Lipogems in coltura.
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Figura 8.
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Analisi dell’espressione genica in gPCR condotta sulle colture di controllo relative agli
esperimenti con 'onda complessa.

In ascissa i geni in studio e in ordinata i livelli d’espressione, espressi come differenza
di cicli (ACt) tra il gene d’interesse e il gene di riferimento (GAPDH), con relative
deviazioni standard (DS). L’altezza degli istogrammi & inversamente proporzionale
all’entita di espressione del gene d’interesse rispetto al gene di riferimento.

A. Espressione di ogni gene ai 7 tempi sperimentali. Per i dati relativi ai controlli degli
esperimenti a 2, 4, 8 e 16 ore, ogni istogramma & la media di 4 esperimenti
indipendenti, mentre per le 24, 48 e 72 ore ogni istogramma € la media di 3
esperimenti indipendenti.

B. Profilo d’espressione delle hASC in condizioni basali. Gli istogrammi dei geni

rappresentano la media dei ACt relativi ai 7 tempi sperimentali.
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Figura 9.

A

Espressione genica delle hASC dopo

trattamento con onda quadratica per 24 ore
(RT-PCR. n=1)

Aumento (trattato/ctr)

OCT3/4 KLF4 NANOG SOX2 NKX2.5 VEGF HGF KDR

= CTR BTRATTATI

Espressione genica delle hASC dopo
trattamento con onda quadratica per 24 ore

seguito da 24 ore di latenza
(RT-PCR. n=1)

Aumento (trattato/ctr)

OCT3/4 KLF4 NANOG SOX2 NKX2.5 VEGF HGF KDR

x CTR BOTRATTATI
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Confronto dell'espressione genica delle hASC
dopo i trattamenti di 24 ore con onda
quadratica, con e senza 24 ore di latenza

Aumento (trattato/ctr)

OCT3/4 KLF4 NANOG SOX2 NKX2.5 VEGF HGF KDR

mCTR m24 ore m24 + 24 ore

L’espressione genica delle hASC dopo trattamenti con onde quadratiche alla
frequenza di 0.55 HZ, saggiata in RT-PCR quantitativa relativa.

A. Espressione dopo 24 ore di trattamento con onda quadratica (n=1).

B. Espressione dopo 24 ore di trattamento con onda quadratica seguite da 24 ore di
latenza prima dell’estrazione dellRNA (n=1).

C. Confronto tra I'espressione genica dopo 24 ore di trattamento con e senza periodo

di latenza.
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Figura 10.
A
Confronto conta cellulare tra
controlli e trattati
(n=21)
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B
Confronto della vitalita cellulare tra
controlli e trattati
(n=21)
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B CTR @ TRATTATI

Effetti su conta cellulare e vitalita dei trattamenti con le onde complesse.
A. Conta cellulare di controlli e trattati e relative DS.

B. Vitalita cellulare di controlli e trattati e relative DS.
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Figura 11.

A
Espressione genica delle hASC dopo il trattamento di 24
ore con I'onda complessa normalizzata somministrata con
il generatore d'onde, seguito da 48 ore di latenza
(RT-PCR; n=3)
6
5
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~
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L
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[
-
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L
s
o
£
=
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0oCT3/4 KLF4 NANOG SOX2 NKX2.5 VEGF HGF KDR
B CTR @Trattati
B

Espressione genica delle hASC dopo trattamento di 24 ore con

I'onda complessa normalizzata, somministrata con il generatore
d'onde, seguito da 7 giorni di latenza
(RT-PCR; n=4)

N
3]

N

7]

Aumento (trattato/ctr)

0.5

OCT3/4 KLF4 NANOG S0Xx2 NKX2.5 MEF2C VEGF HGF KDR

HCTR ETRATTATI
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Espressione di KLF4 in hASC trattate con
onda complessa normalizzata per 24 ore
seguite da 7 giorni di latenza
(qPCR. n=3)

