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Abstract

I modelli in vitro sono, ad oggi, fra piu sfruttatinel campo dellaicerca Tuttavia, le
piattaforme che ne supportano lo sviluppono spessonadeguat a riprodurre fedelmente la
complessa morfologia, interconnessiene di nami ci t ~ d e theidtendobosierare. e b i
Alcune delle caratteristiche al i ent i d el | $ooorlag strattura mdimensiorale dei
tessutj la presenza di stimotheccanici di deformazione lo scorrimento @ diversi fluidi corporei
Al'l o scopo di r i pr oddcentraleeimpgriarea, in quedtot lavaroodi tesisepstatd t o
progettato eostruito un bioreattore a perfusiome grado diapplicareun flussodi mediumsulinee
cellulai didiversanatura At t raver so | 60s s er viaregine pesfusigosara | or
poi possibile effettuare una comparazione con quello di coltivazioni statiche tradiz8oradi state
selezionate, a questo scopellule facenti parte di due linee continue: le Gadale MC3T3EL. Gli
apparatiche si € deciso dappresentarevvero quelldntestinale equelloosseo, sono fra loro molto
differenti, ma entrambi caratterizzatilldapresenzain vivo, di flussi di varia naturaCio permettera
di estrapolareisultati ad ampio spettro rispetto ai potenziali beneficuna colturadinamica fra i
quali ci si attende una capacita proliferativa maggearaa morfologia cellulare piu rappresentativa
dovuti al maggior ricircolo di nutrientalla rimozione di sarti metabolici potenzialmentessicie allo

stress di tglio fornito alle cellule



1. Supporti di coltura

Per lungo tempo sono stadfruttate strategie di coltura statiche, incapaci di fornire gli stimoli
necessar.i al | a s iimuvb partandorako swduppo ldidmodelb incomple i cui
risultati erano scarsamente correlabili a quelli ottenuti sul campo.

In particolare, a causa della mancanza di eircolo continuo ed efficiente del terreno di
coltura a disposizione delle cellule, si notanae che presentano differenti concentrazioni di ossigeno
e nutrienti Cio provocaunaproliferazione cellulare maggie nella periferia del campiorologico
tridimensionale mentre il centranon € raggiunto da una quantitd adeguata di sostaunzitive,
andando incontro ad un processo di nectosiivoe la fitta retedi capillari chepermettda perfusione
sanguiga anche negli strati piu profondei tessuti mentrein vitro, tale elemerd viene a mancare
Lo sviluppo di un flusso derrero di coltura(o di un suo rimescolamentpermettedi ovviare a questa
problematica fornisce un mezzo per lamozione degliscartimetabolici cellulariche potrebbero
accumularsi in zonstagnantie provvede asottoporre le cellule ad ua stress di taglio che s
guello fisiologicamentedovuto allo scorrimento del sangue oattri fluidi. La generazione dale
ambiente dinamico e permessa dai bioreattori, aiqualishaffia | 6ut i | i zZ[H|@ degl i

Questi ultimi sonadefiniti come strutture tridimensionali solide, costituite di biomateriale
(nella maggior parte dei casi polimerico, di origine naturale o sintetica)presentano una struttura
porosa sulla quale possonssere seminate le cellule da porre in coltMadulandoe selezionando
le proprieta meccaniche (rigidezza, elasticita. duremajfologiche (porosita, interconnessione fra i
pori, topografia superficiali¢ chimiche (dalle quali dipendono biocompatthilibioattivita tasso di
degradazionelli questi supporti, € possibile riprodurre fedelmente la matrice extracellulare (ECM)
nativa.[3] [4]

1.1 Bioreatbri

| bioreattori sono dispositivi ingegnerizzati gggnerargin modo riproducibileun ambiente
dinamicof i nemente controll ato, con | 6obiettivo
differenziamentce modulare le vie metaboliche delle cellule in coltuRer ottenere tale risultato
vengono sfruttati diversi metodi di attuazipmegrado di generare uno spostamento reciproctefra
cellule e il terreno di coltura di deformare il supporto su cui 3@ ancorate le cellulstessel
bioreattori pitutilizzati sono a meccandrasduzionespinner flaskrotating wall vessela piattaforma

basculante a perfusione
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1.1.1 Bioreattoria meccandrasduzione

Incorporano unodounit ™ mawdrranna nzegse it moviménto paativdel r s o
dispositivo chea loro volta, eserciterannmasollecitazionepressoia (sia questa di compressione,
trazione, torsione o flessionsul campione cellulard.6 i rsitaalella forza pud essere modulata in
base ab esperi ment o e ,adattadoesckeuiltpatterm di applisazione, che puo
comprendere sollecitazioni cicliche, statich@i intensitaincrementag nel tempo.

| mezzi con i quali &rasmessa la tensione meccanicaspoo essere di vario genere come, ad
esempiopistoni in grado di comprimere volumi tirreno di colturan cui sono immersjli scaffold
su cui sono alloggiate le cellule (o direttamente gli scaffold stessi, se si voglionoetéspapprieta
meccanibe), o ganascanobilial | 6i nt erno del | e gQuastaitipologiafdii s s a
bioreattori si presta bene allo studel domportamento di popolazioni cellulari sottoposte nativamente
a sollecitazioni cicliche, come quelle residente | | 6 apparato scheletrico

deformatedalle contrazioni peristaltich§l]

A E% B

Figura 1 Bioreattori a meccanctrasduzione che sfruttano metodi diversi per applicare una forza ¢
campione di tessuto o agli scaffoldA) Una pressa meccanicin grado di comprimere la massa di medi
(rosa) nella quale sono immersi gli scaffold o i tessuti, isguali si propaga lo sforzo. (B) Il campione vier
fissato alle ganasce ed é sottoposto a trazione, compressione o sforzo ciclico in base al movimel
bracci paralleli del dispositivo.

1.1.2 Bioreattori Spinner flask

Sfruttano il flussoconvettivoprodotto daun elemento agitatom@agnetico posto in rotazione

al |l 6i nt amenitore dlindrieomvetrocontenente iterreno di colturalLa forza idrodinamica
cos? prodotta permetter?’ al terreno dsgcaffotdo! t ut
seminati di celluleef i ssat i abiofleditorel toeerf fd cdaecle trasporto dei

dei prodotti tossiciottenibile con tali dispsitivi, hanno dimostratain beneficio nella distribuzione
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delle cellule sui supportt  uuméntata tivita di differenziamento fattori che rendonoquesti
dispositivi particolarmente adatti ad applicazioni in campo osteogeb&generazione di eccessive
turbolenze, tuttavia, potrebbe causdaani alla vitalita cellulare sulla superficie deipporti.

| bioreattori Spinner Flaskono provvisti di un inlet e un outleper il riempimento e la
rimozione del terrend_a presenza dei condotti mo mu ni c az i o0 n permeteerpoitaéee st e
avanti la coltura in modalita continudurante la fase di crescita cellulare porzioriedieno di coltura
esausto vengono rimosse e sostituite con le stesse quirétéeno di colturdresca La modalia
batch, invece, non prevede alcun ricambio del terreno di coltura che, ungnadtali nutrienti e

Media inlet Media outlet

Scaffold

Media

C —

Magnetic stir bar e

Figura 2 Rappresentazioni schematiche di bioreattori spinner flask
saturo di sostanze di scarto, non permettera piu la crescita cellulare fornendo, perd, un completo
isolamento del sistema nei confronti di possibilezioni. La modalitafedb at ch, pr eeede
continuadi terreno di colturdresco, ma senza la rimozione di quello esaygid5]

1.1.3 Bioreattorirotating wall vessdlotazional)

Sono dispositivi formati da duecilindrici concentricj il piu esterno dei quali @osb in
rotazione(normalmente da 20 a 40 rprajtorno alproprio asse orizzontalgenerando un flusso
convettivo costantementre quello interno e statico e permette lo scambio diggmrticolarita che
li contraddistiguono sonola possibilitac ont r ol | a rioae (Hod atteabile gdsioreattori
spinning flaskeil basso livello di stress di taglio che imprimonompioni cellulariQuesti ultimi,
grazie al movimento dinamico del fluid@no mantenuti in uno stato di sospensi@aeda velocita di
rotazioneé adeguata)per cui non necessitano di dispositivi di ancoraggid appl i cazi o

bioreattori rotazionali € maggiormente indicatalpesoltivazione di cellule e tessuti privi di scaffpld
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in modo che siano liberi dormare aggregati in base alladgoropensione nativa, formando strutture
3D fisiologicamente accurath n c he campi oni di tessuti ex Viyv
guesta tipologia di bioreattor@crementando il periodo in cui hanno mantenuto la loro vitalita
Tuttavia,occorreprestare attenzione allo spessore dei campioni prelevati poiché, se troppdapessi,
perfusione deferreno di colturaon raggiungera gli strati piu profontholtre,| a pr esenza al
del cilindro rotante di strutture solide comk scaffold potrebbe portare a continui udegli stessi
contro le pare: possible causa didanno alle cellulee della formazione di turbolenze che
provocherebbero una mal distribuzione dei nutrienti.

Uno ulteriore svantaggio di questa tipologia di dispositivo € la grande quargdassaria di
terreno di colturaoer effettuare il riempimento del cilindroltre alb e s i dieffettuare un cambio
dello stesso ogni-3 giorni.Pochi casi sono documentaticui il sistema sia stato dotato di un circuito
automatizzato per il rimpiazzo dirreno di colturadhe secondo la procedura standatdyeessere

effettuatomanualmente

(a) (b)/" AW AK:A &7
Scaffold ' |
. ‘ Media inlet ONOIONOIOAA @ @ @\
Inner cylinder (d), _ ® /[
‘ Media Media outlet o !
Outer cylinder ‘ & @

Figura 3 (a) Schema diun bioreattore rotazionale. A velocita di rotazione differentii tessuti (o0 gli
scaffold) immersi nel medig seguiranno traiettorie differenti. A bassa velocita (b) si posizioneranno ¢
fondo del cilindro esterno, a velocita alta (c) prevarra la forza centrifuga e saranno premuti contro
pareti. A velocita adeguata (d) rimarranno in uno stato di sospensionéd 6 i nt er no del

1.1.4 Boreattori a piattaforma basculante

Questa tipologia di bioreattoprevede il riempimento di una sacca flessibdail terreno di
coltura nel quale saranno immersi i campioni. La piattaforma basculante sulla quale e fissata la sacca
provvedera, attraverso un movimento oscillatoaogenerare il rimescolamento del fluido e di

conseguenza, la perfusione dei tessuti.



