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1.1	
  Sintesi	
  del	
  Progetto	
  Formativo	
  

Quella	
   delle	
   cellule	
   staminali	
   adulte	
   e	
   della	
   medicina	
  
rigenerativa	
  è	
  un'area	
  della	
  ricerca	
  biomedica	
  che,	
  a	
  causa	
  del	
  
suo	
  enorme	
  potenziale	
  applicativo,	
  ha	
  conosciuto	
  nel	
  recente	
  
passato	
  uno	
  straordinario	
  sviluppo.	
  L'interesse	
  della	
  comunità	
  
scientifica	
   e	
   l'attivo	
   coinvolgimento	
   dell'industria	
   nel	
   campo	
  
della	
   ricerca	
   sulle	
   cellule	
   staminali	
   sono	
   costantemente	
  
cresciuti	
   negli	
   ultimi	
   anni,	
   e	
   la	
   richiesta	
   di	
   professionalità	
   in	
  
questo	
  settore	
  è	
  aumentata	
  in	
  proporzione,	
  generando	
  ottime	
  
opportunità	
   di	
   impiego	
   per	
   laureati	
   con	
   competenze	
  
adeguate.	
   Con	
   il	
   presente	
  progetto	
  di	
   formazione	
   sono	
   state	
  
prodotte	
   figure	
   professionali	
   provviste	
   di	
   solida	
   esperienza	
  
teorico-­‐pratica	
  nel	
  campo	
  della	
  biologia	
  delle	
  cellule	
  staminali	
  
adulte	
   e	
   delle	
   loro	
   applicazioni	
   in	
  medicina	
   rigenerativa,	
   con	
  
riferimento	
   al	
   sistema	
   oro-­‐maxillofaciale,	
   ematopoietico,	
  
neurale,	
  cardiaco.	
  Il	
  corso	
  è	
  stato	
  strutturato	
  in	
  due	
  moduli:	
  

• 	
  Il	
  primo,	
  di	
  attività	
  didattica,	
  ha	
  riguardato	
  le	
  principali	
  
tematiche	
  attinenti	
  alla	
  biologia	
  delle	
  cellule	
  staminali,	
  
ai	
   metodi	
   di	
   studio	
   e	
   di	
   manipolazione	
   ed	
   al	
   loro	
  
impiego	
  nella	
  rigenerazione	
  di	
  tessuti;	
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• il	
   secondo,	
   di	
   attività	
   sperimentale,	
   svolte	
   nei	
  
laboratori	
   delle	
   strutture	
   partecipanti	
   alle	
   attività	
   di	
  
formazione	
   e	
   sotto	
   la	
   direzione	
   di	
   ricercatori	
   delle	
  
stesse.	
  
	
  

1.2	
  Introduzione	
  	
  

Gli	
   studenti	
   sono	
  stati	
   accolti	
  presso	
   la	
   struttura	
  e	
   sottoposti	
  
ad	
   una	
   breve	
   ricapitolazione	
   delle	
   tematiche	
   teoriche	
  
affrontate	
   nel	
   corso	
   del	
   progetto.	
   La	
   loro	
   attività	
   formativa	
  
presso	
   Biogem	
   si	
   è	
   concentrata	
   prettamente	
   sulle	
   tecniche	
  
pratiche	
   riguardanti	
   la	
   sperimentazione	
   in	
   vitro	
   e	
   in	
   vivo	
   nel	
  
contesto	
   delle	
   cellule	
   staminali	
   ematopoietiche,	
   sulla	
  
realizzazione	
   dei	
   disegni	
   sperimentali	
   e	
   sulle	
   tecniche	
   di	
  
mantenimento	
  degli	
  animali	
  da	
  laboratorio.	
  	
  	
  

Le	
   cellule	
   staminali	
   si	
   definiscono	
   come	
   precursori	
   cellulari	
  
immaturi	
   dotati	
   della	
   capacità	
   di	
   auto-­‐rinnovamento	
   (self-­‐
renewal)	
   e	
   della	
   grande	
   potenzialità	
   di	
   differenziazione	
  
multilineare.	
   Il	
   self-­‐renewal	
   è	
   definito	
   come	
   la	
   capacità	
   di	
  
compiere	
  un	
  numero	
   illimitato	
  di	
  cicli	
   replicativi	
  mantenendo	
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il	
   medesimo	
   stadio	
   differenziativo.	
   La	
   cellula	
   staminale,	
   in	
  
base	
  alle	
  sue	
  caratteristiche	
  è	
  classificata	
  come:	
  

• Totipotente:	
   in	
   grado	
   di	
   dare	
   origine	
   ad	
   un	
   intero	
  
organismo;	
  

• Pluripotente:	
   in	
   grado	
   di	
   differenziarsi	
   in	
   uno	
   dei	
   tre	
  
foglietti	
   embrionali	
   (endoderma,	
   ectoderma	
   e	
  
mesoderma);	
  

• Multipotente	
   o	
   progenitrice:	
   in	
   grado	
   di	
   dare	
   origine	
  
ad	
   un	
   numero	
   limitato	
   di	
   tipi	
   cellulari;	
   un	
   esempio	
   di	
  
cellula	
   staminale	
   multipotente	
   è	
   la	
   cellula	
  
ematopoietica,	
  la	
  quale	
  può	
  svilupparsi	
  in	
  diversi	
  tipi	
  di	
  
cellule	
  del	
  sangue;	
  

• Unipotente:	
   in	
   grado	
   di	
   differenziare	
   in	
   un	
   unico	
   tipo	
  
cellulare.	
  	