Espressione di NANOG in hASC trattate
con onda complessa normalizzata per 24
ore seguite da 7 giorni di latenza

AACt

(qPCR. n=3)
3 * 29
*
2,5
1,5
2 <]
1,5 14
1
0,5 -
0,5
0 ‘ 0 4 ‘
mCTR OTRATTATO =CTR OTRATTATO
Espressione di VEGF in hASC trattate con Espressione di NEUROG1 in hASC trattate
onda complessa normalizzata per 24 ore con onda complessa normalizzata per 24
seguite da 7 giorni di latenza ore seguite da 7 giorni di latenza
(qPCR. n=3) (qPCR. n=3)
G
1,2 4
2,5 4 * 19
0,8 {
. 2 & o6
5 3 0,4 -
1,5 1
0,2 {
o
1]
0,2 1
0,5 1 Bl
0,6 1
o L 0,8 - *
aCTR OTRATTATO ECTR  OTRATTATO

Aumento (trattato/ctr)

Espressione genica delle hASC dopo il trattamento di 24
ore con l'onda complessa normalizzata somministrata

con il generatore d'onde, seguito da 12 giorni di latenza
(RT-PCR; n=1)

oCT3/4

KLF4 NANOG

2 CTR

SOX2

NKX2.5
BTRATTATI

VEGF
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Espressione genica delle hASC dopo il trattamento di 24 ore con
I'onda complessa normalizzata, somministrata con il generatore
d'onde, seguito da 2, 7 o 12 giorni di latenza

(RT-PCR)
3
2,5
-
-
G
~ 2
o
-
©
L
®
5 1,54
-
]
-
g
E ']
=
<
0,5 1
0 A
0oCT3/4 KLF4 NANOG SOX2 NKX2.5 VEGF HGF KDR
BCTR 01 + 2 giorni @1 + 7 giorni @1 + 12 giorni

L’espressione genica delle hASC sottoposte a trattamento di 24 ore con l'onda
complessa normalizzata seguita da diversi tempi di latenza utilizzando il generatore di
onde meccaniche.

A. Espressione genica analizzata in RT-PCR quantitativa relativa dopo trattamento di
24 ore seguito da 48 ore di latenza (n=3).

B. Espressione genica analizzata in RT-PCR quantitativa relativa dopo trattamento di
24 ore seguito da 7 giorni di latenza (n=4).

C. Espressione genica analizzata in qPCR dopo trattamento di 24 ore seguito da 7
giorni di latenza (n=3).

D. Espressione genica analizzata in RT-PCR quantitativa relativa dopo trattamento di
24 ore seguito da 12 giorni di latenza (n=1).

E. Confronto degli effetti dei tre tempi di latenza sulle hASC trattate per 24 ore.

* Significativita statistica, p< 0.05
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Figura 12.
A
Andamento dell'espressione genica delle hASC dopo 2, 4, 8
e 16 ore di trattamento con I'onda complessa normalizzata
mediante il generatore d'onde meccaniche
(qPCR. n=1)
BOVEGF
16 ore
B NEUROG1
S
E .
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g 8ore "
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‘ : ! I NKX.2.5
\

Oscillazione dell'espressione dei marcatori dei
differenziamenti in funzione della durata dei

trattamenti con l'onda complessa normalizzata
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Espressione genica relativa agli esperimenti con I'onda complessa normalizzata
somministrata con il generatore di vibrazioni meccaniche per 2, 4, 8 e 16 ore e
saggiata in gPCR. | valori di AACt minori di 1 sono espressi come valori negativi.

A. Rappresentazione globale dell’espressione genica delle hASC sottoposte a
trattamenti di 2, 4, 8 e 16 ore con 'onda complessa normalizzata.

