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ABSTRACT Italiano

Nellingegneria dei tessuti le ricerche piu ambiziose sono quelle che si pongono
l'obiettivo della rigenerazione di interi organi. Vi sono attualmente molteplici ricerche
che stanno continuando a dimostrare che questo progetto, al limite della credibilita per
le difficolta evidenti con cui si deve scontrare, € un traguardo meno distante delle
aspettative.

L'importanza che il successo della rigenerazione degli organi avrebbe per la soluzione di
svariate patologie e scontata; la possibilita di ricostruire iro vitegli organi di

Ari cambi oo, geneticamente compatibild] con
la svolta per tutte le problematiche fino ad ora riscontrate nei trapianti: la disponibilita
degli organi, le condizioni degli stessi nel momentmadgiunta del paziente e la terapia
immunosoppressiva.

Il rene e l'organo che ad oggi sembra aver ottenuto meno successi in questo settore. La
sua complessita strutturale, funzionale e di composizione biologica determina la criticita
della sua rigenerazie.

Questo obiettivo prevede diverse fasi: la decellularizzazione dell'organo, per ottenere
una matrice extracellulare integra da ut
coltura di nuove cellule; la ricellularizzazione, utilizzando cellule autolgghéoteliali

o staminali a pluripotenza indotta) o staminali embrionali allogeniche, infine il
ripopolamento, che implica la proliferazione e il differenziamento (in caso di cellule
precursore).

In questo lavoro ci si e soffermati sulle prime due fasillgw#oée di decellularizzazione

e ricellularizzazione del rene. Si sono progettati e realizzati dei dispositivi per la
costituzione di un sistema di perfusione e di controllo dei processi e si sono ottimizzate
le metodiche e i protocolli per I'ottenimerdorisultati incoraggianti e ripetibili.

In conclusione all'attivita sperimentale, gli esiti ottenuti, che mostrano matrici
perfettamente integre e decellularizzate e una omogenea distribuzione delle cellule di
nuova immissione, hanno dimostrato che ahliettivi sono stati conseguiti, aprendo la

strada alle fasi successive della ricerca.



ABSTRACT English

In the field of tissue engineering, the most ambitious researches are without doubts the
ones vhich propose the aim of full organs regeneratitoday there are lots of studies

that are proving day by day that this project, in which nobody could believe because of
the obvious difficulties and obstacles against its results, that the goal is closer than
expected.

It's clear the big impact that its giess could have in solving many diseases and late
stage pathologies; the chance of having genetically compaé fAr ecycl edo or g:
mean the turning point for all the problems linked with transplantations: organs
availability, critical conditions ofthe grafts when they reach the receiver and
immunosuppressive therapy.

The kidng seems to be the organ which gained less success in this fieldudtsirst,
functional and componentcomplexity represents the main difficulty for its
regeneration.

The goal of regeneration includes different steps: decellularizing the kidney, in order to
obtain an intact as possible ECM matrix, the infusion of new cells in the previously
obtained scaffold (choosing among endothelial cells, inducted plenpaells or
embrionalstem cells). The last step is the complete recellularization of the organ, step
that involves cells proliferation and differentiation, if using precursor cells.

This work is focused on the first two defined steps: the decellularization and the
recellularization of kidneys.

Special devices have been designed and realized for the constitution of a perfusion and
control system to allow the procedures. Than we focused on methods and protocols for
the obtaining of encouraging and standardized results.

In conclusion to the experimental activity, all earned results which showing completely
intact and decellularized matrix and aomogeneous distribution of cells in all the
structures, demonstrated that the aim of the work was reached, opening thetfield to

last steps of the research



SOMMARIQO italiano

(! presente elaborato  stato redatto sul/l
| 61l stituto Mario Negri di Bergamo, nel | abo
Il lavoro diricercasvoltosi nseri sce all dinterno di un prao
| 6obiettivo dell a ARigenerazione Compl eta ¢
come meta il raggiungi mento di un metodo v

sole fasi iniziali: laDecellularizzazione e la Ricellularizzazione.

Per | 6otteni mento di guesto risultato st
fasi correlate: un primo studio bibliografico, ha permesso di conoscere, valutare e
analizzare le ricerche affini anverate in letteratura scientifica, con i loro sviluppi, che

ogni giorno conquistano straordinari successi. Contemporaneamente si € approfondita la
conoscenza anatomica e funzionale del rene,
sua composizione inetmini strutturali e molecolari, i suoi complessi sistemi di
regolazione che ne permettono la funzionalita.

Una seconda fase, nata dalla rielaborazione delle informazioni bibliografiche, ha visto la
progettazione e la realizzazione dei dispositivi cogttiuksistema sperimentale e delle

met odiche, utilizzabild]i nell é6attivit”™ prat.i
Si e scelto di perseguire lo scopo con il metodo della perfusione di soluzioni chimiche e
enzimatiche, infuse direttamenteeell vi e doéaccesso all 6organo,
circuito di perfusione in |inea con | 6arter
decidendo di far ricircolare i fluidi dalla camera di perfusione contenente il rene.

A questo stadio del lawvo, in realta, non si puo far corrispondere una conclusione:

| 6otti mizzazione del sistema e dell e proce
successive fasi, undoperazione i n progr es
dal | 6ot t eniinsalaticle ns dorsegsivanod e

Pertanto, la fase sperimentale, la terza parte dello studio ha avuto inizio con la
costituzione di un sistema di perfusione frf
preventivamente sviluppati al fine della decelfizzazione del rene. Questi,
congiuntamente alla strumentazione disponibile in laboratorio, sono stati utilizzati come
prototipo per delle prime prove pratiche, che hanno evidenziato le difficolta delle
operazioni e i requisiti necessari per la realizzaa di altri dispositivi piu funzionali

allo scopo.



Solo dopo la realizzazione del nuovo sistema, costituito da una camera e un circuito di
perfusione, una pompa e un trasduttore di pressione collegato ad un sistema di
acquisizione multicanale, siedatoni zi o al |l 6esecuzione degl i e
Lo sviluppo dei protocol |l h a avuto uno
sperimentazione utilizzando delle sequenze di detergenti e soluzioni estrapolati dalla
letteratura, per poi arrivare a validarndl@@uove combinazioni, valutandone di volta

in volta i vantaggi e gl aspetti negati vi,
matrice extracellulare associata alla completa rimozione della componente cellulare
originaria e la ridistribuzionemogenea e efficace delle nuove cellule iniettate.

Le osservazioni empiriche sono state i criteri di valutazione sulla base di cui di volta in

volta si € proceduto a modificare il sistema, i protocolli e le metodiche.

Nel cor so del | 0diverseifasiidi raccokaie amalsindei rissiltatg the

hanno segnato volta per volta | o6orientament
Questo procedimento, una sorta di retroazione dei materiali e dei metodi in funzione

degl i esi ti sper i ment aténimentogello scopa prefissot iat o f u
continuo avvicinamento dei risultati fino @
ha permesso cosi di validare il sistema ottimale per la Decellularizzazione e la

Ricellularizzazione del rene.

Per poter descriveli@ modo chiaro e sequenziale questo lavoro, in cui per la natura del
procedimento seguito ogni fase risulta strettamente intrecciata alle altre, si & deciso di
suddi videre |l a ricerca in quattro parti, n ¢
lavori scientifici in una parte introduttivae una didescrizione dei materiali e dei

metodi Successivamente si sono riassunti in una terza pastatati.

I nfine, nel | 6ul discussonesee\vluppliture, si sonpaicenhnieratati d i

risultati ottenuti e si sono affrontate le problematiche aperte per il proseguimento della

ricerca.



Si vuole brevemente descrivere il contenuto delle quattro sezioni, da cui € composto
| 6el aborat o, di vi se per capitoli,llaeviden:z

comprensione del lavoro di ricerca che sottende.

PARTE [-INTRODUZIONE

Il capitolo 1

Descrive brevemente | a struttura dell 6el ab
sperimentale svolto presso il Labtite at or i o

Mario Negri.

Il capitolo 2

Si pone | 6obiettivo di i ntrodurre il camp

organi in vitro, definendone i principi su cui si basa; in particolare si descrivono e si

motivano le scelte di utilizzare la matriceeex acel | ul are come nAscaffo
coltura di nuove <cellul e, geneti camente <c
stesso.

Facendo poi riferimento alle molteplici ricerche attualmente in corso e i cui risultati

sono disponibili in letteratura s i descrive | o fAStato del | 0/
proposito i successi attuali della rigenerazione del Cuore, primo organo a cui € stata
dedicata la proposta di riproduzione in vitro. La sua ricostruzione pressoché completa e
validata dalle primeirs post e funzionali dell 6organo agl
Viene poi descritta la situazione della ricerca sul polmone, che ha mostrato di recente di
essere in grado di ripopolare completamente un organo che sappia affrontare se
correttamente stiolato delle ventilazioni autonome, seppur di breve durata.

Infine si cita il caso del fegato; una volta superate le difficolta inerenti le problematiche

del trasporto di nutrienti (problema particolarmente rilevante a causa dei consumi
elevati delle celld epatiche), diversi studi hanno mostrato di saper rigenerare organi

capaci di rilasciare sostanze tipiche della funzionalita epatica.

Il capitolo 3
E6 dedicato specificamente al Rene, | 6or ga

trattate prima di tutto le patologie renali, le disfunzioni da esse provocate e le soluzioni



attualmente percorribili: trattamento dialitico e trapianto.

Di questa secata tecnica, ad oggi ritenuta quella con migliori risultati, si descrivono le

probl ematiche principali, che ne | imitano |
che porta spesso alla morte dei padeli ent i [
Agrafto e | a terapia i mmunosoppressiva <cro
complicanze quali come osservato recentemen

Questi fattori possono essere risolti dalla possibilita di rigenerazione del ren

Si descrivono poi | 6anat omi a, |l a sua strutt
sua complessita, che ne permette la sofisticatezza del sistema di controllo, ne costituisce

la difficolta per la rigenerazione.

La conoscenza della morfologia eianeccanismi di funzionamento e fondamentale per

poter intraprendere gli studi sulla sua ricostruzione in vitro.

Si riportano infine i possibili metodi per ottenere la Decellularizzazione efficace e la
Ricellularizzazi one d ecliviond o detprgantoytilizzakili alpar t i ¢
variare dell 6effetto degradante per l e cel

considerabili per il ripopolamento.

Il capitolo 4

Affronta | 6indagine bibliografinerasseslal | o A S
Decellularizzazione e Ricellularizzazione del rene. Si riportano i soli casi presenti nella
letteratura scientifica: un progetto affronta il danneggiamento di diversi detergenti su

sezioni in immersione; un lavoro studia la decellularizzazel rene porcino seminato

in seguito con cellule endoteliali.

L6éultimo studi o, guel l o di maggi or rilievo
guell o pubblicato dal gruppo <californiano
risultati della deellularizzazione del rene di ratto con una sequenza di soluzioni e la
ricellularizzazione con cellule staminali embrionali murine.

| risultati mostrati sono stati utilizzati in seguito come termine di confronto.

Il capitolo 5
Sottolinea alla luce delleiormazioni di natura bibliografica gli obiettivi del lavoro:
1 La progettazione e realizzazione del sistema di Decellularizzazione e

Ricellularizzazione in tutti i suoi componenti e la successiva realizzazione



T Léottimizzazi one delepeglaspermentatidne e del | e

PARTE Il - MATERIALI E METODI

Il capitolo 6
E6 dedicato al sistema di perfusione. Se n
I ndi viduano i component.ii principali, suddi \

Perfuei ObBebumentazi oneo

Vengono chiarite preventivamente le condizioni iniziali: si mostra il sistema
preliminare, allestito semplicemente utilizzando dispositivi gia disponibili. Si analizza

la funzionalita di questo nello svolgimento di alcune prove smiati, che hanno
evidenziato | e problematiche relative ad o
stesura dei requisiti fondamentali per la progettazione.

Si sono pertanto espresse le linee guida per lo sviluppo dei prototipi.

Infine si sono descrittee soluzioni realizzative scelte e si € mostrato il prodotto finale

ottenuto: il sistema di perfusione utilizzato nelle prove sperimentali, camera di
perfusione, supporto rigido, circuito, pompa, trasduttore di pressione e sistema di

acquisizione.

Il Capitolo7

Descrive invece le procedure ottimizzate nel corso della sperimentazione: i protocolli
utilizzati e le metodiche per il compimento delle attivita necessarie per le fasi di
APrelievo e All oggi amealt ocidret¢uirtem@®,0, A DBdac elpl:
A e ARicellularizzazioneodo. e fAAnali si bi ol og

| metodi sono redatti nella forma piu consona alla ripetibilita e standardizzabilita.



In seguito vengono sviluppati i modelli teorici in risposta al problema rilenalia

met odi ca di Al ncubazione delle celluleo. S
nutrient. alle cellule rei mmesse nei gl ome
i ncubazione statica per favor i onmseniitddpardesi one
la sopravvivenza delle stesse in condizioni di ipossia.

Sono stati sviluppati dei modelli a partire da dati sperimentali, per il calcolo della
densi t” cellul ar e, del coefficiente di
decellularizzata; sié calcolato il tempo di sopravvivenza in condizioni statiche

nell 6i potesi di consumo cellulare di ordine
Infine si & determinato lo stesso valore nelle ipotesi di consumo cellulare
concentrazionglipendente, utilizzando le leggi di conservazioneadelassa e quella di
MichaelisMe nt e n . I 1 model | o ~ stato successi V.
i Coms ol Mul ti physicso, software predispostoa
con il metodo degli elementi finiti.

Si e dimostrato in questo mododaur at a cr i ti ca di statico di
concentrazione di ossigeno, in base alle ipotesi fatte, scende sotto il valore per cui le

cellule riducono I 6attivit?’ met aboli ca al 2

=3720s

==l =

Il capitolos i conclude con | 6el enco degli esperim
essi il protocollo applicato e il fine della ricerca, in base a cui si sono applicate le scelte

procedurali (Iniezione di colorante, Infusione di cellule, etc.).

PARTE Ill -RISULTATI

Il capitolo 8

Espone tutti i risultati ottenuti nella ricerca: si analizzano quelli del sistema di



perfusione prodotto valutando la verifica dei requisiti richiesti in fase di progettazione
per ogni singolo componente e quelli dei protocolli e deletodiche messe a punto,
rappresentati dagli esiti stessi degli esperimenti, ordinandoli in base al protocollo di
decellularizzazione utilizzato, criterio prescelto per la maggior vicinanza ad una
consecuzione cronologica.

Benché sia complicato osservaee confrontare univocamente gli esiti dei singoli
esperimenti, a causa delle differenti procedure utilizzate, si sono riassunti in tabelle
semplificative i metodi e i risultati, basati su parametri non sempre quantificabili e
valutati qualitativamente, ftto di analisi visive, osservazioni microscopiche di
istologie, monitoraggio delle iniezioni di colorante, conteggio delle cellule mantenute
dopo | 6infusione nella matrice e analisi de
Gli esiti sono serviti a motivare le scelte llde indagini successive e

contemporaneamente a monitorare | 6evoluzion

PARTE IV-CONCLUSIONI

Il capitolo 9

Infine si sono voluti esporre e commentare tutti i risultati ottenuti: si & valutato il lavoro

di progettazione e realiazione del sistema di perfusione, indicandone il ruolo

all 6interno dei risultat:i speri mental.i con:
nell 6ottica dell e fasi seguent.i del Il a rice
confrontando gli esi degli esperimenti con le aspettative e con quanto raccolto dalle

analisi bibliografiche.

In particolare valutando i risultati degli esperimenti effettuati con protocollo di
Decellularizzazione D2 e di Ricellularizzazione R2, si € osservata la completa

ri mozione delle cellule originarie (mostra
marcature in solo Dapi, cioe non associate a quelle del PKH26 e nelle colorazioni di

i mmunoi stochi mica dal | 6avs vémmzadedil 6 Brhatno s sii
consevazione della matrice e la Ricellularizzazione con alta numerosita cellulare e una

di stribuzione omogenea. Anche i fil mat. di
coltura e I danali si dei tracciati ha per me:

efficace nell 6otteni mento di gueste due f as



Si sono in questo modo potuti decretare conseguiti gli obiettivi del lavoro, la
validazione delle metodiche per le fasi di Decellularizzazione e Ricellularizzazione, basi
certificate dacui poter proseguire per gli sviluppi futuri della ricerca, che si potranno

avvalere di tecnologie nuove e gia parzialmente sperimentate quali la Microtac e |l
SEM.



SUMMARY _English

The present work has been basedhenexperimental activity madie the last months at

Mario Negri Institute (branch of Bergamo), in Tissue Bioengineering department.

The research wortook placek n a wi der project, which has
kidney Regenerationo. The st aane destibea pr ese
method that could allow to repeat and confirm the obtaining of the two first steps:
Decellularization and Recellularization.

To reach this goal it has been necessary to divide all the work in different related stages:
A bibliographical studyas supplied the knowledge about closer research studies, which
are published with their successes in the scientific literature, and that provide day by
day exciting new results.

At the same time the anatomical and functional knowing of the kidney has bee
deepened.

The kidney is the organ of interest for the entire work, its structural and molecular
components, its detailed and complicated regulatory systems that allow its own
functionality were observed.

A second stage of the work, generated by procgsaih the previously collected
information, was done through design and assembly of all the needed devices that were
necessary for the setup of the experimental system. It has been necessary to establish all
the procedures that have later been adoptedienekperimental activity, optimizing

them.

We decidedto pursue the goal of Decellularization and Recellularization with the
perfusion of different kinds of chemical solutions, injected directly into the organ
through its main arteries.

We opted for a cladcircuit- system, in order to recycle all the fluids on the inside
from the chamber to the kidney.

Optimization of the entire system and of the followed methods has been developed all
the activity long, throughout for all the other stages. It has bemmtmuous work in
progress modulated from the same results.

Therefore the practical experimengdase, the third part of the study started with the

constitution of a preliminary perfusion system, based on already existing devices, a



previously planned breactor, a simple tubing system and an old peristaltic pump and a

membrane pressure transducer.

All these components were used as a prototypéhe first practical test, that wasade

in order to achieve a better understandinglbthe operational difficultieghat could be

faced during the experiment. These difficulties provided also a starting point in the
design ofnewcomponents

Only after the production and the assembly of the new system, made by a transparent
glass chambeiconnected with a tubing system, an inserted compliance, a pump and a
pressure transducer linked in a multichannel acquisition system, we started with the
evaluated experimental activity.

Protocol development had a similar evolution: we started expesmaith basic
protocols, a solutions sequence took from the scientific literature and after different
trials we evaluated the best combination for the extracellular matrix integrity with the
best degree of old cellular components removal and the most bosmgs new ones
distribution.

All the empiric observations were the parameter on what we based the setup of the
system, the protocols and the procedures adjustments.

In course of the work we alternated phases of data harvesting that directed time after
time the research path.

This way of proceedinga continuous modifying of materials and methogl¢ealed

itself as a good strategy in the obtaining of the final goal; we were able this way to
validate an optimal solution for Decellularizing and Recellmiag the kidney.

To describe this work that is organized in phases closely weaved one to the other, it has
been decided to divide the complete research in four parts complying with the
traditional organization structure of scientific works.

The first one hs been dedicated to tlmroduction of the field, the second one to
materials and methoddescription, while the third part collects all obtaimesults

Finally, the last part containsdiscussionabout the results anfdture developments

looking forward to the next steps of the long following open research.



We want now describe concisely all contents in the four parts composing the text,
highlighting all the relevant point in each of them to allow an easy comprehension of

the entire research wark

PART |-INTRODUCTION

Chapter 1
Here we describshortly the text structure, introducing it in the experimental work

context at Mario Negri Institute, in Tissue Bioengineering department.

Chapter 2

Here we wantoi nt roduce the research fieldnd in ter
defining all the principles it is based on; particularly it is described and justified the

choice regarding the use of the ECM matrix as a scaffold for the new and genetically
compatble cells seeding and culture.

Referring then to the various researches whose results and developments are presented

i n actual scientific articles we describe 1
regeneration are reported. Heart has been thedigan whose regeneration has been

tried; its almost complete reconstruction has been demonstrated by the obtaining of the

first functional answers to the appropriate electrical and mechanical stimulus.

After this the research about lung is describdtese works showed to be able to fully

regenerate the organ and to allow it to face up to short autonomous ventilation when
stimulated.

In conclusionwe reported the case tifeliver; in the last research publishezhcegot

over the nutrients transpgotoblems because of the very high consumption values of
Hepatocytes, they demonstrated to be capable of regenerating organs that have been

able to deliver specific hepatic substances.

Chapter 3
This chapter has been dedicated specifidallthe kidney. Afirst we treat renal failure
pathologies, with special regard to the chronic ones; then we report the clinical

solutions: dialysis treatments and transplantations.



About this second solution, toglaonsidered the best one for assuring a best quality and
duration of life we describe the main problems: the meager availability of donors,
which lead often to the death of patients in the waiting list, the functionality loosing of
the graft depending on its conditions at transplantation time and chronic
iImmunacsuppressive therapy. The last one is linked to many collateral effects, like the
recently demonstrated connection to tumor increase.

All this problems could be easily solved by kidney regeneration for transplantation use.
Then kidney anatomy, structuresomposition and function were described, its
complexity which leads to the very fine control system, is at the same time the reason of
the difficulty in its regeneration.

Knowledge about its morphology and its functioninggrnalmecharsm is fundamental

to start its reconstruction project.

After this we reported all possible way to decellularize and recellularize efficiently the
all organ, particularly are described all detergents and cell lines and phenotypes helpful

for the aim.

Chapter 4

In this chaper we deal withthe State of Art about the interest project: Kidney
decellularizing and recellularizing.

A first work was made to find the damaging of monkey kidney slices in relation with the
immersion in different solutions.

Another study was referred the decellularization of a porcine kidney, than seeded in
perfusion with endothelial cells.

The last research reported the closest one to our interest work was published by the
Californian group fARoss et al 0. at kidneyt hei r
decellularization with a solutions sequence and its recellularization by seeding in
perfusion embryonic stem cells.

All these results have been used to compare ours.

Il capitolo 5
In this chapterafter displaying all the collected informatgmwe underlineall work

objectives

C
<



1 The designing and the achievement of the perfusion system with all its
components

1 The optimizing of protocols and procedures

PART Il - MATERIALS AND METHODS

Chapter 6
In this chapter we describe the perfusion sysm. st art defining its
and the main component s: AnPerfusion Chambe

i nstrumentationso.

At first we clear up the initial conditions: we describe the preliminary assembled
system, composed by the simple atig available devices. Functionality of this system
is analyzed while testing it with experimental trials that highlighted all the criticisms
every component had. In this way we could fill a list of requirements to satisfy
planning the new devices.

All the guidelines for the development of the new sysiamototypesvere expressed.
Finally we described all the productive solutions we opted fdrthe final product was
shown: he perfusion systerto be used in the experimental activity, structured in a
perfusion glass chamber, a stiff support, a tubing systems witHolktlers and luer
junctions, a pump and a new acquisition system multichannel used to register the

pressure signal path.

Chapter 7

In this chapter all the optimizgatrocedures and all the organized aisedprotocols in



the course of experimental activity were described.

Specifically we listed all the operations needed to carry out the different phases:

AKi dney

iRecel

| ul

harvesting and

arizationo and

ABi ol ogi cal

posi tiloanriinzgadt,i o rMdC,i

anal ysi

All the methods are developaa the way we found more suitable to standardize and

repeat the experiments.

Subsequently we developed thedhetical models answag to theproblem met in the

i Seed e d

Ki dney

ncubationo

procedur e:

we

glomerular new cells. The need we met is balancing the time of static incubation to

promote adhesion and adversely considering the maximum acceptable time to allow

cells survivalin hypoxia condition.

Models were developed starting from experimental data to calculate cells density,

oxygen diffusion coefficient inside the decellularized matrix; we calculated the survival

time in the hypothesis of cellular oxygen concentratmmependent consumption.

Finally we developed the same value in the higpsis of concentratiedependent

consunption; we faced out at first the problem solving the mass conservation laws and

MichaelisMenten law. Subsequentially the model was studied with ctatipoal

softwar e

elements method.

i Coms ol

Mul ti phisicso,

wh i

ch

We demonstrated the maximum acceptable duration of static incuhati@®00

seconds, time from the reaction that cause the oxygen concentreti@ase under the

a l

critical value that corresponds to the reduction of cell metabolism at 20% of normal

activity.

PPN |

-

R

1=3720s

t=3960's

t=4080's

The chapter is concluded with the list of all made experiments,icogdor each of

themthe appled prdocols, the research aim it was done for.

f

a
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PART Ill -RESULTS

Chapter 8

All the results are displayed in this chapter: at first we analyzed the ones related to the
realized perfusion system checking the satisfaction of previously expressed
requirements. After this every protocol and procedure were evaluated, listing all the
obtained results with the experimental activity.

The experiments are reported with the organization criteria of the used decellularization
protocol, order closer to théamnological sequence.

Although it is not significant observing and comparing the experiments outcomes one to
each other because of the different used procedures (for instance not every experiment
was concluded with the cells seeding), the all results weliected in a simple table
representing methods and observations. The results are based on not always quantifiable
parameters often expressed in a qualitative way with a mark. The most of them derive
from simple visual observations, microscopical istglanalysis, colorant injection
monitoring, cells count into the fluid after injection and pressure signal path checking.

All the outcomes were used in justifying following choices subsequentially taken and in
the monitoring of the research path evolution.

PART IV-CONCLUSIONS

Chapter 9

In this chapter wecomment all gained resultswe evaluate the entire work done,
starting from the projects, the realizations of devices answering to specific needs and
their role in the carrying out of experimentattivity and the still open needs,
particularly looking at the future phases of the research. Then we reflect upon the
methods: we compare the obtained experimental data with previous expectation as well
as the literature reported results.

In particular, ealuating the results obtained with D2 and R2 protocols for
decellularizing and recellularizing, we could observe a complete original cells

removal (shown in immunofluorescences with the absence of blue dapi marked areas



not corresponding to red PKH26ges as well as the absence of brown aloes in
Ematossiline marked images), a perfectly conserved ECM matrix, a recellularization
with high number of cells and homogeneous distribution.

All the registered movies monitoringedium injection and the pressypath analysis
could prove the followed method isefficient and repeatable for decellularization

recellularization.

We could decree all the objective of this work achievede validated methods and
instruments to decellularize and recellularize a rat kidney, offering certified bases to
start with for the next steps and future developments of the research.

Research that could be prosecuted with new partially tested deagabnologies like
Microtac and SEM.
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PARTE I INTRODUZIONE




1. SVILUPPO DEL LAVORO

1.1. Struttura della tesi

Questa tesi riassume il lavoro svolto presso il laboratorio di ingegneria dei tessuti
all'lstituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri di Bergamo nell'ambito del
progetto per la rigenerazione il vitro del rene.

La struttura del presente lavoro e costituito da una prima parte in cui si espongono le
problematiche attuali nell'ambito dei trapianti come unica terapia risolutiva per diverse
patologie croniche a carico degli organi e dall'importantissima speranza dedkt
medicina rigenerativa con il supporto tecnico dell'ingegneria dei tessuti.

Si e svolto quindi un lavoro bibliografico attraverso la letteratura piu recente sulle

ricerche parallelamente svolte da diversi gruppi internazionali sull'ingegneria di

mo teplici tessuti in coltura su fscaffol

ottenuti per decellularizzazione della matrice extracellulare; a quest'ultima sono
riconosciute le proprieta interattive con le componente cellulare, nella migrazione,
nell'adesione, nella proliferazione e nel differenziamento, oltre al ruolo strutturale di
sostegno, consistenza e protezione degli organi.

Si sono analizzate le ricerche piu attuali nel settore, quelle animate dalla meravigliosa
ambizione di ricreare glirgani in vitro. E si sono ammirati i risultati sorprendenti che
molte di queste ricerche hanno raggiunto.

Si é poi esaminato il rene, le patologie che lo riguardano, che nella maggior parte dei
casi non offrono soluzioni definitive e compatibili con un@ata qualita della vita.

Per comprendere la complessita dell'obiettivo che ci si & posti, si sono individuate le sue
funzioni e la sua anatomia, responsabile delle sofisticate soluzioni di ingegnerizzazione
dei sistemi complessi naturali.