  	
  

In	
   base	
   alle	
   conoscenze	
   attuali	
   le	
   cellule	
   staminali	
   vengono	
  
divise	
  in	
  due	
  gruppi:	
  	
  	
  

• cellule	
   staminali	
   embrionali:	
   cellule	
   multipotenti	
  
ricavate	
  dalla	
  inner	
  mass	
  di	
  una	
  blastocisti:	
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• cellule	
   staminali	
   adulte:	
   cellule	
   prevalentemente	
  
pluripotenti	
   non	
   specializzate	
   reperibili	
   tra	
   quelle	
  
differenziate	
   di	
   un	
   tessuto	
   specifico,	
   meglio	
   definite	
  
cellule	
  staminali	
  somatiche.	
  	
  

	
  

1.2.1	
  Cellule	
  staminali	
  somatiche	
  	
  

Come	
   previsto	
   dagli	
   obiettivi	
   formativi	
   l'attenzione	
   è	
   stata	
  
rivolta	
   prevalentemente	
   allo	
   studio	
   delle	
   cellule	
   staminali	
  
somatiche.	
  Esse	
  si	
  concentrano	
  soprattutto	
  a	
  livello	
  cordonale,	
  
ma	
  si	
  trovano	
  in	
  numero	
  limitato	
  anche	
  in	
  altri	
  tipi	
  di	
  tessuto	
  
adulto,	
   dove	
   fanno	
   parte	
   di	
   un	
   microambiente	
   arricchito	
   in	
  
chemochine,	
   citochine	
   e	
   altre	
   biomolecole	
   denominato	
  
"nicchia"	
   che	
   ne	
   garantisce	
   e	
   controlla	
   l'autorinnovamento	
  	
  	
  
promuovendo	
  il	
  mantenimento	
  del	
  compartimento	
  staminale.	
  	
  

	
  

1.2.2	
  Cellule	
  staminali	
  ematopoietiche	
  	
  

La	
   cellula	
   staminale	
   ematopoietica	
   è	
   il	
   prototipo	
   di	
   cellula	
  
staminale	
  multipotente,	
  in	
  quanto	
  capace	
  di	
  generare	
  tutti	
  gli	
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elementi	
   figurati	
   del	
   sangue	
   (emopoiesi):	
   eritrociti,	
   piastrine,	
  
leucociti	
  e	
  macrofagi	
  (Fig.1).	
  

Il	
  modello	
  attualmente	
  più	
  accettato	
  vuole	
  che	
  l’eterogeneità	
  
del	
   compartimento	
   staminale	
   sia	
   il	
   risultato	
   dell’integrazione	
  
di	
   segnali	
   intrinseci	
   (variabilità	
  genetica)	
  ed	
  estrinseci	
   (fattori	
  
umorali,	
   chemochine,	
   molecole	
   di	
   adesione	
   e	
   fattori	
   di	
  
crescita).	
   La	
   localizzazione	
   di	
   cellule	
   staminali	
   in	
   “nicchie”	
   di	
  
diversa	
   composizione	
   citochinica	
   sarebbe,	
   ad	
   esempio,	
   un	
  
meccanismo	
  in	
  grado	
  di	
  generare	
  di	
  per	
  sè	
  eterogeneità	
  nella	
  
popolazione	
  staminale.	
  	
  
Le	
   cellule	
   staminali	
   emopoietiche	
   presenti	
   a	
   livello	
  midollare	
  
sono	
   estremamente	
   rare	
   (1	
   su	
   10,000	
   –	
   100,000	
   cellule);	
  
inoltre,	
   la	
   morfologia	
   tipica	
   di	
   cellule	
   immature	
   e	
  
indifferenziate	
  ne	
  rende	
  particolarmente	
  difficile	
  l’isolamento.	
  
Soltanto	
   l’analisi	
   combinata	
   delle	
   caratteristiche	
  
immunofenotipiche	
  e	
  funzionali	
  ha	
  recentemente	
  permesso	
  di	
  
identificare	
  e	
  caratterizzare	
  i	
  progenitori	
  emopoietici.	
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Fig.1|Differenziamento	
  delle	
   cellule	
   staminali	
   ematopoietiche	
   (cfr.:	
  
Brenton	
   T.	
  T.	
   et	
   al.,	
   The	
   cancer	
   stem	
   cell	
   hypothesis:	
   a	
   work	
   in	
  
progress,	
  Laboratory	
  Investigation	
  2006	
  Dec;86(12):1203-­‐7)	
  
	
  
Nei	
   progenitori	
   emopoietici	
   umani	
   il	
   fenotipo	
   staminale	
   é	
  
principalmente	
  associato	
  all’antigene	
  CD34:	
  una	
  glicoproteina	
  
transmembrana	
  del	
  peso	
  molecolare	
  di	
  105-­‐120	
  KD,	
  espressa	
  
nell’1	
   –	
   5%	
   delle	
   cellule	
   midollari,	
   nello	
   0.01	
   –	
   0.1%	
   delle	
  
cellule	
  circolanti	
  nel	
  sangue	
  periferico	
  e	
  dallo	
  0.1	
  –	
  0.4%	
  delle	
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cellule	
   del	
   sangue	
   cordonale.	
   La	
   glicoproteina	
   CD34	
   sembra	
  
essere	
  coinvolta	
  nella	
  modulazione	
  dei	
  processi	
  di	
  adesione	
  ed	
  
homing	
  (capacità	
  delle	
  cellule	
  staminali	
  di	
  spostarsi	
  all’interno	
  