B. Rappresentazione dell'oscillazione dell’espressione dei marcatori dei principali
destini differenziativi nelle hASC sottoposte a trattamenti di 2, 4, 8 e 16 ore con I'onda
complessa normalizzata. Sull’asse delle ascisse, sono rappresentati i trattamenti. 1
per il trattamento di 2 ore, 2 per il trattamento di 4 ore, 3 per il trattamento di 8 ore e 4

per il trattamento di 16 ore.
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Figura 13.

Espressione di KLF4 dopo 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72
ore di trattamento con I'onda complessa
normalizzata e il Cell Exciter
(qPCR. n=2)

AACt
=
°

2o0re 4ore 8 ore 16 ore 24 ore 48 ore 72 ore

Espressione di SOX2 dopo 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72
ore di trattamento con I'onda complessa
normalizzata e il Cell Exciter
(qPCR. n=2)

o |
g — =

0,0
-0,5 —m»

2o0re 4ore 8 ore 16 ore 24 ore 48 ore 72 ore

2,5

2,0

Espressione di GATA4 dopo 2, 4, 8, 16, 24, 48 e
72 ore di trattamento con I'onda complessa
normalizzata e il Cell Exciter
(qPCR. n=2)

3,0

2,5

2,0

AACt
s

2 ore 4 ore 8 ore 16 ore 24 ore 48 ore 72 ore

Espressione di NANOG dopo 2, 4, 8, 16, 24,
48 e 72 ore di trattamento con l'onda
complessa normalizzata e il Cell Exciter
(qPCR. n=2)

4,0

3,0

-2,0
2 ore 4 ore 8 ore 16 ore 24 ore 48 ore 72 ore

Espressione di NKX2.5 dopo 2, 4, 8, 16, 24,
48 e 72 ore di trattamento con l'onda
complessa normalizzata e il Cell Exciter
(gPCR. n=2)

AACt
e
]

2 ore 4 ore 8 ore 16 ore 24 ore 48 ore 72 ore

Espressione di MEF2C dopo 2, 4, 8, 16, 24, 48
e 72 ore di trattamento con I'onda complessa
normalizzata e il Cell Exciter
(qPCR. n=2)

2,5

2,0

15

0,5

0,0

-0,5

-1,0 T

-1,5

-2,0
2 ore 4 ore 8 ore 16 ore 24 ore 48 ore 72 ore

111



Figure e Tabelle
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-1,0

-1,5

-2,0

Espressione di VEGF dopo 2, 4, 8, 16, 24, 48 e Espressione di NEUROG1 dopo 2, 4, 8, 16, 24,

72 ore di trattamento con I'onda complessa 48 e 72 ore di trattamento con I'onda
normalizzata e il Cell Exciter complessa normalizzata e il Cell Exciter
(qPCR. n=2) (qPCR. n=2)
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trattamento

Andamento dell'espressione dei geni dei differenziamenti
dopo 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72 ore di trattamento

(qPCR. n=2)
72 ore
48 ore
mVEGF
24 ore
BNEUROG1
16 ore EMEF2C
8 ore BGATA4
BNKX2.5
4 ore
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2
AACt
Oscillazione dei marcatori dei differenziamenti
dopo 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72 ore di trattamento
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'015 A
-1 _w
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—8—-NKX2.5 —4— GATA4 —@—-MEF2C —e—VEGF

113



Figure e Tabelle

Analisi dell’espressione genica, mediante gPCR, di hASC sottoposte a trattamenti di
2,4, 8, 16, 24, 48, 72 ore con onda complessa normalizzata mediante l'utilizzo del
Cell Exciter.

| valori di AACt minori di 1 sono espressi come valori negativi.

A. Espressione di KLF4, NANOG, SOX2, NKX2.5, GATA4, MEF2C, VEGF e
NEUROG1 dopo 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72 ore di trattamento.

B. Andamento dell’espressione dei geni della staminalita in hASC dopo 2, 4, 8, 16,
24, 48 e 72 ore di trattamento.

C. Andamento dell’espressione dei marcatori dei principali destini differenziativi in
hASC dopo 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72 ore di trattamento.