Partendo ancorana volta dalla letteratura, dai risultati di coloro che in precedenza si
sono cimentati nella missione di rigenerare questo organo, Si sono osservate le
problematiche relative alla decellularizzazione con i diversi metodi proposti, nel sempre
primario obettivo di mantenere intatta una architettura tanto complessa e raffinata.
Successivamente si sono descritte le difficolta rilevate da un primo approccio

sperimentale al progetto e le soluzioni proposte, sulla base di cui si sono realizzati una

oY)



camera e urctircuito di perfusione progettati per consentire un lavoro quanto piu
semplice possibile nel ri spett babodterg | i obi
Practiceo.

Sono stati studiati gli strumenti a disposizione, indispensabili per l'attuazione dei
progetti e per analizzarne i risultati.

Si sono redatti dei protocolli, discussi e modificati, guidati di volta in volta dai risultati
ottenuti, affrontando continuamente la problematica della variabilita biologica, che
impone il rischio di fraintendimentwei dati collezionati esperimento dopo esperimento.
Sono stati costruiti dei modelli teorici a partire da dati sperimentali in risposta a delle
esigenze procedurali a cui si & arrivati nel corso degli esperimenti: determinare le
tempistiche consentite arotocolli dalle leggi naturali del trasporto dei nutrienti e dal
comportamento cellulare.

Si sono riportati poi i dati relativi agli esperimenti svolti indicandone gli obiettivi, i
metodi e i risultati, con le riflessione che di volta in volta ne soneegpnte.

Infine, alla luce del percorso sperimentale svolto sono state tratte le considerazioni
relative alla ricerca, alle problematiche irrisolte e alle soluzioni prospettate per le future
indagini, con una nuova discussione delle scelte tecniche ddgimme nell'obiettivo

continuo del miglioramento.



1.2. Organizzazione del lavoro sperimentale

La ricerca si € svolta nell'ambito di un progetto tanto importante quanto lungo, pertanto
il lavoro svolto puo solo vantare di avere raggiunto una delle pramee delle molte

che la vedranno protagonista nel prossimo futuro.

L'obiettivo ambizioso a cui il lavoro e stato dedicato é la ricellularizzazione del rene
utilizzando come fAscaffoldo | a stessa matr
nativa.

Una pima fase sperimentale & stata programmata partendo da protocolli gia descritti
seppur approssimativamente da un gruppo di ricerca, unico ad avere pubblicato su
riviste scientifiche di fama rilevante articoli riportanti dei risultati importanti (Ross et al
AEmbryonic Stem Cells Proliferate and Differentiate when Seeded into Kidney
Scaffol dso).

Inizialmente gli esperimenti sono stati svolti con l'utilizzo di un bioreattore
precedentemente realizzato e con degli strumenti di difficile controllo.

Sulla base éle difficolta riscontrate sono stati progettati e realizzati dei dispositivi
nuovi, & stato modificato il circuito in funzione delle caratteristiche di perfusione volute

e si sono adottati altri strumenti quali la pompa peristaltica idonea alle pattdtasge

e dalla maggiore sensitivita e il trasduttore di pressione, (componente di un sistema di
acquisizione multicanale rilevabile attraverso un software predisposto anche all'analisi
dei segnali).

In base ai risultati di sistemi di verifica non adattatprecedenza sono state ipotizzate
delle nuove cause di criticitad, pertanto si sono modificate le procedure di
decellularizzazione a partire dal metodo di incannulamento del rene. Sono stati
modificati i protocolli, cercando di non inficiare la sign#twvita dei risultati
effettuando variazioni scorrelate e sovrapposte, per poterne distinguere gli effetti.
Seguendo questa linea si e arrivati ad utilizzare un protocollo completamente diverso da
quello applicato in partenza, sia per la decellularizza&zisia per la ricellularizzazione,

fase delicata quanto costosa e strettamente dipendente dall'esito della precedente.

Solo dopo diverse prove e modifiche si sono ottenuti risultati ripetibili nel limite della
variabilita biologica e confrontabili con quel del Afgol den standar
scientifico precedentemente citato. Si sono tuttavia rilevate delle problematiche

persistenti, legate principalmente alla presenza di residui di materiale genetico
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frammentato come controindicazione di una procedusHiontispettosa della matrice
proteica che permette di ottenerne la perfetta integrita.

La presenza abbondante di cellule nelle strutture glomerulari rilevate dopo l'iniezione
seguita da condizioni statiche in incubatore e la scarsa capacita adesigtedste che
richiederebbe tempi di assenza di flusso troppo alti hanno portato alla costruzione di
modelli semplificativi per I'ottimizzazione del protocollo.

Il trasporto dei nutrienti e in particolare dell'ossigeno costituisce il limite principale di
tale metodica.

I nfine, grazie alla recente disponibilit
Ami crotaco, si sono ampliate | e prospettive
Il lavoro e stato svolto principalmente in funzione delle ordinarie problematiche e
mansioni all'internali un laboratorio avanzato per la ricerca, nel contesto di un istituto

in grado di fornire tanti dubbi quanti stimolanti strumenti di indagine.

| risultati ottenuti negli ultimi mesi di esperimenti consentono di ritenere conseguito
l'obiettivo della decelllarizzazione con conservazione dell'architettura della matrice
extracellulare del rene di ratto, dimostrato anche dalla distribuzione delle cellule
iniettate; la ripopolazione, intesa come proliferazione e differenziazione e il ripristino
della funzionakida dell'organo sono delle fasi su cui ancora non si € indagato
approfonditamente, benché molteplici lavori scientifici in letteratura offrano buone
sperane sulla possibilita di differenziare e cellule staminali embrionali grazie al
contatto con una membra basale specifica e stimoli fisiologici di flusso. Si tratta di
fasi che richiedono ancora tempo, studio e dedizione; tuttavia, per il momento, ci si puo
ritenere soddisfatti per avere conseguito il primo fondamentale passo per aprire la
ricerca alle faissuccessive, a cui contribuiranno anche altri laboratori dell'istituto con
competenze specifiche, nella speranza di poter giungere a breve anche alla
sperimentazione con cellule staminali a pluripotenza indotta per avvicinarsi sempre di

piu all'obiettivodi poter migliorare le condizioni di una vita senza sacrificarne un‘altra.



2.LA RIGENERAZIONE DI INTERI ORGANI IN VITRO

2.1.Concetti fondamentali

Negli ultimi anni, 'aumento delle conoscenze mediche, biologiche, biotecnologiche e
bioingegneristiche, ha portato alla sempre maggiore consazaeaoldellimportanza

della medicina rigenerativa, scienza che si pone l'obiettivo di trattare ferite o danni
tessutali o di interi organi con associazione di costrutti atti a favorire i naturali
meccanismi di riparo di tessuti biologici o di sostituire gli stessi, parzialmente o
integralmente.

Fondamentale per il successo della medicina rigenerativa € il progredire dell'ingegneria
tessutale, che associando competenze ingegneristiche a queltachie] permette di
realizzare i sostituti tessutali.

Gli elementi fondamentali per la realizzazione dei costrutti tessutali sofiosg a f f ol d 0
ela componente cellulardn essi seminata.

| primi sono dei modelli in biomateriali biocompatibili che possa@ssere di origine
naturale o sintetica, con geometrie e strutturazioni superficiali molto varie in funzione
dell'applicazione specifica a cui sono destinati. Essi svolgono principalmente la
funzione di fornire una struttura di sostegno per le celluléa deometria specifica per
l'adesione e dalle proprieta meccaniche stabilite. Altra funzione che viene spesso
richiesta agl:. Ascaffoldo =~ quella di | egar
interazione cellulare note, allo scopo di favorirelebame, la proliferazione o il
differenziamento cellulare (per ottenerne un fenotipo specifico).

Le cellule invece sono la componente attiva del costrutto, quella che con la propria
adesione, proliferazione e deposizione di matrice a seconda del propoiipde
rigenera il tessuto biologico.

Vi sono svariati settori in cui l'ingegneria dei tessuti ha possibilita di impiego: nel
campo della ricerca essa offre nuovi metodi di indagine sull'effetto di farmaci o sullo
sviluppo delle patologie analizzandoneomportamento in vitro. Ma primariamente lo
sviluppo dei prodotti tessutali & volto al fine terapeutico, mirato cioé a sostituire in vivo

i tessuti biologici danneggiati o a affiancarli durante la fase di riparo.



E' doveroso precisare che i tessuti bjido oltre ad avere una marcata variabilita
interindividuale e allinterno dello stesso soggetto al variare delle condizioni
fisiologiche o semplicemente dell'eta, mostrano un comportamento notevolmente
distinto a seconda della funzione che ricoprono petasto biologico: composizione
proteica, distribuzione cellulare e metabolismo delle stesse, architettura del sistema,
vascolarizzazione e disponibilita biochimica. Proprio quest'ultimo fattore concorre a
determinare una differenza notevole in terminirigaro tessutale e di rigenerazione
spontanea fisiologica degli apparati e piu precisamente dei tessuti che li compongono.
Gli epiteli, a titolo indicativo, sono tessuti in cui si il rinnovamento cellulare € molto
rapido e il riparo spontaneo éfficace le cellule dell'epidermide, dell' epitelio
intestinale, quelle germinali e quelle ematopoietiche hanno un indice mitotico alto. Altri
organi hanno una capacita proliferativa relativamente bassa, generalmente ritenuta
strettamente sufficiente solo per I'exscere del peso corporeo. In alcuni casi pero,
nonostante la rigenerazione cellulare pressoché nulla, pud essere presente un sistema di
riparo molto efficiente, che permette di rimodellare anche il 70% dell'organo stesso
come nel caso del fegato.

Infine, cellule quali quelle nervose e cardiache, estremamente specialimateanno
capacita proliferativaUn fattore determinante questa differenza é I'assenza di cellule
progenitrici che non siano separate spazialmente e morfologicamente da quelle
differenzate.

Nel caso di cuore e tessuto nervoso, i precursori non saserdr oltre la fase
embrionale [1].

In molte condizioni patologiche che portano all'insufficienza degli organi, il trapianto e
la strada terapeutica piu percorsa, grazie ai progressirgibirottenuti negli ultimi
cinquant'anni.

Nei casi di malattie cardiache, epatiche e polmonari allo stadio terminale, essa €& I'unica
soluzione ad oggi ritenuta valida, mentre per l'insufficienza renale e pancreatica vi sono
delle alternative quali I'emadlisi e la terapia insulinica che tuttavia non offrono
speranze di sopravvivenza a lungo termine né sono compatibili con una discreta qualita
della vita. In questo contesto si inserisce I'ambiziosissima proposta dell'ingegneria dei
tessuti difr i genéi aroer g@ n i, sostituendosi alla maiura in questa

operazione che autonomamente non sarebbe in grado di svolgere.



22.Stato dell ''"arte, |l e ricerche attual i : ECNWN
di organi

Nell'ultimo decennio tra le propospél accreditate dell'ingegneria dei tessuti, c'e quella

di utilizzare pol i mer. di origine natur al
particolare quelli che compongono fisiologicamente la matrice extracellulare (ECM).

Questa e un composto eterogenéo diverse proteine strutturali e funzionali,
glicoproteine e proteoglicani, organizzati in una soprastruttura tridimensionale molto
complessa tessutpecifica. Il suo ruolo & quello di fornire un supporto meccanico, dei

siti di alloggiamento per la compente cellulare e di adesione tramite ligandi specifici

per i recettori di membrana. E' inoltre un deposito di fattori biochimici di segnale che
interagiscono con le cellule regolandone il comportamento e la comunicazione;
includono fattori angiogenetiaili migrazione cellulare, di proliferazione, orientazione e
apoptosi, di ri sposta infiammatori a, I mmu n i
naturale dei tessuti e degli organi.

E' noto inoltre che I'ECM riveste un ruolo nella differenziaziontuleek (ad esempio

da mioblasti a miotubi); pertanto la si puo definire una componente attiva dei processi

che <coinvolgono i tessuti. Vi ~  inoltre
citoscheletro intracellulare gli elementi nucleari.

L'impiego dellamatrice proteica come scaffold per la rigenerazione dei tessuti & stato

quindi una diretta conseguenza della consapevolezza della sua influenza sul
comportamento cellulare. Ad esempio si sono scoperti peptidi quali I'RGD, presente

nelle molecole di fibrondina, che agiscono direttamente sull'adesione delle cellule;

altre proteine come laminina, collagene e fibrinogeno sono stati spesso usati nella
creazione di scaffold biodegradabili contemporaneamente per il loro ruolo strutturale e

funzionale.



Uno dei vantaggi di questi peptidi, utile al fine del loro uso, € la loro abbondanza
nelllambiente fisiologico di molte specie diverse, permettendo il prelievo da fonti
animali senza avere intolleranze e risposte inflammatorie eccessive.

Principalmente Uitilizzo dei componenti della matrice si limita alluso degli stessi
singolarmente o al massimo in miscele di pochi peptidi diversi che vengono riarrangiati
in strutture bidimensionali, in maglie tridimensionali fiborose o in spugne porose, atte
alla coltua cellulare principalmente di epiteli o di lenth tessuti specifici [2].

Una proposta molto piu avanzata € quella di utilizzare I'intera matrice extracellulare che

costituisce gli organi come fAscaffohdd per

del tutto aperta, che potrebpertare a ottenere delle matrici tridimensiomiidonatore
allogenico o xenogenico senza averepaga immunitaria perche privatdella
componente cellulare.

La letteratura recente vede diversi studi che si sono posiettivo di ottenere
l'integrita della ECM che compone gli organi sottraendone le cellule, in ottica di
renderla utilizzabile per la semina di quelle nuove differenziate o staminali
geneticamente compatibili con il paziente da trattare per poter rigefiergano intero.

Sono stati redatti diversi protocolli per la decellularizzazione degli organi e la
successiva ricellularizzazionel, processo di rimozione delle cellule con mantenimento
della struttura della relativa ECM, tipicamente implica l'espos& a detergenti,
proteasi e agenti chimici, attraverso una perfusione che sfrutta la presenza della
vascolatura nativa.

La rimozione completa degli epitopi antigenici associati alla membrana e al citoplasma
delle cellule originarie & necessaria per eeitana risposta immunitaria del destinatario

dell'organo.



| metodi piu utilizzati quindi sono la perfusione di agenti chimici quali soluzioni acide o
alcaline, sali (soluzioni ipotoniche o ipertoniche), detergenti ionici 0 caotropici; spesso
questa €& assiata a metodi enzimatici (esonucleasi e endonucleasi per la
frammentazione della cromatina). Infine, seppur meno utilizzati perché meno selettivi e
quindi piu dannosi anceh per la matrice ECM, sono percorribili dei metodi di
decellularizzazione fisica@ome la sonicazione o |'agitazione meccanica.

Questi metodi sono spesso utilizzati in associaZighd4].

Per la fase di ricellularizzazione, la scelta del tipo di cellule da infondere é del tutto
arbitrario in funzione dello scopo, della disponibiltadel tipo di organo; e da notarsi
comunque che nel caso di impianto di organo nel destinatario € necessario utilizzare
cellule compatibili, pertanto € preferibile I'uso delle iPS.

Anche i metodi di infusione sono arbitrari, tutti prevedono pero l'iniezitelle cellula

tramite la preservata vascolatura.

Freeze Thawin Perfuse type 1 H;0 ooogzgg g)stAm 4% 0.1% Peracetic Total
Heart” -80°C type 1 H;0  thenPBS37°C 0.05% NaN deoxycholate acid; 4% E+OH 21h
6h 8h 2h e 2h 1h
Heart? |0 #HMadenosine 1% SDS 1% Triton X-100 PBS with antibiotics Total
eart 15 min 12h 30 min 124 h ~137h
8 mM CHAPS, 1 M NaCl :
. J PBS with 90 U/ml PBS with Total
Lung'! 25 mgAhEDTA antibiotics benzonase 10% FBS ~5 weeks
13 0.1% SDS 1% Triton X-100 PBS with antibiotics Total
Lung 120 min 10 min 72h ~74h
: Freeze -80°C 0.02% Trypsin 3% Triton X Peracetic acid Total
Ly 24h 2h 18-24 h 1h ~51h
. 1% Triton 0.1%
Freeze 4°CPBS 0.01%SDS 0.1%SDS 1% SDS : Total
Liver'® _on z X-100 Peracetic acid o
80°C overnight 24 h 24h 24h 30 min 3h 88 h
Y Wash - PBS freeze Freeze/thaw 11% SDS DNAase Wash - DMEM Total
Liver 1 week 24h 5 weeks 24h 48h ~7 weeks

Figura 2.1: Metodi per la decellularizzazione degli organi e per il condizionamento dellc
fi s c af frockddiré consigliate
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2.21. Larigenerazione del Cuore

Una prima ricerca svolta nel settore € quella basata sulla rigenerazione del cuore,
seguita da innumerevoli altri studi che stanno portando ad avere risultati incoraggianti.
La decellularizzazione viene effettuata a mezzo di detergenti (SDS, PEG e tryton in
combinazione con soluzioni enzimatiche) infusi in modo anterogrado attraverso le
arterie coronarie. Ottenendo un'architettura intatta, vengono infuse delle nuove cellule
endoteliali o cardiache, lasciate in perfusione controllata per 28 giorni. | risaltatoh
mostrato contrazioni macroscopiche del rene di ratto gia a partire dal quarto giorno di
coltura e al ventottesimo giorno, si e rilevato l'effetto pompante in risposta a una

stimolazione elettrica pari al 2% della funzione cardiaca di un abljtf6].

Y

1% SOS in delonizod water, 77.4 mm Hg, 20 °C

Figura 2.2 Sistema per la decellularizzazion Figura 2.3: Condizioni e istologie dei tesst

e ricellularizzazione del cuore modello d cardiaci nelle fasi della decellularizzazione. a)

perfusione adottato. un giorno di decellularizzazione, b) a 3 giorn
c) a 4 giorni

11



2.22. Larigenerazione del Polmone

Con risultati altrettanto incoraggianti, sono stati condotti degli studi anche sulla
decellularizzazione e ricellularizazione del polmone. Questo organo, come il rene e |l
cuore, éotalmente primo di meccanismi spontanei di riparo, percio la rigenerazione in
vitro dello stesso costituirebbe una soluzione molto interessante alle innulinerevo
patologie che lo riguardanblno studio condotto da Niklason et al. Indica un protocollo

di decellularizzazione che lasci intatte le ramificazioni gerarchiche delle vie aeree,
contemporaneamente assicuri l'integrita del sistema vascolare e della membrana basale
composta da collagene di tipo IV, laminina e fibronectina. Si utilizza un bioreakttere c
collega la cannula posizionata nell'arteria polmonare al circuito di perfusione, mentre
una seconda cannula, posizionata nella trachea, viene regolata in apertura e chiusura da
una valvola. La soluzione di decellularizzazione dopo un trattamento dSRBS¢
composta da CHAPS, NaCl, e EDTA in PBS 1X. La portata perfusa € molto bassa (circa
0,2 mL/min), in modo da registrare pressioni inferiori a 15 mmHg.

La fase sucaessiva, quella della ricellularizzazione avviene tramite lo stesso circuito di
perfusione, infondendo dall'arteria polmonare le cellule endoteliali, seguite a distanza di
qualde giorno da quelle epitelialCon una pompa a siringa si genera l'effettoadell
ventilazione, che fisiologicamente alterna pressioni positive a pressioni negative. |l
risultato della stimolazione pneumatica, € quello di favorire il comportamento
fisiologico delle cellule: il polmone di nuova generazione € in grado di partecipare per
brevi intervalli di 45 minuti allo scambio gassqgb.

Legend
) Stopcock
= Alr filter
Platinum cured silicone tubing
+ One-way check valve
Luer lock connector
Stir bar
J syringe port

Connect
lungs to cap
via vascular
cannula

Pulmonary artery ¥ Trachea cannula
cannulated via right

ventricle -~

v

Figura 2.4 Modello di camera di perfusione per la decellularizzazione d
polmone
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2.23. Larigenerazione del Fegato

Molteplici gruppi di ricerca si sono concentrati sulla rigenerazione in vitro del fegato
ottenendo ottimi risultati: con l'utilizzo del solo detergente iorf&dS (che agisce
disgregando il materiale citoplasmatico), si & ottenuta una matrice completamente
decellularizzata e priva di materiale genetico residuo, con la fitta rete vascolare tipica
dell'organo completamente intatta. Questo ha permesso la semawerati la vena

porta di epatociti adulti, lasciati in perfusione fino all'ottenimento della
ricellularizzazione completa. Si & dimostrata la secrezione in vitro da parte del nuovo
organo di albumina e la sintesi di urea, caratteristiche indicative deildohalita

epatica. Si sono effettuati anche trapianti su animale dei nuovi organi rigenerati con
basso danno ischemi®).

Altre ricerche parallele sono giunte allo stesso risultato sulla rigenerazione del fegato
utilizzando un protocollo di decelluladazione basato sulla perfusione attraverso la

vena porta di acqua distillata, Trytdhcon 0,1% di idrossido di ammonio. La semina
viene effettuata in due tempi successi Vvi
Umbel ical Endotel i adlICledlles 0 FleC L(hivislergare t bhedt) el
loro coltura dopo giorni di perfusione mostra comportamento corretto, con I'espressione

dei fimarker® endotelialj epatici e biliari epiteliari [9].

Organ Simplest cells Minimal function Advanced endpoints

Heart Cardiocytes Contractility Pumping against afterload, drug responsive, conduction systems,
pacemaker activity, patent valves

Liver Hepatocytes Albumin, urea production | Drug metabolism, metabolic regulation, coagulation factor
synthesis

Kidney Renal medulla cells Urine production Blood filtration, renin angiotensin system, blood pressure
maintenance

Lung Alveolar type 2 cells | O, exchange Respiration

Pancreas Islet o, 3-cells Insulin/glucagon secretion | Pancreatic digestive enzymes, endocrine hormone production

Figura 2.5: La rigenerazione degli organi; parametri di valtazione per i costrutti ingegnerizzati in relazion
alle funzioni fisiologiche
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3.LARIGENERAZIONE DEL RENE IN VITRO

3.1 Le patologie renali e le terapie convenzionali

Le patologie che coinvolgono il rene posso essere di diversa origine e manifestarsi con
sintomi e gravita differenti, tuttavia sono tutte da considerarsi progressive e attualmente
non esiste una terapia non cronica che sia in grado di rimuoverne la cacdaeee il
danno. Il danno renale & sempre caratterizzato da sclerosi glomerulare, con la
conseguente diminuzione del GKfrelocita di filtrazione glomerulared la perdita di
selettivita della membrana glomerulare, che porta all'escrezione indifizteerdalle
proteine attraverso le urine, fenomeno noto come proteinuria.
In genere le nefropatie vengono classificate in funzione dei due parametri di proteinuria
e GFR, indici del danno provocato; si riconoscono 4 livelli dalla gravita crescente:

1 StagelDanno renale senza variazione di GFR

1 Stage2: Danno renale con perdita moderata di GFR

1 Stage 3: Riduzione severa del GFR

1 Stage 4: Insufficienza renale grave comprovata, fallimento dell'organo
Gli stage 1 e 2 devono essere accompagnati da altre evidenaandi cenale quali
microalbuminuria persistente, pruteinuria persistente, ematuria persistente (con
esclusione di &le cause), anormalita strutturali del rene rilevate con mezzi di imaging
quali ECO scanner o altri test radiografici, glomendfriti comppovate da biopsia.
L'insufficienza renale grave e la fase piu frequente all'interno dei nefropatici (il 41,8%).
Nella maggior parte dei casi si tratta di una condizione cronica, le cui cause possono
essere malattie glomerulari proliferative, glomerulonefrie di origine non
inflammatoria, malattie vascolari, nefriti tubulointerstiziali, malattie a carico tubulare
non infiammatorie, cistiti, infezioni. In altri casi l'insufficienza puo essere di tipo acuto,
manifestarsi in modo precoce e con possibile rabidita; di questa natura sono le
nefropatie provocate da alcuni tipi di infezioni e da intossicazioni. Un danno renale é

frequentemente una conseguenza della malattia diabetica e dei casi gravi di sepsi.

La condizione di insufficienza renale grave nortompatibile con la vita a meno di

trattamento dialitico. Questo consiste nella depurazione del sangue dei pazienti con una
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ricorrenza trisettimanale a mezzo di un sistema di membrane che permettono lo scambio
di massa selettivo di sostanze specifichegua. Per ottenere la possibilita di filtrare
esternamente il sangue € necessario reperire un sito di accesso percutaneo alla
circolazione sanguigna del paziente, ottenuto congiungendo una vena ad una arteria
(tramite graft o sutura diretta) allo scopoudiire i requisiti di accesso superficiale e di
alta pressione per permettere la circolazione extracorporea. Si utilizzano generalmente

due possibili accessi percutanei: quello peritoneale e quello radiale.

Point prevalent distribution & annual costs of Medicare (fee-for-service)
patients, age 65 & older, with diagnosed diabetes, CHF, & (KD, 2009

Population
(n = 24,184,440; mean age 76.2) (total: $212,769,005,961)

CKD 22.3%

Diabetes 22.8% CHF 9.6% Diabetes 32.4%

CHF 159%

Figura 3.1: Trattamenti dialitici, le terapie Figura 3.2: Distribuzione e costi delleterapie per
convenzionali per il trattamento delle Nefropatic malattia diabetica, cardiopatie (CHF) e nefropatit
croniche. Sono possibili i due diversi accessi percutan croniche (CKD)

in alto, dialisi peritoneale; in basso, dialisi radiale

Il trattamento dialitico € una terapia invasiva e incompatibile con una buona qualita
della vita dei pazienti; inoltre la selettivita propria delle membrane per determinate
molecole, il funzionamento di natura osioat non sono sufficienti a ripristinare la
totalita delle funzioni dal complesso controllo attivo del rene e tantomeno € in grado di
sostituire il suo ruolo nella produzione ormonale.

Attualmente sono disponibili diverse procedure di dialisi, tra cuilguaemiciliare allo
scopo di avvicinarsi maggiormente alle esizge del paziente per cui l'ospdidzazione
frequente costituisce un problema. Oltre alle problematiche in termini di reale efficacia
della terapia, il trattamento dialitico costituisce untgosiolto rilevante sia per il

trattato sia per il sistema sanitario.
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3.11. Il problema dei trapianti

Il trapianto € la soluzione clinica ritenuta maggiormeefteeacenel trattamento delle
nefropatie croniche di qualsiasi tipo. Come dimostrano i dati dell'ultimo decennio,
coloro che soffrendo di insufficienza renale sono stati sottoposti a trapianto hanno
mostrato una mortalita inferiore e uno stato funzionale miglispetto agli individui
trattati con emodialisi.

Come nel caso di cuore, fegato, polmone e pancreas, anche per il rene si ha una marcata
differenza tra il numero dei candidati in lista d'attesa e il numero dei donatori, che porta
ad una discrepanza traniimero effettivo dei trapianti eseguiti e quelladioro che lo
richiederebber§l0].

La scarsa disponibilita di donatori e 'aumento delle richieste costituiscono un primo
importante problema per i trapianti di rene, sebbene per questo organo, coiine per
fegato e per il polmone sussista la possibilita di avere donatori viventi.

I lunghi tempi di attesa non sono spesso compatibili con le condizioni critiche dei
candidati; i dati mostrano come la mortalita prima dell'ottenimento del trapianto € molto

ata, nonostante il temporaneo trattamento con emodialisi.

Likelihood of dying while Transplants with delayed graft
awaiting transplant function (DGF), by donor type
0.4 50 Donation after cardiac death
0.3 - 2 i
> 5years S
& Y -] Expanded criteriadonor
o] 0.2 _ 4years S 0 (ECD) deceased donors
s Y /\_\_\/\ ‘G All deceased donors
o 3years - — =
a g 20
0. = —— P— v Standard criteria donor
= & 6 (SCD) deceased donors
o il i L Living donors
91 93 95 97 99 01 03 05 07 0

Year of listing 9N 9%5 99 03 07

Figura 3.4: Probabilitd di decesso in lista ¢ Figura 3.5 : Frequenza di perdita dell:
attesa per trapianti di rene; a causa dell funzionalit? del |l 60
degenerazione delle patologie, per lunghi tem funzione del tipo di donatoree per anno d
di attesa sussistono rischi molto alti trapianto
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Transplant Transplant rates, by year
rates, 2009 (per million population)

% )
Canada |

Noeway |

Jalisco (Mesico) |

Figura 3.6 : Frequenza dei trapianzi di rene nel mondo.l dati sono riferiti ai paesi
che hanno coll aborato con | o AUnitect
della statistiche rese disponibili odine

Una seconda problematica | a scarsa | a
come terpo dal trapianto in cui meta dell'organo perde funzionalita), che non ha subito
incrementi negli anni. Cio dipendente principalmente dallo stato dell'organo trapiantato,
spesso da donatori piu anziani del ricevente. Questa condizione € ulteriormente
aggrawata nel caso di trapianto da donatore in condizione di morte cardiaca; in via
dimostrativa, riferendoci ai dati relativi agli stati uniti per I'anno 2009, si rileva che il
6,4% dei pazienti adulti sottoposti a trapianto incontra un fallimento dello sesso

primi due anni, mentre l'incidenza di coloro che si candida nuovamente nelle liste di

attesa per l'organo dopo il fallimento del precedente corrisponde al 3,1%.
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Infine, una problematica di altissimo rilievo e quella legata allimmunosoppressione
cronica, necessaria per tutti i trapianti allogenici per impedire un'attivazione e
aggressione del sistema immunitario che porterebbe inevitabilmente alla morte del
soggetto.