dell’organismo	
   e	
   localizzarsi	
   in	
   un	
   determinato	
   tessuto	
   o	
  
organo)	
   midollare	
   delle	
   cellule	
   staminali.	
   L’isolamento	
   di	
  
cellule	
   staminali	
   basato	
   sull’antigene	
   CD34	
   permette	
   di	
  
selezionare	
   la	
   frazione	
   di	
   progenitori	
   ontogenicamente	
   più	
  
immaturi	
   parte	
   di	
   una	
   popolazione	
   cellulare	
  
morfologicamente	
   e	
   immunofenotipicamente	
   eterogenea.	
   Il	
  
marker	
  CD34	
  può	
  associarsi	
  sia	
  all’espressione	
  di	
  antigeni	
  non-­‐
lineage	
   specifici	
   (Thy1,	
   CD38,	
  HLA-­‐DR,	
   CD45	
  RA,	
   CD71),	
   sia	
   a	
  
quella	
   di	
   antigeni	
   specifici	
   del	
   differenziamento	
   di	
   linfociti	
   T	
  
(CD3)	
  e	
  linfociti	
  B	
  (CD19).	
  

	
  

1.3	
  Materiali	
  e	
  Metodi	
  

1.3.1	
  Sistema	
  in	
  vitro	
  (Colture	
  Cellulari)	
  

La	
   linea	
   cellulare	
   derivata	
   da	
   cordoni	
   ombelicali	
   umani	
  
StemCellProCD34+	
   (Invitrogen),	
   è	
   stata	
  mantenuta	
   nel	
  mezzo	
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di	
   coltura	
   fornito	
   nel	
   kit	
   secondo	
   le	
   linee	
   guida	
   dalla	
   casa	
  
produttrice	
  a	
  37°C	
  e	
  5%	
  CO2.	
  	
  
Le	
  cellule	
  in	
  coltura	
  sono	
  state	
  stimolate	
  con	
  fattori	
  di	
  crescita	
  
specifici,	
   Flt3-­‐ligand,	
   SCF	
   e	
   TPO	
   per	
   circa	
   24	
   ore	
   prima	
  
dell'impianto	
   in	
   topi	
   precedentemente	
   trattati.	
   In	
   alternativa	
  
le	
  cellule	
  saranno	
  anche	
  stimolate	
  con	
  peptidi	
  sintetici	
  per	
  72	
  
ore	
  prima	
  del	
   trapianto	
  per	
   valutare	
   la	
  differente	
   capacità	
  di	
  
questi	
  nel	
  mantenimento	
  della	
  staminalità	
  e	
  della	
  capacità	
  di	
  
attecchimento.	
  

	
  

1.3.2	
  Sistema	
  in	
  vivo	
  (Modelli	
  murini)	
  

29	
   topi	
   maschi	
   immunodeficienti	
   (ceppo	
   NSG)	
   di	
   6-­‐10	
  
settimane	
   (Charles	
   River)	
   sono	
   stati	
   stabulati	
   secondo	
   le	
  
indicazioni	
   del	
   fornitore	
   (essenzialmente	
   in	
   ambiente	
   germ	
  
free	
   ed	
   alimentati	
   con	
   mangime	
   irradiato)	
   e	
   utilizzati	
   per	
   la	
  
realizzazione	
   di	
   questo	
   studio.	
   Questo	
   ceppo	
  murino	
   è	
   stato	
  
selezionato	
   tra	
   i	
   molti	
   disponibili	
   per	
   l'elevata	
   propensione	
  
all'attecchimento,	
   favorito	
   da	
   importanti	
   alterazioni	
   a	
   carico	
  
del	
   sistema	
   immunitario,	
   e	
   per	
   la	
   buona	
   resistenza	
   allo	
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sviluppo	
  di	
   tumori	
   che	
   caratterizzano	
   la	
   gran	
  parte	
  dei	
   ceppi	
  
immunodepressi.	
  	
  	
  

	
  

1.3.3	
  Condizionamento	
  

Prima	
  di	
  effettuare	
  l'impianto	
  delle	
  cellule	
  umane	
  CD34+	
  i	
  topi	
  
sono	
   stati	
   trattati	
   con	
   una	
   combinazione	
   di	
   due	
   agenti	
  
chemioterapici	
   5-­‐Fluorouracile	
   (5-­‐FU)	
   100mg/kg	
   e	
   Busulfano	
  
50mg/kg,	
   (Sigma	
   Aldrich)	
   al	
   fine	
   di	
   determinare	
  
submieloablazione	
  e	
  liberare	
  le	
  nicchie	
  staminali.	
  	
  

	
  

1.3.4	
  Misurazione	
  ematocrito	
  e	
  valutazioni	
  ponderali	
  

L'efficacia	
   del	
   condizionamento	
   è	
   stata	
   valutata	
   mediante	
  
ematocrito	
   al	
   quinto	
   giorno.	
   Il	
   sangue	
   è	
   stato	
   prelevato	
   dal	
  
plesso	
   retrorbitale	
   mediante	
   capillari	
   Na-­‐Hep	
   dai	
   topi	
  
precedentemente	
   anestetizzati	
   con	
   Avertin.	
   I	
   capillari	
   sono	
  
stati	
  centrifugati	
  secondo	
  protocollo	
  (3000	
  RPM	
  5	
  min)	
  in	
  una	
  
centrifuga	
   da	
   ematocrito.	
   L'ematocrito	
   è	
   stato	
   ottenuto	
   dal	
  
rapporto	
   tra	
   le	
   altezze	
   delle	
   due	
   fasi:	
   (altezza	
   porzione	
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corpuscolata/altezza	
   totale)*100.	
   Le	
   valutazioni	
   ponderali	
  
sono	
   state	
   effettuate	
   bisettimanalmente	
   utilizzando	
   una	
  
bilancia	
  Nettler-­‐Toledo	
  dedicata	
  alla	
  pesata	
  degli	
  animali.	
  