D. Oscillazione dell’espressione genica dei marcatori dei principali destini
differenziativi. In ascissa sono riportati i tempi sperimentali (1 per 2 ore di trattamento,
2 per le 4 ore, 3 per le 8 ore, 4 per le 16 ore, 5 per le 24 ore, 6 per le 48 ore e 7 per le
72 ore). Le morfologie delle curve relative a NKX2.5 (celeste), GATA4 (blu) e MEF2C

(viola) risultano essere simili.
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Figura 14.

trattamento

Andamento globale dell'espressione genica nelle hASC dopo

i trattamenti di 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72 ore con la melodia
(qPCR. n=1)
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AACt

trattamento

Andamento dell'espressione dei geni della
staminalita dopo i trattamenti di 2, 4, 8, 16,

24, 48 e 72 ore con la melodia
(qPCR. n=1)
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trattamento

Andamento dell'espressione dei marcatori del
differenziamento dopo i trattamenti di 2, 4, 8, 16, 24,
48 e 72 ore con la melodia

(qPCR; n=1)
B VEGF
48h
B MyoD
24h
BNEUROG1
16h
B MEF2C
8h
ah B GATA4

-2,00 -1,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

AACt

Oscillazione dell'espressione dei marcatori dei
differenziamenti dopo i trattamenti di 2, 4, 8, 16, 24,
48 e 72 ore con la melodia
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AACt

AACt

Oscillazione dell'espressione di NKX2.5, GATA4,
MEF2C e VEGF dopo i trattamenti di 2, 4, 8, 16, 24, 48
e 72 ore con la melodia
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Analisi dell’espressione genica di hASC sottoposte a trattamenti di 2, 4, 8, 16, 24, 48,
72 ore con la melodia mediante I'utilizzo del Cell Exciter.

| valori di AACt minori di 1 sono espressi come valori negativi.

Per i grafici relativi alle oscillazioni (C, E, F, G) in ascissa sono riportati i tempi
sperimentali (1 per 2 ore di trattamento, 2 per le 4 ore, 3 per le 8 ore, 4 per le 16 ore,
5 perle 24 ore, 6 perle 48 ore e 7 per le 72 ore).

A. Espressione genica globale delle hASC dopo trattamenti 2, 4, 8, 16, 24, 48, 72 ore.
B. Espressione dei marcatori della staminalita dopo trattamenti 2, 4, 8, 16, 24, 48, 72
ore.

C. Oscillazione dell’espressione genica dei marcatori della staminalita.

D. Espressione dei marcatori dei principali destini differenziativi dopo trattamenti 2, 4,
8, 16, 24, 48, 72 ore.

E. Oscillazione dell’espressione genica dei marcatori dei principali destini
differenziativi.

F. Oscillazione dell’espressione di NKX2.5, GATA4, MEF2C e VEGF.

G. Oscillazione dell’espressione di NKX2.5 e GATA4; le morfologie delle due curve

risultano essere sovrapponibili.
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Figura 15.

M ZF1 ZF2 ZF3 ZF4 ZF5 ZF6

250 kDa
150 kDa
100kDa

75kDa

50 kDa
37 kDa

25 kDa
20 kDa

15 kDa

SDS-Page degli estratti di Zebrafish.
M, marker; ZF1-6, gli estratti.
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Figura 16.
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Trattamento

| risultati del saggio di proliferazione condotto su hASC dopo 24 e 72 ore dai

trattamenti con i 6 estratti di Zebrafish a 4 diverse concentrazioni, paria 10 - 1 - 0.1 -

0.01 ug/ml.