La formazione di onde in -tbgui dpoadédvratde
inoltre, permetteraun elevato trasferimento di massa evitando, allo stesso tempo, la deposizione di
particelle e la generazione di uno stress di taglio eccessivo.

Uno dei fattori da tenere in considerazione
di agitazione. Infatti, se ad una maggiore velocita di agitazione corrisponde, nella maggior parte di
casi, un aumentato stress di taglio, alcune frequenze specifiche di oscillazione possono causare
vorticosita potenzialmente in grado di danneggiare meccanicamsisuti. Talérequenzadeta di
risonanza deveperciq essere preventivamente stimaer evitare di sottoporre i campioni a stress
indesiderati.

Un'altra problematica di questi dispositivi € la propensione di alcuni materiali con cui vengono
costuite le sacchése non precedentemente tratiadel attrarre e trattenere molecole e particelle.

| bioreattori a piattaforma basculargeno stati, inizialmente, ideaier affiancareli spinner
flask nella colivazione di cellule animali per la prodome di proteine ricombinanti tuttavia, in
seguitg hanno ottenuto un buon successo anche nella coltura di cellule dal potenziale osteogenico

come le cellule mesenchimali umane (hMSC) e di cellule sanguigrié]

=X I~ “1

Figura 4 Schema del movimento oscillante attorno al fulcro della piattaforma del bioreattore. L
movimentazione del terreno di coltura generera onde in grado di assicurare un efficace rimescolame

1.1.5 Bioreattori a perfusione

| bioreattori a perfusione sono la tipologia piu sfruttata e prevedlobout i | i zzo di
(principalmente peristaltiche o a siringagr generare il flusso che verra fatto passare attraverso gli
scaffoldporosio sulla lorosuperficie entrandan contato con il materiale cellularén base alle loro
dimensioni e all quantita diterreno di colturanecessario, possono essere suddivisi in sistemi
millifluidici o microfluidici. | primi sono caratterizzati deamere di coltura o canali fluidici dalle
dimensoni che vanno da 1 a 10 nercontenti un volume di fluido che va da 1 a 100Ihtérreno di
coltura puo essere fatto ricircoldren modo conti nuo al | delqualefaonm de
parte, nella maggioranza dei casi, le pompeservoir de tubazioni che collegano i vari elementi
Una seconda opziene quella doptare per un singolo passaggio del terreno di colula verra



raccolto a |Illiregimé ilnpostoakllssodmud edsdmsante o pulsatike la portata puo
essere facilmente modulata in base albrosita presentate dallo scaffold e alla tipologia di cellule in
coltura.

Il risultati ottenuti con qu e svitabtaceliulgrwaddni b i c
sviluppo piu rapido @l fenotipo differenziato dei tessuiliversi studi hannalocumentatd 6 e f f i c ac
diquestisistemn el | 6 ambi t o ddeltrhtta entaricdigrddlicando femelineente il flusso
luminale.[6] [5]

In conclusione, i bioreattori possono alloggiare diverse tipologie di materiale biologico e
possono essere progettati per adattarsi alle necessita della coltura. Nel caso dello studio sperimentals
in esame sono state sfr udco, eellue Cac& eM@3T3nt er no de|

Con il progredire deMifferenziamentple prime dimostranain fenotipotipico delle cellule
del | 6epi tel i o ipnoprietddi assoebimento. La celiule ME3H&nmb gotenzialita

osteogeniche e sono in gradsedcernere, se sottoposte ai giusti stimolia ECM mineralizzata.
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2.Apparato digerente
2.1 Cenni di aatomiafunziorale

Léapparato diger ent e,owero: lmoocca) psofage, stdmacodintestmo s e
tenuee intestino crass@ssieme ad aicomponenti annesgBigura5).L 6 azi one combi na’
organirende possibdlal avor azi one del cibo ingerito, per m

contenutiQuest o processo avviene, pr[giBd9ent ement e

Organi del tratto
digerente

Ghiandole accessorie
e strutture associate

| o

=W
Faringe— j\ ‘
Trachea = - ]
2 Polmone
Esofag - 3 ,7!
Diafram
} o Y’ |
, ! Fegat
Stomaco )‘. ] e
P - Colecisti
| o | (cistifellea)
Vo e O™ | Pancreas
Intestino tenue
Colon -
Appendice - -
vermiforme /
Retto
Ano [( -
\ J
Figura 5 Schema generale dell'apparato digerente
Nell 6i ndividuo adul to, | 6i nt e s tdparpotempessere ar r

contenuto nella cavita addomina®stra una grande quantita di ripiegamdrgidue porzioni di cui
Si compone sonadalcraséo. nt esti no tenue e

Il primo é a sua volta suddiviso in duodeno, digiuno e.il@aesti trattimostrano fra loro
peculiarita &2 anatomiche che funzionali m@mplessivamentettivitadi maggior rilievodel tenue
e quella diassorbire i principi nutritivi degli alimenty v v al end o s i anche datrel | 6a
organicome pancrea$egatoe colecisti

Nel duodeno, lungo circa 25 centimetripH fortemente acido del chimo appena processato
dal succagastrico dello stomaceiene tamponato grazadla bile proveniente dal fegato el dacco
digestivo del pancreas, entrambi bagicr a z i e a | utodlidicarbonato @i sotie @i nt e st i
tenue, infatti, non € provvisidi unabarrieraprotettiva di mucspessajuantoquellache protegge lo

st omaco e | 6 a(leolodliicibo sotpmosto atahdigestione gastrinah neutralizzato
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potrebbe preocare grossi danni alla mucodlaratto successn, il digiuno, € lungo da 2 a 3 metri e

in esso il chimo transita rapidamente perpdi o ci ar,e delllldill emghezza di
tratto del | 0i ntieaesattacoato datdieersitij di enzimi cigestim specifici per i vari
nutrienti, trasformandosi in chile@he raggiunge la valvola ilexecale e, attraversandola, raggiunge

|l 6intestino crasso.

Qu e s t oGewslidtivismidre sezioni: il cieco, lungo pochi centimeiticolon, che presenta
un lume piu largo e che si allunga per 1,6 mestendendosi in tre seziomiscendente, trasverso e
discendente, infine, il retto, dal quale verranno espulisiesidui fecali Poiché la maggior parte ide
nutrient viene prelevata dalla mucosa del tenue,
riassorbireacqua e sali minerali dai residui non digeribili, compattdadeci.

Nel | 6i,nnbleesrisiedre quello che viene definito microbiota intestinale, ovvero la
comunita battericékche comprende anche virus, funghi e arcleba)convive in simbiosi mualistica
con il cor po Idadnsitd d gopoiatioméel micrabiotaaumentgrogressivamente
dal tenue prossimale al colon, dove raggiuihgao picco massim@ m p 1 "Y'O#a Q. [7]

Le principali funzioni dquella che prende anche il nome di flora batterica sono:
@ Interazione con il sistema immunitario intestinale (GALTdirizzandone lo sviluppo
attraverso la secrezione di sostanze derivate dal metabolismo dei narientié i nt er no

(postbiotic). Tale meccanismo é particolarmente rilevante nei primi anni di[2&[11]

& Difesa da patogeni esterni grazie alla secrezione di batteriocine e alla competizione per i
substratnutritivi.

& Metabolismo di sostanze poancerogene e degli estrogeni.

& Digestione di sostanze non altrimenti metabolizzabili, a causa della mancanza degli enzimi
specifici, come le fibre alimentae successivaecrezione di composti utilizzabili dal corpo

umano, comeitamine e SCFA (Shoi€hainFatty-Acids, ovvero acidi grassi a catena media).

@ Rilascio di sostanza con funzione ormonale e paracrina per la regolazione nervosa, con

conseguente influenza sui segnali di fame e safigtfL2]
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La par et e (cheprdséniana steittutaisimilare fra le varie sezjpgsuddivisa in
guattrostraticoncentrici(Figura6) denominati, dal piu interno al piu esterno: musd¢ésanata a sua
volta da membrana mucosa, lamina p@e muscolad mucosag)sottomucosanuscolaris externa

(della quale fanno parte la muscolatura circolare e quella longitudisieiosa

Dottodiuna — 4, Enterociti p Ghiandola nella

ghiandola sottomucosa
accessoria

w»{@w\WeW
& -~ ®
Vasi __/#f, e = \
sanguigni
“ _Membrana mucosa
Linfonodo _~~_Lamina propria Mucosa
"~ _Muscularis mucosae
W\e, e S
N { K
A ] = -
) wwlﬂanWM N ____ |- Sottomucosa
NS ———— __f‘m" WT’W;;L Muscolatura circolare Muscularis
. .~ = Muscolatura longitudinale |~ gxterna
Mesentere “ N\ Sloross
% Pl_essq sottomucoso
\ (di Meissner) Sistema nervoso
Plesso mioenterico | enterico

(di Auerbach)

Figura 6 Rappresentazione della grete intestinale dal punto di vista istologico

Questistrati sonannervatida entrambe le branche daltema nervoso autonomo (SNéglai
plessi(sottomucoso e mioentericd) quello che prende il nome di sistema nervoso enterico (SNE)
Questa branca del SNAella quale, solo negli ultimi anni st at o scoperto | &
complessitiche gli é vadol 6 appel | ati vo ( icontivlaéacsecrezione dcdiversee | |
molecoleda parte delle cellule epiteliali intestinali (colaserotonina éa sostanz#), oltre a regolare
la contrazione della muscolatura lisoi@n volontariaQ u e s t 06 gi dompoma ai,uno strato esterno
di fibre disposte longitudinalmente e uno concenfnmointernq di fibre circolari checontraendosi,
provvedonorispettivamente amovimenti di peristalsi @egmentazioneOltre a tale meccanisme
nota la presenzain parete di cellule pacemaker (in grado dicat enar e potenzi
autonomamente, senza la necessita di innervgzidarominateellule interstiziali del Cajal (ICC)

Queste, sono cellule mesenchimali fenotipicamente a meta fra &btioblcellule muscolari
lisce con la funzione di dare origine al ritmo elettrico di base (REB): una lenta oscillazione del
potenziale di membradelle ICC stesse intervallata daghi di depolarizzazione e fasi di plateau.
[7][8] [13]
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La parte di maggiore interesse della parete intestinale, puo essere identificata nella mucosa.
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Queste cellule specializzate presentano una spipcdsaizzazione fra il lato basolateralehe si
affaccia sul liquido interstiziale e quello apicale, o luminaleve presentanestroflessionidella
membrana celilare chiamate microvilli( i | Cui I nsi eme compQesa | 60
particolare gometria, che riprende quella macroscopica proposta dai villi intesteginette di
ampliareulteriormentda superficie di assorbimento.