1.3.5	
  Infusione	
  cellule	
  CD34+	
  

Dopo	
   la	
   verifica	
   dell'avvenuta	
   submieloablazione	
   è	
   stato	
  
effettuato	
  il	
  trapianto	
  delle	
  cellule	
  staminali	
  iniettando	
  100	
  ul	
  
di	
   sospensione	
   cellulare	
   (1*10^6	
   cells/ml	
   in	
   PBS)	
   in	
   vena	
  
caudale	
   dopo	
   vasodilatazione	
   con	
   calore	
   ed	
   anestesia	
   locale	
  
con	
   lidocaina.	
   I	
   topi	
   sono	
   stati	
   tenuti	
   in	
   osservazione	
   per	
  
valutarne	
   le	
  condizioni	
  di	
  salute	
  e	
   le	
  caratteristiche	
  ponderali	
  
per	
   25	
   settimane.	
   A	
   partire	
   dall'ottava	
   settimana	
   il	
   sangue	
  
periferico	
   è	
   stato	
   prelevato	
   e	
   sottoposto	
   ad	
   analisi	
  
immunofenotipiche	
   al	
   fine	
   di	
   valutare	
   l'attecchimento	
   delle	
  
cellule	
  umane.	
  

	
  

1.3.6	
  Analisi	
  Immunofenotipiche	
  	
  

La	
  caratterizzazione	
  immunofenotipica	
  delle	
  cellule	
  del	
  sangue	
  	
  
è	
   stata	
   effettuata	
   mediante	
   analisi	
   citofluorimetrica	
   con	
  
anticorpo	
   anti	
   CD45	
   umano	
   (hCD45)	
   marcato	
   PerCp	
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(eBioscience)	
   utilizzando	
   il	
   FacScan	
   (Beckman	
   Coulter).	
   Le	
  
sottopopolazioni	
  leucocitarie	
  sono	
  state	
  valutate	
  con	
  anticorpi	
  
anti	
   CD3	
   umano	
   (hCD3)	
  marcato	
   PE	
   e	
   CD19	
   umano	
   (hCD19)	
  
marcato	
  FITC.	
  Al	
  termine	
  del	
  periodo	
  sperimentale	
  i	
  topi	
  sono	
  
stati	
   sacrificati	
   e	
   con	
   la	
   stessa	
  metodica	
   e	
   procedura	
   è	
   stata	
  
effettuata	
   la	
   caratterizzazione	
   immunofenotipica	
  delle	
   cellule	
  
del	
   midollo	
   osseo	
   ottenute	
   mediante	
   flushing	
   di	
   tibia	
   e	
  
femore.	
  

	
  

1.4	
  Risultati	
  

1.4.1	
  Submieloablazione:	
  ematocrito,	
  peso,	
  mortalità	
  

L’attecchimento	
  di	
  cellule	
  staminali	
  cordonali	
  in	
  un	
  organismo	
  
ospite	
  è	
  subordinato	
  ad	
  un	
  trattamento	
  di	
  mieloablazione.	
  Le	
  
metodiche	
  più	
   comunemente	
  utilizzate	
   sono	
   sia	
  di	
   tipo	
   fisico	
  
che	
   farmacologico.	
   Per	
   necessità	
   di	
   natura	
   sperimentale	
  
abbiano	
   preferito	
   utilizzare	
   il	
   trattamento	
   farmacologico	
   con	
  
chemioterapico.	
   In	
   questo	
   studio	
   abbiamo	
   effettuato	
   il	
  
trattamento	
   con	
   veicolo	
   (GP1),	
   con	
   un	
   solo	
   farmaco	
  
chemioterapico	
   di	
   uso	
   clinico,	
   5-­‐FU	
   (GP2)	
   e	
   con	
   una	
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combinazione	
   di	
   5-­‐FU	
   e	
   Busulfano	
   (GP3),	
   quest'ultimo	
   già	
  
impiegato	
   in	
   trattamenti	
   clinici	
   mieloablativi	
   pre-­‐trapianto.	
   I	
  
trattamenti	
   sono	
   stati	
   effettuati	
   come	
   riportato	
  
precedentemente	
   e	
   dopo	
   5	
   giorni	
   dall'ultima	
  
somministrazione	
   la	
   mieloablazione	
   è	
   stata	
   valutata	
  
utilizzando	
   i	
   livelli	
   di	
   ematocrito.	
   Il	
   sangue	
   è	
   stato	
   prelevato	
  
dal	
   plesso	
   retrorbitale	
  di	
   topi	
   anestetizzati	
  mediante	
   capillari	
  
Na-­‐Hep	
  e	
  centrifugati	
  secondo	
  protocollo	
  in	
  una	
  centrifuga	
  da	
  
ematocrito.	
   I	
   risultati	
  ottenuti	
   sono	
  stati	
   sorprendenti.	
  Tutti	
   i	
  
gruppi	
   trattati	
   hanno	
   avuto	
   una	
   risposta	
   positiva	
   al	
  
trattamento.	
  Infatti	
  come	
  dimostra	
  la	
  tabella	
  1	
  il	
  GP1	
  presenta	
  
un	
  ematocrito	
  medio	
  di	
  53.8%,	
  il	
  GP2	
  un	
  ematocrito	
  medio	
  di	
  
47.58%	
   e	
   il	
   GP3	
   un	
   ematocrito	
  medio	
   di	
   43.91%,	
   	
   indicando	
  
una	
   riduzione	
   dell'11,2%	
   e	
   del	
   18,2%	
   rispetto	
   al	
   controllo.	
  