A. Proliferazione delle hASC alle 24 ore dalla somministrazione.

B. Proliferazione delle hASC alle 72 ore dalla somministrazione.

* p<0.05
*5<0.01
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Figura 17.
A
Confronto della vitalita cellulare
tra controlli e trattati a 24 ore dal
trattamento con ZF6 10 pg/ml
110
100
3
2«
>
80
70
H CTR B TRATTATI
B

Confronto della vitalita cellulare
tra controlli e trattati a 24 ore dal
trattamento con ZF5 10 pg/ml

110

100

Vitalita %
8

70

®|CTR B TRATTATI

Stima della vitalita cellulare in controlli e trattati delle hASC, relativa alle 24 ore dal

trattamento con ZF6 (A) e ZF5 (B) 10 ug/ml.

Per le altre concentrazioni e gli altri tempi sperimentali, non sono state rilevate

differenze.
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Figura 18.

A

Espressione genica di hASC dopo 24 ore dal

trattamento con 4 concentrazioni diverse di ZF6
(RT-PCR; n=1)

Aumento (trattato/ctr)

OCT3/4 MEF2C VEGF

nCTR m10 pg/ml |1 pg/ml 30,1 pg/ml 00,01 pug/ml

Espressione genica di hASC a 72 ore dal
trattamento con ZF6 10 pg/ml
(RT-PCR; n=1)

Aumento (trattato/ctr)

OCT3/4 KLF4 NKX2.5 VEGF MEF2C

ctr @10 ug/ml
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Aumento (trattato/ctr)

Aumento (trattato/ctr)

Espressione genica delle hASC a 7 giorni

dopo trattamento con ZF6
(RT-PCR)

N
n

N

&
n

Aumento (trattato/ctr)
[y

OCT3/4 KLF4

mCTR |1 ug/ml

Espressione di OCT3/4 dopo 24 ore
dal trattamento con ZF6 10 pg/ml
(RT-PCR. n=1)

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

uCTR BOCT3/4

Espressione di OCT3/4 dopo 72 ore
dal trattamento con ZF6 10 pg/ml
(RT-PCR. n=1)

1,2

0,8
0,6 -
0,4

0,2

uCTR mOCT3/4

NKX2.5 MEF2C VEGF

30,1 ug/ml 00,01 ug/ml

AACt

AACt

Espressione di c-Myc dopo 24 ore

dal trattamento con ZF6 10 pg/ml
(qPCR. n=2)

1,2
1
0,8
0,6
0,4

0,2

0o

mCTR Bc-Myc

Espressione di c-Myc dopo 72 ore
dal trattamento con ZF6 10 pg/ml
(qPCR. n=2)

1,8 -
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

uCTR B c-Myc
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Aumento (trattato/ctr)

Aumento (trattato/ctr)

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8

0,6

0,4
0,2

Espressione di VEGF dopo 24 ore dal
trattamento con ZF6 10 pg/ml

(RT-PCR. n=1)

uCTR BVEGF

Espressione di VEGF e NKX2.5 dopo 72

ore dal t

rattamento con ZF6 10 pg/ml
(RT-PCR. n=1)

AACt

mCTR BVEGF ENKX2.5

Espressione di VEGF dopo 24 ore dal
trattamento con ZF6 10 pg/ml
(qPCR. n=2)

AACt
°
k=

mCTR BVEGF

Espressione di VEGF e NKX2.5 dopo 72
ore dal trattamento con ZF6 10 pg/ml

(qPCR. n=2)
8
7
61 I
w 5
1]
3 -
3
h
“— _—
-1
mCTR BVEGF BENKX2.5

Espressione di NEUROG1 dopo trattamento
con ZF6 10 pg/mli
(qPCR; n=1)

2,5

24
1,5 1
1 4
0+

24 ore

8CIR

72 ore 7 giorni

BNEUROGI
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Confronto degli effetti alle 24 ore dei trattamenti

con ZF6 e ZF5 a 10ug/ml
(qPCR)

AACt

ZF6 10 pg/ml ZF5 10pg/ml

uCTR @c-Myc BVEGF ENEUROG1

L’espressione genica delle hASC dopo i trattamenti con gli estratti embrionali di Zebrafish
(ZF) in RT- PCR quantitativa relativa e gPCR.