Se il tenue non fosse provvisto di al cuna
contenuto luminale sarebbe ridotta a@,5 mentre la presenzkei villi la amplificadi 8 volte e quella
dei microvilli di un ulteriore fattore 2Qportando la superficie di contatto complessiva a é00 A

tale caratteristica e attribuibile la grande capacita di assorbimento intestinale, maggiormente

pronunciata aella parte prossimale del duodeno, rispetto a quelle distpliL5] [6] [16]

- > 2
- ’ - - . . - - A

® AMP secretionby

] A Panethcells g c 0, Mucus secretion 4
[ 4 by goblet cells 20-1,20-2
RA 20-3 Tight
A — Symplekin Junction
/ v
3
=

Cingulin
‘Adhﬂence
junction

Keratin
ollins Desmosome
Desmoplokin
& Gap
L' — junction

Figura 8 Schema dellabarriera epiteliale di spessore unicellulae in cui sono mostrate € vie di
assorbimento(A) paracellulare, (B)transcellulare, (C) transcellulare attraverso pori acquosi anediata de
carrier specifici per i nutrienti e (D) tramite endocitosi, transcitosi ed esocitosi.

Oltre acostt ui re |l a principale via depnemnhbeabaa al
epiteliale svolge un | mpor daaagentepatoganod estramel Ped i f
adempireal meglioaquesta funzionagni cellulaepiteliale € unita a quelle adiacenti attraverso diversi
tipi di giunzioni (Figura 8). Questi complessi giunzionafformati da giunzioni serrategyiunzioni
aderentigiunzioni comunicanti e desmosomegercitano una selezione finemente regolata su cio che
puo essergrasportato nel circolo sanguignsali, ioni, peptidi e altre molecole idrofiliche) e cio che
deve rimanere all éinterno del l ume per eASsere
tale scopo, le giunzioni sono provviste di porosita che vanno da 0,75 nm di diametro nel duodeno a
0,35 nm nelldil eo.

Il trasposto di molecole puo avvenatraversaluediverse vieparacellulare e tracellulare.
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La via paracellulare permette il gsaggio delle molecola@rofliliche voluminose, con un peso
mo |l e c ol ®airevivae 600100 k D a in tio, atnavetse glilinterstizi fra cellule adiacenti.
Il trasporto di grandi molecoleome le proteine, € impedito dalle giunzioni cellulproteggendo
efficacemente | 6dl7]gani smo dai patogeni

La via transcellulare permette il trasporto di molecole direttamente attraverso gli enégrociti
consi der ando c lireenttrécdi e lenaé mdggiore dv un fathote tLaDO rispedtquella
complessivamente presentadalle giunzioni fra celluleresponsabili della via paracellulare, la
maggior parte dei farmaci lipofili somreferenzialmentassorbiti passivamente attraveta cellula.

Cio rende lo studio della via transcellulare di particolare interesse in campo niggjco.

Il trasporto transcellulare non é solamente il risultato di una diffusione passivalatiole
lipofile e piccoli composti idrofilici ma pud usufruire anche di carrierdtfgd i pendent i dal
di ATP). Léor | et £,0noltee, proyviata di anla grande quantita di enzimi e trasportatori
passivi che si occupandspettivamentedella scomposizione dei nutrienti e del loro assorbimento
all 6i nt er n Alcuni esenpaonoxjeelli tlelalsaecarasi del | 6i somal t asi ¢
scompongono i carboidrati in glucosio, galattosio e frutt@isgozucchdrsemplici) successivamente
assorbiti tramite i trasportatori delle famiglie GLUT (carrier per il trasporto passivo facilitato) o
SGLUT (canali sodio dipendenti per il trasporto attivo secondario degli egssipi simili possono
esser e f ahimento dppeoteind epeptds scomposti nei singoli aminoacidi dalle dipeptidasi
e tripeptidasi

Alcune molecole piu grandiome intere proteine batter; tuttavia, possono essdrasportate
verso lo spazio interstiziale attraverso un processo eéhwe@e passaggdi endocitosi, transcitosi e
esocitosi[17] [18]

Sonq inoltre, presenti meccanisnd i trasporto att.i a @mieven
compostj come quello mediato da-gp (GlicoproteinaP), che svolge la funzione di estrarre
attivamente alcuni composti dal citoplasdegli enterocitper riversarli nelume.La sua espressione

massima nell éil eo e nel col onl9 mentre — rid

Una ulteriore tipologia di cellula con funzione di assorbimente | | 6 i nt ,eguellan o t
delle cellule M (membranose), prive di villi, che separano il lume intestinale dalle placche di Peyer.
Queste ultime son@opolate da linfociti B e linfociti Tcellule facenti parte del sistema immunitario.

La funzione delle cellule M e quella di captare antigeni di provenienza alimentare o batterica e
trasportarli per endocitosi verso lo strato sottomucescso le placche di Peyer. Qui le cellule

dendritiche entrano in contatto con | 6antigenece
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attivando, in questo modi cellule linfocitarie (sia B ch€) contro lo specifico bersaglio riconosciuto
come norself.

Sono state rilevate anche cellule molto rare (0,5% delle cellule epiteliali), denominate cellule
tuft (del #Aciuffoodo), che si trovano aelplotétivp i c e
contro le infezioni parassitarie attraverso il rilevamento chemocettivo delle minacce, detto sensing (un

fenomeno simile a quello che avviene a livello delle papille gustafijgB] [16]

2.2.2 Secrezione intestinale
A Iivell o dell 6epitel i o puchepeesestanpun fenotipp secevnantea |

e che partecipano. all 6omeostasi i ntestinale

@ Le celule principali: secernono acqua ed elettraiigl loro stato dimaturazionecompleto.
Mentre quiando si trovana livello delle cripte, ancora immaturppssono secernere una

soluzione isotonica di Nd@he contribuisce al mantenimento del livatboico luminale.

& Cellule mucipare o di Goblet: secernono mucireeloroazioneé particolarmente importante,
poichépermette la lubrificazione del pareti intestinale eappresenta una efficace linea di
di fesa contro | 6i nf i aausatazla divers tipidihpatogenootda und b e

eccessiva acidificazione del lume. Inoltre, € stato dimostrato che tali cellule interagiscono

direttamente con il GALT, regol ando | 6atti
loro produzione dimucoinbae al |l o st ato i nf[RBhmmatori o de
@ Cellule enteroendocrinecellule rare, che appr esent ano solo | 81%

Secernono serotonina-fbr) e altri ormoni implicati nella regolazione di motilita, sazieta,

inflammazione e risposta immunitaria, in risposta a stidiolaria natura.

@ Cellule di panethpossono essere classificate come cellule appartenenti al sistema immunitario,
poiché secernono lisozimdefensine peptidi antimicrobici (AMPs) che fanno parte degli

agenti implicati nelle reaziomnmunitarie innate avariate citochine, fra cui il TNF.

@& Ghiandole del Brunnestanziatenel duodenal di sotto della muscolaris mucosaeesentano

una forma acinosa e ramificatlaa loro secrezione e rappresentata da mucopolisaccaridi.

Una ulteriore secrezione intestie@ rappresentata dakitaldarsi delleellule epiteliali stesse
all 6i nterno delo almbneinaledotnisce tstimoliadhimici e meccanici che
incentivanotale fenomenod e n 0 mi n a t, partichlarmente osservabile nella parte piu apicale
dei villi, dovelo stress di taglio causato dal flusso € maggete cellule esprimono un grado di
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differenziament@ i ¥2 a v a n z a & implicato @aehAprooesdo di gquilibrio dinamico fra morte e
differenziamento delle cellule epitelialinoltre, i frammenti cellulari esfoliati (che andranno a
comporre buona parte dei residui fecatipntengonal loro interngenzimi ancora in grado di svolgere

la loro funzione catalitica sul contenuto intestinale.

2.2.3Differenziamente staminalitR St ft QSLIA St A2 ®

Nel | 6 i tenueogni giom@vengonadrascinate via dal flusso luminale circa 1400 cellule
epiteliali pe ogni villo (con una perdita totale giornalieraairt unita cellulari)percio, per mantenere
| 6i nt egr i t,@netessadil@a cenamctoismua sostituzione dell e
epiteliale, infatti, movameretla pris% emrapil dormgalnl
un turrrover completo che avviene in appenra §iorni, a partire dalle criptd16] [21]

Quesk, come gia accennato, sono invaginazioni della membsamh@ondo delle quali viene
creato un ambientechiamato nicchiache presenta condizioni ottimali p&x riproduzione eil
differenziamentali un piccologruppo di cellule con attivita staminale (ISCs: Intestinal Stem Cells) e
proliferativa. Per rendere sostenibile il rapido processo di rinnovamento intestinale, le cellule della
criptasono in grado di riprodursi in modo simmetrico o asimmetrico, in bisepcifica necessita.