Sebbene la terapia immunosoppressiva, inizialmente ottenuta a mezzo di cootitioster

e 6mercaptopurine abbia avuto molti sviluppi negli anni, tra cui molteplici tentativi di

Ai ndurre |l a tolleranza dell''organo trapian:
anticorpi monoclonali, tuttavia i risultati non sono ancora soddisfiacent

La tossicita della terapia immunosoppressiva € duplice: la stessa soppressione aspecifica
del sistema immunitario rende l'individuo esposto alle infezioni che posso portare al
successivo fallimento multiorgano e alla morte. In aggiunta, gli stesgitiage
immunosopressivi hanno effetti collateli quali ad esempio la nefrotossicita degli
inibitori  della calcineurina, lipertensione e il danno vascolare provocato dai

corticosteroidi.

Acute rejection within the Cumulative incidence of post-transplant
first year post-transplant lymphoproliferative disorder (PTLD)
60 . 20
<
Acute rejection: 2
\ deceased donor g 15 et
40 &V, Acute rejection: S ~ Pediatric patients
& living donor 2 (age <18)
<] g 10
] s L}
a. " S Q
20 == Biopsy proven: @
deceased donor _ % 0.5 - f Adult patients ——
== Biopsy proven: — = f
living donor £ > -
0 : 3 00 L—" L
91 95 99 03 07 0 6 12 18 24 30 36
Transplant year Months after transplant

Figura 3.7: Frequenza di rigetto acuto ne Figura  3.8: Incidenza  di  disturbi
primo anno dopo il trapianto linfoproliferativi conseguenti alla terapia
immunosoppressiva

Inoltre, benche tale trattamento risulti approssimativamefiieace nel controllo del
rigetto acuto, non €& funzionale nel caso di rigetto cronico, il quale si € appurato
di pendere da meccani smdi pseinadedtfiad,il painfiiad ¢ «

i ndi pendentio [11].
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Recentemente inoltre, ad aggiungersi agli effettollaterali della terapia
immunosoppressiva, vi e I'esito di diversi studi che hanno rilevato una correlazione tra i
trapianti e l'insorgenza di tumori: i pazienti sottoposti a trapianto mostrano un rischio 3
volte maggiore degli individui di controllo (no caratteristiche e stili di vita
paragonabili). In particolare, gli studi svolti sui pazienti con trapianto di rene
dimostrano che molti tipo di tumori quali il sarcoma di Kaposi, linfoiom-Hodkin's, il
cancro alle labbra e il melanoma si presentatmdurante il funzionamento dell'organo
trapiantato, cioe nel periodo di forte attivita della terapia immunosoppressiva, mentre |l
rischio si riduce alla normalita dopo il fallimento dello stesso e con ripresa della terapia
di dialisi. Per altri tipi di tenori, al contrario, il rischio resta elevato anche dopo |l
fallimento: € questo il caso di leucemie, cancro ai polmoni e tumori correlati alla
malattia renale in fase terminale (tumori al rene, tratto urinario e tiroideo). Si ritiene che
I tumori di origire virale in particolar modo siano legati in modo reversibile alla terapia
immunosoppressivd.2], [13].

Alla luce di questi dati appare evidente la necessita di soluzioni alternative, che
permettano di ovviare il problema tanto della terapia immunosappaeguanto della

di sponi bilit?” r apipka idii cooga&nii nfi pcaoznide reti eo n i

nell'ottica di offrire delle soluzioni a lungo termine anche per i pazienti piu giovani.

Causes of death with
function, 2005-2009

Malignancy:

93% __y

CVD: 29.7%

Unknown:
17.8%

Other: 22.3%

Figura 3.9 : Principali cause di morte successéva trapianto di rene non dovute all:
perdita di funzionalit”™ dell 6organo t
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Tuttavia, attualmente, l'operazione chirurgica di trapianto, come e statisticamente
dimostrato, & particolarmengficacenel caso del rene.

La possibilita di evitare ungrapia immunodepressiva e un'attesa eccessivamente lunga
con la rapida degenerazione dell'organo che ne seguerebbe a ridurne pressoché
integralmente I'elenco delle controindicazioni.

La rigenerazione degli organi offrirebbe questa opportunit&nendo in aggiunta
costrutti biologici in condizioni ottimali, sani, disponibili precocemente e soprattutto
completamente compatibili con i destinatari.

Questa costituirebbe una soluzione perfetta alle nefropatie.

21



3.2 La complessita del rene

3.2.1 Anatomia

Il rene & un organo pari situaio sede retroperitoneale, nella parete posteriore

dell'addome, ai lati della colonna dotiembare. Il polo superiore e a livello della 1/2

vertebra toracica) polo inferiore raggiunge la teraeertebra lombare. Il rene destro e

pit basso per la presenza del fegato sul lato.

Ognuno dei due reni e rivestito da tessuto connettivo di sastegprotezione: la

capsula agiosa, quella renale piu interna e la fascia renale, che penetrando

trasversalrante gli altri due strati ancora lI'organo all'ambiente circostante.

In sezione sagittale nei reni si distinguono 2 regioni distinte: la regione piu interna e

dol
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| ar eo,
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cal eo e cont.i

strutture

nefroni

le unita funzionali principali del rene, (in quantita di circa un milione per ogni rene

umano): sono a loro volta costituiti da due elementi distinti ognuno dei quesieiun

ruolo preciso per la funzione filtrante del rene: corpuscoli di Malpighi (glomeruli

capsule di Bowman) e tubuli.

3.10 Localizzazione

Figura
anatomica del rene umano

Middle suprarenal

Renal a. and v.

= Fibrous capsule

Celiac trunk——

Suprarenal v. and

inferior suprarenal a —E calyces

Superior

Interlobular
mesenteric a artery

calyces

Testicular or
ovarian aa.

Medulla
(pyramid)

Testicular or ovarian v.

Figura 3.11 Principali strutture vascolari in
prossimita del rene e componenti anatomici dello stes
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STRUTTURE ANATOMICHE

| corpuscoli di Malpighi

| corpuscoli di Malpighi sono le strutture assimilabili funzionalmente a un filtro: sono
composti da una fitta rete di capillari rivestita da cellule specifiche @&meettono il
passaggio selettivo delle molecole dai vasi alla capsula esterna che li contiene, la
capsula di Bowman. Nel corpuscolo si riconoscono quindi due poli, quello vascolare,
entro cui si protrae l'arteriola afferente che si dirama nei capillameayulari fino a
raccogliere il flusso d'uscita e formare l'arteriola efferente; sull'altro lato invece si trova
il polo urinario, dove la capsula di Bowman si restringe a formare il tubulo.
La struttura dei corpuscoli € altamente organizzata e precisa:
1 L'endotelio e fenestrato contiene dei pori ilR®nm.
i La membrana basale glomerulare mostra sulla sua superficie delle cariche
negative che influenzano la filtrazione delle macromolecole. Questa € la parte
piu selettiva. E' una struttura che viene contmeate rinnovata dal mesangio e
dai podociti
L' epitelio viscerale della capsula di Bowman € altrettanto fondamentale per

dirigere le sostanze di scarto verso il polo urinario.

Capsula
glomerulare

Epitélio parietale  EPitelio viscerale o
Polo o capsulare glomerulare (podociti)
Arteriola vascolare . gy
efferente

/
/

/’
N /" Polo urinifero

>
Tubulo contorto
prossimale

Macula \

densa Spazio

capsulare

e

Cellule iuxta-

: \ X
glomerulari . K a2 ¢ = Capillari
/ =\ = = glomerulari
Colledel =M :
mesangio extra- Q;
lomerulari SN~
v ‘> ; Arteriola

5 P afferente

Figura 3.12 : Anatomia del corpuscolo di Malpighi
principali strutture co llaboranti alla funzione di filtrazione
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[l tubulo
Il tubulo invece e composto da tubulo contorto prossimale, ansa di Henle (con porzione
ascendente e discendente) e tubulo contorto prossimale che sfocia nel dotto cellettore

successivamenteell'uretere.

srteria aflerente

wleria efferente Proximal

tubule
Efferent arteriole

Glomerular =5 B\ Distal convoluted tubule
capsule 5

Afferent 4 ~ e/
arteriole 3

Artery V)
Venule “H P
|

Vein 1AL

Descending limb

Ascending limb

Peritubular
capillaries

Figura 3.13: Disposizione dei nefron Figura 3.14 : Il nefrone corticale, organizzazion
corticale e iuxtamidollare vascolare dell 6unit”™ fu

Nel tubulo avvengono i processi di riassorbimento delle sostanzellitiiganismo,

quali i sali, che per il basso peso molecolare superano il filtro del glomerulo; pertanto
lungo tutta la lunghezza del tubulo, tra la sua parete composta da microvilli che
favoriscono il riassorbimento aumentando la superficie e la fitea det capillari
peritubulari avvengono gli scambi che fondamentali per il bilancio elettrolitico. Inoltre,
nel tubulo si ha la diluizione o la concentrazione dell'urina a causa del meccanismo di
regolazione della permeabilita all'acqua, meccanismo cheefterail’'organismo intero

di regolare il volume di acqua, quindi di mantenere la volemia sanguigna.

Figura 3.15 : Schema di funzionament
tubulare: meccanismi di trasporto; lungo la
membrana filtrante del tubulo si hanno gl
scambi molecolari per il bilancio elettrolitico,
di portata e per la regolazione del pH
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Sistema vascolare

Ogni rene  irrorato dall darteria renal e,
all arteri a mesenterica superiore. Al |1 6
segnentali, poi arterie interlobari, arcuate ed interlobulari, entrando infine nei nefroni
come arteriola afferente, diventando capillari glomerulari, arteriola efferente e infine
capillari peritubulari. All'uscita dei nefroni si hanno le venule, poi venerlotiulari,

vene arcuate, vene interlobari e infine tutto il sangue esce dal rene attraverso la vena

renale.

Interlobular artery
and vein

Renal cortex

Arcuate artery
and vein

Renal medulla

Interlobar artery
and vein

Renal artery
Renal pelvis

Renal.velo Figura 3.16: Sistema vascolare del rene .
complessa rete di vasi e fondamentale
| 6adempi mento del |l e f
| 6arteria renal e, dir e
ingresso al | dor gan agetere
costituiscono i due condti in uscita adibiti al
flusso rispettivamente di sangue depurato
del | durina
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3.2.2 Funzioni

Il rene, come ogni struttura dell’@gismo ha un'architettura morfologicamente

correlata al ruolo a cui e adibito; tra le sue funzioni principali vi sono:

1 Regolazione dell'espulsione dei cataboliti dell'organismo e delle sostanze
tossiche e il riassorbimento delle sostanze necessarieziofiendella pressione
osmotica delle stesse.

1 Regolazione dell'equilibrio elettrolitico, svolto a mezzo dell'espulsione di sali in
eccesso o il riassorbimento degli stessi e contemporaneamente bilancio della
guantita di acqua espulsa

1 Influisce nella produnine e nell'escrezione di acidi e basi
Ha un ruolo attivo nella produzione di ormoni e molecole ausiliarie quali la

vitamina D.

Nella proposta di rigenerazione del rene e fondamentale ripristinare ognuno di questi

contributi di vitale importanza péorganismo.
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3.2.3 Il sistema di controllo, modelli complessi da preservare

Meccansmi di controllo fluidodinamico

Tramite | e arterie renal. [ reni FI0% evono
della portata renale ematica (PRE) cirawmddla corticale, il imanente nella midollare.

La frazione di portata sanguigna entrante nel rene ha varia entro un intervallo
fisiologico tra il 12% e il 30%. Esistono nei reni dei meccanismi di feedback molto

precisi che regolano i valori fluidodinamial proprio interno, sistemi si riflettono su

tutto I'organismo. Questi meccanismi possono essere schematizzati come nella maggior

parte dei distretti corporei come un equilibrio di pressioni, affrontando il problema
fluidodinamico con metodi a parametri ma@ntrati, approssimandolo cioé al suo

circuito equivalente elettrico, in cui principalmente vale

AP=0-R

con R determinata dalla legge di Poiseuille (3.1

o(n=c | | -
¢t~ con C compliance dei vasi (3.2)
of (33)

Regolazionalell'ultrafiltrazione glomerulare

Nelle varie sezioni della circolazione renale vigono pressioni diverse: a livello dei grossi
vasi in ingresso, le arterie interlobari, arcuate e interlobulanressione é di circa 100
mmHg, mentre nelle vene, che aliae convogliano il sangue verso la vena renale ha
un valore di circa 8 mmHg, le zone di maggior resistenza al flusso sanguigno sono le
piccole arteriole renali periferiche, con un comportamento simile a quello dei capillari
dei distretti periferici e larteriole che permettono al sangue di attraversare i glomeruli:
I'arteriola afferente quella efferente.

A cavallo dei capillari glomerulari si ha una caduta di pressione di 40 mmHg (da 100
mmHg in ingresso a 60 mmHg in uscita). A livello dei capillaritpbulari la pressione
scende ad un valore medio di 13 mmHg. Si puo capire, allora, che il glomerulo
operando ad una pressione di 60 mmHg, promuove una rapida filtrazione di liquido,

mentre 1 capillari peritubulari lavorando a 13 mmHg, permettono un rapido
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assorbimento di | iquido per effetto dell 0el
Questo primo bilancio pressorio € quindi alla base del meccanismo di ultrafiltrazione
glomerulare; si puo ritenere che tale fenomeno sia un meccanismo dinamico regolato da

un sistema di forze:

7 Pressione idrostatica dei capillari glomerulafPromuove la filtrazione
glomerulare. E la pressione ematica media all'interno dei capillari glomerulari. E
stata misurata direttamente soltanto nel ratto, in cui il valore medio e di 45
mmH g . Da varie misurazioni indi eett e, n
mmHg, tenendo tuttavia presente che questo valore puo aumentare o diminuire
considerevolmente in differenti condizioni.

1 Pressione colloidosmotica nella capsula del BowmRromuove la filtrazione
glomerulare. Normalmente una quota molto piccola di proteine passa nel filtrato
glomerulare e quindi questo fattore non ha alcun effetto significativo e viene di
solito considerato pari zera

1 Pressione idrostatica della capsuldel Bowman Si oppone alla filtrazione

glomerulare. Sulla base di misurazioni con micropipette si valuta che la

A

€

pressione capsul afi8mmihg! | uomo si a di cir

1 Pressione colloidosmotica delle proteine plasmatidhieche questa pressione si
oppone allafiltrazione. Poiché circa un quinto del plasma dei capillari
glomerulari filtra nella capsula del Bowman, nel passaggio del sangue da
unbdestremit”™ all daltra del gl omerul o | a
aumenta di circa il 20%. Se, quindi, leepsione colloidosmotica del sangue che
entra nei capillari €, come di norma, pari a 28 mmHg, quando il sangue
raggiunge | 0estremo terminale dei capi l
mmHg; percio la pressione colloidosmotica media nei capillari glola puo

essere valutata intorna32 mmHg

La pressione di filtrazione (Pf) €, quindi, il valore netto della pressione che spinge il

liquido attraverso la membrana glomerulare e risulta

Pf= P —( P + P )=60—(32+18)=10mmHg
momeridare capsulare cofiaiadmle glom (3 4)
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Dalla pressione di filtrazionegalla superficie glomerulare filtrante (numero di
glomeruli funzionanti) e dalla permeabilita della membrana filtrante (membrana basale)
dipende il valore di GFR, velocita di filtrazione glomerulare, un parametro che
caratterizza la funzionalita renalen tondizioni fisiologiche la superficie glomerulare
filtrante e la permeabilita della membrana filtrante sono costanti pertanto possono

essere rappresentate da una costante (Kf) detta coefficiente di ultrafiltrazione.

GFR=Kf-Pf =125ml!min (3.5)

Determinazione detalore di GFR
Per la determinazione del GFR si utilizzano metodi indiretti, basati sulla filtrazione

delle sostanze di cui sono note le concentrazioni nel plasma e nelle urine. Dette

C (plasma) la concentrazione della sostanza nel plasma
C(urina) la conentrazione della stessa sostanza nelle urine
V (filtrazione) la velocita di filtrazione della sostanza dal glomerulo

V (espulsione) la velocita di secrezione della sostanza nelle urine

risultano

V= C -GFR
filiraztone  plasma (36)

¥ C -flusso
EAETAA AT HFa T (3 ) 7)
Se la sostanza in gstione ha la proprieta di venir filtrata completamente, ma di non
venir né riassorbita né secreta dal tubulo, allora tutta quella filtrata viene escreta con le

urine, cioé la velocita della sua filtrazione e uguale a quella della sua escrezione, percio

(_ -ﬂu;«so
GFR — AFTINT (.I-.'.l'.'lﬂ'.'
.'1.':."...'.II.I (38)
La sostanza che di solito viene utilizzata
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Reqgolazione del GFR

Esistono dei meccanismi di feedback nel rene che permettono di mantenere invariato |l
GFR anche in risposta a variazioni molto alte della PAmisge e quindi in ingresso al

rene.

Cio e di estrema importanza dal momento che anche variazioni del 5% porterebbero
delle disfunzioni importanti: séa velocita di filtrazione glomerulare scendesse, il

filtrato passerebbe attraverso i tubuli cosi lentamenhe verrebbe pressoché
completamente riassorbito. Al contrario, se il GFR fosse eccessivamente alto, il filtrato
passerebbe cosi rapidamente attraverso i tubuli che questi sarebbero incapaci a
riassorbire quelle sostanze che devono essere trattenuteonellg a ni s mo per
squilibrio delle tempistihe di diffusione e convezione.

L'apparato che svolge il ruolo di regolazione e quglkiaglomerulare, che agisce
attraversoime ccani smo di vasodi | ateadilzneccaniemodiie | | 6 ar t

vasocos r i zi one dell.6arteriola efferente

Regolazione dé& portata renale ematica (PRE)

I meccanismi che fanno fronte alle variazioni della PA sistemi in ingresso al rene e che
permettono

un' autoregolazione del flusso ematico renale coinvolgono ancora una volta le arteriole
afferenti: oltre al fenomeno della vasodilatazione che ragola il GFR, si verifica un
meccanismo miogendll'aumentare della PA si genera uno stiramento delle pareti

dd | 6arteriola con | a sua conseguente contr a
La diminuzione della pressione arteriosa al contrario determina un rilassamento delle

fibrocellule muscolari lisce, e quindi una vasodilatazione arteriolare.
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In base a quanto deté evidente l'importanza di preservare l'integrita delle strutture
renali ai fini di rigenerare 'organo; sono sufficienti piccole variazioni conformazionali a
far fallire la complessa macchina autoregolata. E' altrettanto importante il mantenimento
della componente proteica per indurre la ricellularizzazione dell'organo e ottenere una
distribuzione cellulare tale da indurre l'acquisizione del fenotipo altamente specializzato

corretto per lo svolgimento delle funzida#], [15], [16], [17], [18]

TABLE 1. ECM components in the mesanglal matrix® Figura 3.17 : Proteine costituenti la matrice
Components Ret. No. extracellulare del mesangio
Collagens
Type il 14
Type IV 15-18
Type V 15,18
Type VI 18-20

Figura 3.18 : Distribuzione delle proteine dell

PT
sAmel 10 matrice extra cellulare costituenti il nefrone
Col at, a2(IV)
8
GBM
Lam-11
Col a3-a5(IV)

a1, a2(V)] &7

or
‘fm Lam-10
= (am-2)

¥ Col a1-ab(Iv

M ENPBa
Lam-1, 10
flam-2)
Col a1, a2(IV)
a5, a(IV)
a3, 041V Ve
enpPBa //
Wi
[Lam-4, -11) \( 5
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EN,P.B . > B an-21
X '%“ Col a1, a2(IV)
Lam: Laminin y & EN"E? SGHV)
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3.3 Soluzioni per ladecellularizzazione

L'obiettivo della decellularizzazione di un intero rene perché possa essere
successivamente wutilizzato come fscaffol do
completamente ogni residuo cellulare, (materiale citoplasmatico, frammenti di
membrana e acidiucleici) scarti che impiantati in un ospite vivente scatenerebbero una
forte reazione immunitaria e minimizzare gli effetti dannosi sulla composizione,
I'attivita biologica e l'integrita morfologica della rimanente matrice extra cellulare.

In realta, tdti i metodi studiati per la rimozione della componente cellulare da un
tessuto, sono inevitabilmente dannosi parzialmente anche per I'impalcatura proteica in
cui questa e inserita, sia nel caso di trattamenti chimici perché frequentemente gli stessi
detegenti in grado di rompere la membrana cellulare sono dannosi anche per proteine
della matrice, sia, come e owvio, nel caso di metodi fisici o di pressioni alte nelle
perfusioni, che possono agire sulle strutture molto precise e delicate. Il caso del rene,
con una matrice basale molto variegata e sofisticata, aggiunta alla difficile
raggiungibilita delle cellule in essa compattate, complica ulteriormente la scelta del tipo
di trattamento.

Le possibili soluzioni annoverate tra i metodi utili alla decellutazzone prevedono
spesso una combinazione di tecniche chimiche, fisiche e enzimatiche.

| trattamenti fisici non sono mai completi da soli, pertanto vengono spesso affiancati a
soluzioni chimiche; tra di essi ci sono la sonicazione, agitazione, applicgzessoria

o metodi di congelamemnt&congelamento. L'effetto di queste tecniche e quello di
frammentare la membrana cellulare e favorirne la fuoriuscita di contenuto.

| trattamenti enzimatici riguardano in genere la tripsina per la rottura dei legami di
connessioni intracellulari e intercellulari e nuovamente quella delle proteine
transmembranali. Altri enzimi specifici vengono usati per la frammentazione di

materiale nucleare.
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Lo stesso scopo di frammentazione della membrana é affidato ai detergelai e al
soluzioni ioniche.

Generalmente il metodo di azione di un protocollo di decellularizzazione prevede:

1 Lisi della membrana cellulare (con soluzioni ioniche o metodi fisici)

1 Separazione del materiatellulare da quello proteico della matrieetracellulare
(utilizzando trattamenti enzimatici oppure solubilizzando con dei detergenti il
materiale citoplasmatico e nucleare)

1 Rimozione degli scarti cellulari dall'architettura della matrice (in genere con

perfusione)

Tutti i passaggi possono essaraplificati nell'effetto sulla decellularizzazione come sul
danno alla struttura proteica, dall'aggiunta di metodi meccanici quali I'agitazione o le

alte pressioni.

Tra i metodi chimici utilizzabili ci sono i trattamenti acidi o alcalirdetergenti imici o
nortionici, i detergenti zwitteronici, le soluzioni ipotoniche e ipertoniche e gli agenti
chelanti.

La maggior parte di questi associa vantaggi a svantaggi, che vanno considerati e
bilanciati nella stesura di ogni protocollo.

| trattamenti alcalinie acidi sono prevalentemente usati per la rimozione del materiale
genetico e per la solubilizzazione di quello citoplasmatico. E' un trattamento altamente
efficiente e associa il vantaggio di disinfettare il costrutto prevenendo infezioni da
microrganismi, tuttavia tende a danneggiare la matrice extracellulare per la
disgregazione anche di peptidi importanti come i glicosamminoglicani da tessuti ricchi
in collagene.

| detergenti nofionici sono molto utilizzati per il comportamento moderatamente
dannoso pela struttura proteica. Essi agiscono sulla membrana fosfolipidica, rompendo
le interazioni lipidelipide, ma lasciando intatte quelle interproteiche. Il detergente
appartenente a questa categoria piu utilizzato e il Trytd®X | suoi effetti osservati

nei casi di decellularizzazione sono positivi per quanto riguarda la rimozione di
materiale genetico e l'integrita della matrice, ma negativi per la rimozione completa di

scarti cellulari.
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| detergenti imici, invece sono molto efficaci nella solubilizzaae del materiale di

scarto cellulare, sia citoplasmatico che nucleare, pero0 tendono maggiormente a
danneggiare le proteine rompendone le interconnessioni. | detergenti di qoegi ti
utilizzati Dedecyl8oli 1 atodS®m,di oo mun &me ret e | d eifSiondii
Desosst 0l at 00 . L'SDS = ritenuto molto efficie
cellulari, non danneggia il collagene ma disgrega i glicosamminoglicani e le piccole
molecole cariche. Il Sodio Desossicolato, non risulta altrettaffiwace nella
decellularizzazione e provoca molti danni alla struttura proteica.

1 detergente zwit t3¢(3-alanidopoopiljaiméglanuroniojli z z at o
propansul fonat oo, comunemente definito ACHAP
la matice extracellulare di molti tessuti, ma e risultato ottimo nella decellularizzazione

degli endoteli dei vasi, di cui restituisce collagene e elastina perfettamente[Bitegri

Le soluzioni ipotoniche e ipertonicharmo lo scopo di provocare degli shadmotici

che induconda lisi inevitabile della membrana cellulare; questo trattamento deve essere
seguito dall'uso di detergenti solubilizzanti per la rimozione dei detriti cellulari.

Gli agenti chelanti vengono utilizzati nel distacco delle cellule dbtsato proteico;

guesto avviene grazie al sequestro da parte delle molecole strutturate ad anello, dei
cationi bivalenti metallici (Ca, Mg, etc.) necessari per i legami di adesione cellulare.

Anche in questo caso € richiesto l'uso di un+@dtamentacon ulteriori metodi.

Dopo l'applicazione di qualsiasi trattamento di decellularizzazione €& necessario
procedere con abbondanti lavaggi neutri, effettuati in genere con soluzione fisiologica,

per evitare che residui chi mdoi opbesaho

compromettere la successiva fase di ricellularizazZuhe
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Tahle 1

Commonly used decellularization methods and chaotropic agents

Method

Made of action

Effects on BCM

Physical
Snap Ireering

Mechanical farce

Mechanical agitation

Chernical
Alkaline acid

Non-lonic detergants

Tritan X-100

Iomic detergents

Sadium dodecy] sullate (SDS)

Sadium deoxycholate
Triton X-200

Zwitterionic detergents
CHAPS

Sullizbetaine- 10 and -1 & (SB-10,
SB-18)

Trifr-butylyphosphate

Hypotonic and hyperionic
solutions
EDTA, EGTA

Engymatic
Try psin

Endonucleases

Exonucleases

Intracellular ice crystals disrupt cell
memhrane

Pressure can burst cells and tissue
remaoval eliminates cells

Can cause cell lysis, bul more commonly
usad to fclitate chemical exposure and
cellular material remaval

Solubilizes cyloplasmic components of
cells; disrupts nucleic acids

Disrupts lipidipid and lipid—protein
interactions, while leaving
profein-protein interactions inlact

Solubilize cytoplasmic and nuclear
cellular membranes; fend to denature
proteins

Exhihit propertics of non-ionie and ionic
detergents

Organic salvent that disrupts
profein-protein interactions

Cell lysis by osmotic shock

Chelating agents that hind divalem
metallic ions, thereby disrupting cell
adhesion o BECM

Cleaves peptide bonds on the Cside of
Arg and Lys

Catalyze the hydralysis of the interior
bonds of dbonucleotide and
deaxyribonudeotide chains

Catalyze the hydralysis of the terminal
bonds of rnbonucleotide and
deaxyribonudeatide chains

ECM can be disrupted or [raciured during rapid
reczing
Mechanical foree can cause damage to BECM

Agpressive agitation or sonication can disrupt
ECM as the cellular material is remaoved

Removes GAGs

Mixed results; efficiency dependent on tissue,
remaves GAGS

Removes nuclear remnanits and cytoplasmic
proteins; tends to disrupt native tissue structure,
remave GAGs and damage collagen

More disruplive Lo issue structure than SDS
Yielded efficient cell remaval when used with
ewitierionic deter gents

Efficient cell removal with ECM disruption
similar to that of Triton X-100

Yielded cell removal and mild ECM disruption
with Triton X-200

Variable cell removal; loss of collagen content,
although effect on mechanical propertics was
minimal

EMcient for cell lysis, bul does not elTectively
remave the cellular remnants

Mo isalated cxposure, typically used with
enzymatic methads (e.g., trypsin)

Prolonged exposure can disrupt ECM structure,
ramaves lminin, fibronectin, clstin, and GAGs
ifficult ta remave from the tissue and could
invoke an immune response

Figura 3.19 : Metodi comunemente utilizzatiper la decellularizzazione del renesoluzioni
possibili, principio di azione e effetti sulla matrice extracellulare
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3.4. Soluzioni per la ricellularizzazione

La componente cellulare e la chiave del&alizzazione degli organi: essa viene

seminata con di verse tecniche all/l i nterno
migrarvi nel caso di particolari applicazioni in vivba successiva proliferazione e
deposizione di matrice proteica (variabile in base al fenotipo), determinano la
formazione del nuovo tessuto.