A. Espressione genica delle hASC a 24 ore dopo trattamenti con ZF6 alle concentrazioni
di10-1- 0.1-0.01 ug/ml (RT-PCR quantitativa relativa).

B. Espressione genica delle hASC a 72 ore dal trattamento con ZF6 10 ug/ml (RT-PCR
quantitativa relativa).

C. Espressione genica delle hASC a 7 giorni dal trattamento con ZF6 alle concentrazioni
di1- 0.1-0.01 ug/ml (RT-PCR quantitativa relativa).

D. L’espressione di OCT3/4, studiata in RT-PCR quantitativa relativa, e di c-Myc, in
gPCR, alle 24 ore dopo trattamento con ZF6 di 10 ug/ml.

E. L’'espressione di OCT3/4, studiata in RT-PCR quantitativa relativa, e di c-Myc, in
gPCR, alle 72 ore dopo trattamento con ZF6 10 ug/ml in RT-PCR (grafico a sinistra) e
gPCR (grafico a destra).

F. Confronto tra I'espressione di VEGF studiata in RT-PCR (grafico a sinistra) e gqPCR
(grafico a destra) alle 24 ore dopo trattamento con ZF6 10 ug/ml.

G. Confronto tra I'espressione di VEGF e NKX2.5 studiata in RT-PCR quantitativa relativa
e qPCR alle 72 ore dopo trattamento con ZF6 10 ug/ml.

H. Espressione in gPCR di NEUROGT1 alle 24 e 72 ore e 7 giorni dopo trattamento con
ZF6 10 ug/ml.

I. Confronto tra I'espressione in gPCR di c-Myc, VEGF e NEUROGT1 alle 24 ore dopo
trattamento con ZF6 10 ug/ml trattamento con ZF5 10 ug/ml.
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Tabelle e legende presenti lungo la tesi

Tabella 1.
A
Onda Trattamento Latenza Strumento Tecnica di analisi
Quadratica 24 ore Generatore RT-PCR
con isolamento
Quadratica 24 ore 24 ore ngeratore RT-PCR
con isolamento
Quadratica 24 ore 48 ore ngeratore RT-PCR
con isolamento
B
Onda Trattamento Latenza Strumento Tecnica di analisi
Complessa 24 ore 24 ore Generatore RT-PCR
senza isolamento
Complessa 24 ore 48 ore Generatore RT-PCR
senza isolamento
Complessa 24 ore 48 ore Generatore RT-PCR
con isolamento
Complessa 24 ore 7 giorni Generatore RT-PCR
con isolamento gPCR
Complessa 24 ore 12 giorni Generatore RT-PCR

con isolamento
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Complessa 2 ore 1 Generatore gPCR
con isolamento

Complessa 4 ore 1 Generatore gPCR
con isolamento

Complessa 8 ore 1 Generatore gPCR
con isolamento

Complessa 16 ore 1 Generatore gPCR
con isolamento

Complessa 2 ore 2 Cell Exciter gPCR
Complessa 4 ore 2 Cell Exciter gPCR
Complessa 8 ore 2 Cell Exciter gPCR
Complessa 16 ore 2 Cell Exciter gPCR
Complessa 24 ore 2 Cell Exciter gPCR
Complessa 48 ore 2 Cell Exciter gPCR
Complessa 72 ore 2 Cell Exciter gPCR
Melodia 2 ore 1 Cell Exciter gPCR
Melodia 4 ore 1 Cell Exciter gPCR
Melodia 8 ore 1 Cell Exciter gPCR
Melodia 16 ore 1 Cell Exciter gPCR
Melodia 24 ore 1 Cell Exciter gPCR
Melodia 48 ore 1 Cell Exciter gPCR
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Melodia 72 ore 1 Cell Exciter gPCR
C