Questi	
   dati	
   indicano	
   una	
   maggiore	
   attività	
   mieloablativa	
   del	
  
trattamento	
  combinato	
  rispetto	
  al	
  singolo.	
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Tabella	
  1|Valutazione	
  di	
  avvenuta	
  mieloablazione	
  mediante	
  misure	
  
di	
   ematocrito	
   (%)	
   e	
   conta	
   cellulare	
   (cells/ml)	
   dopo	
   5	
   giorni	
  

ID	
  
gruppo

n°	
  topi

ematocrito	
  (%) 	
  media	
  (%)

1 58,33

2 54,16

3 55,55

4 non	
  valutabile

5 47,50

6 51,92

7 50,00

8 46,66

9 50,00

10 40,00

11 49,00

12 46,66

13 46,43

14 51,10

15 44,74

16 41,51

17 39,10

18 45,45

19
20 41,66

21
22 40,62

23 47,06

1,67*10^7

1,19*10^7

3

8,95*10^6

43,91

7,67*10^6

2,01*10^7	
  

7,63*10^7

8,66*10^6

fdc
9,81*10^6

fdc

2

8,46*10^6

47,58

8,90*10^6

1,13*10^7

8,26*10^6

6,28*10^6

1,25*10^7

2,21*10^7

1,47*10^7

giorno	
  prelievo

cells/ml

1

7,60*10^6

53,89

8,57*10^6

7,37*10^6

7,55*10^6

8,61*10^6
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dall’ultima	
   somministrazione.	
   Come	
   mostrato	
   in	
   tabella	
   1	
   i	
   topi	
  
trattati	
   mostrano	
   un	
   decremento	
   di	
   6	
   e	
   10	
   punti	
   percentuali	
  	
  
rispettivamente	
  per	
  il	
  gruppo	
  2	
  (5-­‐FU)	
  e	
  3	
  (5-­‐FU+Bus).	
  

	
  

Grafico	
   1|Peso	
   corporeo	
   medio	
   (g)	
   dei	
   diversi	
   gruppi	
   di	
   studio	
  
valutato	
  due	
  volte	
  a	
  settimana	
  per	
  l'intero	
  periodo	
  sperimentale.	
  	
  

Dopo	
  i	
  trattamenti	
  e	
  per	
  l’intera	
  durata	
  dello	
  studio	
  sono	
  stati	
  
monitorati	
  il	
  peso	
  corporeo	
  e	
  i	
  parametri	
  comportamentali	
  dei	
  
topi	
  soggetto	
  dello	
  studio.	
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I	
  gruppi,	
  GP1	
  e	
  GP2,	
  hanno	
  mostrato	
  una	
  forte	
  perdita	
  di	
  peso	
  
nei	
   giorni	
   in	
   cui	
   sono	
   state	
   effettuate	
   le	
   somministrazioni	
  
(giorni	
  0-­‐5)	
  e	
  nell’immediato	
  periodo	
  successivo	
  (Grafico	
  1).	
  Il	
  
gruppo	
  che	
  ha	
  mostrato	
  un	
  maggior	
  calo	
  ponderale	
  è	
  stato	
   il	
  
GP3.	
   Dal	
   giorno	
   dell’impianto	
   (giorno	
   +11)	
   è	
   stato	
   osservato	
  
un	
  aumento	
  del	
  peso	
  corporeo	
  in	
  tutti	
  i	
  gruppi	
  dei	
  trattati,	
  e	
  a	
  
circa	
   8	
   settimane	
   dal	
   trattamento	
   la	
   media	
   dei	
   pesi	
   si	
   è	
  
stabilizzata	
  rimanendo	
  costante	
  fino	
  alla	
   fine	
  dello	
  studio.	
  Ad	
  
esclusione	
  di	
   una	
  piccola	
   riduzione	
  delle	
   attività	
  di	
  grooming	
  
osservata	
   nei	
   gruppi	
   GP2	
   e	
   GP3	
   durante	
   la	
   prima	
   fase	
   dello	
  
studio,	
   non	
   sono	
   state	
   notate	
   altre	
   alterazioni	
  
comportamentali.	
  	
  

Alla	
   perdita	
   di	
   peso	
   appena	
   descritta	
   si	
   è	
   associata	
   l'elevata	
  
mortalità	
  nei	
  topi	
  del	
  gruppo	
  3	
  (tabella	
  2).	
  

	
  

Tabella	
  2|Numero	
  di	
  animali	
  in	
  ogni	
  fase	
  dello	
  studio:	
  Day	
  0	
  (prima	
  
somministrazione	
   di	
   5-­‐FU),	
   Day	
   +5	
   (fine	
   trattamento),	
   Day	
   +11	
  

DAY	
  0 DAY+5 DAY+11

1 5 5 5

2 8 8 8

3 10 9 7

GROUP TREATMENT

5

8

5	
  (+5+10+11+16+50)

Number	
  of	
  animals

DAY	
  +	
  175	
  (deaths)

Vehigle

5-­‐FU

5-­‐FU+	
  2XBUSULFAN
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(impianto	
   cellule),	
   Day	
   175	
   (fine	
   studio).	
   Come	
  mostrato	
   il	
   doppio	
  
trattamento	
  farmacologico	
  risulta	
  in	
  una	
  più	
  alto	
  tasso	
  di	
  mortalità.	
  