Le cellule utilizzate per ripopolare il rene possono appartenere a due gruppi diversi per
origine: pPpPssonao0 i evsemet®BnNnute cio per est
bi ol ogici, oppure possono appartenere a de
standardizzate, commerciali e dalle caratteristiche note, specifiche e catalogate. Spesso
sono Ai mmeotalkeszeai mmuni alla senescenza,
illimitatamente ( questa caratteristica puo essere ottenuta con metodi elettrochimici o
tramite il prelievo delle stesse direttamente da tessuti tumurali). Le cellule di linea
offrono il vartaggio della ripetibilita degli esperimenti e della semplicita della coltura,

ma contemporaneamente sono inutilizzabili nella realizzazione dei costrutti che
debbano essere impiantati in vivo, poiché spesso risultano oncogene e prive di
inibizione da contdo. Al contrario, le cellule di origine primaria sono ottenibili tramite
procedimenti piu laboriosi, sebbene piu economici; non offrono la certezza della
purezza (garantita nel caso delle cellule di linea) ma sono fondamentali nel caso di
sostituti tesswi (in particolar modo quelle autologhe dell'individuo a cui il costrutto e
destinato).

Le cellule utilizzate si distinguono in base alla loro origine, in funzione del destinatario

del trattamento per cui sono utilizzate: possono essere di natura autologa
provenienti dallo stesso individuo ricevente (donatore e ricevente coincidono), possono
essere allogeniche, cioé prelevate da un donatore appartenente alla stessa specie del
ricevente, singeniche, cioé con genoma coincidente con quello del rigeperitato

derivate con tecniche di clonazione. Infine le cellule che vengono isolate a partire da un
individuo appartenente ad una specie diversa da quella del destinatario, si definiscono
xenogenichgl19].

Ai fini della medicina rigenerativa e dell'ingsgria tessutale, la scelta del tipo cellulare

non €& univoca: in funzione dell'applicazione infatti € opportuno propendere per una

delle soluzioni sopra descritte in funzione di diversi criteri: disponibilita, rischi, tipo di
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costrutto, applicazione, e fadella sperimentazione.

La soluzione di maggiore interesse, seppure costosa e quella offerta dalle cellule
staminali. Esse sono cellule precursore, presenti in diversi stadi dell'ontogenesi di un
organismo con delle caratteristiche di indifferenziamentradeenti: si conoscono le
propriet”™ di toti potenza delle cellule sta
differenziarsi in momenti successivi, se correttamente stimolate fino all'espressione di
gualunque fenotipo. Le staminali fetali e infimeddulte presentano delle caratteristiche

di pluripotenza e di multipotenza, fino ad offrire la possibilita di generare solo pochi tipi
di cellule. L'altra caratteristica di notevole interesse delle cellule staminali € la capacita
di proliferazione molto l&a [20].

Le innumerevoli problematiche etiche, la complessita delle tecniche di clonazione (il cui
successo € legato all'eta dell'individuo di cui si vuole preservare il genotipo, la spesso
difficile reperibilita di tutti i tipi di cellule staminali, haparto la strada alla ricerca di
soluzioni alternative che ha portato all'ottenimento di tecniche, seppure ancora non
ottimizzate, per l'induzione della pluripotenza su cellule somatiche quali ad esempio i
fibroblasti adulti. La riprogrammazione di celluldifferenziate ad uno stato di
pluripotenza, che si & dimostrato essere indistinguibile per le caratteristiche di
metilazione del DNA, stato della cromatina e espressione genica da quello delle cellule
staminali embrionali, si ottiene tramite espression®peca di specifici fattori di
trascriziong21], [22].

Come gia osservato, la problematica principale delle applicazioni mediche in cui sia
necessario l'impianto di una componente biologica non autologa (o singenica) é |l
rigetto dato dall'attivazione tea risposta immunitaria precoce; per questo nelle
applicazioni in cui si utilizzano donatori geneticamente diversi dal ricevente sono
spesso necessarie barriere di isolamento oppure specifiche linee cellulari poco
immunogeniche, da associarsiwath tergia immunosoppressija].

Percio, ai fini della ricellularizzazione del rene, nell'ottica del risultato finale, cioé per
poter realizzare un organo impiantabile, € decisamente sconsigliabile la scelta di
utilizzare cellule allogeniche o di linea, ad ecoae di quelle staminali embrionali, che

non risultano accendere risposta immunitaria nell'ambiente biologico ospite; altrettanto
incompatibile con il progetto é la scelta di cellule autologhe di diretta derivazione del
rene: per l'estrema varieta dei fé@pd espressi nell'organo, per la scarsa capacita

proliferativa degli stessi e per la difficolta di reperire biopsie sane nel contesto
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nefropatico.

Le tipologie favorite in tutte le ricerche inerenti la ricellularizzazione del rene sono:
7 Cellule staminalembrionali
1 Cellule staminali a pluripotenza indotta (iPS) autologhe

M Cellule endoteliali
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4. STATO DELL'ARTE

4.1 Metodi di decellularizzazione della matrice ECM renale, effetto dei detergenti

Rispetto alla rigenerazione degli altri organi e &giiti promettenti che le ricerche in
merito riportano, quella del rene sembra dare risultati meno rapidi.

Sono riportati in letteratura scientifica i casi di due unici gruppi di ricerca che hanno
affrontato con procedure paragonabili il problema della negazione in vitro
dell'organo. E' necessario precisare che il rene € molto ricco in cellule parenchimali a
scapito della matrice extracellulare che é relativamente bassa in contenuto percentuale.
Anche la microarchitettura estremamente complessa deliorgamn le sue strutture
altamente specializzate costituiscono una difficolta al processo di decellularizzazione e
ricellularizzazione, sia per la perfusione ottimale e omogenea dei solventi, sia per la sua
intrinseca fragilita. Inoltre, la matrice ECM é@mposta da una notevole varieta di
proteine che supportano almeno 26 tipi diversi di cellule; tale varieta peptidica e
cellulare potrebbe non rispondere omogeneamente ai metodi di decellularizzazione,
inoltre, per la stessa ragione, si rende impossilfeidione di cellule gia differenziate,

che non riuscirebbero a raggiungere selettivamente la posizioetta e a ripopolare il

rene. Uno studio preliminare di Nakayama et, aleffettuato su sezioni di reni di

s ¢ i mmiheaud Aa affrontato ilproblema del danneggiamento arrecato alla matrice
extra cellulare di organi di individui diversi per eta, da differenti soluzioni di
decellularizzazione (ottenuta per semplice immersione e non per perfusione), indicando
come detergente migliore per il amenimento dell'integritadelle proteine I'SDS
utilizzato a 4°C. Lo stesso studio ha concluso che la matrice decellularizzata di rene
appare diversa da donatore a donatore in funzione dell'eta ma che in tutti i casi risulta un

ambiente ottimale per una caiu interattiva di diverse linee cellulg#3].

Figura 4.1 : Effetti di due diversi detergenti ¢
diverse temperature su sezioni di rene di scimmi
Lo studio compara un detergente ionico (SDS)
non ionico (Tryton) e la degradazione della matric
occorsa dopo immersione statica dei campioni.
diversi ingrandimenti mostrano la struttura del
glomerulo
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4.2 Larigenerazione del rengporcino con cellule endoteliali

Un altro studio cita il rene tra altri organi di cui si e ottenuta la completa
decellularizzazione; in questo caso gli organi provengono da animali di specie di taglia
maggiore, quali furetto e maiale. Il protocollo utilizzato si bas@rgton X-100 all'®6

e idrossido di ammonio in acqua deionizzata. Anche in questo caso i risultati si sono
limitati ad ottenere la presenza di cellule endoteliali nellatrioga successiva

all'iniezione[24].

Figura 4.2 : Decellularizzazione del rene porcino: E) Organalopo il prelievo, F) Organo a fine
protocollo di decellularizzazione, G) Immunoistochimica, marcatura con Ematossilina e Eosina ¢
denota la completa assenza di cellule, H) Immagine di fluoroscopia per infusione nei vasi di me
di contrasto
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4.3 La rigenerazione del rene di ratto con cellule staminali embrionali murine

Uno studio per la decellularizzazione dell'intero organo e stato descritto da Ross et al.

nel | ' ar t i c oHmbryorscStere Gellsi Rrdliferate aid Differentiaterhen
SeededntoKidneySc af f ol ds o.

La decellularizzazione é stata inizialmente condotta con l'utilizzo di due diversi
protocol i, uno basato sull'"uso di ASDSo0 (
Desossicolato, detergente ionico dall'azione piu blanda isnagnnosa per le proteine,

che pertanto ha dato dei risultati peggiori in termini di rimozione completa delle cellule

e dei detriti.

Approfondendo quindi il metodo basato sul detergente SDS, il gruppo ha redatto un
protocollo approssimativamente desoritiel lavoro pubblicato, che prevede I'utilizzo in

sequenza di soluzioni non ioniche, ioniche, ipertoniche (cloruro di magnesio cloruro di

sodio e magnesio solfato).

Infine si sono state utilizzate soluzioni enzimatiche per la rimozione e fsatarmone

dd materiale nucleare basate sulla DNAsi 0,
La decellularizzazione viene indotta tramite perfusione attraverso larteria renale,

i ncannul ata dopo il prelievo dell"organo ;
di mantenere all'ingresso del rene delle pressioni fisiologiche di far ricircolare il fluido.

Per la fase dell'iniezione cellulare viene scelto di utilizzare cellule precursore
indifferenziate; si utilizzano cellule staminali embrionali di topo, iniettate mMaraurdae

dopo il condizionamento dell o fiscaffoldo pr
Vengono iniettati 2 milioni di cellule, inizialmente solo in modo anterogrado attraverso

I'arteria renale, in un secondo momento in modo retrogrado attraverso l'uretere.

Per sudiare I'adesione, la proliferazione e il differenziamento cellulare si utilizzano tre
protocolli differenti: il primo si basa su incubazione statica con ricambio del mezzo di

coltura ogni 48 ore, il secondo, non attuabile nella rigenerazione del renederla
coltura indipendente di Asezioni o di rene
metodo & basato su un'incubazione statica di 24 ore e successiva infusione di terreno di
coltura attraverso l'arteria renale con una pompa peristaltica.

| risultati hanno mostrato una completa rimozione della componente cellulare originale

e il buon mantenimento della matrice extracellulare. Per quanto riguarda la

ricellularizzazione, si e rilevata l'apoptosi delle cellule mantenute in statistico. La
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coltura di gelle seminate nelle sezioni di rene hanno mostrato una proliferazione e

di fferenziamento in -tekéeal edopoatitle gfiuEanrdtoot
incubazione.

Infine, il sistema di perfusione di terreno di coltura, ha mostrato la prolifeeaziele

cellule adese all'interno dei vasi e l'apoptosi di quelle sospese nel lumen e rimozione

delle stesse attraverso il flusso. Tuttavia, il differenziamento e la ripopolazione

dellintero organo, rispetto al caso della coltura sulle sezioni sono risultati piu

complicati, traguardi che richiedono ulteriori studi e metodi alternativi di induzione
[25].

Figura 4.3 : Immagini relative alla
decellularizzazione del rene di ratto ottenut
con protocolli a base di SDS e di Soc
desossicolato.A) Renemmediatamente dopt
| 6espiant o: S i not
del |l 6arteria e del I i
decellularizzazione, C)lImmagine ottenuta cc
SEM della matrice decellularizzata:si nota Ii
struttura di un glomerulo e la zona tubulare
adiacente.BDE) Istologie con Ematossilina

Eosina su tessuto renale prima e dopo

decellularizzazione che evidenzia la comple
rimozione delle cellule. F)immagine ¢
fluoroscopia. F-H)Istologie con Ematossilina
Eosina su regioni rispettivamente corticale
midollare.
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5. OBIETTIVI DEL LAVORO

Il fine del lavoro di ricerca & quindi quello di affrontare nuovamente il problema della
rigenerazione tanto complessa del rene, individuandone gli ostacoli e fornendo delle
|l i nee guida per i | «essaspgabuomerinscita. de gl i Ast e
In particolare si e voluto affrontare in modo esaustivo il problema della
decellularizzazione, fase critica del lavoro, che con il suo fallimento compromette
necessariamente anche l'esito di quelle successive.
Si vuole quindisvolgere un lavoro sperimentale, che permetta di saggiare la bonta dei
metodi utilizzati in letteratura per la decellularizzazione, valutandone [I'effetto sulla
prima fase di ricellularizzazione: limmissione delle cellule e la distribuzione delle
stesse ldinterno dell'organo.
Questa fase, spesso sottovalutata nei lavori precedentemente citati, potrebbe individuare
I'impedimento principale alla seguente fase di ripopolamento dell'organo e ripristino
delle strutture.
Si vuole pertanto ripercorrere le prdcee sviluppate e descritte dai gruppi di ricerca
gia impegnati nel settore, individuandone gli aspetti negativi e apportandovi delle
modifiche, al fine di migliorare i processi e renderli piu ripetibili.
Per poter svolgere l'attivita sperimentale si inc@'evidente necessita di disporre di
dispositivi idonei alla realizzazione di un sistema decellularizzazione e
ricellularizzazione e delle metodiche con cui condurle.
Gli obiettivi del lavoro qui presentato possono quindi essere ricondotti a degalin
settori operativi:

1 Il lavoro di progettazione del sistema di decellularizzaziore

Ricellularizzazionee i dispositivi che lo compongono

1 Lo sviluppo el'ottimizzazione delle metodiche per la sperimentazione

Il primo compito e stato svolto partendo da soluzioni semplici fino ad arrivare alla
realizazzione di un sistema piu specifico, comprendente una camera di perfusione per la
decellularizazzione (coincidente con il bioreattore per la coltura cellularefdsdadi

ricellularizzazione), un circuito di perfusione e la strumentazione per l'applicazione di
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flusso e la rilevazione di segnali.

Una volta realizzata l'attrezzatura e costituito il sistema di lavoro, si € potuto procedere
con la sperimentazione, syipando e validando di volta in volta i protocolli da
applicare.

Gli stessi sono stati sviluppati in base agli esiti a cui hanno portato di volta in volta,
effettuando cosi un percorso di ottimizzazione.

Si sono contemporaneamente raccolti i dati deglirespati, sulla base di cui si sono
formulate delle ipotesi conclusive e delle proposte, nell'ottica di fornire la base per gli
sviluppi successivi della ricerca in questo ambito, che prevede ancora molti obiettivi da
raggiungere.
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6. REALIZZAZIONE DEL SISTEMA DI
DECELLULARIZZAZIONE -RICELLULARIZZAZIONE

L'ottimizzazione del sistema di decellularizzazioioellularizzazione si e svolto
allinterno di un percorso in continua evoluzione che ha previsto il susseguirsi
dell'alternanza delle fasi di procedure di messa a punto e di quelle di sperimentazione.

In uno stadio preliminare, ci si & basati sull'uso di dispositivi gia disponibili nel
laboratorio e di un prototipo di bioreattore precedentemente realizzato, assembla
formare un sistema basilare atto a guidare nella comprensione delle difficolta pratiche
riscontrabili nella sperimentazione.

Per poter individuare i requisiti da soddisfare nel progetto e nello sviluppo di una nuova
attrezzatura e di nuove metodiadtlielavoro, si € scelto di adottare un primo protocollo

di decellularizzazione redatto sulla base delle ricerche bibliografiche effettuate.

Si vuole in questo capitolo descrivere il percorso che si € svolto nella realizzazione del
sistema di decellularizzemne-ricellularizzazione, partendo da un prototipo esistente e
dall e probl ematiche da da esso evidenziat
realizzazione del sistema definitivo, usato successivamente per la sperimentazione,
influenzata dalle tecohe produttive, dalla disponibilita economica e dalle esigenze di

lavoro.

Per impostare il sistema si sono effettuate delle scelte preliminari:

1 Si é scelto diallestire un unico apparato in grado di decellularizzare e
ricellularizzare il reng per ridure quanto possibile le movimentazioni e gli
stress apportati all'organo.

1 Si e preferitoimprontare la fase di decellularizzazione su metodiche chimiche,
considerando come unico fattore di stress meccanico la pressipressa al
fluido

Il sistema pertantaleve essere organizzato nell'ottica della perfusione, i componenti
necessari al suo funzionamerasilare sono: una camera di coltura/alloggiamento del
rene, comunicante con l'esterno in modo sterile, una pompa che generi il flusso delle
soluzioni, un stema di tubi e raccordi di connessione tra i due, un sistema di

rilevazioni dati di pressione.
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In particolare si richiede che le soluzioni vengano perfuso direttamente nelle arterie del
rene, percio si rendono necessarie delle strutture di incannulanmerioea con il

sistema di tubi.

CAMERA/RESERVOIR POMPA

“%)SENSORE

SISTEMA DI TUBI DI CONNESSIONE

Figura 6.1 : Schema concettuale di funzionamento del sistema di perfusione che si vuole progettare, reali:
e adottare nella sperimentazione sulla decellularizzazione e ricellularizzazione del rene

6.1 Condizioni preliminari

Nella fase iniziale del lavoro, contemporaneamente alla ricerca bibliografica, € stato
organizzato un sistema di perfusione basato su componenti preesistenti in laboratorio:
un bioreattore in policarbonato precedentemente readizeatin circuito costituito
basilare di tubi siliconici e di raccordi, un trasduttore di pressione e una pompa
peristaltica. L'utilizzo di questo sistema ha mostrato rapidamente delle problematiche
legate alla natura dei materiali, all'architettura dei abgifyi e ai limiti della

strumentazione non adatti allo svolgimento della ricerca sperimentale.

6.1.1 Camera di perfusione preliminare
La camera di perfusione € composta da tre elementi: un corpo centrale cilindrico cavo,

al cui interno si alloggial irene, un basamento cilindrico per il posizionamento della

camera e infine un coperchio ad avvitamento per i requisiti di sterilita
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La cameretta mostra le seguenti caratteristiche:
A orB passante di ingresso del ramo di andata dalla pompa vicino alla leas
dimensioni sono tali da poterci inserire ad incastro la cannula a cui e collegato il
rene;
A orB passante di uscita all'estremita opposta della cameretta rispetto al ramo di
andata ed ad un'altezza maggiore: le dimensioni sono tali daqooieentire
I'incastro del raccordo a cui e collegato il ramo di ritorno alla pompa e l'altezza e
tale da minimizzare il pescaggio di detriti cellulari;
A orb passante sulla base che costituisce lo scarico per le soluzioni ad ogni
cambio: le dimensioni santali da consentire I'incastro di un rubinetto;
A abase ¢ inclinata per consentire con facilita le fasi di scarico delle soluzioni;

ALa parte superiore & filettata in modo tale da consentire al copatthio

avvitarsi senza difficolta.

Figura 6.2 : Camera di perfusione utilizzata per Il
prove preliminari; si possono notare il basament
cilindrico, la chiusura ad avvitamento per i
coperchio e i fori passanti attraverso lo spessc
della camera, punti di giunzione con il circuito d
tubi in silicone. L6i ncannul amen
ottenuto tramite I 6i n
monouso nel foro e la sua congiunzione con
catetere.

Figura 6.3 : Sistema di perfusione preliminare; ¢
notano la cannula laterale con accesso al re
tramite un foro passante. |l basamento di appoggi
della camera non é sufficientemente dimensione
per favorire la fuoriuscita per gravita dei liquidi
interni alla camera, pertanto si notano lo spesso
di polistirolo adottat
aperto per evitare ecessive pressioni idrostatick
al rene.
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6.1.2. Circuito di perfusione preliminare

Il circuito di perfusione €omposto da un unico tubo in silicone connesso tramite giunti
polimerici biconici da un lato ad un foro laterale della camera cilindrica, sull'altro ad un
giunto a T alla cui uscita si & collegata la cannula rosa monouso inserita inserita a
pressione in ualtro foro passante sul lato opposto della camera.

La scelta del tubo in silicone e stata espressa in funzione della possibilita di
sterilizzazione in autoclave, offerta dalla resistenza del materiale alle alte temperature.
La lunghezza di 2 m é statabilita in accordo con le richieste spaziali del sistema, cioe

in compatibilita con il posizionamento della pompa peristaltica e del bioreattore (sotto
cappa chimica). Il diametro del tubo (esternamente pari a 4 mm e internamente pari a 2
mm, & stato deterinato dalla compatibilita con la pompa peristaltica.

Il materiale monouso scelto per la semplice reperibilita e per la garanzia di sterilita &
costituito dalla cannula inserita nel foro
utilizzati all'occorenza come metodo di chiusura temporanea dei fori.

Inoltre, a congiungere la punta della cannula al rene, si utilizza un catetere del tipo
PESO0, non riciclabile, tagliato e sterilizzato in ossido di etilene a partire da una matassa.
La dimensione del dianr® del catetere e stata scelta perche idonea ad incannulare in

modo ottimale le arterie del rene.
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6.1.3 Strumentazione preliminare

La scelta della pompa utilizzata, posizionata nel circuito tra il foro di uscita dalla

camera e la cannula di ingressiaene, € stata dettata dalla disponibilita della stessa nel

| aboratori o; S i ~ utilizza€Cangtuuamtdd, uam@n AP
regolabile attraverso una manopola a tacche.

Figura 6.4 : Pompa Roller Multiflex Constant
con testina adue rulli. Si puo notare la manopol:
di regolazione della portata e il semplic
funzionamento. Sono disponibili due testine pu
lo svolgimento parallelo di due esperimenti.

Si e scelto di utilizzare come unico sensore, un sistema di acquisizione di pressione;
anche in questo caso la scelta & stata guidata dalla disponibilita in laboratorio del
dispositivo, pertanto si e adottato un trasduttore di pressione a membrana, con il

rispettivo sistema di a-Rgngenzdone a due ca

Figura 6.5 : Sistema di acquisizione a due can
Battaglia Rangoni con trasduttore a membrana
dispositivo con carta millimetrata per e
riproduzione del tracciato pressorio
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Il trasduttore a membrana €& stato connesso tramite un segmento dello stesso tubo
siliconico utilizzato per il circuito, con un giunto biconico all'uscita libera del raccordo a

T, quindi immediatamente a monte (rispetto la direzione del flusso) della aannul

Figura 6.6 : Sistema preliminare completo per le prime prove sperimenta
Si puo notare anche il funzionamento fuori dalla cappa a flusso lamina
previsto inizialmente per il protocollo D1
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6.2 Progetto del sistema: problematiche esquisiti

Utilizzando il sistema precedentemente descritto sono state svolte delle prove di
decellularizzazione, le quali hanno evidenziato in poche settimane molte criticita. Sulla
base di gueste probl emati cheprogettualspema f or mu

definizione di un nuovo apparato da realizzare per la fase di sperimentazione.

6.2.1 Camera di perfusione problematiche

Crepe
La camera in policarbonato, dopo poche prove di perfusione alla fine di cui ha subito i

regolari processi di pulizia e sterilizzazione in autoclave, ha mostrato la formazione di
crepe in prossimita dei fori passanti. Queste si sono accresciute di vattigainfino a
diventare incompatibili con la perfusione. Il difetto non & da attribuirsi esclusivamente
al materiale policarbonato (che vanta tra le proprie caratteristiehatissima tenacita

in spessori sottili, ottima stabilita termica, resistenza &dldiazioni, elevata durata,
scarsa inflammabilita, e una Tg pari a 150%6a agli stress residui di lavorazione
introdotti dalla realizzazione dei fori (lavorazione meccanica a freddo successiva alla
produzione). Anche la pressione esercitata manualnmetite preparazione del circuito
(nell'inserimento della cannula nel foro di ingresso e del giunto bicono in quello

d'uscita) ha contribuito a aggravare la condizione della parete della cameretta cilindrica.

Figura 6.7 : La p r o b utidzava dellac @amerp rd
perfusione preliminare; si nota la formazione delle crepe su tutti i fori passar
della struttura
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Difficolta di alloggiamento del rene

(! rene prelevato e incannulato con catete
ddla camera e una volta alloggiato, I'estremita libera del catetere deve essere fissata alla
cannula rosa passante attraverso il foro laterale del bioreattore. Tale operazione, resa piu
complicata dalla delicatezza dell'organo e dalla fragilita del sistiésztura del vaso al

catetere, & ostacolata dall'imboccatura stretta della camera.

Difficolta nello svuotamento della camera

Lo svuotamento della camera € stato progettato per avvenigegwita, dopo I'apertura
delrubinetto atrev i e i b ¢ & 100 n@ fwre® sul fondo della stessa. La dimensione
dello spessore, tuttavia, € risultata troppo piccola per favorire la fuoriuscita di tutto il
liquido contenuto e contemporaneamente sufficientemente grande da creare difficolta

nelle manipolazioni iniziali €l rene.

Apertura difficolloocskad del rubinetto ALuer
Anche | ' apertur-aodlkd siubinditmosfitaea diffic

solo a mezzo del sollevamento manuale della camera rispetto alla base di appoggio.

Opacita

Tutti i comporenti della camera di perfusione sono realizzati in policarbonato opaco;
guesta caratteristica impedisce il monitoraggio visivo (estremamente importante ai fini
di prevedere l'esito dell'esperimento). L'impossibilitd di osservare il rene si é rivelata
particolarmente dannosa nei casi di perforatura del catetere o di persistenza di zone non

decellularizzate, situazioni riconosciute solo alla fine dell'esperimento.

Risucchio del rene nel foro di svuotamento

La presenza del foro di sgocciolamento sul fondddekattore ha provocato piu volte
il risucchio del rene stesso nella zona di convergenza con rischio di danneggiamento e

ostruendo il foro di uscita.
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6.2.2 Circuito di perfusione: problematiche

Errata distribuzione dei pesi

Nonostante I'estremsemplicita del circuito, si € riscontrata un'errata distribuzione dei
pesi in prossimita del foro di ingresso alla camera: il giunteigeonnesso al ramo di
ritorno dalla pompa e al tubo di collegamento al rilevatore di pressione esercitano uno
sforzoflettente sulla cannula inserita a pressione manuale nel foro passante della camera
cilindrica. Cio ha contribuito al danneggiamento della parete di policarbonato nei pressi
del foro e contemporaneamente ha provocato l'instabilita del sistema di incagmtolam

del rene.

Figura 6.8 :Immagi ne dell a camera di perfusio
particolare la distribuzione dei pesi del circuito. In particolare la cannula lateral
connessa ad un rubinetto a trevie per la connessione delasduttore di pressionelimita la
stabilita del sistema.

Limitata possibilita di manipolazio del circuito

L'assenza di rubinetti a tre vie con uscite libere, ha impedito I'apertura del circuito atta

allo svuotamenteiempimento volontario dello stesso

Assenza di debollatori

La semplicita del circuito non ha previsto l'inserimento in linea di un debollatore, in
grado di evitare la formazione di piccole bolle la cui criticita si € rivelata altissima per

l'integrita dei vasi del rene e della matrice extriatale.
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Scarsa ncomplianceo del circuito

La Acomplianceodo | imitata dei tubi sili
attenuare le forti oscillazioni di pressione verificatesi a causa della pulsatilita implicita
della pompa roller. | valoriella differenza di pressione tra il picco massimo e il picco
minimo adiacenti, in condizioni di portata fissata e di regime, hanno superato anche i 70

mmHg. Tale condizione € chiaramente dannosa per la matrice proteica.
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6.2.3 Strumentazione: problematiche

Si e provveduto a calibrare e a validare l'attrezzatura prescelta, per poter generare delle

curve di lettura dei valori, con delle tecniche molto semplici e economiche secondo le

procedure definite succ8celadegliatmment eemetod®e| par a
di taraturao.
I n particol are si sono -vdllervetiendiec actuarov ee di
di ametro del tuboo per |l a regol azione del
diversi fluidi.
portata
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Figura 6.9 : Esempiodi taratura della pompa: curva di portata in relazione a
diametro dei tubi

Si sono stabilite | érewrsveonki ReRrl eds ipemre vRiil
decrescenti noti, per poter interpretare correttamente il valore di pressione rivato d
trasduttore.