Fase Concentrazione Trattamento n Tecnica di analisi
ZF6 0,01 pug/mi 7 giorni 2 RT-PCR
ZF6 0,1 ug/ml 7 giorni 2 RT-PCR
ZF6 1 pyg/ml 7 giorni 1 RT-PCR
ZF6 10 pg/ml 7 giorni 2 gPCR
ZF6 10 pg/ml 72 ore 2 gPCR
ZF6 10 pg/ml 24 ore 2 gPCR
ZF5 10 pg/ml 24 ore 2 gPCR

Schematizzazione degli esperimenti condotti sulle hASC e per i quali sono illustrati i
risultati nelle specifiche sezioni del capitolo “Risultati”, sebbene siano stati eseguiti e
citati anche altri esperimenti nel testo.

A. Esperimenti con onde singole. Esperimenti definiti per tipo di onda (Onda), durata
del trattamento (Trattamento), tempo di latenza alla fine dello stimolo (Latenza),
numero di esperimenti effettuati (n), strumento utilizzato per la somministrazione
Strumento) e tecnica di analisi d’espressione genica (Tecnica di analisi). Nella
colonna relativa allo strumento utilizzato, “Generatore” & da intendersi come
“Generatore di vibrazioni meccaniche”.

B. Esperimenti con onda complessa, normalizzata e melodia. . Esperimenti definiti

per tipo di onda (Onda), durata del trattamento (Trattamento), tempo di latenza alla
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fine dello stimolo (Latenza), numero di esperimenti effettuati (n), strumento utilizzato
per la somministrazione (Strumento) e tecnica di analisi d’espressione genica
(Tecnica di analisi). Nella colonna relativa allo strumento utilizzato, “Generatore” &€ da
intendersi come “Generatore di vibrazioni meccaniche”.

C. Esperimenti con gli estratti embrionali di Zebrafish. Esperimenti definiti per la fase
di sviluppo utilizzata (Fase) (per i dettagli si rimanda al paragrafo “Gli stimoli
molecolari: gli estratti embrionali di pesce zebra” nella sezione “Materiali e Metodi”),
la concentrazione di tali estratti per il trattamento (Concentrazione), la durata del
trattamento (Trattamento), numero di esperimenti effettuati (n), strumento utilizzato

per la somministrazione e tecnica di analisi d’espressione genica (Tecnica di analisi).
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Tabella 2.

Onda Frequenza (Hz) Durata (ms)

F1 53,52 209
F2 40,80 91

F3 95,20 422
F4 104,90 235
F5 51,42 445
F6 51,25 565
F7 50,79 904
F8 53,51 861

Caratterizzazione delle frequenze che compongono Il'onda complessa sia

normalizzata (overlayed) che melodia.
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Tabella 3.
ID 5 Sequenza del primer (5’-3’) Ta(°c) Frodottoe
n° cicli
GAPDH F: 314 GAAATCCCATCACCATCTTCCAG 61 7639 bp
NM_002046 R: 952 AGGAGACCACCTGGTGCTCAGTGTAGC 20cy
F: 528 CAGCCTCAAGATCATCAGCA 60 $106 bp
R: 633 TGTGGTCATGAGTCCTTCCA 45cy
KLF4 F: 346 CCCGGCCACCGGACCTACTT 61 T719 bp
NM_004235 R: 1064 CCGGCCCGGATCGGATAGG T 35cy
_ GCCCAATTACCCATCCTTCCT s
F: 1629 CGATCGTCTTCCCCTCTTTG 62 127 bp
R: 1755 45¢cy
SOX2 F: 1027 TGCACCGCTACGACGTGAGC 61 T577 bp
NM_003106 R: 1603 GGCATCGCGGTTTTTGCGT 35cy
SOX2 * F: 1464 GGAGAGTAAGAAACAGCATGGA 62 $128 bp
R: 1591 TTTGCGTGAGTGTGGATGG 45cy
OCT3/4 F: 370 GGATCACCCTGGGATATACACAGGC o1 T764 bp
NM_00117353 1 R: 1133 CCCAAACTCCCCTGCCCCCA 30cy
NANOG F: 445 CCCACTTCTGCAGAGAAGAGTGTCGC 61 T570 bp
NM_024865 R:1014 GGCAGCCTCCAAGTCACTGGC 35cy
F: 379 CCTTCCTCCATGGATCTGCTT 64 $120 bp
R: 498 CTTGACCGGGACCTTGTCTTC 45cy
c-Myc F: 1914 TTCTAAGAGAAATGTCCTGAGCAATC 58 588 bp
NM_002467.4 R: 2001 TCAAGACTCAGCCAAGGTTGTG 45¢cy
NEUROG1 F: 656 ACGCTGCGCTTCGCCTACAAC 61 T554 bp
NM_006161.2 R: 1209 GGAAAGGCCGTCTAGGGGCG 40cy
F: 268 GGCTGCCTGTTGGAGTCTG 60 $109 bp
R: 376 CCGCCTTGAGACC TGCATC 45cy
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MyoD
NM_002478