In	
   questo	
   gruppo	
   infatti	
   la	
   metà	
   degli	
   animali	
   trattati	
   sono	
   morti	
  
immediatamente	
  dopo	
  il	
  trattamento.	
  

In	
   quest'ultimo	
   gruppo	
   infatti,	
   come	
   dimostra	
   la	
   curva	
   di	
  
Kaplan-­‐Maier	
  (grafico	
  2)	
   il	
  50%	
  dei	
  topi	
  sono	
  morti	
  durante	
   il	
  
trattamento	
  o	
  comunque	
  durante	
   le	
  prime	
  fasi	
  dello	
  studio	
  a	
  
differenza	
  dei	
  gruppi	
  GP1	
  e	
  GP2.	
  

	
  

Grafico	
  2|La	
   curva	
  di	
   Kaplan-­‐Meier	
   riporta	
  un'assenza	
  di	
  mortalità	
  
post-­‐trattamento	
   nel	
   gruppo	
   di	
   controllo	
   e	
   nel	
   gruppo	
   dei	
   topi	
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trattati	
   con	
   singola	
   dose	
   di	
   fluorouracile,	
   mentre	
   evidenzia	
  
un'elevata	
   mortalità	
   (50%)	
   per	
   i	
   topi	
   che	
   ricevono	
   il	
   doppio	
  
trattamento.	
   Gli	
   eventi	
   di	
   morte	
   si	
   verificano	
   principalmente	
  
durante	
  il	
  trattamento	
  e	
  nei	
  giorni	
  immediatamente	
  successivi.	
  	
  	
  

1.4.2	
  Capacità	
  di	
  attecchimento	
  

Con	
   entrambi	
   i	
   trattamenti	
   le	
   %	
   di	
   attecchimento	
   sono	
  
tendenzialmente	
   basse	
   e	
   dipendono	
   prevalentemente	
   dal	
  
numero	
  di	
  cellule	
  iniettate.	
  Al	
  fine	
  di	
  massimizzare	
  la	
  capacità	
  
di	
   attecchimento,	
   in	
   questo	
   studio	
   abbiamo	
   effettuato	
   il	
  
trattamento	
   con	
   un	
   solo	
   farmaco	
   chemioterapico	
   di	
   uso	
  
clinico	
   (5-­‐Fluorouracile)	
   e	
   con	
   una	
   combinazione	
   di	
   5-­‐
Fluorouracile	
   e	
   Busulfano,	
   quest'ultimo	
   già	
   impiegato	
   nei	
  
trattamenti	
   di	
   condizionamento	
   e	
   nel	
   trattamento	
   delle	
  
leucemie	
   mieloidi	
   croniche.	
   Al	
   fine	
   di	
   valutare	
   l'efficacia	
   del	
  
trattamento	
   e	
   le	
   percentuali	
   di	
   attecchimento	
   sono	
   state	
  
condotte	
   analisi	
   immunofenotipiche	
   su	
   sangue	
   periferico	
   dei	
  
topi	
   trattati	
   e	
   dei	
   topi	
   di	
   controllo	
   a	
   10	
   e	
   25	
   settimane	
  
dall'impianto.	
  Alla	
  25a	
  settimana	
  i	
  topi	
  sono	
  stati	
  sacrificati	
  e	
  le	
  
analisi	
   immunofenotipiche	
   sono	
   state	
   condotte	
   anche	
   sulle	
  
cellule	
  del	
  midollo	
  osseo.	
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Fig.	
  2a|	
  CTR-­‐Ab,	
  Analisi	
  
immunofenotipiche	
  	
  

(10	
   weeks)	
   sul	
   sangue	
  
di	
   un	
   topo	
   controllo	
  
senza	
   l'aggiunta	
   di	
   Ab	
  
mostrano	
   assenza	
   di	
  
positività	
   in	
   tutti	
   i	
  
canali	
  di	
  fluorescenza.	
  

Fig.	
   2b|	
   CTR-­‐
CD45/3/19,	
   Analisi	
  
immunofenotipiche	
   (10	
  
weeks)	
  sul	
  sangue	
  di	
  un	
  
topo	
   di	
   controllo	
   in	
  
presenza	
   di	
   Ab	
  
CD45/3/19	
   mostrano	
  
assenza	
  di	
  positività	
  per	
  
tutti	
   i	
   marcatori	
  
utilizzati	
   indicando	
  
totale	
   assenza	
   di	
  
crossreattività.	
  

	
  	
  

	
  

Fig.|2a	
   Fig.|2b	
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Fig.	
   2c|	
   5FU	
   CD45/3/19	
  
Analisi	
  

Immunofenotipiche	
   (10	
  
weeks)	
   sul	
   sangue	
   di	
   un	
  
topo	
   trattato	
   con	
   5-­‐
Fluorouracile	
   in	
   cui	
   sono	
  
state	
   iniettate	
   cellule	
  
umane	
   cd34+	
   hanno	
  
mostrato	
   lieve	
   positività	
  
per	
   i	
   marcatori	
   CD45	
   e	
  
CD19.	
  	
  

Fig.	
   2d|	
   5FU+Bus	
  	
  
CD45/3/19	
   Analisi	
  
Immunofenotipiche	
   (10	
  
weeks)	
   	
   sul	
   sangue	
   di	
   un	
  
topo	
   trattato	
   con	
   5-­‐FU	
   e	
  
Busulfano	
   in	
   cui	
   sono	
  
state	
   iniettate	
   cellule	
  
umane	
   CD34+	
   hanno	
  
mostrato	
   maggiore	
  
positività	
   per	
   i	
   marcatori	
  
CD45/CD3/	
  CD19.	
  