Infine, applicando ancora una volta I'equivalenza tra circuiti idraulici ed elettrici, per
poter utilizzare come parametro di riferimento per la decellularizzazione la resistenza
idraulica opposta dal rene al flusso, si & calcolato ilreattella perdita di carico dei
componenti del circuito a tra il trasduttore di pressione e il rene: cannula e catetere. Tali
valori devono essere sottratti a quello rilevato dal trasduttore, per indicare la pressione
di cui risente il rene.

La pressione levata, oltre ad essere un indice dell'integrita della vascolatura renale e
della matrice extracellulare, e il parametro tramite cui viene retroazionata la pompa; in
particolare si regola la portata ai fini di mantenere il valore di pressione in ingtesso a
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rene entro valori fisiologici per evitare i danni alla matrice e in un secondo momento,
nella cellularizzazione, per stimolare correttamente le cellule. L'importanza dei valori di

pressione fisiologici  sottolineata anche

‘mmHg] nilevati
mm gl
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©Val decrescer
20 B Val crescent
0
-20
-40 _
10 0 10 20 30 40 50 80 70 80 90 10 10 [mMmHg]noti

Figura 6.10 : Curve di taratura del trasduttore Presione rilevata/ Pressione reale. |
pressione reale viene controll ata appSipe
notare | 0iesteresi per valori crescent.i

Scarsa regolabilita della pompa
Il problema principale legato alla pompa roller adottata é il basso grado di regolazione
consentito e il valore minimo di portata molto piu alto di quello consono al lavoro di

decellularizzazione.

Comportamento pulsadila alte escursioni

Come gia sottolineato nel paragrafo precedente, la pulsatilita data dai due rulli della
pompa roller si riflette in un andamento pressorio periodico con delle escursioni molto

ampie, rischiose per la conservazione della matrice e dedlgbrene
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Isteresi del trasduttore

Il trasduttore di pressione e il sistema di acquisizione mostrano invece due criticita: per
quanto riguarda la rilevazione dei dati, il trasduttore mostra un comportamento diverso
per valori di pressione crescentilecrescenti, condizione che puo essere rischiosa nelle

fasi transitorie associate negli esperimenti ai cambi di soluzione.

Difficolta di lettura dei dati e impossibilita di registrazione

Una mancanza del sistema di acquisizione € invece l'impossibitéaatie memoria dei

dati, rendendo da un lato complicata la lettura dei valori istante per istante data la
repentinitd del loro variare in funzioni delle alte escursioni e dall'altro impedendo di

monitorare l'intero esperimento (con protocolli di durate & 5 giorni).
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6.2.4 Requisiti per un nuovo sistema: linee guida di progetto

Si sono individuati sulla base delle difficolta di sperimentazione e sulle problematiche
evidenziate, i requisiti su cui improntare il progetto del nuovo sistema di pedugion
particolare si sono voluti modificare la geometria e i materiali di realizzazione della
camera. Si € inoltre deciso di sostituire il basamento con una struttura in grado di
proteggere e organizzare il piano di lavoro e semplificarne gli spostamenti.

Si é voluto introdurre un componente aggiuntivo da posizionare all'interno della camera,
un disco forato atto alla movimentazione del rene, in grado di favorire l'aggancio del
catetere al circuito di perfusione all'esterno del bioreattore.

Nel circuito sivogliono introdurre dei componenti quali una compliance e delle via di
accesso per effettuarne lo svuotamento e il iempimento ad ogni cambio di soluzione.
Infine si propongono dei nuovi dispositivi: una pompa peristaltica e un sistema di

acquisizione.

| requisiti di progetto per la nuova caraali perfusione sono:

1 Sterilizzabilita in autoclave e trasparenza

1 Maggiore resistenza delle aree circostanti i fori passanti sollecitate dalle pressioni

manuali imposte

1 Aumento del diametro della camera fearorire I'alloggiamento e la
manipolazione iniziale del rene, dimensione da bilanciare per non eccedere con il

vol ume di Aprimingodo correlato all o sprec:t
1 Posizionamento del foro in ingresso alla camera al centro del coperchio,
caratteteristica che favorisce sia la stabilita del sistema, sia risulta piu consona per

la perfusione del rene (incannulato verticalmente)

1 Chiusura del coperchio ad appoggio, (senza avvitamento per impossibilita di

rotazione del rene) dimensionamento del giomo I'imbocco della camera tale da
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assicurare la sterilita

Posizionamento del foro di uscita dalla camera ad una quota tale da non eccedere
nel volume di riempimento (si veda il punto precedente) e tale da assicurare la

completa copertura del rene

Posizionamento di un ulteriore foro diametralmente rispetto a quello di uscita;
connessione dello stesso a un tubo esterno alla linea di perfusione, utilizzabile

come accesso di sicurezza.

Presenza di una conicita alla base della camera tale da consintire
posizionamento di un disco forato di supporto per il rene, in grado di allontanarlo

dal foro di svuotamento, posizionato al vertice del cono stesso.

Possibilita di rimozione e inserimento agevole e sicuro del disco di alloggiamento

del rene

Svuotameto e riempimento della camera effettuabili tramite prelievo e iniezione
con siringa da 50 cc da un tubo collegato al foro alla base della camera e

regolabile all'estremittocta, umanubpohabiod

dover movimentare il bi@attore

Struttura di sostegno in grado di alloggiare in modo stabile, sicuro e versatile la
camera di perfusione (anche durante le fasi di spostamento), di ordinare il sistema
di tubi in linea di perfusione e quelli relativi agli accessi liberi alla camer

semplificando I'operazione di apertura dei rubinetti a tre vie
Dimensionamento della struttura di sostegno tale da favorirne il lavoro sotto cappa
a flusso laminare, la movimentazione (accesso alla cappa stessa senza difficolta di

passaggio attraversiovetro di protezione) e il posizionamento in incubatore

Versatilita della struttura di supporto: possibilita di adattarsi alle diverse esigenze
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di lavoro e di circuito, introducendo all'occorrenza elementi di blocco
alloggiamento del sistema di penfuse o eliminandoli semplificando le

manipolazioni della camera

Figura 6.11 : Prototipo di camera d
perfusione;  immagine  tridimensionale
ottenuta conil software Autocad Mechanical

.,

Figura 6.12 : Prototipo di camera di perfusione
lapresenzadun gradino inte
del dischetto metallico di supporto al ren
favoriscono lo svuotamento della camera p
aspirazione
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| requisiti di progetto per il nuovo circuito di perfusione sono:

1 Redistribuzione dei pesi: foro nel coperchio pecannulare verticalmente il
catetere suturato al rene; a causa dell'eccessiva lunghezza della cannula si propone

l'utilizzo di un ago a punta mozza per non forare il catetere

1 Connessione dell'ago inserito nel coperchio della camera con il circuito tramite
giunto biconico; aggiunta di un tratto di tubo (misurabile anche in funzione
dell'iniezione cellulare), per allontanare il giunto a tre vie dalla camera di

perfusione

1 Aggiunta di un rubinetto a tre vie con un'uscita libera per l'interazione con il

circuito: svuotamento e riempimento manuale dello stesso nei cambi delle

soluzioni
TfTAument o dell a Acomplianceo del circuito,
con esistenti con altri a Acomplianceo m,

una camera d'm

1 Inserimento di un elemento debollatore
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| requisiti per la scelta di nuova strumentazione sono:

1 Reperibilita e costi sostenibili

1 Pompa peristaltica idonea all'uso con flussi molto bassi e regolabile nelle variazioni

di portata nell'ordine delecimo di ml/min

1 Sistema di acquisizione in grado di registrare anche per tempi prolungati il segnale

di interesse e consentirne un'elaborazione

1 Sistema di acquisizione multicanale, nell'ottica di aumentare il numero dei sensori
in funzione dell'evoluzioe della sperimentazione (ad es. un ossimetro a monte del

rene)

1 oppure di allestire dei circuiti paralleli per la perfusione contemporanea di piu reni.

T Trasduttore di pressione affidabil e,

[-10mmHg,200 mmHg], con minime non linearita e isteresi
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6.3. Realizzazione e ottimizzazione del sistema

6.3.1 Camera di perfusione: realizzazione

Camera
1 La scelta del materiale di produzione é ricaduta sul vetro, materiale ceramico
covalente diderivazione dal silicio, molto fragile e rigido, che pero mostra delle
proprieta di resistenza all'acqua, all'umidita, alle alte temperature, offre inerzia
chimica e termica eccellenti, duttilita, malleabilita e semplicita di lavorazione che

lo rendono ad#o allo scopo.

Figura 6.13 : Modello virtuale della camera di perfusione . Si notano i beccu
laterali e quello inferiore atti alla giunzione dei tubi

1 Per poter far fronte al problema delle crepe circostanti i fori passanti mostrato dal
precedentenodello di camera di perfusione, si € inizialmente pensato di eliminare
le lavorazioni meccaniche a freddo (potenziali cause di stress residui) realizzando
i fori passanti con i consueti processi lavorativi del vetro; in un secondo tempo si
e previsto inece di eliminare l'inserimento di giunti bicono per la connessione di
tubi , realizzando in fase di foggiatur a,

direttamente i tubi.
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1Si e scelto di realizzare 3 punti di giunzione di tubi realizzati caiedaica dei
Aibeccucci 0o a cilindro cavo prominent:. 20
posizionati diametralmente lungo un diametro e uno al vertice della base a forma

conica.

11l punto di accesso per l'incannulamento del rene e stato realizzatotia del
coperchio, dimensionato in modo da fissare al suo interno degli aghi grigi (G27),
accuratamente privat:i del l a punta a fibecc

catetere.

Figura 6.14 : Ago grigio G27 a punta piatta
utilizzato per incannulare il catetere verticalmente

1Si & aumentato il volume della camera, allargandone la sezione di imbocco per
semplicita di manipolazione. Il volume di riempimento & stato portato a 350 mL,
valore tale da consentire un funzionamento del circuitoudisiql2 ore senza

ricircolo (limitando la possibilita di ienmissione dei detriti nel rene).

71l bordo della camera e stato reso piu spesso come lavorazione successiva per
ottenere la chiusura sterile con I'appoggio del coperchio.
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IE' stato realizzataun dispositivo a doppio disco metallico in acciaio inox AlSI
316L, all'interno di cui e stata fissata una maglia metallica a grana di 200 um come
supporto di movimentazione del rene.

La movimentazione e favorita dalle rientranze simmetriche resdizzga poter
essere afferrate con delle pinze chirurgiche.
Il disco metallico si adagia all'interno della camera alla base del fondo conico

evitando di aumentare inutilmente il volume di riempimento della camera.

Figura 6.15 : Doppio disco metallico. Al suo interno viene fissata una mac
metallica a grana fine tramite delle viti

La realizzazione del modello in vetro, camera di perfusione e copgéchiata affidata

allaziendah DI SA Raf faele e F. |11 s.a. s.

La realizzazione del disco metallico € stata affidata all'aziédnti@ ¢ . Me c a O
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6.3.2 Circuito di perfusione: realizzazione

fA valle del tubo di uscita dalla pompa,
Dopo aver scartato I'opportunita dkalizzare un dispositivo sterilizzabile, si e
preferito l'utilizzo di deflussori monouso (del tipo ospedaliero), in grado di
attenuare le escursioni di pressione date dalla pompa peristaltica (attraverso la

comprimibilita dello strato d'aria al loro imte)

Figura 6.16: Schema semplificativo dei componenti del sister
di perfusione realizzato

fL'introduzione di una camera d'aria ha permesso di risolvere,seppur parzialmente il

problema delle bolle, estremamente nocive per l'integrita del rene.

Lo swotamento del circuito e del deflussore € permesso da un rubinetto a tre vie
posizionato immediatamente a valle di questo. Il tappo di regolazione della
pressione del deflussore favorisce le operazioni di svuotamento e riempimento del

circuito, portando &equilibrio pressorio il sistema.

IE' stato realizzata una struttura di supporto per la camera di perfusione: un
basamento in Polimetiimetacrilato, materiale trasparente, leggero, economico e

facilmente lavorabile.
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Figura 6.17 : Camera di perfusione e sistema  Figura 6.18 : Camera di perfusione esistema d

supporto , si nota la fessura adibit  supporto; il sistema di barre filettate e pern
a lappoggio della carera rivestita con  removibili per avvitamento facilita la versatilita e
guarnizione siliconica la semplicita di lavoro

1 Al centro é stata predisposta una fessura dimensionata per alloggiare agevolmente
la base conica della camera (parte anteriore aperta). La guida circolare di appoggio

e coperta da una guarnizione in silicone in grdidsiabilizzare la camera in vetro.

i E'stata predisposta una fessura di aggancio per il rubinetto a tre vie di chiusura del
foro di svuotamento/riempimento della camera, per facilitarne le operazioni a

mezzo di una siringa da 50 cc.

1 Posteriormente alfea di alloggiamento della camera sono predisposte delle

scanalature filettate per l'avvitamento all'occorrenza di barre metalliche di due

misure diverse.
Le barre metalliche removibili permettono, se posizionate, di ordinare arrotolando
agevolmenteattorno ad esse un sistema di tubi fino alla lunghezza di 2 m (senza

sovrapposizione).

9 Tramite l'utilizzo di mollette, si possono fissare le estremita di tutti i componenti
del circuito di perfusione, semplificando le operazioni di aspirazione nei diversi

ingressi del circuito.
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1 E' possibile fissare verticalmente il deflussore evitando rischi di immissione d'aria

nel circuito.

arrotolamento’
blocco tubi -

2 ;‘
Beccuccio di mémplmento
alternativo ,/

Guarmzuone in silicone

Ex

Beccuccio di /

svuotamento/riempimento

Figura 6.19 : Realizzazione dei dispositivi progettati; camera in vetro per la perfusione, dische
metallico di supporto e struttura di sostegno in PMMA. | perni metallici sono avvitati nelle
scanalature presenti sulla base polimerica.

by

La realizzazione della struttura in Polimetilmetacrilato e dei perni metallici & stata

affidat aTalkl Marziaenda i
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6.3.3 Sceltadegli strumenti e metodi di calibrazione

La scelta della pompa e ricaduta sul modello di pompa peristaltica digitale
AMasterflexd con testina L/'S Easy Loado
pressione € meno ampia.

Per il funzionamento di talgompa si e reso necessario introdurre al ramo d'uscita dalla

camera un tubo L/S 13 Masterflex.

-w -w -w - - ~

Figura 6.20 : ABLPR2 Bl oot
Transducer o dell a WPI

Figura 6.21 :Pompa peristaltica digitale
AMasterfl exo

Tra i sistemi di acquisizione sigcel t o di utilizzare il Bl
Systemo a 16 canali, interfacciabile con il
Il trasduttore di pressione acquistato invece € un modello utilizzabile anche per il

monitoraggio continuo della esi one arteriosa in Vvivo, i
Transducer o dell a WPI ; e S@MHgpep380mmHgae pr e s s
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mostra nodinearita e isteresi nel range di pressioni di interesse inferiori a 1 mmHg.
Sono stati stabiliti dei metodi di ldarazione semplici e efficaci per poter verificare

I'esattezza dei parametri imposti e rilevati nelle sperimentazioni

Figura 6.22 : Sistema di perfusione completo. Il supporto in PMMA, la camera e il circuito
tubi sono dimensionati per un lavoro gevole sotto cappa a flusso laminare nel rispetto de
AGLPO
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Calibrazione della pompa

Determinazione della curva portata effettp@rtata impostata

1 Viene alloggiato nella testina peristaltica il tubo (uguale a quello utilizzato nel
circuito diinteresse)

fViene disposta | "estremit”™ fApescanteo del
e inserito il fluido di interesse

1 Viene effettuato il riempimento del tubo in uso in tutta la sua lunghezza (Nel caso
del l a Pompa Per i ®tpulessererapiddmerdessvoktorcbnlile x 6 ¢
pul sante APri meo)

1 Viene posta I'estremita libera del tubo in un cilindro graduato da laboratorio (di
dimensioni adeguate da rilevare con precisione i volumi di interesse in
riferimento alle portate valutate)

1 Viene gabilito il tempo di misura (generalmente 1 minuto)

1 Viene impostato il valore digitale di portata

1 Viene attivato il flusso a cronometro puntato

1 Dopo il tempo stabilito si rileva il volume di liquido pompato nel cilindro.

1 Per portate eccessivamente basspetto ai contenitori graduati € possibile
valutare il volume raccolto in un tempo maggiore

1 L'operazione viene ripetuta per valori crescenti e decrescenti di portata impostati

1 Viene verificata la linearita del sistema e viene tracciata la curva di eadibea

1 L'operazione viene ripetuta per i fluidi di interesse

Cilindro

Becker graduato

Figura 6.23: Schema semplificativo del metoc
di calibrazione della pompa
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Calibrazione del trasduttore di pressione

Determinazione della curva pressione effetpivassione rilevata

1 Vieneutilizzato un tubo di lunghezza all'incirca di 130 cm

1 Viene collegato il trasdutte di pressione ad una estremita del tubo

1 Attraverso il rubinetto a tre vie del trasduttore, con una siringa da 20 mL viene
riempito di acqua il tubo fino all’'estremita ojgp@

1 Viene fissata la quota del trasduttore zero relativo

1 Partendo dal livello del trasduttore si misurano diverse quote relative (in cm) e se
ne rilevano le corrispondenti pressioni

(E' rilevante solo la quota a cui € portata il livello dell'acqua rispéditestremo a cui
connesso il trasduttore, indipendentemente dal resto del tubo, tale differenza di quota
fornisce il termine piezometrico della legge di Bernoulli)

1 La differenza di quota tra il trasduttore e la colonna d'acqua determina il termine
pressorio corrisponde alla pressione effettiva imposta al trasduttore (facilmente
convertibile da cmH20 a mmHgQ)

1 Si effettuano le misurazioni per valori crescenti e decrescenti di quota, rilevando
la pressione segnalata ad ogni pressione imposta

1 Viene traccata la curva di Pressione rilevdtaessione effettiva

1 Si verifica la stabilita nel tempo della pressione rilevata ad ogni valore di

pressione imposta

Determinazione delle perdite di carico del circuito precedente il rene

1 Viene allestito un circuito concomponenti del circuito di interesse compresi tra il
trasduttore di pressione e il rene (tubo, giunto bicono, ago grigio, catetere)

fViene connesso il trasduttore di -pressia
Locko

1 Il tubo precedente il rubinetto atvie viene inserito nella testina peristaltica

7 L'estremita libera del tubo viene disposta in un contenitore riempito del fluido di

interesse
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1 Viene impostata la portata di lavoro della pompa

1 Viene attivata la pompa

1 Viene rilevato il valore di pressione

1 Siripete I'operazione per diversi valori di portata

1 Siripete I'operazione per i fluidi di interesse

1 1 valori delle perdite di carico rilevati devono essere sottratti al valore di pressione

rilevato a circuito attivo con il rene
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7. ESPERIMENTI DI DECE LLULARIZZAZIONE -RICELLULARIZZAZIONE

Si vuole in questo capitolo descrivere il metodo seguito nello svolgimento del lavoro
sperimentale, la scelta dei diversi protocolli utilizzati e le metodiche sviluppate con cui
si & scelto di operare nelle diverdasi. | protocolli sono stati stilati in modo
progressivo, partendo cioé dai limiti riscontrati in quelli precedenti. Allo stesso modo le
metodiche sono il frutto di un continuo lavoro di aggiornamento, costruito sui risultati
consegquiti volta per volta soprattutto sulle criticita incontrate, coerentemente con i
regol ament.i previ sti dall "istituto e con
nell'ottica di applicazioni in sterilita.

Proprio le esigenze di sterilita hanno imposto da un lato dei vineatiparali
(tempistiche necessarie per la sterilizzazione dei dispositivi), dall'altro I'adattamento a
norme comportamentali in spazi riservati e con l'utilizzo di idonee attrezzature, prima
tra tutte la cappa a flusso laminare.

La preparazione di molte sdalioni previste dai protocolli ha invece richiesto l'uso di
cappe chimiche e dispositivi di protezione individuali.

E' necessario precisare inoltre che molte scelte operative soprattutto per quanto riguarda
I'organizzazione cronologica degli esperimentncsgtate dettate anche dalle necessita
dei diversi laboratori collaboranti alla ricerca, in particolare per la disponibilita delle
cellule embrionali staminali murine, utilizzate per la ricellularizzazione.

Un altro fattore di difficolta operativa, che heso particolarmente complesse le scelte

di strutturazione consequenziale degli esperimenti € la variabilita biologica, che ha
incrementato notevolmente il rischio di fraintendimenti su un'indagine gia molto ricca di
parametri variabili.

Per semplicita egsitiva si € voluto raggruppare gli esperimenti svolti in funzione dei
protocolli utilizzati, per la decellularizzazione e successivamente per la
ricellularizzazione, seppure all'interno di ogni gruppo vi siano delle variabili di

sperimentazione.
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7.1.Sviluppo dei protocolli sperimentali

Si vogliono descrivere i protocolli sperimentali adottati. Per quelli riguardanti la
decellularizzazione, un ruolo importantissimo € stato rivestito dalla ricerca
bibliografica. In particolare per il caso del protocoll i D10 pri mo protocol |l
S i ~ basati su informazioni S e (Emlryonicp ar zi al
StemCells Proliferate and DifferentiatghenSeedednto KidneySc af f ol ds o, di R
al. [25].

Nella redazione di quelli succasgi invece, si & lavorato in base a delle ipotesi
supportate da dati scientifici.

Per la ricellularizzazione invece si sono valutati due protocolli differenti solo per
metodica di iniezione cellulare e fattore di diluizione delle cellule stesse. Leilrariab

che hanno complicato la valutazione di queste diverse procedure sono state le

tempistiche di incubazione statica e le portate successivamente applicate.
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7.1.1.Decellularizzazione

AiProtocoll o D1bo

Protocollo aggressivo sia per la molteplicita di agjedecellularizzanti previsti, sia per

le loro concentrazioni. La durata di 5 giorni lo rendefficace ma altrettanto
impegnativo e esposto al rischio di inconvenienti quali I'allentamento del filo di sutura
per l'incannulamento del rene.

Giorno 1:

Tryton X-100 3%, durata 24 ore

Giorno 2:

CaCl2 + MgS04, durata 3 ore

NaCl 1M, durata 3 ore

PBS 1X, durata fiover nighto

Giorno 3:

DNAsi 0,0025% in NaCl 100mM, CH3COONa 50 mM e MgCI2 10mM, durata

2 ore

H20 deionizzata, durata 2 ore
(da effettuarsin circuito aperto)

Tryton X-100 3%, durata 24 ore
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Giorno 4:

SDS 4%, durata fiover nighto

Giorno 5;

H20O deionizzata, durata 2 ore

(da effettuarsi in circuito aperto)

Per la preparazioni delle soluzioni si veda 'APPENDICEL1
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AiProtocoll o D2bo

Protocollo moderatamente aggressivo; la sua rapidita di svolgimento permette di

aumentare la frequenza di sperimentazione, ottenendo dei risultati piu statisticamente

piu significativi.

Giorno 1;

SDS 1%, durata 17 ore

(la soluzione deve essere sostiyuse possibile, dopo le prime ore)

Giorno 2:

H20 deionizzata, durata 2 ore

(da effettuarsi in circuito aperto)

Per la preparazioni delle soluzioni si veda 'APPENDICEL1

AiProtocoll o D306

Protocollo moltoefficacenella rimozione di residui nucleari; I'uso della DNAsi, seppur

in concentrazioni molto basse e rischioso per l'integrita della matrice extracellulare.

Giorno 1

SDS 1%, durata 17 ore

(la soluzione deve essere sostituita, se possibile, dopo le prime ore)
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Giorno 2:

H20O deionizzata, durata 2 ore

(da effettuarsi in circuito aperto)

DNAsi 0,0025% in NaCl 100mM, CH3COONa 50 mM e MgCI2 10mM, durata
2 ore

(tampone da portare a pH 5)

H20O deionizzata, durata 2 ore

(da effettuarsi in circuito aperto)

Per lapreparazioni delle soluzioni si veda I'APPENDICEL1
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AiProtocoll o D4bo

Protocollo moltoefficacenella rimozione di residui nucleari; I'uso della DNAsiI, seppur
in concentrazioni molto basse é rischioso per l'integrita della matrice extra cellulare. La
sua ntroduzione e stata voluta per valutare I'effetto del tampone basico sulla matrice

extracellulare

Giorno 1

SDS 1%, durata 17 ore

(la soluzione deve essere sostituita, se possibile, dopo le prime ore)

Giorno 2:

H20 deionizzata, durata 2 ore

(da effetuarsi in circuito aperto)

DNAsi 0,0025% in Tris Hcl 10 mM,MgClI2, 2,5 mM, CaCl2 0,5 mM, durata 2
ore

(tampone da portare a pH 7.6)

H20 deionizzata, durata 2 ore

(da effettuarsi in circuito aperto)

Per la preparazioni delle soluzioni si vé@é&PENDICE1
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7.1.2.Ricellularizzazione

La fase di ricellularizzazione deve necessariamente seguire quella di decellularizione,
effettuata tramite I'uso di uno dei 4 protocolli precedenti, situazione condizionante la
validita del protocollo.

La fase di decellarizzazione, nell'ottica di anticipare quella di ricellularizzazione, deve
necessariamente terminare con un ciclo di lavaggio in circuito aperto con acqua sterile

deionizzata.

AAiProtocoll o R10

Protocollo legato alla manualita dell'operatore, carattegisthe riduce la ripetibilita

degli esperimenti.

Infusione tramite circuito di perfusione di:

PBS 1X + PenStrep 1%, durata 4 ore

Medium, 1015 minuti

Marcatura delle cellule con PKH26,durata 10 minuti

Infusione manuale di:

8 milioni di cellule staminali embrionali murine diluite in 1 mL di medium,

durata 6 minuti
(L'infusione viene effettuata a mezzo di una siringa da 1mL immessa

direttamente nell'ago di incannulamento del rene)

Per la marcatura delle cellule cétKH26si veda I'APPENDICE1
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AiProtocoll o R20

Protocollo facilmente standardizzabile e ripetibile

Infusione tramite circuito di perfusione di:

PBS 1X + PenStrep 1%, durata 4 ore

Medium, 1015 minuti

Marcatura delle cellule con PKH26 durata 10 minuti

Infusione tramite circuito di perfusione di:

8 milioni di cellule staminali embrionali murine diluite in 1,8 mL di medium,

durata 3,5 minuti

L'"infusione avviene isolando il rene, di
G27.
Viene iniettata lasospensione di cellule attraverso il rubinetto a tre vie

posizionato a valle della fAcomplianceo i

Si ricongiunge successivamente il giunto bicono all'ago e si attiva il flusso della

pompa a 0,5 mL/min per 10 minuti
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7.2. Sviluppo delle pocedure sperimentali

Si vuole procedere a questo punto descrivendo le metodiche utilizzate nella
sperimentazione.
Vengono riportate esclusivamente quelle ottimizzate ottenute come rielaborazione di

quelle precedenti nel corso dell'attivita sperimentale.