NKX2.5
NM_004387

NKX2.5 *

GATA4 *

MEF2C
NM_002397.4

MEF2C **
QT00053368

VEGF
NM_001025366

KDR
NM_002253.2

HGF
NM_000601.4

F: 829
R: 977

F: 977
R: 1394

F: 1588
R: 1667

F: 2462
R: 2585

F: 983
R: 1147

E3/E4

F: 1128
R: 1271

F: 3056
R: 3217

F: 498
R: 624

CTCCAACTGCTCCGACGGCAT
ACAGGCAGTCTAGGCTCGACAC

TATAACGCCTACCCCGCCTATC
TAATCGCCGCCACAAACTCTCC

GCACCCACCCGTATTTATGT
GGGTCAACGCACTCTCTTTAA

ACC ACA GCA CAG CCT CAT CCAG AGC
GGG AAG AGG GAT TT

GCCCTGAGTCTGAGGACAAG
CCAGAGTGAGCTGACAGGGTT

AGAAGGAGGAGGGCAGAATC
ACACAGGATGGCTTGAAGATG

CTCCAAATTTGGAAACCTGTC
GAGCTCTGGCTACTGGTGATG

ATTTGGCCATGAATTTGACCT
ACTCCAGGGCTGACATTTGAT

61

61

56

58

61

58

58

58

T149 bp
40cy

T418 bp
35cy

$80 bp
45¢cy

$124 bp
45¢cy

T165bp
35cy

$81 bp
45cy

8144 bp
25cy

T162 bp
35cy

t127 bp
35cy

Tabella riassuntiva dei primers utilizzati in RT-PCR e/o qPCR.

ID, geni in studio con relativa sequenza di riferimento (NM); 5’, la posizione dove le

estremita 5’ del primer senso (F) ed antisenso (R) trovano corrispondenza sulla NM;

Ta, la temperatura di anealing della reazione di PCR; Prodotto e n° cicli, Ila

lunghezza in paia di basi (bp) delllamplicone e i cicli (cy) utilizzati per amplificare |l

gene d’interesse.

*, coppia di primers a sequenza nota progettati e validati da PrimerDesign

*%

, coppia di primers a sequenza ignota progettati ed acquistati da QIAGEN, con

relativo codice della compagnia e regione del mRNA dove si appaiano i primers.

T primer usati in RT-PCR

§ primer usati in qPCR
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Tabella 4.
Campione Descrizione del campione Concentrazione (mg/ml)
ZF1 50% epibolia 1,5
ZF2 Tail bud 2,4
ZF3 5 somiti 2,7
ZF4 20 somiti 2,6
ZF5 primordi a 2,0
ZF6 mix 2,2
Solvente Glicerolo 60%, alcol etilico 5% 0

Contenuti proteici degli estratti di Zebrafish e del solvente, dosati con BCA assay.

Ogni campione € stato misurato a 3 diluizioni diverse e in duplicato.
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