Fig.|2c	
   Fig.|2d	
  



	
  

	
  

22	
  

	
  

Fig.	
   3a|	
   CTR-­‐Ab,	
   Analisi	
  
immunofenotipiche	
   (25	
  
weeks)	
  sul	
  sangue	
  di	
  un	
  topo	
  
controllo	
   senza	
   l'aggiunta	
   di	
  
Ab	
   mostrano	
   assenza	
   di	
  
positività	
   in	
   tutti	
   i	
   canali	
   di	
  
fluorescenza.	
  

Fig.	
   3b|	
   CTR-­‐CD45/3/19,	
  
Analisi	
   immunofenotipiche	
  
(25	
  weeks)	
   sul	
   sangue	
  di	
  un	
  
topo	
   di	
   controllo	
   in	
  
presenza	
   di	
   Ab	
   CD45/3/19	
  
mostrano	
   assenza	
   di	
  
positività	
   per	
   tutti	
   i	
  
marcatori	
   utilizzati	
  
indicando	
   totale	
   assenza	
   di	
  
crossreattività.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Fig.|3a	
   Fig.|3b	
  



	
  

	
  

23	
  

	
  

Fig.	
   3c|	
   5FU	
   CD45/3/19	
  
Analisi	
   Immunofenotipiche	
  
(25	
  weeks)	
   sul	
   sangue	
  di	
   un	
  
topo	
  trattato	
  con	
  5-­‐FU	
  in	
  cui	
  
sono	
   state	
   iniettate	
   cellule	
  
umane	
   CD34+	
   hanno	
  
mostrato	
   una	
   	
   	
   positività	
  
trascurabile	
   dei	
   principali	
  
marcatori.	
  	
  

Fig.	
   3d|	
   5FU+Bus	
  	
  
CD45/3/19	
   Analisi	
  
Immunofenotipiche	
   (25	
  
weeks)	
   sul	
   sangue	
   di	
   un	
  
topo	
   trattato	
   con	
   5-­‐FU	
   e	
  
Busulfano	
   in	
   cui	
   sono	
   state	
  
iniettate	
   cellule	
   umane	
  
CD34+	
   hanno	
   mostrato	
  
importante	
   	
   positività	
   per	
   i	
  
marcatori	
  umani	
  CD45/CD3/	
  
CD19.	
  

	
  

	
  

Fig.|3c	
   Fig.|3d	
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Fig.	
   4a|	
   CTR-­‐Ab,	
   Analisi	
  
immunofenotipiche	
   (25	
  
weeks)	
  su	
  midollo	
  osseo	
  di	
  
un	
   topo	
   controllo	
   senza	
  
l'aggiunta	
   di	
   Ab	
   mostrano	
  
assenza	
  di	
  positività	
  in	
  tutti	
  
i	
  canali	
  di	
  fluorescenza.	
  

Fig.	
   4b|	
   CTR-­‐CD45/3/19,	
  
Analisi	
   immunofenotipiche	
  
(25	
   weeks)	
   su	
   midollo	
  
osseo	
   di	
   un	
   topo	
   di	
  
controllo	
  in	
  presenza	
  di	
  Ab	
  
CD45/3/19	
   mostrano	
  
assenza	
   di	
   positività	
   per	
  
tutti	
   i	
   marcatori	
   utilizzati	
  
indicando	
  totale	
  assenza	
  di	
  
crossreattività.	
  

Fig.|4a	
   Fig.|4b	
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Fig.	
   4c|	
   5FU	
   CD45/3/19	
  
Analisi	
   Immunofenotipiche	
  
(25	
  weeks)	
  su	
  midollo	
  osseo	
  
di	
   un	
   topo	
   trattato	
   con	
   5-­‐
Fluorouracile	
   in	
   cui	
   sono	
  
state	
   iniettate	
   cellule	
  
umane	
   CD34+	
   hanno	
  
mostrato	
   una	
   	
   	
   positività	
  
trascurabile	
   dei	
   principali	
  
marcatori.	
  
	
  
Fig.	
   3d|	
   5FU+Bus	
  	
  
CD45/3/19	
   Analisi	
  
Immunofenotipiche	
   (25	
  
weeks)	
   	
   su	
  midollo	
  osseo	
  di	
  
un	
  topo	
  trattato	
  con	
  5-­‐FU	
  e	
  
Busulfano	
   in	
   cui	
   sono	
   state	
  
iniettate	
   cellule	
   umane	
  
CD34+	
   hanno	
   mostrato	
  
importante	
   	
   positività	
   per	
   i	
  
marcatori	
  umani	
  CD45/CD3/	
  
CD19.	
  

	
  

Fig.|4c	
   Fig.|4d	
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Analisi	
   effettuate	
   su	
   sangue	
   e	
   midollo	
   di	
   topi	
   di	
   controllo,	
  
trattati	
   con	
   veicolo,	
   non	
   evidenziano	
   positività	
   nei	
   canali	
   di	
  
fluorescenza	
  (fig.2a;	
  3a;	
  4a),	
  analogamente	
  gli	
  anticorpi	
  umani	
  
anti	
   CD45/3/19	
   utilizzati	
   per	
   le	
   analisi	
   immunofenotipiche	
   di	
  
topi	
   controllo,	
   che	
   non	
   hanno	
   ricevuto	
   l'impianto	
   di	
   cellule	
  
CD34+,	
   non	
   determinano	
   positività	
   in	
   FL1/FL2	
   ed	
   FL3	
  
indicando	
  una	
  specificità	
  assoluta	
  per	
  le	
  cellule	
  umane	
  (fig.2b;	
  
3b;	
  4b).	
  	