7.2.1. Preparazione del circuito

Figura 7.1 : Raccordi utilizzati nel montaggio del circuito di perfusione

AvVengono introdotti tutti i component i de
sterilizzati e rivestiti dagli involucri di protezione, in zosgerile atta alle colture

cellulari

AvVengono trasportat: [ component.i del circ
cappa a flusso laminare precedentemente attivata

AViene posizionato sul piano il suwpporto
etanolo all'ingresso della cappa

(Operazioni compiute da due operatori)
AL operatore 1 indossa sopra i guanti di
momento l'unico autorizzato ad entrare in contatto con gli oggetti sterili)
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AL"' o p er aendorattenzbne afertrare in contatto solo con gli involucri degli
oggetti sterili e rispettando le norme del lavoro in sterilitd, supporta nel montaggio del

circuito l'operatore 1

AViene sollevata |l a camera di )perfusione (p
AViene connesso il tubo da 20 cm al beccucc
di questo si collega un Aluer di tipo A0
AAl Al uer di tipo A0 si fissa un rubinetto
ASi alloggia | a camer a s udidPolimgtinetacnlate i one si
Asi fissa il rubinetto nell ' apposita fessur
AVi ene connesso il secondo tubo da 20 cm al
all "altra estremit”™ di questo si collega un
AAl Al uer di rubineftooatrd\de cliuso f i ssa un

AViene fissato il rubinetto al perno metal/l
AVi ene posizionato il coperchio della camer
Asi inserisce L'ago grigio G27 all'"interno
AViene connesso il tubo AMaterflexo al be

(prestando attenzione a sostenere anche l'altra estremita dello stesso)

AViene connessa | 'estremit”™ libera alla can
AVi ene fissato i tallieof hdiasest® re eviena larrotgdagor n o m
morbidamente il tubo d'uscita da questo ai perni metallici centrali del supporto

AViene connesso un rubinetto a tre vie all"

AVi ene connesso trami tadreViduntebodadlDemt i po A0 al
AViene connesso tramite fALuer di tipo A0 wun
AAd una wuscita del rubinetto a tre vie si (
cm

AAll "estremit”™ del tubo da 25 cm si connett
AVene congiunto il ALuerbiconoo all'ago gri
AViene collegato un tubo da 25 cm al trasdu
AViene riempito il tubo, evitando | a for maz

a valvola presente sul trasduttore di pressione

AViene chiuso il rubinetto adiacente all'ag
AViene fissato il tubo di connessione al
bloccata del rubinetto atreevi t r ami t e ALuer di tipo BO
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Utilizzare camice, guanti e calzari come da disposizioni

7.2.2.Prelievo del rene

Asi effettua | "incisione lungo | a |Iinea med
ASi chiude | ' aorta al di sopra della biforec
Asi i n s e rsieslerel tratto di fartd a di sotto della biforcazione renale di

sinistra

ASi Dbl occano tutti I vasi verso | e viscere
Asi i ncannula | '"arteria renale sx con un ca
ASi fi ssa i | steilaprezddenteraente ioseritoi | f i | o

Asi taglia |l a vena in uscita dal rene sx al
Asi perfonde PBS 1X per | avare i vasi

Utilizzare camice, guanti, mascherina, cuffia e calzari monouso

7.2.3. Alloggiamento

A Srasporta il rene immerso in PBS e incannulato, all'interno di un beker sterile

(Operazioni compiute da due operatori)

AL operatore 1 indossa i guanti sterili sop
AAiutato dall'operatore 2 estnzeaseeriiello rene
posiziona al centro di una piastra Petri precedentemente aperta e su cui si e disposto il
dischetto di supporto

AL operatore 1 solleva il coperchio in vet
punta dell'ago grigio

AL"' op er Bevacondaelld pinsedl disco di supporto e lo alloggia nella camera di
perfusione

AL operatore 2 posi ztrattedegpinie dallaperatcgei c hi o una v

Utilizzare camice, guanti e calzari come da disposizioni
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7.2.4. Decellularizzazione

Lavaggi in circuito chiuso

Asi effettua il riempi mento dell a camer a

mL la soluzione prevista attraverso il rubinetto a tre vie nella fessura laterale del
supporto, connesso al beccuccio inferiore della camera

A Si aipliquidb ad un livello tale da coprire I'imbocco dei beccucci laterali.

Asi effettua il ri empi mento manual e del
del deflussore, facendo attenzione al riempimento del deflussore stesso

ADi s gi u hupmicodoodalliago e collegandolo all'uscita libera del rubinetto a tre
vie laterale,

si procede attivando la pompa a flussi alti per ottenere il riempimento omogeneo di tutto
il circuito

Asi procede nell " operazione f iaedehbolle non

presenti nel circuito a valle del deflussore

Asi programma | a pompa per una portata di
Asi disgiunge il Luerbicono dal rubinetto

AFacendo sgocci olluerbiceno hllinteracodelliagoigrigio si eviteald

formazione di bolle d'aria

Asi ricoll ega il Luerbicono all'ago
AsSi apre | 'uscita del rubinetto a re vie
segnale

ASi attende | a itbrio peela stabilizzatrionerdel segrhlie di pressianes

Utilizzare camice, guanti e calzari come da disposizioni
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Lavagaqi in circuito aperto

Asi effettua il ri empi mento parziale dell a
soluzione previstattraverso il rubinetto a tre vie nella fessura laterale del supporto,
connesso al beccuccio inferiore della camera

Asi porta il liquido ad un livello tale da
Asi effettua il ri empi ment o manuedvalle del Ci
del deflussore, facendo attenzione al riempimento del deflussore stesso

AsSi disgiunge il tubo fiMasterflexo dal becc
Asi fissa il tubo AMasterflexo sull'estrem
precedentemente privata del cotone di occlusione

Si introduce l'estremita libera della pipetta in una bottiglia di acqua sterile o in un
contenitore sterile previo riempimento della soluzione di interesse

ADi sgiungendo il L u e r b i 'wsata liberaddal rubinetiogadre e c o | |
vie laterale,

si procede attivando la pompa a flussi alti per ottenere il riempimento omogeneo di tutto

il circuito

Asi procede nell ' operazione finch~ non sa
presenti nel circuito walle del deflussore

Asi programma | a pompa per una portata di O
ASi disgiunge il Luerbicono dal rubinetto a
AFacendo sgocciolare |l a sol uzi osieviadlal Luer

formazione di bolle d'aria

Asi ricoll ega il Luerbicono all'ago

Asi posi ziona un becker sterile in prossin
vetro lasciato aperto e se ne permetto lo sgocciolamento

Asi apre | ' us cvidcannassa lal trasdutiorerdigotedsione a se ne rikeva

il segnale

Asi attende | a fine del tempo di transitori

Utilizzare camice, guanti e calzari come da disposizioni
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Iniezione di colorante

A Sisattiva la pompa

Asi di sgiunge il Luerbicono dall"ago grigi
contenitore

Asi chiude il rubinetto a tre vie nela dire
Asi apre il rubi nett o adidallusitatlieera,avenda e f | us s

cura di mantenere la sterilita del tappo

Asi I mmette il colorante precedentemente
quantita di 1,8 mL

Asi posi ziona |l a siringa nell " apertra nel r
ASi chi ude laidirezianaidelideflessoteo n e |

Asi i mmette il colorante fino allo sgocci
mantenuto ad un'altezza pari o superiore a quella dell'ago

Asi chiude il rubinetto a tre viwnamel | a di |
il tappo di sicurezza

AsSi attiva | a pompa alla portata di 0,5 mL/
Asi attende | o sgocciolamento del col orant
dell'ago e lo si ricongiunge

Asi monitorizza | '"'"ingresso dggiungimentoael ant e n
rene
Asi osserva | a diffusione del colorante al/|l

il iempimento dei vasi, I'omogeneita e I'assenza di perdite

Utilizzare camice, guanti e calzari come da disposizioni
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7.2.5. Ricellulaiizzazione

Iniezione delle cellule

(Si procedea seconda del protocollo scélto

Nel caso di APr ot oc ddségoentiBt@izonis i procede seco

ASi disattiva | a pompa

Asi di s gi bicorp eall'agb grifiaieese ne permette lo sgocciolamientm

contenitore

Asi chiude il rubinetto a tre vie nella dir
Asi apre i1l rubinetto adiacente al defl uss
cura di mantenere la sterilita del tappo

Asi i mmett e le@dergemenpeepregarata meunasiringa da 5 mL nella

quantita di 1,8 mL

ASi posiziona | a siringa nell"'apertura del
ASi chiude il rubinetto nella direzione del
Asi i mmette | a sospensi alfestrenfitd deloLuebidonop s gocc

mantenuto ad un'altezza pari o superiore a quella dell'ago

Asi chiude il rubinetto a tre vie nella dir
il tappo di sicurezza

AsSi attiva | a pompa alla portata di 0,5 mL/
A isattende lo sgocciolamento della sospensione dalthizeno all'interno dell'imbocco

dell'ago e lo si ricongiunge

ASi prosegue nella perfusione per 3,5 minut

Utilizzare camice, guanti e calzari come da disposizioni
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Trasporto in incubatore

ASsteae il tubo AMasterflexo dalla testina
ASi ordina | o stesso arrotolandol o intorno
Asi di sgiunge il tubo di connessione al tr

rubinetto a tre vie con l'apposito tappo o in caso di flusso in incubazione, fissando
all'estremita del tubo un rubinetto a tre vie sostitutivo o un filtro monouso
AAssicurandosi di avere chiuso tutte | e ap
edrae dalla cappa a flusso laminare tenendo saldamente la base del supporto in PMMA

Asi all oggia il supporto di PMMA all'"inter
perfusione successivVva, di far fuororauscire
laterale dell'incubatore

AsSi lascia il bioreattore in condizioni cor
atmosferica per il tempo previsto

Utilizzare camice, guanti e calzari come da disposizioni

Perfusione in incubatore

AsSi insetiuboeiiMasterflexo all'interno dell ¢
ASi estrae dall ' apposito foro |aterale all'"
pressione.

AAvendo cura di far fuoriuscir gasdutwredivent ual
pressione

AsSi apre il rubinetto a tre vie nella direz
AMantenendo il bi oreattore in incubazione ¢

per la tempistica prevista

Utilizzare camice, guanti e calzariroe da disposizioni
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7.2.6 Analisi biologiche
Sezionamento
Asi trasferisce il rene soll evando il copert

Petri; I'operazione puo essere eseguita con la movimentazione del dischetto di sostegno

oppure direttamentiamite il catetere (se ben fisso)

ASi scannul a il catetere PES5S50 dall '™ ago
ACon | "uso di | ame monouso Si Il ncide il ren
ACercando di di sporre in modo ben riconosc

ulteriori tagli, dividendo in due parti ognuna delle tre regioni, per effettuare due

colorazioni diverse di ogni area:lobo superiore, lobo inferiore e mediana

Utilizzare camice, guanti e calzari come da disposizioni

Inclusioni e tagli

Si riportano le metodichergviste per le inclusioni in PARAFFINA e in OCT e per i

rispettivi tagli al microtomo e al criostato

Inclusioni in paraffina

ASotto cappa chimica si i mmergono tre sezi
in contenitori anticipatamente riempiiid isol uzi one di Doubosqueo
Al contenitori ben sigillati vengono posti
ASotto cappa chimica si preleva dai conteni

pastette e si introduce etanolo al 70% (una prima immissione di risciacquo viene

introdotta e espulsa); si lascia agire per un‘ora a temperatura ambiente

ASi sostituisce | " etanol o con i toluene €
ambiente
ASi rimuove il toluene
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Asi adagi ano i framment i billcd @rgiperiognii n  un"' ;
campione)

ALasciando | a cappa chimica e utilizzando |
liquida a coprire i campioni

AsSi lasciano i campioni in stufa a 60AC per
Asi tol gono | e vaschelanelle di glastich @recesldnterheate e s i
numerato per il riconoscimento

ASovrapponendo | ' anell o di pl astica si agg
distribuita fino al completo riempimento dello spessore

AFar solidificar eaparafine mper atura ambiente |

Tagli al microtomo

Asi utilizza un microtomo di tipo rotativo
ASi dispongono i pezzi i ncl usi i n paraffina
Asi i mpostano i valori di spessore desider :

tra 3,5e 6 um)

ASi attiva | a macchina e si toglie |l a paraf
Aln prossimit”™ del campione si procede pi ¥
Asi raccolgono con | "apposito pennell o |I|e

preventivamente preparati e numerati

ASi pone all'interfaccia tra vetrini e par a
ASi adagiano i vetrini sulla piastra riscal
Al mpugnando il vetrino dalla parte etichett
Asi ri posi zsulla piastrairiscaldata ¢ lo isifascia per 24 ore, favorendo

I'evaporazione dei residui di acqua
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Inclusioni in OCT

ASotto cappa chimica si i mmergono tre sezi

in contenitori anticipatamente riempiti di PpRecedentemente preparato

Al contenitori ben sigillati vengono posti
AUtilizzando delle pastette si preleva il I
per 10minuti

AsSi ripete | ' operazione i mmettendo nuovamen

A P e ronseneaziane si immergono i campioni in PBS con sodio azide 0,02%

APer poter congel are i campi oni e preparald.
con PBS fiovernighto

APper il congel amento si versa I n nuiowma scatc
negli appositi contenitori in camera fredda)

Asi posi ziona uno strato di OCT sull a base
Asi posi zionano i campioni

ASi ricopre con OCT

AUtilizzando una pinza si immerge | a base i
bolle

A Sricopre il tutto con della carta alluminio su cui si scrive il numero dei campioni
contenuti

ASi i mmerge in azoto-88°Cno al deposito in fr

Taglio al criostato

Asi preparano nel criostato | e | ame da uti/l
Asi posi zi on a cideldrd del €riGstato € v ki adpgiaal tammione

Asi aggiunge | " OCT necessario per coprire i
Asi fissa il piatto sul portacampi oni
AsSi attende che i campioni abbiano raggiunt

Asi p r o @sgrdssamentordel pezzo

Asi i mposta | o spess20um) di sezione desi der a
Asi elimina |I'"OTC accumul ato e si procede <c
Asi raccolgono con un pennello | e sezioni
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aderire al vetrino.

A Sipongono di volta in volta i vetrini usati nel portavetrini allinterno del criostato per

mantenere la temperatura fino al termine dell'operazione

ASi alloggiano i-80%etr i ni i n un freezer a
Utilizzare camice e guanti come da disposizioni

Colorazion

Si descrivono | e metodiche per effettuare
partire da vetrini paraffinat. per [ " i m
partire da vetrini ottenuti dal congelamento

ColorazioniconEmatossilinaEosina

ASi effettuano diversi passaggi previ sti pe
Asi mmer gono i vetrini all"interno del |l "¢
sotto la cappa chimica previo riempimento delle stesse

Asi i mme r g o olweneiper ¥0artinati N i i n t

Asi ri pete | " operazione i mmergendo i vetrio
per altri 10 minuti

ASi i mmergono i wvetrini in una vaschetta co
Asi i mmergono i vetr i nonetanolo al 2006 pet Seminutin una v
Asi i mmergono i vetrini i n una vaschetta co
ASi i mmergono i wvetrini in una vaschetta co
ASi i mmergono i wvetrini in una vaschetta co
A Si eiganani vetrini in una vaschetta con ematossilina per 10 minuti

Asi effettuano due passaggi rapi di in due v
ASi effettuano dei |l avagagi con acqua corren
ASi effettua un passaggio rapido in acqua d
A S i meigono i vetrini in una vaschetta con eosina per 5 minuti

Asi effettuano due passaggi rapi di in due v
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AsSi effettua un passaggio per ogni singolo
AsSi effettua un passatpgen® per ogni singolo
Asi effettua un passaggio per ogni singo

l'evaporazione

AsSi dispone una goccia di f@ADakoMounting Med
Asi ri pone delicatamente il vetrino sul CC
all'interno

AFar aderire bene il coprioggetto al wvetrin

|l mmunofluorescenzadb con ALectinad e ADapi

AsSi dispongono i wvetrini in un cestello e s
Asi prepara | a camera umiddi spongoma dceat ol
bagnare con acqua

Asi i mmergono i vetrini i n una vaschetta di
ASi ripete | 'operazione in una nuova vasche
Asi diluisce in rapporto di 1se #e0dispohea  fl e c
un‘aliquota su ogni sezione di campione

Asi i mmergono i vetrini i n una vaschetta di
Asi ri pete due volte | '"operazione nuove vas

Asi di spone su ogni ase@uiaohnheét deldi ¢ &®®ILo rde
depositano i vetrini in stufa a 37°C per 30 minuti

Asi i mmergono i vetrini i n una vaschetta di
ASi dispone una goccia di ADakoMounting Med
Asi ri pone del isala&dprogyetio inemodo Ida bloecare ii cangpioni
all'interno

AFar aderire bene il coprioggetto al vetrin

Utilizzare camice e guanti come da disposizioni
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7.3. Modelli per l'ottimizzazione delle procedure di incubazione: la durata

dell'incubazione statica

Nell'ottimizzazione delle procedure sperimentali ci si € basati su dati direttamente
derivanti dagli esperimenti, ricavati dalla letteratura o emersi da modellazioni teoriche.

In particolare per la determinazione delle maare di incubazione, fase
immediatamente successiva alla ricellularizzazione, ci si € avvalsi di modelli
semplificativi per determinare in modo analitico le tempistiche ottimali.

La fase di incubazione e prevista per favorire I'adesione delle celleteatriall'interno

dell o fAscaffoldo di matrice extracell ul ar e
dispone lintero bioreattore e circuito di perfusione all'interno dell'incubatore in
condizioni statiche, prima di poter intervenire applicando un nélagso.

Le probl ematiche contrastant. che emer gon
Al adesione cellul areo.

In particolar modo per le cellule in utilizzo nella sperimentazione, l'adesivita € molto

bassa, tale da richiedere dei tempi molto lunghi pereaune legame sufficiente con la

matrice da non essere sciacquate da flussi anche blandi imposti successivamente.

Altrettanto di rilievo e il problema dell'ipossia a cui vanno incontro le cellule in
condizioni statiche, senza disporre cioé della concentrazili ossigeno di saturazione

presente nel medium fresco e circolante.

Il trasporto di nutrienti e di ossigeno in una coltura biologica in cui non siano presenti

dei Acarriero specifici del | e mol ecol e di
diffusione, pertanto molto meno efficaci delle condizioni in vivo e legati alle
concentrazioni dei soluti.

Nell'ipotesi di trascurare il flusso per diffusione dell'ossigeno attraverso il terreno di

coltura e poi attraverso la membrana e la matrice del rene fino élldec si e

strutturato un modello matematico sulla base di dati sperimentali per individuare il

tempo necessario alle cellule per consumare tutto l'ossigeno a disposizione fornito
nell'istante TO, quello cioé in cui si sono iniettate le cellule stesse.

Si vuole descrivere il modello realizzato partendo dalla scelta dei dati e dalle assunzioni
semplificative fatte
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7.3.1. Calcolo della densita cellulare

Si e voluta ricavare la densita cellulare come parametro basilare per il calcolo del
consumo totaleli ossigeno e per poter determinare di conseguenza il tempo disponibile
prima della condizione di ipossia.

Come assunzione semplificativa si sceglie di trascurare le cellule presenti nei vasi e
considerare invece quelle di alto interesse per la ricerdeas\® cellule presenti nei
glomeruli dopo l'iniezione.

Le cellule nei glomeruli sono quelle che nelle fasi successive della ricerca dovranno
ripopolare il mesangio e i podociti, pertanto hanno un ruolo chiave nella
sperimentazione.

Si possono consideraenche quelle in condizioni piu critiche per quanto concerne la
disponibilita di sostanze in assenza di flusso.

Per determinare la densita di cellule nei glomeruli si é stabilito di fare un conteggio
delle cellule statistico, a partire dalle immagini dimomofluorescenza ottenute nel
corso dell'esperimento N° 20, (che prevedeva decellularizzazione, ricellularizzazione e
incubazione statica di 30 minuti non seguita da flusso).

Si sono volute analizzare le immagini di 2 sezioni di rene appartenenti i@gioai
distinte, una mediana e una polare.

Per ogni sezione si sono individuati tutti i glomeruli e di ognuno di questi sono stati
registrati ingrandimenti a 20X nei livelli del rosso, verde e blu (indicativi

ri spettivamente del speeilicel @eBedcelluleciniettate, dkleal ma r Kk
Al ectinao, gui ndi dell a matrice proteica e
acidi nucleici).

Le immagini sono state successivamente analizzate, si e effettuata la conta cellulare
allinterno di ogni glorerulo normalizzando il valore sull'area del glomerulo stesso
(dimensione legata soprattutto al sezionamento casuale di una volume sferico). Per la
determinazione dell'area ci si & basati su quella del cerchio costruito sul suo diametro

medio (rilevato cornl software in uso per le analisi in fluorescenza).
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Figura 7.2 : Immagine di immunofluorescenza a 20X rappresentantie due glomer
contenenti cellule iniettate Si notano le dimensioni ricavate con il software

acquisizione.

Figura 73 : Scomposi zi one del | 8i mmagi ne prec
rappresentanti rispettivamente PKH26 (marcatore delle membrane delle cellule iniettate
Lectina, adesiva al collagene e dapi, marcatore del materiale nucleare.

Si e effettuata una meddei valori rilevati per ogni glomerulo analizzato, ottenendo il

valore della densita media superficiale glomerulare delle cellule iniettate; pari a

8 =2,33-107" €IS

cell pm’ (7.2)
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7.3.2. Determinazione del coefficiente di diffusione

Un altro parametro fondamentale nei problemi di tipo diffusivo € il coefficiente di
diffusivita, indice della facilita con cui una sostanza diffonde all'interno di un mezzo.

| fluidi generalmente possono essere considerati isotropi, pertanto i fenofffiesividi
avranno luogo in ogni direzione con la stessa frequenza; si puo cioé individuare un
unico valore di coefficiente di diffusione di una sostanza all'interno di un liquido
specifico.

Per i solidi la situazione e differente; il coefficiente di diftus e strettamente
dipendente da fattori quali la geometria a livello microscopico e la densita, pertanto nei
casi di materiali anisotropi il coefficiente di diffusione pud assumere valori molto
diversi, tali spesso da rendere completamente trascurabiiffulsione in una direzione
rispetto alle altre.

Trattando i tessuti biologici si incontra una situazione ancora differente, legata alla
altissima percentuale di acqua che li compone.

Nello specifico si vuole stimare il coefficiente di diffusiord'interno del rene
decellularizzato dopo l'iniezione delle cellule.

Come pare evidente, la presenza delle cellule immesse non puo essere rilevante per la
variazione della diffusivita delle molecole all'interno del volume; un discorso piu
approfondito vdatto invece per la struttura della matrice decellularizzata.

La struttura del rene e molto varia e eterogenea, come gia mostrato nei capitoli
precedenti, tuttavia , all'interno della zona corticale, essa pud essere ritenuta omogenea,
si nell'organizzaziom degli organelli funzionali, sia nella struttura proteica che li
circonda. Inoltre, considerando un singolo glomerulo, la complessa e intricata struttura
dei vasi e delle membrane che li circondano pu0 ragionevolmente essere ritenuta
isotropa, legittimand l'ipotesi che in ogni direzione il coefficiente di diffusione possa

essere ritenuto costante
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Figura 7.4 : Immagine microscopica ¢
immunofluorescenza , In verde & caratterizzata
matrice extracellulare

Inoltre, il coefficiente di diffusione elativo alle proteine della matrice (senza
considerarne la struttura poco compatta che potrebbe confondere), € molto alto rispetto
a quello di tutte le molecole in mezzo acquoso, percio si puo ritenere trascurabile la
diffusione all'interno della massa pea.

Considerando le assunzioni fatte, in modo semplificativo, per poter determinare il
coefficiente di diffusione di una sostanza all'interno del rene e sufficiente determinare la
frazione della massa totale occupata dall'acqua (nell'ulteriore ipotesnsiderare la
densita della matrice proteica omogenea in tutto il rene) e moltiplicare lo stesso valore
percentuale per il noto coefficiente di diffusione dell'acqua.

Benché siano noti in letteratura i valori della percentuale di acqua che costituisce i
diversi distretti e organi corporei, piu complicato € rintracciare dati riferiti ad organi
decellularizzati, privati cioe della gran parte di materiale biologico che ne costituisce la
massa.

Si decide quindi di ricavare sperimentalmente la percentuaseglia costituente la
massa del rene decellularizzato.

Si decide di utilizzare un metodo tanto semplice quanto efficace: si valuta la differenza
di massa nelle condizioni di idratazione e disidratazione.

Per validare l'attendibilita del modello, si scegtle confrontare i dati noti dalla
letteratura del valore di coefficiente D di diffusione dell'ossigeno nel tessuto del rene di
ratto con quello ottenuto moltiplicando il coefficiente di diffusione dell'acqua per la
frazione di acqua presente nell'orgamero.
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Si preleva quindi un rene, lo si seziona longitudinalmente, avendo cura di non
danneggiare la struttura, per ottenere due regioni simmetriche e con un ampia superficie
di contatto con l'aria.

Si risciacqua con una pastetta per eliminare quanto fledsiltomponente ematica.

Con una bilancia di precisione opportunamente tarata, si pesano le due parti, ottenendo
il peso iniziale del rene, costituito da acqua, matrice proteica, componente cellulare
propria dell'organo e un‘aliquota della componentgsgna.

Disposte le due regioni all'interno di una piastra di Petri, le si |a&ssecareper 1

giorno entro la cappa a flusso laminare (che proprio per il flusso aumenta i processi di
scambio convettivo).

A disidratazione avvenuta vengono pesatevamente le due frazioni del rene. Il valore
ottenuto costituisce il peso della componente proteica e cellulare (e parzialmente
ematica) del rene.

Sottraendo il peso di disidratazione al peso di idratazione si rileva la frazione di acqua
del peso del remdi ratto. La stessa percentuale viene moltiplicata per il coefficiente di
diffusione dell'acqua alla temperatura di 20°C; il valore ottenuto € confrontabile con
quelli riportati in letteratura per il coefficiente di diffusione dell'ossigeno nel rene di
ratto.

} Ef:—:m fetraare r.':.l: I 'EIZZS g (72)

Peso ... =04230¢
o (7.3)

Pesa,, =1,1986 g

} o (7.4)
Pesoy.n
= __  meRe - — lleSE'H —_ — P
;L.""”_ Peso ~ 1,6225¢ =0,738=13,8%
A" = (7.5)

i ce

D o= D gy X 12p=1,97-107"—0,7387=1,45-10 " —
A e H20) e FEC SCC (76)
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Come indicato da EWJkenddfusientoeffwiént of axggen in av or o

respiring kidney and tumourt i s,s[27f © valore del coefficiente didiffusione
dell'ossigeno misurato e di 1,319"5 cm”2/sec, pertanto inferiore dell' 11% rispetto a
quello calcolato.

Si decide quindi di mantenere lo stesso margine di errore e seguire la stessa procedura
per la determinazione del coefficiente di diforee dell'ossigeno all'interno della

matrice decellularizzata.

Figura 7.5 : Le sezioni longitudinali de Figura 7.6 : Le due porzioni di ren
reni disposte sotto cappa a flusso lamina decellularizzato  disposte su  foglio
p e ressiccazione alluminio  preventivamente pesato pe

| 6i mpossi bil i tatalaunatiéce

di separarla dalla superficie di appoggio

Si avvia quindi il protocollo di decellularizzazione sul rene sinistro proveniente dallo
stesso animale secondo le procedures¢gglie a questo fine il protocollo D2), a
decellularizzazione completata, dopo abbondanti lavaggi in circuito aperto con acqua
deionizzata per eliminare i residui di detergenti ( in questo caso SDS 1%), si seziona |l
rene longitudinalmente. Disponendo ramibe le porzioni su un film di alluminio dal

peso noto, (passaggio necessario come verificato preventivamente per I'impossibilita di
separare dopo la disidratazione i residui della matrice decellularizzata dalla superficie di
appoggio), si registra il pecomplessivo del rene decellularizzato idratato.

Dopo 1 giorno sotto cappa a flusso laminare si ha lI'evaporazione completa dell'acqua e
si replica I'operazione di pesatura.

Si ottiene in questo modo la percentuale di massa occupata dalla matrice e quella
occupata dall'acqua (uniche due componenti in questa condizione).
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| dati rilevati sono

Peso idrerizin =1 545 16 g

A rene decell (77)
Peso , . =0,0243g

A ”-.»E.'.‘rﬁu'r"'“m"mr & (7.8)

FPeso, . con=14273 g
A i ! . (7.9)

Peso

e deced 14273 g
WA — = - =4 - 1-3 I:“--")U
.'z'l.'\eﬁ'l:'{'ll.". e ‘Pﬁ{w"‘-w:u decel! I ‘45 16 £ 0,983=2%
A idrerdate (7 . 10)

2
sem

D ar— D o X .I'll'.lr):]1g?'][}_ ﬁ,983:l1f;3]t_}“ﬂ
A remedecell TOHI0 rewedecell sec sec (7 11)

Ipotizzando di poter considerare anche in questo caso un errore di eccesso pari all'11%

relativo ai dati sperimentali del coefficiente di diffusiosieha

ch”

D =1.73107"=
A wene decel! yec (7 . 12)

Considerando la dipendenza della diffusivita dalla temperatura, applicando lo stesso

modello si ottiene
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Viscosity of H,O

O, Diffusion Coefficient

Temperature centipoises

pe _ i [[\\‘g;};\f‘o] 96‘}) 7[¢m27/S]
I 2 J 1.002 0.0000197 1
| 40°C ] 0.653 0.0000324 }
l S0°C ,‘ 0.547 0.0000399 ]
[ Sox 1 0467 0.0000482 ]

Figura 7.7 : Valori di coefficiente di diffusioned e | | 6acqua al variare

D ,,=2.8410

A rere deoelf

s om

sec

de

(7.13)

per la matrice decellularizzata ad una temperatura pari a 40°C, (circa quella di

incubazione).