Alloggiate nella nicchia sono state riconosciute diverse tipologie di cellule staminali, ma quelle
che hanno dimostrato tasso di replicaziongiu rapid, contribuendo maggiormente al rinnovamento
epitelialesono le Lgrepositive La loro attivita e fortemente influenzata da fattori chimici e molecolari
implicati anchenello sviluppo di altri tessutomeWnt, Notch e EGF (Epidermal Growth Factor).
Altre ISCs coabitano la nicchia con le Lggositive, come ldabelretaining cells (LRCsxhe,
replicandosi pit lentamenteppresentano una riserva del pool di stamifii} [14]

| fattori chimici che sottendono al rinnovamento epiteliale variano gradualpmeteemini di
concentr azi on e -villourisppahiadodilaymdo alidifterenzipmentacellulare che si
riscontra risalendo dal fondo delle introflessioni, dove la staminalita & massima, verso il lume, dove le

cellule sono completamente differenziégura9).
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Una piccola quantit”™ di cellule differenzi
con | a funzione di render e | laparicolaregpossbilotmyaret a |l e
cellule di Panethsecernenti peptidi antimicrobici, fdoroblasti, miofibroblasti e cellule muscolari
lisce che provvedono all 6ancoraggio del |lL@1][@2i pt a

L 6 adzibne delle ISCs puo essere modulata anchestalliodi nt egr it~ del | 6e
in caso di un danno tissutaépossibile che la popolazione di Lgpbsitive si esaurisca. Tale evento
porta alla dediffererenziazione didz er se ti pol ogi e di cellule ac
richiesta di turrover epiteliale Persino la dieta e alcuni fattori rilasciati dalla comunita microbica
intestinal e, come evidenziato da r ecs@msichesulst ud

processo di riparazione della muc@Bagura9B). [23]

Source Ligand secreted/  Active during  Active during
= pathway activated homeostasis  injury/repair
IR s m B wnt v v

goblet ce Notch
E uft cell : Paneth cells
G TAcell i L BMP inhibitor
G el Y&,
) Pt el Myofibroblasts J J
- Lgrs* CBC cel Whnts
gt b R-spondins / ,
Telocytes
Lactate
MOP v v
Microbiota Lactate only
Lipids “
1L-22
lmmune cells /
TGF-f1
(/ :‘(
GDNF
u\u EphB  EGF 15dPGJ2 J

Neuronal cellx

Figura 9 (A) Schema del l-dialsbke €ridet & e diverse ¢c¢
intestinale. Lungo tale asse diverse molecole di segnale, come fattdi crescita e citochine
presentano specifici gradienti di concentrazionesausando il diverso grado di differenziazione del
cellule. (B) Le diverse cellule epitelialipossonoattivare diverse vie metaboliche che regolar
 6atti vit ™ inmeaaniend di @paraziore intestinali, a seconda della necessita.
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2.3 Patologie del sistendigerente

Léapparato digerente pu, esser e, ace®pogsonb o d-
risultare invalidanti i difficile trattamentoa causa della complessa interazione dei componenti del
tratto gastroentericétrategie di intervento possono prevedere sia un cambiamento dello stile di vita
e del |l 6ali ment azisahéadslung o gigiredotti nellatmadgipaaze dei
casi, per via oralen virtu dela maggiore semplicita di somministraziohac apaci t © del | 6
di ogni individuo di assorbire queste molecole terapeutiche, tuttavia, &€ soggetta a grande variabilita,

che rischia di influenzare negativament | 6 e f f,et tt o c a h t edslla éued, dddirttiaa; | a

causando una rispostestemicaavversaln caso di una alterazione funziondle | | 6 appar at o
(e in particolar modo dell 8i nt estiorenel)prevedered t at
comportament o del | 6or g @agchésvengond pertunbati pgramstri colaea i f

farmacocinetica e la farmacodinamica del composto somminigi2d{o.

® IBS:lalBS( I rri tabl e Bowel Syndr ome edesaittagoine mme ©
disordine intestinale funzionale (FBDFunctional Bowel Disesases Ha wundal ta p
media, che si attesta attornoal 16% | | a popol azi one mondi al e,
in base alla popolazione studiata. La gravita e la tipologia di sinpm®$ono variare
enormemente fra gli individui che ne sono affettn manifestazioni che vanno da leggeri
squilibri gastrointestinala disagi come gonfiore, dolore addominale e nausearado di
minarefortemente la qualita di vita del pazientdla IBS sono associati anche sintomi di
natura psichiatrica, come ansia e depressione, ai quali possono aggiungersi comorbidita come
fatica cronica, gonfiore, intolleranze nutrizionali ed emicrdraadiagnosi stessa di IBS si basa
esclusivamente sulla simt@tologia, poiché i disturbi causati dalla patologia non sono associati
a biomarcator.i chi mici o strutturaldi regi
permette, inoltre, di effettuare una distinzione fra diverse categorie di IBSC [B8stipait/a),
IBS-D (diarroica), IBSM (con sintomi misti fra C e D)Le cause scatenanti della sindrome
non sono ancora chiare a causa della sua multifattorialita, tuttavia, alcune dei fattori di rischio
preponderant i sono: i seefenaminile chee @ ha@giomekntey i d L
affetta), |1 6et”™ (Il 6incidenza  maggiore al
del soggetto, di precedenti infezioni a carico del tratto gastrointestinale di origine batterica o
virale. Alcune condizionin concomitanza delle quali é stata osservata una maggiore possibilita
di insorgenza di IBS sono: una mancata regolazione del SNE, uno stato disbiotico e

undaumentata per me2bHd46]l i t© i ntestinale. [ 26

20



@ IBD: la IBD (Inflammatory Bowel Disease tratta di una condizione infiammatoria cronica

idiopatica, che puo provocare gravi danni al tratto gastrointestinaiaccandone la
funzionalita a lungo terminepersino le proprieta meccaniche, causando un immeidio della
mucosa[27]

Come nel caso della IBS, le sauscatenanti non sono note, ma alcuni fattori ambientali
(e lo stile di vita in generale) sembrano rivestire un peso maggiore rispetto quelli di natura
genetica, sulla sua insorgenza. LO6I BD af fl |
prevakntemente localizzati nelle zone industrializzate, sono in continuo aumento,
rappresentando un grave problema di carattere sanitario ed economico. Le strategie
terapeutiche pi* utilizzate sfruttano | 6azi
ma questi trattamenti non si rivelano efficaci nella totalita dei casi e, se non si verifica una
remi ssione della patologia, pu, essere nec:e¢
pratica che porta i nevi t atodifarmacretndrierdi eistacoamp e r
la qualita della vita del pazien{d.6]

L6 BD classificata i n base al tratt
dal | 6i nfi ammazi one, 1dcaradve Cdaltis)l chetriecopra InZ@s deis a
casi, 0o Morbo di Crohn CDCr ohnés Di sease) regi st fffatit o ne
da IBD.

Nella UC, lo stato infammatorio € limitato al colon, dove si regista una maggiore
attivazione immunitaria e una diminuita capacita di riassorbire i liquidi. Gli effetti della UC
possono essere: perdita di peso, dolori addominali, vomiored e costipazione. Nella
maggior parte dei casi, tale patologia si presenta con periodi di acutizzazione dei sintomi
alternati ad altri di quiescenza.

Il CD interessa il tratto intestinale nella sua interezza. Rispetto alla UC, la cui incidenza
massina si attesta fra i 25 e i 35 anni, quella del CD si presenta precocemente: tra 15 e 25 anni.
Lé6area maggiormente colpita | 6ileo termir
entrambe aree fortemente colonizzate dalla flora batterica mekstiA causa della vasta
superficie mucosa affetta, il CD € associato ad un alto rischio (da due a sei volte maggiore
rispetto ai soggetti sani) di sviluppare vari tipi di forme tumorali come il cancro al colon retto
(CCR).[24][16] [28]

In entrambe le forme di IBD pu0 essere riscontrata una disfunzione delle cellule
appartenenti al sistema immunitario. In particolare, le cellule detRdmanno mostrato un
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aumentato grado di proliferazione a livello del colon, dove normalmente non sono espresse,
rilasciando pepti di antimicrobici all 6i nt
| 6espressione del |l e c e brtintlake tratko del Remueedando Is i
possibilita ad agenti patogeni di proliferare e intaccare la muf@sja.

Il legame fra IBD e microbiota & ancora in fase di ricerca, ma ci sono evidenze di un
certo grado di crostlk fra comunita batterica commensale e ospite, che puo essere causa di
un metabolismo alterato di peptidi, acidi grassi e vitamineyaitlo, di conseguenza, la
risposta del GALT e incentivando il rilascio di fattori neoplastj2]

1BD ‘

cD uc
In ileal CD: Thinner,
a-defensin Reduced Mucus layer less
expression continuous
In colonic CD:
AMP-induction
(B-defensins, Reduced Mucin sulfation Reduced
LL-37, SLPI,
elafin)
Autophagy Defective Phosphatidylcholine| g 4 ceq

content of mucus

Diminished mucosal protection

Increased bacterial adhesion/invasion

Inflammation

Figura 10 Effetti dell'lBD sulla mucosa intestinale separati per le due forme: UC (colil
ulcerosa) e CD (Morbodi Crohn).

Cancro al colon rett@CCR): il cancro al colon retto € una neoplasia caratterizzataGbeuata
incidenza, in quanto si attesta colagerza forma tumoralgiu diagnosticatacon un 6,1% dei
casi tumorali totalisian e | | qneleunaaso erecedutsolodal cancro al polmone e quello
prostatico) chenella donngcon al primo posto nuovamente il cancro polmoyseguito dal
tumore al senp mentreraggiungela seconda posizione in termini di mortal{2%). Tale
percentuale lo portanoltre,ad essere la seconda causa di morte legasa@asia nel mondo.

Nel 2020 sono stati riscontrati 1,9 milioni di casi globali, con 935000 decessi, andando
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a segnhare un aumento consistente rispetto agli anni precedenti, soprattuto nei paesi piu
industrializzati e caratterizzati da un alto HDI (Human Development Index). Alla luce di questi
dati =~ stato stimato che, entmemodelb0%2cOr2®, | ¢
milioni di nuovi casi annui, dei quali 1,1 milioni porteranno i pazienti al decesso.

| fattori scatenanti del CCR sono molteplici e di varia natura, ma i meccanismi sottesi
alla patogenesi non sono, attualmente, del tutto comphdsiini dei fattori di rischio

ambientali indicati dalle linee guida sono: un elevato consumo di bevande alcoliche, il fumo di

sigarett a, |l a sedentariet? | 6obesit” e i
strettamente legato a quello rigdaa nt e | 6adeguatezza dell e
popolazione.