  

Le	
   figure	
   2c	
   e	
   2d	
   mostrano	
   i	
   risultati	
   delle	
   analisi	
  
immunofenotipiche	
  sul	
  sangue	
  dei	
  topi	
  trattati	
  con	
  5FU	
  (GP3)	
  
o	
   doppio	
   trattamento	
   5FU+Busulfano	
   (GP2).	
   A	
   10	
   settimane	
  
dall'impianto	
   osserviamo	
   un	
   miglior	
   attecchimento	
   nel	
   GP3	
  
(hCD45+	
   8,5%	
   di	
   cui	
   0,8%	
   hCD3+	
   e	
   6.4%	
   hCD19+)	
   rispetto	
   al	
  
GP2	
   (hCD45+	
   1,4%).	
   Questi	
   risultati	
   indicano	
   una	
   maggiore	
  
efficienza	
   del	
   doppio	
   trattamento	
   e	
   uno	
   sbilanciamento	
   del	
  
differenziamento	
  delle	
  cellule	
  umane	
  verso	
  la	
  linea	
  linfoide.	
  	
  

Le	
   figure	
   3c	
   e	
   3d	
   mostrano	
   i	
   risultati	
   delle	
   analisi	
  
immunofenotipiche	
   sul	
   sangue	
   dei	
   topi	
   GP2	
   e	
   GP3.	
   A	
   25	
  
settimane	
   dall'impianto	
   nel	
   GP3	
   osserviamo	
   che	
  
l'attecchimento	
   è	
   conservato	
   e	
   le	
   cellule	
   di	
   origine	
   umane	
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sono	
  aumentate	
  nel	
  tempo	
  (hCD45+	
  26,5%	
  di	
  cui	
  25,6%	
  hCD3+	
  
e	
   1%	
   di	
   cui	
   non	
   conosciamo	
   il	
   marcatore)	
   mentre	
   il	
   GP2	
  
mostra	
   una	
   positività	
   trascurabile	
   per	
   hCD45+.	
   Questi	
   dati	
  
indicano	
   che	
   il	
   trattamento	
   con	
   5FU	
   non	
   assicura	
   un	
   buon	
  
attecchimento	
  né	
  garantisce	
  un	
  suo	
  mantenimento	
  stabile	
  nel	
  
tempo.	
   Al	
   contrario,	
   il	
   doppio	
   trattamento	
   garantisce	
   un	
  
aumento	
   nel	
   tempo	
   delle	
   percentuali	
   di	
   cellule	
   umane	
   nel	
  
circolo	
   sanguigno	
   e	
   porta	
   ad	
   uno	
   sbilanciamento	
   del	
  
differenziamento	
   delle	
   cellule	
   umane	
   verso	
   la	
   produzione	
   di	
  
cellule	
  hCD3+.	
  Non	
  è	
  stato	
  ancora	
  stabilito	
  il	
  momento	
  in	
  cui	
  si	
  
passa	
  dalla	
  produzione	
  di	
  linfociti	
  B	
  alla	
  produzione	
  di	
  Linfociti	
  
T;	
  ulteriori	
  esperimenti	
  e	
  analisi	
  sono	
  necessarie	
  per	
  studiare	
  e	
  
comprendere	
  questi	
  meccanismi.	
  	
  

Infine	
   le	
   figure	
   4c	
   e	
   4d	
   mostrano	
   i	
   risultati	
   delle	
   analisi	
  
immunofenotipiche	
   su	
   midollo	
   osseo	
   dei	
   topi	
   GP2	
   e	
   GP3.	
  
Come	
  osservato	
  nel	
  sangue,	
  anche	
  nel	
  midollo,	
  a	
  25	
  settimane	
  
dal	
   trattamento,	
   confermiamo	
   un'elevata	
   positività	
   di	
   cellule	
  
CD45	
   di	
   origine	
   umana	
   nel	
   GP3	
   mentre	
   una	
   positività	
  
trascurabile	
  per	
  il	
  gruppo	
  GP2.	
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1.5	
  Conclusioni	
  

Si	
   può	
   concludere	
   quindi	
   che	
   l'attività	
   formativa	
   pratica	
   ha	
  
contribuito	
  a	
  fornire	
  sia	
  nozioni	
  riguardanti	
  la	
  progettazione	
  e	
  
l'organizzazione	
   degli	
   esperimenti	
   che	
   esperienza	
  
professionale	
   per	
   quanto	
   riguarda	
   le	
   colture	
   cellulari,	
   i	
  
trattamenti	
  in	
  vitro	
  (stimolazione	
  delle	
  cellule	
  con	
  citochine),	
  le	
  
metodiche	
   di	
   stabulazione,	
   i	
   trattamenti	
   in	
   vivo	
  
(somministrazioni	
   di	
   farmaci,	
   impianto	
   di	
   cellule	
   staminali,	
  
tecniche	
   di	
   anestesia	
   generale	
   e	
   locale,	
   prelievi	
   di	
   sangue	
   e	
  
valutazioni	
   ponderali)	
   la	
   misurazione	
   dell'ematocrito,	
   il	
  
prelievo	
   del	
   midollo	
   osseo	
   ed	
   infine	
   le	
   analisi	
  
immunofenotipiche	
   mediante	
   tecniche	
   citofluorimetriche	
  
standard.	
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