Un'ultima approssimazione viene fatta per determinare il valore dello stesso parametro

entro le re@ni glomeruli, aree a maggior densita proteica, per cui si stabilisce un valore

di diffusivita dell'ossigeno pari a

D

A lomerylo decel]

02 =2,75-10"

5O

sec

(7.14)
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7.3.3. Calcolo del tempo di sopravvivenza

Al pot esi di consumo di ordine zero

Si vuole determinare il tempo dncubazione statica delle cellule all'interno dei

glomeruli prima della sofferenza per ipossia.

Le approssimazioni che sono state fatte in questo modello sono:
1. Consumo cellulare di ordine zero (indipendente dalla concentrazione di O2)
2. Ossigeno disponibilsolo pari alla quantita disciolta nel fluido interno al rene
3. 02 disponibile per le cellule nei glomeruli pari a quello disciolto in tutto il
volume del rene, considerando tutto il volume pieno di liquido saturo
4. Sitrascurano le cellule (consumanti) préseai vasi circostanti i glomeruli
5. Si considera il sopraggiungere della sofferenza cellulare solo per concentrazione

nulla di ossigeno

Metodo risolutivo:

1) Considero la densita superficiale di cellule all'interno dei glomeruli

precedentemente determinatanodo sperimentale

Ds=2.33-10*<ells

M

Densita superficiale med (7.15)

2) Considero la densita media volumetrica:

1233107

(| ==——) 4
Dv= “ T =84.,6:10 :
3 e

e cells

(7.16)
3) Determino la quantita dell'O2 disciolto nel terreno di coltura (calcolato per 1,5

ml di liquido nell'ipotesiche corrisponda al volume del eea per T=37°C).
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Vale la legge di Henry:

Cp=Fyra (7.17)

con: P,.=0.2atm=152mmHg (7.18)

pressione parziale dell' O2 in soluzione ( nellHp che corrisponda a quella
dell'aria

satura),

_ L3nmaol
ml-mmHg (7.19)

coefficiente di solubilita dell'® nel terreno di colturaa 37 ° C .

y,,=132 i fg- :,f nmol | s 1=296 4 nmol =7.5-10 mi
i =mm \ﬁ, (720)

4) Determino il consumo massimo di ossigeno delle cellule ES murine:

Rilevo dai dati in letteraturgg0] :

o s mol
/’ _.’} . Iq
V,,,=29-10

cell cells-sec (7.20)

corrispondente al consumo di ogni cellula alla pressione parziale di O2 nel

terreno di coltura pari a 0,2 atm.

5) Determino il volume totale dei glomeruli:
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Ricavo sperimentalmente il raggio medio dei glomeruli nelle sezioni di rene

1o
R =—= um=355 um

ol 4

(7.21)
corrispondente a un volume medio di
-_ 4 i 3
F :3-:1'- R "=696910 um
rlanit arlonr (7.22)

Rilevando dalla letterata il numero medio di nefroni nel rene di ratto pari a

28000[29], si rileva il volume totale dei glomeruli nel rene:

V. =696910 gm’-28000=19,51 mm’
fend yrivam (723)

La frazione del volume totale occupata daingéruli e confrontabile condati
disponibili in letteratura, per cui si ha un volume medio di tutti i glomeruli del

rene di ratto pari a

V =18 mm’

fond I1:'."r.llr.' detferadrr (724)
6) Determino il numero totale di cellule presenti nei glomeruli a partire dalla densita
volumetrica ricavata e dal volumetale dei glomeruli:

N =7 -Dv=19.51 mm*-84,6-10~° S = 65.10° cells

Wi o glom .”"H- (7 . 25)
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7) Determino il consumo totale di O2 delle cellule iniettate all'interno dei glomeruli
nelllHp di consumo di ordine zero, cioé corrispondente al consumo massimo

indipendentemente dalla concentrazione di O2:

Vo =N V,,=16510°cells-29-107"* —MoL__60 5€¢ 5 ggp nmol

wreell el tor cell cells sec min min (7.26)

8) Il tempo massimo per cui le cellule possono sopravvivere in condizioni statiche

(senza ulteriore apporto di O2 tramite flusso di terreno di coltura ossigenato) é:

Vo 2964 nmol

| === J:lﬂl.mm:'n:] h, 43 min
e [ . - R
|'!-'J'|:1:'II.'-”- ZHHTE min

(7.27)

Generalizzando, si ottiene la formula:

- r -
Voo Vea-P, Vi-a-Pg,

[ = sl _ FEIe _ Pt

mas V gy VoyD, V-N V VD,

o celf cell cell  glam glam tad gham cell eelf (7 28)
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Al p o tcensumo abricentraziomipendente

Si vuole considerare un consumo cellulare di ossigeno dipendente dalla concentrazione
dell'ossigeno stesso nell'intorno cellulare; questa condizione piu affine alla realta e
descritta dalla nota legge di Michaelitenten.

Questa determina il valore di consumo dell'ossigeno corrispondente al valore di
concentrazione come una curva che raggiunge un valore di massimo a cui tende
asintoticamente da valori di concentrazione pari a quelli di saturazione. | parametri che
descrivano la curva sono i valori generalmente ricavati in modo sperimentale di
consumo di ossigeno massimo e quello di concentrazione pari alla meta di quella di
saturazione, che risulta quindi anche la concentrazione per cui il consumo cellulare di
ossigeno € paalla meta di quello massimo.

La legge viene cosi formulata:

o

. I_|I|'.'II:I.|. :
I le — ov!

cell —JI'L- ,,I.+ f-ﬁ{;:

{'UE‘

(7.29)
dove si e definito km il valore di meta concentrazione di saturazione.

Per quanto riguarda le cellule ES murine, i valori di consumo massimo e di meta

concentrazione di saturamie sono ricavati dalla letterat 0], [31] e sono:

o o=29.107" mol

IR

Jeel cells-sec (7.30)

Akn=044mmHg  osnressa in termini di pressione parziale (7.31)

che moltiplicata per il coefficiente di diffusione dell'ossigeno nel’lH20 secondo la legge

di Henry:

k=044 mmHg 13—l 0 57210 0 57,1072l — 572102 222l

J mi-mmHg m unr um’

(7.31)
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Consumo Cellulare
VO2|[mol/(cell*sec)]

Vmax|

46 =
55
642
73
82
91
100
109
118
127
136
145
154
163
F172
S 181
3 190-
o b

Consumo Cellulare (Conc)

Figura 7.8 : Rappresentazione del consumo di ossigeno cellulare in funzione della concentrazione per le cellule
staminal. embrionalii s e eMemeh (per tebuke gtandnaliembri@nalidnurind)li c hael i s

Si vuok determinare a questo punto la distribuzione della concentrazione dell'ossigeno
allinterno di un glomerulo, nellipotesi di considerare un valore di concentrazione
esterna pari a quella presente nel volumetto di regione corticale del rene che ne
rappresata l'intorno.

Tale volumetto viene calcolato in modo semplificato dividendo il volume del rene
corrispondente alla regione corticale (circa pari al 60% del volume totale) per il numero
totale di glomeruli (corrispondente a un valore medio di 28000).anontlalle pareti Si

puo in buona approssimazione ritenere che per ragioni di simmetria della distribuzione

dei glomeruli (ritenuta omogenea all'interno di un cubo dal volume noto.

u:%-mn {%-I.Sm!]
ol = e — = =3 . : =32 .10 3
I_ftﬂ” i 33000 09mi=3,214-10 mi=32,14-10" um
A ok elameruli (732)

La concentrazione dell'ossigeno in tale volumetto non éawmtestnel tempo ma
diminuisce in ogni istante della quantita di ossigeno consumato dalle cellule del

glomerulo nell'istante considerato.
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La concentrazione dell'ossigeno all'interno del glomerulo risulta una funzione del tempo
e dello spazio, (considerandi geometria sferica lo spazio viene rappresentato da r,
raggio.

Pertanto risulta C(r, t).

La variazione della concentrazione € legata esclusivamente alla diffusione dell'ossigeno
come fenomeno di trasporto e al consumo dello stesso da parte delle ajbihiégno

del glomerulo.

Tale equazione ha la forma

e\l p\re(r, -1 (C)

A Y (7.33)

essendo l'equazione di continuita (conservazione della specie chimica)

i)

.

;C:diu-r,j]— V
A 7 (7.34)

e la prima legge di Fick

A J=-DVC (7.35)

Per il caso sferico, talequazione assume la forma

s 0C || l ro0 sin(Q) o 'I|=- 1 |E;'(.

| :
1.. o g - + - I. - | - -« _I_.-
y ar  R- |_u:-‘r 'c-r']l sin(§d) o " sin(f) |

of (7.36)

Assumendo la condizione di diffusione con simmetria sferica, questa si semplifica in
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(7.37)

Per risolvere il problema, considerando un consumo non costante ma concentrazione

dipendente

|2 .-1.[M]||-—F’{Cir,r]]
ar ar (7.38)

si vuole utilizzare un modello numerico, suddividendo il tempo e lo spazio in intervalli

di screti &er e et .

Le condizioni al contorno in questo problema a due variabili, sono variabili nel tempo:

Si fanno & seguenti assunzioni:

Clr,t=0)= C (t=0)= C
1 |'.l|'|'|'.l|'.l|'\l'.lé.!|-'-m'.lll!'.".'hl!-' L T T el T T (7.39)
Con
c :P”_,-a:152”:an5‘;-1~3%:19?.,{3-1{}‘“'”’”{
vafurgTinme M- r ’
A & pm (7.40)
Voo (t=i—1)-At
C(R,t=i4+At)=C(R, t=i—1)—somme
_!11!
A S (7.41)
con
Vo(r=i=1)=3 (r=m) [r=m+H“]-{%“-dm,-rf{a-zmt,:=| 1))
A oo S el (7.42)

dove cioé si e considerato il consumo totale del glomerulo come somma dei consumi
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del l e calotte di sfera di spessore e&r (rit:

punto piu esterno all'istanterecedente.

Si procede facendo una nuova ipotesi semplificativa, cioe quella di ritenere costante
C(r,t) in ogni @e&t, pertando si assume, nel

oClr.)_D [ (. aC(r.1

== Hi=F1Cr, t))=0
A Eﬂf R_ .‘:—" - t’? ’ ! || |, “ }

(7.43)

tra due istanti adiacenti t=i e t=i+1.

Svolgendo l'equaziondi f f er enzi al e con tale assunzi once

ogni intervallo @&, con |l e condizioni al CO
c?C'['DJ]_[}
A co @r (flusso nullo al centro della sfera) (7.44)

(r=i+1)=nota, r Tinterv =i, =i+2
A Co C(r=i+1)=nota,calcolata per lI'intervallo Ar{r=1+1r=1+2] (7.45)

Partendo dall "inter v al peoogreastante [a condentrazione= R] d i
esterna al glomerulo, ricavata sottraendo di volta in volta il consumo del glomerulo

all'istante precedente.

L'integrale risolutivo dell’equazione risulta:

Volr=i+1,t=m—1)

Clr=i,t=m)= {(r=if=(r=i+1] ]+ Clr=i+1,t=m)
= [(r=if~(r=i+1 Fl+C|
A STOTENLD (7.46)
Da cui si ricavano sequenzialmente i valorigics umo i n ogni @&r CcoO0me
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Voo Clr=i t=m)

Ririy

Vir=i, t=m)= -
J k +Clr=i t=m)

A (7.47)

Per ovviare i limiti delle approssimazioni della soluzione analitica, la cui
implementazione risulta eccessivamente complicata, si decide di utilizzare un software

in grado di risolvere il problema in modo contgmionale, adottando il criteridegli

elementi finiti.

Si scegl i e aCOMSOL Multiphysice, cegplicitanfo il problema di

diffusione associata a reazione chimica, in questo caso il consumo cellulare.

Si modella la geometria desiderata, manteneled semplificazioni precedentemente

esposte, in grado di ridurre il costo computazionale grazie alle simmetrie del problema.

Il sistema prevede una sfera (simulazione del glomerulo) racchiusa nel centro di una
regione cubica, corrispondente al volumealelbna corticale del rene che equidistanzia

I glomeruli.

Vengono impostate le condizioni al contorno come richieste dal software:

Si attribuiscono |l e condizioni di flusso nu
imposte per ragioni di simmetri@ic i volumi adiacenté si uguaglia il flusso attraverso

la superficie sfericaar ea di interfaccia tra I due )
AContinuit™o.

Considerando | dentit” dinamica del probl en
iniziali, speci ficando | a concentrazione dell 6os

ritiene costante in tutto il volume aip a quella di saturazione defreno di coltura

Figura 7.9: Geometria semplificatve | gl omer ul o e del |l dintono di matrice ex
realizzato conilsét war e fAComsol Mul ti physicso
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Si procede impostando il valore delle costanti che vengono utilizzate nel calcolo, i
valori sono ripresi come precedentemente espdat rilevazioni sperimentali e dati

forniti dalla letteratura.

I n particol are si fanno corrispondere ai
diffusionepr ecedent emente cal col at. e un differ
consumo, corrispondentel | a reazi one chimicao), nul | o n

PARAMETRI

acell volumetrica 84,6102 cells/m*3

Vol intorno 32,14*107-12 M3

Vol Glomerulo 0,69%107-12 MA3

CO2 iniziale 197,6*10~-3 mol/m*3

R glom 55*107-6 M

- VO2cell 29*10~-18  mol/(cell*sec)

VO2glom(densita) 2,453*107-3 mol/(sec*m”3)

DO2 glom 2,75*10-9  mA2/sec

DO2 intorno 2,84*107-9 mA2/sec

Km 0,572*10%-3 mol/mA3

Figura 7.10: Parametri impostati per la determinazione della variazione di concentrazione di ossigeno

Come AEspressioneo vari abi |Mchaelispenteni nt r odu
precedentemente espostahe lega il consumo di ossigeno ad ogni istante e in ogni

punto del glomerulo alla concentrazione di ossigeno.

Infine viene stabilita la griglia temporale e spaziale entro cui si vuole effettuare la
computazioneSi sceglie di utilizzare un intervallo temporale di 60 secondi (idoneo ai

requi siti prati ci del probl ema) e una mesh
per determinare con precisione | 6andamento
del raggio micrometrico della sferailanciando la raffinatezza del calcolo con il costo
computazionale

Si sceglie tra gli algoritmi di calcolo pro
[ risultato del | a computazione per mett e
concentrazione ingni punto della geometria considerata al variare del tempo.

La simmetria del probl ema permette di 0SS!
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lungo i raggi della sfera. Si scegtiemonitaarlalungo il segmento corrispondentdsal
distanza minima tra lparete del cubo e il centro della sfera (condizione piu critica).
Pertanto, plottando la concentrazione nei primi minuti tra i mlirtordinate

P1 (159e6; 159¢e6; 159€e6) e P2 (318®; 159e6; 159€6)

Si ottengono le seguenti curdeconcentraziorne

Concentration, ¢ [mollmz]
T T

0.198

0,192 [Frerireeeresitons

Concentration, ¢ [mollm3]
o
S

P SIS SRRSO S TS i T s e e
i | . .

D Y e s S

Figura 7.11 : Andamento della concentrazione di ossigeno nei primi 4 minuti di reazione lungo il segmento di
congiunzione tra il centro della faccia del cubo e il centro della sfera.

Osservando le stesse curvevatiare del tempo, si nota una variazione critica della

concentrazi

odnad

| a@0d nui nzdi oor ad e |

a

reazi

one:
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Concentration, ¢ [mol/m?]

x10°3

Concentration, ¢ [moljm?]

Figura 7.12 : Andamento della concentrazione di ossigeno negli istanti temporali tra t= 3600 e t= 4080 secondi

dal |l 6inizio della reazione. La distribuzione =~ =espressa |
faccia del cubo e il centro della sfera.

La concentrazione dell 6ossi gen-bMentergiomome def.i
raggiunge lo zeroenhdendovi infinitamente. Analizzando le curve della concentrazione

l ungo | o stesso segmento a 6720 secondi dal
andamentpcaratterizzato da valori molto prossimi allo zero

Concentration, ¢ [moljm?]
x10°20

£
=
&
G
-S 0.6 oo b
3
£
s
=3
g :
o
02| TE77365
o t=7200s
14 16 1.8 2 22 2.4 26 2.8 3 3.2
Rglom x [m] yy04

Figura 7.13:. Andamento della concentrazione di ossigeno negli istanti temporali tra t= 6720 e t= 7200 secondi

dall 6inizio della reazione. La distribuzione =~ espressa
faccia del cubo e il centro della sfa.

118



Osservandole variazioni della distribuzione della concentrazione sulla sezione
trasversale del sistema, si ha la conferma del comportamento simmetrico su ogni raggio

della sfera, risultando impercettibile la differenza nelle direzioni perpendicaliare

faccia del cubo (distanza minore dalla parete) e lungo la diagonale (distanza maggiore
dall a parete), pertanto si pu, supporre ch
corrispondente alla regione corticale non sia limitante per la diffusiques il consumo

del | 6ossi geno al lingarticdlaeer asservadde la digiriburziore delid o .
concentrazione negli istanti compresi tra t= 3600 secondi e t= 4080 secondi si puo

confermare il raggiungimento della concentrazione critica per il metabolismo cellulare.

Figura 7.14 : Distribuzioned el | a concentrazione di ossigeno nella geo!

t=3600s t=3720s t=3840s

- tax; 27540 o, ¢ [molie’] L
1=3960's 1=4080's ’ a0 B t=4200s

Figura 7.15 : Variazione della distribuzione della concentrazione per istanti temporali tra t=3600 e t= 4200
secondi. Si nota il raggiungimento di valori critici di concentrazione per il metabolismo cellulare
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Come mostrato dalle immagini, la posizione sottoposta a condizioni piu critiche & quella
corrispondente al centro della sfera. Pertanto si stabiligdertie al punto

P1 (159€6; 159e6; 159€6) la curva di concentrazione di ossigeno nel tempo:

Concentration, ¢ [maljm®]
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Figura 7.16-7.17: Andamento della concentrazione al centro della sfera nel tempo

Per poter val uapprossenaziord tattefnel tcalcolo delecoefficeente di

diffusione ed escludere la dipendenza del risultato da Essaipetuta la computazione
utilizzando i wvalori det er mi nattrascergn@r i ment &
| err or e precedergementer at o

Si considerano pertantovalori di coefficiente di diffusione

Doz gon= 3,081* 1029 m”2/sec

Doz gon= 3,18 10"-9 m”2/sec

Concentration, ¢ [mol/m?] Concertration, ¢ [maljim®]

o2 —=— (15954, 1.592-4, 1.59¢-4) 2

—=— (1.58e-4, 15924, 1.59-4)

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 3600 3700 3600 3900 4000 4100 4200
Time: Time

Figura 7.187.19 : Andamento della concentrazione al centro della sfera nel tempGoefficienti di diffusione
teorici.

120



| grafici non mostrano differenze rilevanti al fine della cineticapdeblema, pertantsi

puo confermare la diminuzione della concentrazione di ossigeno ad un valore di 7,28

*10~-3 mol / m"3 a 3600 semzdooemdi dall 6inizio del!]l
In base ai valori rilevati dalla letteratura, una concentrazione pari a 9;3*t@¥m”3

(data da pressione parziale di ossigeno pari a 7 mmHg), corrisponde ad una condizione

di ipossia tale per cui le cellule staminali embrionali murine odocil proprio

met abol i smo (rilevato come espressione ge
cellulare) al 10% di quello mostrato in condizioni fisiologiche.

E6 altrettanto di mostrato che questa | inea
piu critiche, date da concentrazioniatisigeno inferiori, riducendo conseguentemente le

proprie attivita,anche per tempi prolungati (fino a 50 ore), mostrando una percentuale

di apoptosi e di rottura dell BObmembrana cel
Questo dato, che sembrerebbe Il egittimare | 8
per t empi l unghi, S i scontr a con I bl oc

sopravvivenza in condizioni critiche delle cellule non corrisponde ad una maggiore
adesione delle stesse.
I n altre parole risulter ebbencubazione statiea a i fi

di durata maggiordiun 6 or a .
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7.4. Organizzazione deqli esperimenti

L'attivita sperimentale e stata portata avanti parallelamente allzamone del
sistema di perfusione e delle procedure; inoltre l'organizzazione delle indagini & stata
programmata anche in funzione delle esigenze operative di istituto. Queste condizioni,
aggiunte alla molteplicita dei parametri influenti sugli esiti degperimenti e alla nota
variabilita biologica rendono impossibile un'esposizione lineare della sperimentazione.
Tuttavia e possibile ordinare l'attivita svolta in funzione dei protocolli utilizzati. Si
preferisce un'organizzazione in funzione di queiliddcellularizzazione, prima delle

due fasi indagate, dal momento che la suddivisione degli esperimenti con questo criterio

coincide anche con l'ordine cronologico con cui sono stati svolti.

Non vengono riportati gli esperimenti effettuati nella fase iqpiabre della
sperimentazione, quella di approccio all'attivita pratica organizzata allo scopo di
comprendere le problematiche legate al sistema di perfusione e alle prime scelte
procedurali. In questa fase si € indagato anche sulla tossicita dei detetitizzati per

le cellule, ottenendo la certezza della necessita di abbondanti lavaggi in circuito aperto
prima del condizionamento e della semina cellulare. Un'altra scelta apportata in questa
fase € quella di operare su un solo rene ad ogni espeoinseartando l'ipotesi iniziale

di incannulare l'aorta a monte della ramificazione delle arterie renali per perfondere
simultaneamente la coppia di reni. Queste prime assunzioni hanno portato alla

formulazione delle basi sperimentali iniziali.
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Si vuole @a schematizzare l'ordine di svolgimento degli sperimenti, per poter

permettere una successiva analisi dei risultati piu chiara.

Esperimenti svolti con protocollo D1:

Tryton X-100, DNAsi acida, sali, SDS 4%,lavaggi
Durata complessiva della decellularizme

5 giorni; metodi usati detergenti ionici, non
ionici, enzimatici e soluzioni ipertoniche

Ricellularizzazione facoltativa.

AExp. 11:
Incannulamento da aorta

Perfusione Medium per 15 minuti

Iniezione 8 milioni di cellule con protocolo R1
3 ore diincubazione in statico

60 ore di flusso a 3 mL/min

Fissato con PLP in perfusione

Exp. 12:
Incannulamento da aorta

Perfusione Medium per 15 minuti
Iniezione 8 milioni di cellule con protocolo R1
15 ore di incubazione in statico

Fissato per immersione

Exp. 13:
Incannulamento da aorta

Infusione di blu di metilene 0,05% (colorante)
(infusione manuale 1 mL in 4 minuti)

Fissato per immersione
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Exp.14:
Incannulamento da arteria renale

Infusione di blu di metilene 0,05% (colorante)

(infusione manuale 1 mL indinuti)

Non fissato
Exp. 15:

Incannulamento da arteria renale
Perfusione Medium
Iniezione 8 milioni di cellule con protocolo R1

Fissato per immersione

Exp. 16:
Incannulamento da arteria renale

Infusione di blu di metilene 0,05% (colorante)
(infusione seondo procedura infusione colorante)
Lavaggi in circuito aperto con acqua distillata

Fissato per immersione
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Esperimenti svolti con protocollo D2:

SDS 1%, lavaggi
Durata complessiva della decellularizzazione
2 giorni; metodi usati detergenti ionici,

Ricellularizzazione facoltativa

Exp.17:
Incannulamento da arteria renale

Infusione di blu di metilene 0,05% (colorante)
(infusione secondo procedura infusione colorante)
Lavaggi in circuito aperto con acqua distillata
Infusione di 1,5 ml lectina WGA rodainata,

statico 30 min

Fissato per immersione

Exp. 18:
Incannulamento da arteria renale

Infusione di blu di metilene 0,05% (colorante)
(infusione secondo procedura infusione colorante)
Lavaggi in circuito aperto con acqua distillata

Fissato per immersi@n

Exp. 19:
Incannulamento da arteria renale

Infusione di blu di metilene 0,05% (colorante)
(infusione secondo procedura infusione colorante)
Lavaggi in circuito aperto con acqua distillata

Fissato per immersione

Exp.20:
Incannulamento da arteria renale

Perfusione Medium
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Iniezione 8 milioni di cellule con protocolo R2

Fissato per immersione

Exp. 21:
Incannulamento da arteria renale

Fissazione per immersione

EXxp. 22:
Incannulamento da arteria renale

No fissazione, esperimento interrotto

Exp. 23:
Incamulamento da arteria renale

Perfusione Medium

Iniezione 8 milioni di cellule con protocolo R2
Incubazione statica per 15 ore

Flusso a 0,5mL/min per 30 minuti

Fissato per immersione

Exp. 24:
Incannulamento da arteria renale

Fissazione per immersione

Exp. 25:
Incannulamento da arteria renale

No fissazione, esperimento interrotto

Exp. 30:
Incannulamento da arteria renale

Perfusione Medium
Iniezione 8 milioni di cellule con protocolo R2
Incubazione statica per 3 ore

Fissato per immersione
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Exp.31:
Incannulamento da arteria renale

I nfusione di Al oexol oo (mezzo di
(Infusione con pompa a siringa a 2 mL/min)

Analisi con microtac

Lavaggi in circuito aperto con acqua distillata

(con pompa a siringa a 1 mL/min)

Essiccazione

Exp.32:
Incannulamentala arteria renale

Lavaggi in circuito aperto con acqua distillata

Essiccazione
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Esperimenti svolti con protocollo D3:

SDS 1%, DNAsi acida, lavaggi
Durata complessiva della decellularizzazione
2 giorni; metodi usati detergenti ionici e enzimatici.

Ricellularizzazione facoltativa

EXp.26:
Incannulamento da arteria renale

Lavaggi in circuito aperto con acqua distillata
Perfusione Medium

Iniezione 8 milioni di cellule con protocolo R2
Incubazione statica per 3 ore

Flusso a 0,5 mL/min per 30 minuti

Fissato per immersione

Exp.27:
Incannulamento da arteria renale

Infusione di blu di metilene 0,05% (colorante)
(infusione secondo procedura infusione colorante
prima e dopo DNAsi)

Lavaggi in circuito aperto con acqua distillata

Fissato per immersione

Exp. 28:
Incannulamento da arteria renale

Lavaggi in circuito aperto con acqua distillata
Perfusione Medium

Iniezione 8 milioni di cellule con protocolo R2
Incubazione statica per 15 ore

Flusso a 0,5 mL/min per 30 minuti
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Esperimenti svolti con protocollo D3

SDS 1%, DNAsi basica, lavaggi
Durata complessiva della decellularizzazione
2 giorni; metodi usati detergenti ionici e enzimatici.

Ricellularizzazione facoltativa

Exp. 29:
Incannulamento da arteria renale

Infusione di blu Medium (come colorante)
(infusione secondo procedura infusione
colorante, solo dopo DNAsi)

Lavaggi in circuito aperto con acqua distillata

Fissato per immersione
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8. RISULTATI

In questo capitolo si vogliono riportare i risultati ottenuti nedfgerimentazione in
risposta ai principali obiettivi del lavoro: la progettazione di un sistema di
Decellularizzaziondicellularizzazione e lo sviluppo e [lottimizzazione delle
metodiche.

In primo luogo si vuole valutare il sistema progettato dal puntovistia della
funzionalita, della semplicita di utilizzo e del contributo apportato al buon esito degli
esperimenti.

In un secondo momento si riportano e analizzano i risultati degli esperimenti eseguiti,
raggruppandoli con il criterio esposto nel paragrafo 7.4., cioé in funzione del protocollo
di decellularizzazione utilizzato.