Il microbiota sembra essere direttamente implicato, attraverso la gestione degli acidi
biliari, nell 6insorgenza di CCR. l nol tre,
rilasciarecitochine, batteriocine e altre molecole di segnale che provocano infammazioni,
reazioni autoimmuni e danni genetici alle cellule epiteliali.

| trattamenti piu sfruttati per la cura del CCR sono la resezione della massa tumorale
(quando possibile e in assenza di metastasi evidenti), la cura chemioterapica o una
combinazi one del | eatodasse .di nidalitay rlaa pragnosl miglibra v
enormemente se la forma tumorale e rilevata e trattata nei suoi primi stadi di sviluppo. Per tale
motivo si rivela particolarmente importate sviluppare tecniche di screening rapide e poco

invasive per effettuara diagnosi con controlli rutinarif29] [30] [31]

World
35

Oceania Africa

< Notes
. Latin America and

Europe the Caribbean

Asia Northem America

FigurallDa't i rioguardant.i | 6i nci denza e loapeneatrambi
i sessi, raccolti nel 2020.
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@ SIBO: Per SIBO (Small Intestinal Bacterial Overgrowth) istende una condizione

caratterizzata dall daumento dell a concentr
causa della colonizzazione di organismi provenienti dal colon. Normalpresitéenue la
comunita batterica presenta una concentrazioper "Of# &CFU: Colory Forming Unis),

ma quando questo valore raggiunget™ "OM ¢& & possibile diagnosticare lo stato di
proliferazione incontrollatae@hominato, appunt&IBO.[32]

Le conseguenze di tale condizione possono manifestarsi come gonfiore, dolore addominale e
diarrea, ma ad esse possono associarsi anche gravi deficienze nutrizionali dovute al
malassorbimento di alcune vitamine (come B12, A, D ed E) e minerali come c#dcio,da

Cui carenza puo causare, rispettivamente danni ossei e anemia. Oltre alla quantita, anche la
ti pologia di batteri all édinterno del tenue,
flora maggiormente popolata da speci anaerobickeeafgntemente Gramegative[32] [33]

Il SIBO € associato a CD, in cui si presenta nel 45,2% dei casi e, piu raramente, a UC
con umd&inrca del 17, 8% dei <casi . Pu,, inoltr
IBS o in caso di alcuni trattamenti antibiotid4]

Il metodo piu sfruttato per diagnosticare il SIBO € il breath test al lattulosio e idrogeno
metano: un esame che si distingue per la bassa invasivita e la facilita di ufilitaeia, pud
essere effettuata anche una analisi del campione fecale tramite il sequenziamento 16S rRNA

per meglio caratterizzare le speci microbiche presidj.

@ Leaky gut syndromesi tratta di una patologia ancomolto discussa, che si presenta spesso in

concomitanzali altre morbiditasialegate alla fisiologia del tratto gastrointestinete extra
entericheQuesta condi zione ~ caratter i gekaonase dal
le molecole in grado di oltrepassarlo per essere assorbite rendendo, cosi, la, mucosa
maggiormente penetrabile da parte di sostanze quali cibo non digerito, tossine e microrganismi,
che passano nel sangue. Cio é causato da un allentamento (minore esressgragazione)
del l e giunzioni serrate fra |e cellule epit
e strettament@ssociata adn certogrado di inflammazione cronica e ad uno stato disbiotico,

ma allergie ealtri stimoli stressogeni (pbabilmente agenti sul SNE) possono aggravare la

condizione[35]
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Si mani festa spesso in concomitanza di
antinfammatori come gli NSAIDs (NeSteroidal Antiinflammabry Drugs) e nella quasi
totalita dei casi di sindrome celiachia (o sindrome celiaca): una malattia autoimmune che si
presenta con | 6assunzione di guantit”™ anch
intestinale con un evidente appiattimentoudd e, eventualmente, la morte degli enterociti.

Oltre a sintomi di natura gastroenterica, la permeabilita intestinale € stata associata
anche ad autismo, sindrome da affaticamento cronico, artrite reumatoide, sclerosi multipla e
fibromialgia, anchese ulteriori studi sono necessari per accertare il legame con queste

manifestazioni invalidant{.7] [35]

Per | 6anal i si dell a permeabilit?@ i ntest
come | Ooutilizzo di sonde mol ecol ari (spess
| 6assorbimento intestinale. I n arsettecmichea t i v .

endoscopiche, ma il dosaggio sierico o plasmatico di zonulina (la cui presenza é associata ad
un disassemblaggio delle giunzioni fra cellule epiteliali), sembra essere uno dei piu affidabili

marcatori di aumentata permeabiltg7] [36]

Loss of Mucosal Immune Homeostasis

Chronic Inflammation-Allergy

Normal/physiologically Minor barrier defect Increased Massive dietary and

controlled permeability dietary/microbial Ag influx  permeability microbial antigen influx

Mucosal Tolerance

Homeostasis % Break of Tolerance
Anergy @ Apoptosis resistant T cells
@ Tissue damage
Chronic inflammation
'@ regulatory defect Allergy
b i | Proinflammatory

Allergic cytokines

Figura 12 Ciclo inflammatorio che porta alla permeabilita della mucosa
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2.4 Modelli di assorbimento intestinale

Gl i stati patol ogi ci sopr a ri portatsta pos
del | 6organi smo alla somministrazione di far ma
I nfatti, | 6al teratidtempe tldd@il bfai gpremanxeiadnd i t|I"a deil
| 6assotti gl i ame n tassiendeealvariaziors di pH votumeddi fluichouseonezioni
enzimatichee della motilita luminaleandranno necessariamente a modulare la biodisponibilita dei

composti ingeriti in modo non sempre prevedib{24]

Celiac disease

v
Microbial dysbiosis { A /l
Medicines o ¢ 4
2\ 4
o NN
)
( |
Aphys:ology — |
I\ - \
\ ;’ \ R [\ \
L | 8y | N \
)/ | & \ O\
70 YN
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Figura 13 Schemache illustra il legame fra patologie gastrointestinaliel a di f f er enz a
intestinale de farmaci che esse possono causare, rispetto allo stato fisiologico.

Un ulteriore fattore di variabilita riguarda le differenze fisiologiche rilevabili fra soggetti
diversi (intersoggetto) a causaltie caratteristiche genetieee delleinfluenze ambientak quelle che
possono essere riscontrate n e-sofgétm) ig amoniestimo  d e
condizionidistinti. Per questi motivinel periodo di studio prelinico di nuovi farmacideve essere
presa in considerazione una grande quantitasligpecifici, allo scopo di rendere la terapia sicura ed
efficace per la percentuale piu ampia possibile di pazieatsfida della medicinan questo campo e,
percio, quella dsviluppareterapie personalizzateadattabilin base alle caratteristielviologichedel
pazientee alle sue specifiche necessita.

Sono state sviluppatéiverse strategiegper rendere piu efficace la somministraziome
| 6assor bi ment o deenichefdiadugletiveryperasitt draleaQuestesnahe mirano

a soddsfareprincipalmentauno o piu detre seguentbbiettivi:
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@ 1 trattamento di disturbi locali gastroenterici, senza la necessita che il principio entri

nel circolo sistemico.

@11 trasporto del principi o eptdligpergostirenre | c i
effetto anche a livello di organi e tessuti exdrderici.

@ Aumentare |l a solubilit” di altri far maci

| fattori da considerare e modulare per sortire gli effetti desiderati, ajtrelkgia citatj sono:
la concentrazione del farmaco, la sua solubilitd in acqua, la sua lipofilicita (fattore che influenza
particolarmente il passaggio attraveikaoppio strato fosfolipidico della membranalo stato di
ionizzazione del compostailenetodo di incapsulament{f]

In medicina sono documentati casi di utilizzo di nanoparticelle per una maggiore efficienza di
delivery e assorbimento. Sono stati utilizzati rivestimenti in polimeri con un tasso di degradazione
temporizzato in base al periodo medio di transito lungatti yastrico, intestinale e colonico (benché
| 6 e st e ngsestiperiedi tadnporalirisenta particolarmente della variabilita biologica e delle
abitudini dietetiche).

Altre strategie prevedono un coating in polisac¢ah struttura non amidacea (simile a quella
delle fibre alimentariscomposte nel colon dal microbiota anaerobico che vi risiede) che verra digerito
preferenzialmente nella parte distale del crasso, rilasciando localmente il farmaco terapaattm.
tipo di materiali, essendo di origine naturale dimostrato una bassa tossicita e un range molto ampio
di pesi mol ecol ar i f r a c specifisadnelgel & pessileile sfruttare & a s e
caratteristiche di acidita locale specificad v ar i tratt.i del | 6apparato
controllato del farmaco in un definito intervallo tempor{®é [37]

Lo studiodel | 6 i n ei precessiin atto nel sistema Gdi Assorbimento, Distribuzione,
Metabolismo ed Eliminazione ( spesso raggruppati delleerholeéolecr on
somministrate (siano esse di natalienentare o farmacologigaichiede metodi e strumenti predittivi
rapidi, affidabili e poco costosi che possono essere individaatiodelliin vitro, exvivoein vivosu
animali. Solo dopo una validazione attraverso di @sgiossibile passare alla sperimentazione
sul | 0[8p mo .

Nel | 6 a mhmbdellb intestealiin vivo e stato dimostrato come alcuni processi di
assorbimentoad esempio quelo di f fusi vo, possono essere fed
modelli animali,mentrealtri non risultano altrettanto accuratina famiglia di enzimi digestive
deput ati al | a det oocsesqueflai dei &¥Hcitoorano)dliecli Ifabno payta siai s m
elementiinducibili, che costitutivi.Diverse isoforme sono particolarmenteresgps s e al | 61 nt
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lumeintestinalg in particolare sulla superficie apicale degli enterociti matuuttavia, Eabbondanza
la distribuzione lungo il tratto gastroenterieda selettivita dei substrathegli enzimidel CYPsono
in grado di legarepresentao differenzeinterspecienon trascurabil (Figura 14). Per ovviare alla
discrepanza sono stati sviluppati modelli murini geneticamente moddmatio scopo di escludere

al cuni geni responsabildi d el | Odeeslplroéeisnsti eosntei ndoi
Meccanismi compensatori da partd deé or gani smo del | 6ani mal e, per
nell 6interpretal8.one dei dat. raccol ti
Cyp2c6
Cyp2d1  (1.5%)
(12.3%) Cyp2d15

(61%)
Cyp3a Cyp3ai2
(25.1%) (~70-90%)
Han Wistar rat, male (n=3) Beagle dog (n=35)
CYP2C9
s L (12%) CYP2C19
Cyp3as g Cypafi1 (1.4%)
(25%) (1.9%) CYP2D6

(0.7%)

Cypania CYP2J2

(10%)

(1.3%)
cz";‘:”/“ Sypala CYP3A4/5
( ‘) Cyp2j2 Cyp2c°9l19 (2-1°/0) (84'/0) CYP1A2 not shown.
(8.5%) (8.7%) detected in n=3
Cyp2d17/44
(0.2%)
Cynomolgus Monkey (n=35) Human (n=31)

Figura 14 Differenti isoforme di CYP450 espresse nell'intestintenue di diverse specie animali(ratto,
cane, scimmia)e nell'uomo.

La maggior parte dei modeléx vivq sfrutta o strumentadenominatoUssing Chamber
ideab gia nel 1951 per lo studio del trasporto ionico transepiteliare in campioni di pelle di rana.
Successivamente il sistema e stato riadattato da diversi gruppi di ricerca per la valutazione della
permeabilita della mucosa intestinaldeda sua capacita diiasporto, sia attivo che passidbalcune
molecoledi interesse[39]

Per | 6util i zzo (Hgulal5aé nétessarimneffettuane ana bi@psia del tratto

enterico del quale si vogliono esplorare le peculiarita. I campione ,v@ie aperto tramite
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sezionamentp er ottenere una superficie piana e Vvie
compartimeti che rappresentano il lato apicale e basolaterale.

Oltre alla cinetica di assorbimento di farmaci e molecole di origine alimergtraverso
questo metod@ stata studiatéa relazione fral mi cr obi ota e | 6integrit
prelevando campioni di mucosa colonigauring successivamentposti in incubazione coril
campione microbicoSonq inoltre, stati esplorati gli effetti di infezioni batteriche causate da diversi
patogenie | e possi bili opzioni terapeutiche medi a
probiotici efficaci.

¥

AF 2 .“ :
{
/ === 1], Etectrial current
= — Aot e it Apical compartiment
Ussing chamber or (i.e. lumen side)
INTESTine™ Z )
ermeability model M I55U¢ (0.E. ox vivo
/ 3 . & UL nva‘??-_ porcine intestinal tissue

Mucosal tissue
fragment

Basolateral compartment
(i.e. blood side)

Intestine :
: Syringe ot
H areation tu

Areation tube H

= Cufture media

— Culture media

\ A= GIT fragment . P g

Everted intestinal model

Figura 15Ut i | i zzo di tessuto

prel evat o daiviv@attraverso
| 6uti lliaz s sdelg c hamber inad maed. |

| 6 Everted intes

La semplicita della ussing chamber permatidouon grado di personalizzazigme base alle
necessitaper alloggiare tessuti di variéngensionj tuttavia,uno svantaggio € dattalla difficolta di
preparazione del campiond. | tessut o, infatti, dopo | 6as
nell 6i ncubatore senza un eccessivo ritardo, 0
stesso. Inoltre, € necessario rimuovere gli strati di sierosa e quello muscolare al di sotto della mucosa
come e stato effettuato in studi su campioni polsinccessivamente sottopaaita misurazione degli
effetti di una infezione indotta del parasiscaris suum Dopo un periodo dsole3 oreal | 6i nt er
del dispositival tessuto comincia a mostrare effetti di degrado e perdita di vitalita cell[48i¢41]

Un adattamento della Ussing chamber e stato svilugladitoazienda TNO e commercializzatagb
nome: i n T(EJBIE 150 @uesto sistema high throughput a 24 pozzetti, sfrutta segmenti

intestinali di maiale come cgioni ed e statac r eat o ad hoc per | 6espl
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intestinale Inizialmente sfruttato per indagare il metabolismo degli S@Fsucessivamente, stato
impiegato per una grande varieta di altri studi nel campo del funzionamento entepadicolare,
anche grazie alla presenzautio strato di muco e del microbiotan T E S TdemmettE di valutare
accuratamenteprocessi di assorbimento e metabolismo delle sostanze somminsitrata fornire
dati predittivi sulleinterazioni farmacdarmaco o farmaceccipiente riuscendo a differenziare la

funzionalita di ogni specifico tratto intestinalgl2] [40]

Un ul teriore modell o, sfruttato redihtestinaln pc
ringo. E sGiomnperresvieodnee |d e | t e sis unttesreno di todwsatliquida | e
ossigenato. Viene, quindi ni et t ato all 6interno del l ume | a

val ut are | 6as s or iidistagud per.lasu@semsplitita e parda capdcda di replicare
il comportamento intestinale osservatovivo. Tuttavia, la mancata asportazione di lamina propria e
muscolaris mucosae rende tale modello inefficace nella corretta descrizione dei smeicchni
assorbimentooltre a offrire un intervallo molto breve per effettuare i test, dopo il quale itbgsstde
|l a propria vitalit”™ e.[# tinenza con | 6organi s
I modelli intestinaliin vitro sonoi piu diffusi prestandosi a@pplicazioni molteplici In
particolare vergonosfruttat per studidei processiADNE, con | 6 obi eladcomplessitad i r
funzionaledella mucosa intestinale.
Per ottenere un modello attendibile, tuttavia, sono necessarie alcune accortezze nella
conservazionee nellamanipolazione delleellule e nella scelta dei supporti approprider la
generazione din modellodi laboratorio n gr ado di r a p gieleneetiressenzied | 0 i

da riprodurrgriassunti inFigural6 e quantificati nella abellal) sona

La presenza di tutti i fenotipi cellulari che popolano ogni stlatta mucosa intestingle

cosi dasimularein modo ottimale le interaziomeciproche che intercorrono fdaesse e con

| 6ambi ente circostant e, tramite segnal. fi
cellule in coltura deve permanere invariato per tutto il periodo dello stUdia.possibile
opzione offerta dai modelin vitro e quella di s\tuppare cecolture con cellule appartenenti
anche a linee cellulari differenti per ottenere una descrizione piu accurata dei fenomeni
fisiologici che hanno luogo a livello intestinale.

Lo studio dell 6assorbimento di far maci
alle possibili interazioni che possono avveniremiaecole cesomministraterichiede che le
cellule in coltura raggiungano piu rapidamente possibile uno staliff eienziamentideale
in modo daottimizzarele tempistiche delle sperimentazioovendo testare una grande

guantita di molecolen campo industrialg n c he | 6 ut |cbmezeagentkiterreni s 0 r s
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di coltura e i fattori di crescita, deve esdere mi t at o i | pi % pcorgesereb i | e

i costi. Tali risultati possono essere ottenuti con metodi di coltura accuratamente dsidiati.

@ Loat ti v itdlkchedvviene fraoepitelio, sistema immunitazimicrobiota intestinale,

la cui funzione modulatoria nei confronti della biochimicd el | 6 ambi ent e [
(soprattutto per quanto riguarda il tratto del colon) si & dimostrata alla base di diversi processi

inflammatori e di alterato assorbimen{6] [27]

@ La formazione un substrato morfologicamente simile a quello intestinale, con la presenza di

villi (con altezze piu simili possibili a quelle fisiologiche di-@,5m e una densita di 4D

unita pero & ), cripte e nicchisuiquai coltivare il materiale cellularé.a ECM (Extracellular
Matrix), di cui la lamina propria € il componente preponderantgire, deve rispettare la
composizione chimica e il comportamento meccansntraton vivo.

E stato dimostrato che&ome le concentrazioni di specifici fattori di crescita e molecole di
segnalel ungo | 6-milk,s ariano ramclpet la caratteristichegella ECM. Essa e
principal mente composta di fi br on eelementa a
presenta una distribuzione costante in tutta la ECGMamininainvece si presenta in quantita
maggi ore nel suo sot t peleicrptesond maggiormeyte espriss v i |
sott ot i eldfibrahdctina ricoBe un ruolo predominarfis]

Queste differenze portano necessariamenttisparita evidentnel comportamento
meccanico delle diverse zone della mucosa e tale aspetto sembra essere un fattore guida per I
modulazione della staminalitddéferenziamentepiteliale.

Lo studio delle caratteristichmeccanichalella mucosa risulta difficoltosm vivo a
causa delle Ilimitazioni tecniche r,menteontr :
procedure di i mEegguanty nodnasiee, sbnd MRylado di individuare
solamente alterazioni macroscopiche nel tessuto.

Percio le misurazioni vengono effettuate preferibilmeaxteivo, malgrado la difficolta nella
manipolazione e nel testing di campionpiticole dimensioni (sottd centimetro) attraverso
attrezzature ordinari¢27]

In alcuni studi e stato quantificato il modulo di Young (rigidezza) della mucosa,
rilevando un valore che va da 0,5+1 kPa fino a 2,9 kPa in individui sani, ma che si rivela
nettamente maggiore, fino a 16 kirmpazienti affetti da IBD. Non & ancora chiarogsesto
incremento sia dovuto alle formazioni fibr

modul o di Young sia uno dei fattori che pr.
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Sono state noltre, messe in evidenza una maggiore espressione di collagene nei casi di
irrigidimento mucosale e una scarsa capacita traslazionale da modelli arlimaldai o mo .
Rispetto a quella umana la mucosa intestinale murina risulta nativamente piu rigida, mentre
quella suinapur riproducendo piu efficacemente le caratteristiche desiderate, non mostra una
fedele risposta alle modifiche indotte da patologie infiammatorie. Cio rivela come siano
necessari modellin vitro con substrati meccanicamente accurati, intigaare per

| 6espl orazione degl[i6][43t ati al ter at. del tr

@ Per simulare il flusso presente nel lume e che & causa di uno stress di taglio apitdeo
dellecelluleenecessari o | 6utilizzo di un si st ema
Lo stress di taglio misurato sulle panetestinal, causato délusso luminale si attesta attorno

a ~ 0,002+0,08 w § ®a (0,0002+0,08 Pg. Questi valori, tuttaviasono soggetti ad una
grande variabilita a causa di fattori come lo stato nutrizionale, la modulazione del SNE e la
viscosii del fluidoa | | 6 i nt e rinfase posplandiblelimef | usso a variavell
da0,73 a & qta "Qémentre nel digiuno puo raggiungere i 2% & "Q&ipendentemente dal
contenuto del past@ononde pressorie che oscillano fra 2@4&mmHg (2,7+3,2kPa]16]

[27] [44] [45]

Gli spostamentili fluido causati dalle contrazioni dei fasci mioentekacigitudinali e
circonferenziali tuttavia,non sono continui, mhanno un andamento pulsatile pattern di
contrazione & complesso e non ancora totalmente compm@éacausain ulteriore aumento
della complessita del modello, in cui si alternano fasi di flusso laminare e turbé&jto.