Gli esiti degli esperimenti, nei terminiei risultati di analisi visive e istologiche, di
ricerca di perforazioni della matrice, di indagini di microscopia a fluorescenza per la
determinazione dell'integrita della matrice, della rimozione della componente cellulare
originaria e della distribuzige delle nuove cellule sono dei parametri tramite cui stilare
una valutazione delle procedure utilizzate, seppure influenzate di volta in volta da

un'alta variabilita.
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8.1. Valutazione del sistema di perfusione, risultati operativi

Durante lo svolgimento dell'attivita di sperimentazione un ruolo importante & stato
rivestito dal sistema di perfusione progettato e realizzato.

Il raggiungimento di risultati incoraggianti per quanto riguarda una completa
decellularizzazione e la distdkione delle nuove cellule infuse sono indicatori oltre
dell'ottimizzazione delle buone tecniche di lavoro, anche dell'efficienza dei dispositivi
utilizzati.

Per poter effettuare una ushzione del sistema costituitei vogliono confrontare i

requisitipp. opost i in fase di Amet aprogetéalao con i

realizzazione dei modelli.

Verifica dei requisiti della camera di perfusione:

Sterilizzabilitd in autoclave e trasparenza

La scelta del vetro si € dimostrata molto valethefficace per I'ottenimento delle
proprieta di sterizzabilita e di trasparenza.

In particolare la sterilizzazione alle alte temperature dell'autoclave (120°C) e l'alta
umidita presente durante il processo non hanno evidenziato, come previsto, danni
evidenti alle strutture. Nemmeno la manipolazione durante gli spostamenti previsti per
la sterilizzazione e risultata un problema per la fragilita del dispositivo. Tuttavia al fine
di preservare l'integrita della camera si € reso necessario prestare parttelazione

negli imballaggi. Per ogni spostamento della stessa, in assenza del supporto in
Pol i metil metacrilato  bene rivestire preve
protettivi in silicone (dallo spessore rilevante e moderatamente rigidi)

La trasparenza e stata un fattore determinante per le valutazioni nelle fasi intermedie
degli esperimenti; la possibilita di monitorare visivamente l'aspetto del rene, (lo
sbiancamento, la consistenza, I'omogeneita della decellularizzazione), di verificare
'assenza di danni circuitali quali perforazioni al catetere di incannulamento o
l'allentamento del filo di sutura dell'arteria renale e risultata estremaeféogzenella

prevenzione di fallimenti.
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Una possibilita offerta dalla trasparenza della canteistata quella di verificare con
I'iniezione di colorante I'assenza di perforazioni della matrice.

Questa tecnica si € rivelata importante per la comprensione di problemi che hanno
portato a scelte strategiche importanti. Un esempio di questo € laodecidi
modificare il sito di incannulamento da aorta ad arteria renale con ottimi risultati. La
possibilita di ripetere e osservare l'iniezione di colorante dopo ogni soluzione é stata

utile nella valutazione del danno arrecato da ognuna alla matricéingzoérne

l'utilizzo, le concentrazioni e le tempistiche.

Figura 8.1 : Moni to
colorante attraverso la camera di perfusione i
vetro

Figur a 8. 2: Stabili
verticale del re e maggiore controllo sull
posi zioni assunt e d
maggiore stabilita d ne tramite ago a punt
piatta i tutto il sistema, con facilita di
operazioni in GLP
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Resistenza delle aree circostanti i fori di ingresso e di uscita, sollecitate dalle pressioni

manuali impote

La realizzazione dei Abeccucci 0o cilindrici
sceltaefficacenella prevenzione delle crepe e delle fessurazioni. Inoltre, grazie alla loro
presenza e alla possibilitd offerta di fissare direttamente i tub@reld giunti di
connessione, si € semplificata I'operazione di montaggio del circuito, risparmiando
tempo e componenti, riducendo anche il numero delle aree soggette a perdita idraulica.

| beccucci, come precedentemente riportato, sono da ritenersi coentggioni molto

delicate e passibili di frattura, pertanto richiedono necessariamente molta cura nella

manipolazione.

Aumento del diametro della camera per favorire l'alloggiamento e la manipolazione

iniziale del rene, dimensione da bilanciare pereanc eder e con i | vol ume

correlato allo spreco di solventi chimici

Le dimensioni scelte per la realizzazione della camera prevedono un volume di
riempimento per il funzionamento del sistema pari a 350 mL, tale volume é risultato
ottimale perconsentire il ricircolo fino a 17 ore del fluido senza ricambi.

L'altezza dei beccucci di uscita, dimensionata in modo da limitare quanto possibile lo
spessore del liquido mantenendo la sicurezza della copertura del rene, & un potenziale
limite, nel caso dincubazione statica delle cellule, per il trasporto dell'ossigeno. Una
soluzione potenzialmente attuabile di volta in volta al variare delle esigenze e quello di
utilizzare dei volumetti di riempimento da posizionarsi sul fondo della camera. La
presenzadel dischetto di sostegno del rene fornisce una barriera di protezione

meccanica per il rene e i componenti aggiunti.
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Posizionamento del foro in ingresso alla camera al centro del coperchio per favorire sia

la stabilita del sistema sia una migliore psifme del rene (incannulato verticalmente)

La presenza del foro al centro del coperchio e quindi un incannulamento verticale del
rene favoriscono la stabilitd del sistema, in primo luogo quella del circuito, che risulta
molto meno fragile alle manipolazio

L'inserimento dell'ago a punta piatta (preventivamente realizzati e disostruiti) applica un
flusso piu omogeneo al catetere e quindi al rene, evitando il rischio di asimmetrie.

Inoltre, la stessa disposizione del foro (non sostituibile con beccuccvigpadella
necessita di contenere I'ago) € decisamente piu resistente se realizzato all'interno di uno
spessore piano.

Tuttavia, le posizioni assunte dal rene non sono sempre prevedibili e gestibili, pertanto

gli effetti del flusso simmetrico e omogenemnnsono sempre percepibili.

Chiusura del coperchio ad appodgio, (senza avvitamento per impossibilitd di rotazione

del rene) dimensionamento del gioco con l'imbocco della camera tale da assicurare la

sterilita

La semplicita di appoggio del coperclgienza eccessive manipolazioni necessarie ad
esempio nel caso dell'avvitamento dello stesso, favorisce la semplicita di lavoro e la
minima movimentazione del rene (a cui il coperchio é collegato).

La realizzazione della dimensione idonea alla chiusurdes{@fl um) e stata ottenuta
tramite l'ispessimento del bordo di contatto della camera di perfusione.

Gli esiti della sperimentazione hanno confermato l'assenza di contaminazioni e

inquinamenti della coltura.
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Figura 8.3 : Vantagg Figura 8.4 : Chiusura in sterilita del coperchio
del Il i ncannul a

Posizionamento di un ulteriore foro diametralmente rispetto a quello di uscita;

connessione dello stesso a un tubo esterno alla linea di perfusione, utilizzabile come

accesso di sicurezza

La presenza di un foro ridondante si & dimostrata molto utile nelle fasi di riempimento
della camera. Il collegamento del giunto bicono in ingresso al rene al rubinetto
all'estremita del tubo dell'uscita di sicurezza permette di effettuare un riempimento
repentino ecdefficacedel circuito e della camera, favorendo la fuoriuscita delle bolle
formatesi nelle manipolazioni.

Questa tecnica si € dimostrato aver ridotto notevolmente i danni provocati dall'aria al
rene.

Inoltre, la presenza dell'uscita aggiuntperfettamente simmetrica a quella utilizzata

dal circuito per prelevare il fluido dalla camera permette la versatilita di alloggiare in
caso di particolari scelte sperimentali un secondo rene, realizzando un sistema a due

circuiti paralleli (utilizzando urroperchio con due fori predisposti).
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Presenza di una conicita alla base della camera tale da consentire il posizionamento di

un disco forato di supporto per il rene, in grado di allontanarlo dal foro di svuotamento,

posizionato al vertice del conaesto

La presenza del dischetto si sostegno ha permesso di effettuare il corretto e semplice
svuotamento della camera di perfusione aspirando con una siringa da 50 mL il liquido
dal foro inferiore. La soluzione ha velocizzando notevolmente le operaziooastibio

dei detergenti, evitando movimentazioni inutili (sollevamento della camera per

raggiungere la quota necessaria per la fuoriuscita per gravita del fluido).

Figura 8.5 : La struttura del dischetto di sostegno per il rene; le fessu
permettonola mobilita del dischetto stesso con pinze sterili a dentini.

Possibilita di rimozione e inserimento agevole e sicuro del disco di alloggiamento del

rene

Benche il disco di supporto sia risultato una soluzione molto utile per la semplificazione
del lavao sperimentale, la sua movimentazione € un punto ancora non ottimizzato.
L'utilizzo tramite pinze chirurgiche (in uso durante diverse fasi del lavoro) necessita
'operato congiunto e sincrono di due operatori. Per semplificare ulteriormente questa
operazone si € proposta la realizzazione di un afferraggio ad aggancio da posizionarsi
entro le rientranze laterali del disco metallico. Tale afferraggio potrebbe essere
assemblato al disco in fase di montaggio e dimensionato in modo da poter essere
lasciato alinterno della camera durante tutta la fase di decellularizzazione e

ricellularizzazione.
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Svuotamento e riempimento della camera effettuabili tramite prelievo e iniezione con

siringa da 50 cc da un tubo collegato al foro alla base della camera e regolabil

all '"estremit?” da un -Lrockkionet maniap ok aki lvei es

movimentare il bioreattore

L'"accessibilit”™ delocrkuobicnoentgtiou nat ot raed vuine tfulbl
allontana dalla camera di perfusione assicura una agewagolazione dello stesso

limitando le movimentazioni del rene. Il rubinetto a tre vie, comodamente fissato in una

fessura del piano di appoggio del supporto in Polimetiimetacrilato, consente la

semplicita delle operazioni dio svuotamento e riempimento.

Struttura di sostegno in grado di alloggiare in modo stabile, sicuro e versatile la camera

di perfusione (anche durante le fasi di spostamento), di ordinare il sistema di tubi in

linea di perfusione e quelli relativi agli accessi liberi alla camera, skcaplio

l'operazione di apertura dei rubinetti a tre vie

La struttura realizzata si & dimostrata un notevole miglioramento per la semplificazione
delle operazioni. La sua stabilita é risultata importante nella realizzazione di tutte le fasi
della sperimetazione. La guarnizione siliconica ha fornito alla camera in vetro
un'immobilizzazione che ha evitato movimenti inconsulti sia nelle manipolazioni, sia
negli spostamenti.

Inoltre, grazie alla sua adattabilita, & stato possibile posizionare la camera a seconda
delle esigenze, ad esempio inclinandola stabilmente per favorire lo sgocciolamento in

circuito aperto.

Figura 8.6 : Lo svuotamento della camera di perfusione senza rischi tramite urggringa da 50 cc semplific
| 6operazione e |l a velocizza



Dimensbnamento della struttura di sostegno tale da favorirne il lavoro sotto cappa a

flusso laminare, la movimentazione (accesso alla cappa stessa senza difficolta di

passaqggio attraverso il vetro di protezione) e il posizionamento in incubatore.

L'altezza deipiedini di appoggio della struttura di supporto in Polimetilmetacrilato si
sono dimostrati ottimali per poter alloggiare la camera nell'area adibita e consentire la
presenza del beccuccio e il di svuotamento alla base di questa senza forzare posizioni
anomnale e generare strozzature nel tubo di uscita.

La dimensione delle barre metalliche avvitate all'interno delle scanalature della base
sono risultate sufficientemente alte da contenere I'arrotolamento lasso di tutti i tubi del
circuito di perfusione e ma ficientemente basse da non ostacolare nei movimenti per

le operazioni sperimentali.

Inoltre, tutta la struttura di supporto e risultata precisamente dimensionata per essere
estratta dalla cappa a flusso laminare senza difficolta e senza richiedemvarselhto

del vetro di protezione. Il volume occupato dalla struttura risulta decisamente

compatibile con gli spazi disponibili nell'incubatore.

Figura 8.7 : Apertura del circuito di
perfusione per i lavaggi in acqua sterile la
semplicitadel | operazi one
stabilita del circuito
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Versatilita della struttura di supporto: possibilita di adattarsi alle diverse esigenze di

lavoro e di circuito, introducendo all'occorrenza elementi di blocco e alloggiamento del

sistema di perfusine o eliminandoli semplificando le manipolazioni della camera

La presenza delle barre metalliche removibili permette un buon grado di versatilita della
struttura di supporto.

L'utilizzo delle mollette come mezzo per fissare i componenti del circuitdidova
adattabile alle esigenze anche transitorie delle operazioni sperimentali. E' tuttavia
necessario prestare molta attenzione alla pervieta dei tubi che potrebbe essere

minacciata dalla strizione delle mollette.

Figura 8.8 : Il sistema di mollettee per ni metal lici
contenimento delle dimensioni del circuito
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Verifica dei requisiti del circuito di perfusione:

Redistribuzione dei pesi: foro nel coperchio per incannulare verticalmente il catetere

suturato al rene; a caudall'eccessiva lunghezza della cannula si propone l'utilizzo di

un ago a punta piatta per non forare il catetere

Il beneficio dell'utilizzo dellago € gia stato precedentemente descritto per quanto
riguarda il ruolo nel direzionare il flusso al rene. lLa £ompattezza e la saldezza del

suo inserimento nel foro contribuiscono alla stabilita del circuito stesso.

Inoltre, come descritto nelle procedure, nell'attivita sperimentale si € reso necessario |l
distacco frequente del giunto bicono di ingresso d@l]'aperazione permessa dalla
stabilita di quest'ultimo.

L'aumento della stabilita & stato raggiunto anche grazie all'allontanaento del trasduttore
di pressione dall'ago di immissione al rene; questa caratteristica ha permesso di bloccare
lo stesso sullatmuttura di supporto, impedendone i movimenti in grado di alterare le

rilevazioni.

Connessione dell'ago inserito nel coperchio della camera con il circuito tramite giunto

bicono; aggiunta di un tratto di tubo (misurabile anche in funzione dell'iniezione

cellulare), per allontanare il giunto a tre vie dalla camera di perfusione.

II dimensionamento del tubo di connessione del rubinetto a tre vie congiunto al
trasduttore di pressione e stato fatto considerando il volume di riempimento di 1,8 mL,
ritenuto ladimensione del rene. Pertanto la stessa quantita di colorante e di sospensione
cellulare sono state iniettate agilmente nel corso della sperimentazione, potendo
controllare, nel caso del colorante l'istante di ingresso al rene senza che il liquido fosse

eccessivamente diluito.
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Figura 8. 9 i ni @i one del colorante all
dimensionato aumenta la riproducibilita degli esperimenti e offre maggic
controllo delle pressioni

Aggiunta di un rubinetto a tre vie cam'uscita libera per l'interazione con il circuito:

svuotamento e riempimento manuale dello stesso nei cambi delle soluzioni

L'importanza dello svuotamento e riempimento manuale del circuito é risultata evidente
nel corso degli esperimenti. Un rubinettotra vie con un accesso libero é stato
indispensabile per poter cambiare le soluzioni utilizzate nella decellularizzazione tanto

quanto per fornire un sistema di sicurezza per il bilancio delle pressioni entro il circuito.
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Figura 8.10 : Il riempimento del circuito € permesso dai rubinetti co
uscite libere di sicurezza

Aumento del | a fcompli anceo del circuito, 0

esistent. con al tr.i a fAcompliancedo maggior

camera d'aria

Si -~ verificata | '"efficacia del defl ussor e
circuito.

L'attenuazione delle oscillazioni pressorie impresse dalla pompa peristaltica € stato
evidente anche nel caso di utilizzo della modello di pompa con testiue pistoni (

con escursioni fino a 70 mmHg).

Tale oscillazione periodica é stata ridotta a pochi mmHg (per la portata di 0,5 mL/min),

attenuazione ulteriormente regolabile aumentando la quantita d'aria.
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La scelta di utilizzo di dispositivhonouso é risultata molto pratica al fine della sterilita.
Tuttavia e risultato molto importante assicurarsi ad ogni montaggio o manipolazione,
dell a perviet”™ della connessione tra |
collassabilita del cauito e la relativa ostruzione puo danneggiare gravemente la matrice

decellularizzata.

a 8.11 : Sbal zi di pressione precect
ssore come mezzo per aumentare | a fAcc

Inserimento di un elemento debollatore

La presenza del deflussore favorendo il bilancio pressorio barsice alla riduzione

delle bole presenti nel circuito a monte rispetto alla sua posizione.
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Verifica dei requisiti per la strumentazione

Reperibilita e costi sostenibili

La pompa peristaltica Masterflex digitale € ampiamente utilizzata nell'istituto di ricerca,

pertanto in caso di guasti 0 manutenzione e facilmente sostituibile

Pompa peristaltica funzionante anchituasi molto bassi eegolabile nelle variazioni di

portata nell'ordine del decimo di ml/min

~

Le portata di funzionamento minima della pompa prescelta e quella di utilizzo,
corrispondente a 0,5 mL/min; pertanto, in caso di esigenza di flussi minori, € necessario
procedere coil cambiamento dei tubi utilizzati oppure gestendo una ramificazione del

circuito opportunamente modificata per ottenere la partizione di portata desiderata

Sistema di acquisizione in grado di reqgistranche per tempi prolungatisegnale di

interess e consentirne un'elaborazione

1 sistema di acquisizione @ABiopacbo pu,

€

il limitate, per edutmi nahe pgr avMecchiinadil ai bd earc

abitudine connettere l'alimentatore alle prdssicurezza garantite dell'istituto.

Sistema di acquisizione multicanale, nell'ottica di aumentare il numero dei sensori in

funzione dell'evoluzione della sperimentazione (ad es. un ossimetro a monte del rene)

Non si € aumentato il numero degnsori in uso, tuttavia il sistema di acquisizione
multicanale permette il rilievo di diversi segnali simultanei e visualizzabili
parallelamente tramite l'interfaccia del software MP100.

Una opportunita altrettanto utile € la possibilita di svilupparesistema di circuiti

paralleli per lo svolgimento di esperimenti simultanei.
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A questo fine & necessario l'acquisto dei moduli d'acquisizione necesari per |l
collegamento parallelo.

Trasduttore di pressione af f i da berekse:, i don

[-10mmHg, 200 mmHg], con minime non linearita e isteresi

Il trasduttore di pressione verifica i requisiti come verificato dalle calibrazioni
effettuate.

L'acquisizione del segnale pressorio e affidabile a esclusione deiicastsenza di

bolle nel tubo di connessione al circuito, le quali alterano sensibilmente il risultato e i
picchi di oscillazione del segnale. E' inoltre necessario evitare le condizioni di pressione
eccessiva: valori maggiori di 350 mmHg possono provodadanneggiamento del
trasduttore stesso.

Questo incidente € avvenuto nelle prove di calibrazione effettuate nell'ottica di
incannulare oltre all'arteria renale anche l'uretere. Tale procedimento prevede l'uso di
cateteri di dimensione molto ridotta (PEL[ resistenza eccessiva ha causato pressioni
superiori ai 600 mmHg.

Percio nel caso di esperimenti di ricellularizzazione con flusso retrogrado attraverso

l'uretere, il tipo di trasduttore non e utilizzabile.
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8.2. Esiti deqgli esperimenti didecellularizzazionee ricellularizzazione

Si vogliono ora descrivere gli esiti degli esperimenti di decellularizzaziene
ricellularizzazione Gli esperimenti sono stati raggruppati con il criterio del protocollo

di decellularizzazione utilizzato. Tuttayi anche all'interno dello stessougpo gli
esperimenti possono differipger il progetto sperimentale in base a cui sono stati svolti:
per alcuni si e proseguita la sperimentazione con la fase successiva della
ricellularizzazione, per altri si € utiliaza la tecnica di iniezione del colorante. In alcuni
esperimenti svolti, invece si € solo applicato il protocollo per I'analisi della struttura
della matrice extracellulare.

In questa sezione si vuole porre l'attenzione in particolar modo sull'esito della
decellularizzazione, pertanto anche i dati relativi alla ricellularizzazione verranno

interpretati come diretta conseguenza dei buoni o cattivi risultati della fase precedente.
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8.2.1. Esperimenttrealizzati con protocollo D1

Il protocollo ha una dwata complessiva di 5 giorni (per la sola fase di

Tryton-Sali-DNAse-SDS EFFETTI INIEZIONE CELLULE ANALISI
+ lavaggi in H20 e PBS MACROSCOPICI FLUIDO =~ NELFLUIDO  COLORAZIONI
9 i iniezione w o BB wy e 1) < < <3
5% Ecolmmee & 5 7 53 Swgh ¥ 80385 4E 58
28 Z | A S BEMUWG B L Bel O O S P & B & O
8~ x 8 £ (@) z © bz Wp =0 gNgogkODEmox g
O = |9of& 1) < o Zuw 25t Rupaflad2FrwWs W
REGY - a3 = < nw s @2 O - E o
<5 g & 832 W m z $>32259 Z o LEzaoo X5
< O 2 x n 8 ) Fa O s (%) o =z
trasdutt 8 milioni
EXP 11 A/ 3h |60h| batagia- 3 Sl 3 / / 0 0 3 0
| rangoni
trasdutt 8 milioni
EXP 12 A |/ 15h| /| batagia= 2 3 3 / / I o 1 3 0

rangoni

EXP 13 A Sl |/ / 0 3 s 3 moe 0 i /O e /| e

trasdutt

EXP 14 R SI |/ / Gy 2 IESE 3 B2l 1 / / / I

rangoni

EXP15 R / 30 / 033311/’"‘;"“‘/131

EXP 16 R SI |/ / 1 3 BN 3 pom 2 / / 1 el |/

Figura 8.12 : Tabella riassuntiva degli esperimenti di decellularizzazione e ricellularizzazioreffettuati
con protocollo D1

decellularizzazione) e associa detergenti di diversa natura: ionici, non ionici, enzimatici
con buffer acidi e soluzioni ipertoniche. La tabella riportata sintetizza in modo molto
semplificativo I'esito ddg esperimenti svolti con questo protocollo e ipe#ivi
trattamenti aggiuntivi.

| risultati sono stati in questa tabella valutati con un voto qualitativo da 0 a 3 crescente
come metodo semplificativo per confrontare dei parametri non quantificabili come
effetti visivi e analisi delle colorazioni.

Anche l'andamento delle pressioni sostate confrontate come parametri qualitativi
riassumendo nell'unico voto attribuito i parametri di ampiezza media delle oscillazioni,
di valore medio, di massimo e di minimo rilevati, partendo sempre dal presupposto che i
valori ottimali sono da farsi easpondere a quelli fisiologici.

La valutazione é stata redatta retrospettivamente, cioe utilizzando come parametri di

riferimento quelli migliori e peggiori di tutta l'attivita speemtale.
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EXP 1312
Gli esperimenti 11, 12, e 13 sono stati svatin en incannularento attraverso l'aorta,

metodosostituito con quelladella arteria renale in funzione degli esiti scoraggianti a cui

hanno portato.

Figura 8.13 : Rene decellularizztp e condizionato con terreno di coltura (exp.l
pri ma del | dubve ¢ekuledoropnomcoltbiR1l

In particolare, gli esperimenti 11 e 12 sono stati condotti facendo seguire alla fase di

decellularizzazione, quella di ricellularizzazione.

Figura 8.15 : Immagini di microscopia a fluorescenza; in verde € marcata laectina
adesa alle proteine della matrice ECM, mentre in rosso sono visibili le poche cell

presenti marcate con PKH26(exp.12)
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Le indagini visive, durante tutta lsperimentazione, hanno rilevato lo sbiancamento
avvenuto, il mantenimento della consistenza e delle dimensioni; tuttavia la successiva
anal i si del |l e i mmagi ni di mi croscopia dell
qguel l e di I mmo n oafpli uoo, r efisLceecntzian acoo ne AADP KH2 6 0 F
matrice molto danneggiata, con scarso mantenimento delle strutture glomerulari e ampie

aree non colorate (assenza di collagene 1V).

Inoltre dalle stesse immagini si € rilevata una bassissima presenza di Gelagee

allinterno della struttura, come dimostrato anche dalle conte cellulari (effettuate con
metodo statistico con camera di Burker su un'aliquota di terreno di coltura prelevato

dalla camera) che hanno rilevato pressoché la totalita delle cellufeiidelcircostante

il rene.

Le cellule sono quasi completamente assenti dalla zona glomerulare.

| risultati hanno messo in discussione in particolare modo la funzionalita del protocollo

di decellularizzazione e il metodo di incannulamento.

EXP 1314

Nell'ottica di poter chiarire il secondo punto, sono stati eseguiti i due esperimenti 13 e
14, in cui si e utilizzata la tecnica dell'iniezione di colorante per poter monitorare
I'ingresso e la distribuzione dello stesso nell'organo gia decellularizzato.

L'esperimento 13 €& stato eseguito con incannulamento aortico; dopo la
decellularizzazione, l'iniezione di colorante (Blu di Metilene 0,05%) ha evidenziato
perdite importanti dal catetere in ingresso al rene, tali da impedire l'infusione del fluido
nell'organg che ha variato in modo minimo la sua colorazione. Le cause sono da
imputarsi all'allentamento del filo di sutura, degradato dopo 5 giorni di immersioni e
stress in ambienti aggressivi tanto quanto all'impossibilita di suturare tutte le
diramazioni dellagrossa arteria in fase di prelievo del rene.

L'esperimento 14 é stato condotto con incannulamento dell'arteria renale, operazione piu
difficoltosa in fase di prelievo del rene, sia per la dimensione minore, sia per la
differenza biologica tra gli animalcon distanze diverse tra le ramificazioni, che
impone il rischio di occludere con l'ingresso del catetere l'ingresso ai vasi che irrorano
intere porzioni di rene.

Si e ripetuta l'operazione di iniezione di colorante. Si & osservato che il fluido é entrato
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nel rene, tuttavia la formazione di perforazioni e danni a carico della struttura proteica

hanno impedito la completa colorazione dell'organo.

Figura 8.16 : Iniezione del colorante; colorazione parziale del rene (exp 14)
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EXP 15

Nell'esperimento 15 dopo la decellularizzazione si e eseguita la fase di
ricellularizzazione, con 30 minuti di statico e senza flusso successivo, per evitare di
aggiungere unpotenziale causa di fuoriuscita delle cellule. 7 degli 8 milioni di cellule
iniettate sono state rilevate nel fluido (con la conta con camera doiBurker); dalle
immagini di microscopia in fluorescenza per Lectina, Dapi e

PHK26 si sono potute osservare pasihe cellule all'interno della matrice,
principalmente localizzate nei grandi vasi o in aree danneggiate della struttura proteica.

La matrice appare danneggiata, si riconoscono diffemita le strutture glomerulari.

Figura 8.17 : Immagini di
microscopia a fluorescenza a 10
e 40X in verde si osserva
matrice ECM marcata cor
Lectina, in blu i nuclei cellulari
marcati con Dapi (expl15)

L'evidenza del danno a carico della matrice, conseguente al miglioramento dell'efficacia
dell'incannulamentdramite arteria renale quindi alla maggior perfusione del rene, ha

accentuato i dubbi sulla eccessiva aggressivita del protocollo.
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EXP 16

L'esperimento 16 e stato svolto con lo scopo di verificare I'effettivo danno apportato alla
matrice dalle singole soluzioni utilizzate durante il processo; per farlo si sono replicate
le operazioni di iniezione di colorante (monitorate con dei filmatipodagni fase della
decellularizzazione.

Si € rilevata una iniziale perdita di fluido attraverso la membrana dopo la prima
infusione di Tryton X100, dopo l'utilizzo di DNAsi le perdite sono minimamente
incrementate; dopo una nuova infusione di TrytethOf si osservano molte perdite ed

infine, al termine dei lavaggi con SDS, il rene & completamente danneggiato.

Figura 8.18 : I mmagini di mo r
nel reng (exp 16) dopo ogni soluzione decellularizzante ¢
protocollo D1. Si notano le molteplici perdite indice del danr
arrecato da ogni detergente

In base a quanto osservato, si & potuto confermare che la decellularizzazione svolta con
il protocollo D1 permette di ottenere dei reni allapparenza completamente
decellulaizzati, come confermato dell'assenza di fluorescenza blu del Dapi (per gli
esperimenti svolti senza ricellularizzazione) compatibile solo con la totale assenza di
materiale nucleare residuo.

L'aspetto degli organi trattati con questo protocollo, a fieeetiularizzazione (senza
iniezione di colorante) appare completamente trasparente, con la visibilita delle

ramificazioni interne dei vasi;
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