Per riprodurre tale aspettorsii vel a necessario | 6utilizz
coltura che rispettino anche le caratteristiche di flessibilita e deformabilita della lamina;propria
mansione per la quale la maggior parte dei substrati rigidi comunemente utilizzatdeatha.
Léattivit?’ di , paeatterizzataadh 320 ohde parigidltichg al enapto,
essere simulata attr awefarnsamne lalésappoptd deltaadtiurao n e
cellulare del 810% con una frequenza di 0,15H2urante i periodi di digiuno le contrazioni
della paretetuttavia,si rivelanomaggiormenteliscontinue e raggiungono un piatiantensita
in corrispondenzdellafase Il el MMC (migrating motor complexeqR7] [46]
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Molti materiali sono stati testati allacerca di un risultato soddisfacente, che
promuovesse la vitalitdl, differenziamentce laproliferazione cellulare. Fra eggiletteratura
sono annoverati supporti di origine naturale in collageNmtigel e altri di natura artificiale
(come il PEG)Questi ultimi si sono rivelaiu versatilie maggiormente controllabili nelle
proprieta meccaniche e chimifisiche avendo una struttura ben definieuttavia, offrono
anche una scarsa bioattivita e capacita di adesione alle cellule, oltre a nejpesda maggior
parte, biodegradabili. Nuovi studi si sono, qujnavolti verso hydrogel semsintetici o
bioibridi. [16]

MoTILITY

Figura 16 (A) schemadei fattori fisico/morfologici (architettura 3D, movimenti di segmentazioe, flussg
e biochimici (fattori di crescita, citochine) che influenzano lacorretta riproduzione in vitro delle
caratteristiche intestinali.(B)s c hema a bl occhi dell a model {cdtwa
su scafféd in biomateriale cher i pr oponga | e caratteristich
fisiologico, al quale dovra essere aggiunto il supportdi stimoli dinamici prodotti da un bioreattore.

Tabella 1: Parametri di rigidezza, stress di taglio, deformazione e altezza e densita
villi, in condizioni fisiologiche dell'intestino.

Stiffness Shear stress Strain Villi

0.5-1 kPa 0.0002-0.008 Pa 8-10% at 0.15Hz Density: 10-40 mm?;
Height: 0.5-1 mm
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2.5 Cellule Cac@

I modelli rappresentano i modelh vitro piu semplici e utilizzatper la loro facilita di coltura
e conservazion®ltre che per il costo contenut®ossono essere sfruttate diverse limgaortalizzate
o di origine cancerosa, malgrado presentino alcuni difetti che hanno spinto alcuni studiosi a preferire
modelli basati su cellule primarie 0 iPSCs (induced pluripotent stem cells).

Ne | | 6 adeilbmdelliccellulari legati al sistema enterice, $orgenti dalle quali & possibile
recuperare le cellule possono essere molteplici e vengono selezionate in base alle disponibilita e
all 6obi ett i(Fgwald.el | o studio

Dall 6intestino  possibile isolare cellule
oppure cellule primarie adulte e differenziate. Da tumori intestinali €, invece, posaduiteliere
cellule che, grazie alle loro particolari caratteristiche di auto rinnovamento e continua replicazione,
possono essere mantenute in vita anche per anni in linee cellulari continue. Un metodo alternativo per
ottenere qguest 6, particdlamentetpocp costaa, € quelld di sottoporre le cellule
intestinali primarie ad un processo di immortalizzazione, attraverso una mutazione genica di natura
oncogena.

Una vota ottenute |l e cellule  possibile s
di un cocktail di fattori di crescita, nutrienti e antibiotici, sul supporto selezioohopuo essere 2D
(tipicamente piastre o Transwell) o 3D, per effettuare le indagini desiderate. Diverse linee cellulari

possono essepostein co-coltura per ottenere unodello piu complesso e dettagliaii2]

’ s,
%s,:”ho
" y %, (3
" 2
3D Enteroids

Intestine Primary cells g
27 —
o 0 — | \ /
s ‘ Cell culture inserts Co-culture models
Tumor Continuous cell lines
Other epithelial cells types
Immune cells
ENS cells
Endothelial cells
Figura 17 Diversi metodi per ottenere colturein vitro. Dall 6intestino possonc
pri mar.i . Da queste ulti me possibile ricavare

un processo di moralizzazione per divenire linee cellulari continue. Nei suppomit avanzati di coltura €
possibile aggiungere diversi componenti fisiologici aggiuntivi come cellule epiteliali, immunitarie, nervos

endoteliali.

La linea cellulare Cac@ rappresenta il gold standard sfruttato datleggiori aziende

farmaceutiche nell o st u,dilwellontedimhieuntano,dianoletad | 6 a ¢
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terapeutiche e alimentarsi tratta di una linea cellulare derivante da cellule epiteliali umane di
adenocarcinoma del colon retieolatedai tessuti di un uomo di 72 anaisviluppata nel 1975 da
Jorgen Fogh allo Sloalkettering Institute for Cancer Researpti] [48]

La caratteristica chbareso questo modello cosi popolare nei laboratori & la capacita di tal
cellule di differenziarsi e raggiungere la confluenza spontaneajentadizionistandardli coltura.
Malgrado la loro origine coloni¢de cellule Cace2 sono in grado di assumere un fenotipo tipico
del | 6epitelio caratteristico dell dédintestino t
differenza morfologica éunzionale fra lato apicale e basolaterale) completo di giunzioni strette fra
cellule adiacenti, trasportatori, enzimio r mal ment e espr essi sul l 6or | e
sucrasiisomaltasi) e micnalli delle stesse dimensioni di quelli osseiatvivo.

Il differenziamentodelle cellule Cac@ inizia una volta che la coltura ha raggiunto la
confluenza, dopo circa 7 giorni dall a semina
acquisizione del fenotipo desideratthe riprende le caratteristiche salienti degli enteroti.
somiglianza morfologicdunzionale con le cellule epiteliali umane del tenue aumenta con tempi di
coltura piu prolunganti. Inoltre, un numero maggiore di passaggi della coltura porteraesiansel
delle cellule in grado di crescere piu velocemente e che formeranno un mogolaggunzioni piu

solide e una differente espressione di trasportatori transcel[6ldi.7]

2.5.1 Condizioni diatura standard

A causa di fattori che possono provocare differenze importanti fra colture di-2dcattate
con procedure non esattamente sovrapponibili in termini di tempistiche e sostanze utilizzate nei terreni
di colturg i risultati ottenuti con il loro impgo da diversi laboratopotrebbero dimostrarsi
discordanti Si rivela, percio, necessaria ym&cisastandardizzazionéel trattamentalella coltura

Un possibile protocollo e stato delineato in diversi studi e prevede la semina delle cellule in un
medium standard ont enent e DMEM (Dul beccods Modified I
sono seminate a concentrazioni specifieh@ntenute ad una temperatur@diC in atmosfera al 5%
di CO2 eumiditarelativa del 90%Tali condizioni ambientali devono essere mantenute costanti per
tutto | colurac oaldledilmt er no di un i ncubatore

Per valutae la vitalitainiziale delle cellule Cace, laprocedurgrevede la semina su piastre
Petri di 9,20 & di area con una densitagip T Q& ficddt Mopo un periodo di coltura di 24 ore

puod gia essereaggiuntg eventualmente, ugomposto di interess@el quale si vuole valutare
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Il 6i nf | uen z altegand cheaiene kadciataiith iecubazione per 2 ore. Infine, per verificare
la quantita di cellule vitali viene effettuata una ulterioreubazione con 0,4% dirypan blue per 5

minuti, che permettera di procedere con la conta attraverso una ispezione in micr¢4cppia.

2.5.2 Transwell

Uno dei supporti piu sfruttati per la coltudzlle cellule Cace & il TranswelP(Figura18).
Questo dispositivo si e rivelgtim una grande quantita di studi, la sotus piu efficace, immediata e
dal costo minore per effettuare studi di permeabilita e assorbimento intestinédle. La struttura
del Transwef? permette la semina delle cellulsig di quelle ancoraggio dipendenti che di quelle
ancoraggieindipendenfisul | a membr ana porosa di un inserto
all 6interno del pozzetto s e ahesimileranno idaloeapiogle mp a
superiore denominato donatoréche rappresenta il lumey quello basolateralenferiore, detto

ricevente(che prende il posto dei capillari sanguigni).
" "';3&

--

T ..; s

B

Transwell insert

Apical chamber

Permeable
membrane

Basolateral chamber

Figura 18(A) Multipiastra che ospita diversi Transwell con inserti rimovibili. (B) Schema di un singol
Transwell dove é mostrata la camera apicale e quella basolaterale separate dalla membrana perme
popolata dalle cellule in coltura.
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Con gquesta configurazione sara possibiteedere ad entrambi i compartimenti con facilita,
permettendo ai ricercatori dtudiare il comportamento del monolayerisposta ai camposti in fase
di analisi.

La comune pratica di utilizzo del Transwitirevede, inizialmente, il riempimentoig®zzetti
dela piastranultiwell con il medium Successivamentsono applicati gli inserg vengono addizionati
il medium e le cellule nelampartimento apical®er migliorare la capacita di ancoraggio delle cellule,
prima della semina e possibile incubare multiwell e inserti addizionati di meparmn periodo che
vada wunodora ad wuna notte, all a tdulapedndt Onat a
del | 6i nc pleat proe) addi zi onare | e cellule stesse
inoltre, sono presenti tre aperture negli insattraverso le qualsarapossibile inserire la pipetta per

estrarre il nedium arricchito dei metaboliti cellulari.

La membrana dell i nserto pu, esserpmlesteempos
(PET), policarbonato(PC) o Politetafluoretilenerivestito di collagengPTFECOL). Tutti e tre i
materialisono studi at. per promuovere |l a crescita

migliore visibilita cellulare, che risulta scarsa in quellPdl, mentre quello in PTFEOL permette la
visualizzazionedei soli conton i cellul ari. Questbul ti mo mater
fragile, ma le fibre di collagenaddizionatg(di tipo | e Ill derivate da placenta bovina) permettono
undadesione ottimale del monol ayer senza inta

Poprio | a porosit? dell 6inserto ~ uno dei
monolayer e deve essere selezionata (in un range di diametro dei pori che va da 0,4 a 8 um) in base
allo studio da effettuare e alspecificanodalita dicoltivazionepoiché con pori toppo larghjalcune
cellule potrebbero migrare verso il compartimento basolateraatre corfori dal diametro troppo
piccolo possono verificaréenomeni di ritenzione delle molecole a livello della memhrpt$§

Malgrado gli ottimi risultati ottenuti con il Transw@llva considerato che questo metodo
rappresentauna grossolana approssimazione della morfolagiestinale tridimensionale poiché
incapace di rappresentdedlelmentd 6 or gani zzazi one epiteliale fi
villi. Inoltre, nelle colture statiche su Transwell®, sono asseifbrze impresse sulle cellule dalle
contrazioni muscolamperistaltiche esegmentale dal flusso luminaleoltre alle interazioni fisiche e
biochimiche fraECM e materiale cellular¢6]

Dallasezioneprossimale @uelladistale inoltre, il pH del lumeintestinalesubisce variazioni
considerevol.i per agevol ar e | 0.daesvariadibnergsenadiam e p
dalla secrezione @oluzioni tampone comad esempial succo pancreatico che contrast a

del chimo. Una simile caratteristica fisiologica, tuttavia, non é facilmente riproduaibiteo, poiché
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i compartimentidel Transweff sono mantenuti a pH costamari a 6,5 e 7,4 per, rispettivamente, il
lato apicale e quello basolaterale. La stabileéfiadcondizione di aciditdei compartimenti previene
modifiche imprevistenella citoarchitettura del monolayer, ma remupossibile la distinzione della
zona fisiologica intestinake livello dellaqualesarannanaggiormente assorbiti i farmaci e le molecole
analizzati.

Un ulteriore fenomeno chpuo rende il Transwell particolarmente impreciso nei risultati
forniti & quello dellacacofilicita, ovvero la tendenza di alcuni farmadiegarsiin modo reversibile
alle membrane delleellule Cace2, riscontrabile soprattutto per molecole lipofile6 i mpat t o d
cacofilicitapuo essere influenzatolaconcentrazione della molecola in esamedoeicompatimenti
e dalla area di superficie del monolayeterposto.ll fenomeno della cacofilicita éstremizzatan
studi a basse concentrazipetie prevedono la miniaturizzazione del Trans&0]

Possono, inoltregssere presti casi di legame non specifibi@ famaco e la membrana in
materiale plastico® demi handsetbdbacdelraTeazawdeEel
al t er mi n @®erdiaimizzératalesal/venamento e possibile aggiungsre(concentrazione
1-4%) al compartimento riceventena tale espediente ha effetto solamente sulle molecole altamente
lipofile. Una ulteriore strategia € quella di registrare la composiziehterrenodicoltura | | 6 i nt er
di entrambi icompartimenti pevalutare la sottostima dei risultati, estrapolando la quantita di molecola
in esame rimasta intrappolata nel monolayer o nella membrana porosa. Entrambi i metodi, pero
richiedono costi maggiori e tempi di lavorazione piu lungiiire al 6 i mpi ego di st
sofisticati.[47] [50]

25.3TEER

Per la valutazione délli nt egr it~ del mo ndifferengiamentcceltulareé r e a
vengono utilizzati diversi metodi di ispezione e testing,£he avvol gono del |l dut.
specifici.

Uno degli esami maggiormenspplicati alle colture epiteliak quello della valutazione del
TEER (Transepithelial Electrical Resistanc&€)uesto parametréornisce una panoramica diretta
dellbi ntegrit”™ strutt ur advieppalelé diunziosstretteafta e celudel | ul ar
Il TEER e rilevato fornenda@ondegli elettrodiuna correnteota(llat t r aver so | depi te
la differenza di potenzial@/) c he s i genera a causa dqrguraleA).st ac (
Con questo dato sara, quindi, possibile calcolare la resistenza oppoéte gall t el i o a't

| 6applicazi one ual éY®RIU l& egstpreza Rl sara Glfilnie giunzoni strette
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saranno sviluppate fra cellule adiacehfl.EER €, inoltre, correlato alla superficie epiteliatadiata,
perciod viene misurato in® & . [51] [52]

La correntepud essere fornitaon due metodologie distinte: in continua o in alternata. Nel
primo casotuttavia, si corre il rischio dcausare un dannalle cellule e la polarizzazione degli
elettrodi Utilizzando unacorrente alternaja@ possibile evitare queste problematieleestrapolare
una maggiore quantita di informazioni dalteststdssv.e pi t el i o, dletiritaméenteisto p u ,
come un circut che comprende sia componenti capacitive che res{fligeraloB). Queste ultime
a basse frequenze&q kHz), non permettono il passaggio di corrente, comportandosi come circuiti
aperti mentreaumentando la frequenza capacitadiventano sempre piconduttive, aggiungendo il
loro contributo al TEERI n quest o modo ~ possi billebameani t or
| 6adesi onameeimiaremovimgnti aetulari[51]

Il sistema di rilevamento piu utilizzato per il TEER &VOM (Epithelial VoltOhnMeten), che
sfrutta due elettrodh bacchettaon i quali fornisce uneorrente alternata alla frequenza di 12,5 Hz e
con unbéampi eQuzeas tdi st uent o ~, succ@dslichea men:t
sfrutta quattro elettrodi per effettuare la misadaistanti discreti45]

Alcuni dei problemi di questo sistema, tuttavian@astati riscontrati nellaonuniformita del
campo elettrico prodotto, clrio portare ad una misura imprecisa e dipendente dalla posizione degli
elettrodi al di sopra del materiale cellulare. Inoltre, essendo le cdtarelardprevalentemente
staticheil passaggio netto di soluti fra i daempartimentpudcausarda formazionedi stratidi fluido
con concentraziordifferenti, cheinfluiscono sulla misura ddIEER [53]

Esponendo gli elettrodi a un flussovece,si corre il rischio diottenere deglartefatti dovuti al
movimento ionico attorno ad esgl5]

(! supporto stesso del | Otiascwabile @lla mipura,del IEER e u
percio, in certi casi, pud essere consigliabile valutare la resistenza nel Transwell in assenza della
componente cellular@er poi sottrarre tale valore a quello ottenuto in sua presenza.

Il nol tre, a c aedearredtedlitérrmata, papdmpanente resistiva del monolayer
viene in parte cortocircuitatgportando a una sottostima della resistergateliale effettiva.

Qu e s t 6moktita iamolee una dipendenza dalla temperatura, percio gli elettrodi devono essere
sottoposti ad un costante contrallamite appositi sensori per effettuare misure prolungfz®eé.

In alternativaa | | 6 ut i | i zconirolladi manealmerited stato dviluppato un sistema
automatizzato denominatellZscopgFigural9C), in grado di esaminare il valore di TEERcdilule
in coltura slle membrane poroseegli inserti standard. Questo strumestaitta il principio della
spettroscopia di impedenza, in cai frequenza delléensione alternataomministrataviene fatta
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Figura 19(A) Modalita di misura del TEER attraverso due elettrodi posizionati ai lati opposti del monolaye
fra i quali viene fatta scorrere la corrente.(B) Analogo elettrico delmonolayer, dove Riedum € la resistenz
offerta dal terreno di coltura, Rnembrana€ la resistenza offerta dalla membrana, mentre il TEERappresente
la resistenza della via paracellulare. Le capacé Cci e Cel rappresentano,rispettivamente, quelle
offete dal | a cel l ul a e dal | @ ISehéenarda digpositvp Celtdiscope rc
per mette di mi surare automaticamente e in
con un design in grado di ospitare da @ 24 inserti.

variarein un range di valori misurando, perognunodidssi, f ase e | 6ampiezza d
risultante. La spettroscopia di impedenz rivela un metodo affidabile e non invasivo per la
valutazione dell 6i mpedenza totale del monol ay
guello di capacitivo dahateriale cellulare.

Il cellZscope, in particolardprnisce uno stimolo siranidale a 45mV eestituisce in uscita i
valori di TEER, capacita eesistenza dello strato cellulatevalore capacitivo registrato si € rivelato
un buon indicatoreer il monitoraggio dellaviluppodelle estroflessiorgellulari apicali (microvilli).
Fra i principali vantaggi del cellZscope possono essmeneverati la capacita dlloggiareuna grande
quantita di inserti standar@da 24, 12 o @vell) senza la necessita dispositivi aggiuntivi e cio lo
rende un valido strumento percibntrollo delb stato delle colture ka valutazione degli effetti delle
molecole in fase di studisu di essg51] [52] [54]

Alla luce delle varie misurazioni effettuate in diversi stuldvalore di TEER delle cellule
Cace2 esprime un plateau@ao T &, mentreé stato stimato che queltbe | | 6 e tertuesil i o
aggira attorno @540 @ & . Cio indica unaovraespressione di giunzioni strette nella linea cellulare
i mmortalizzata rispett o alménéerigulta neaggiomnenieraccurabon d i
per la modellazione deblon, dove il TER pud raggiungere i 3000 & in vivo. Il valore di TEER
presentatodelle cellule Cace2, tuttavia, ha dimostrato una enorme variabilita fra diversi studi

laboratoriali, spaziando &0 a 1420 & & . [50] [55]
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Tabella 2: Misurazione del TEER in alcunecolture cellulari, attraverso diversi dispositivi.

Cell or Tissue TEER (2*cm?) Equipment Cell or Tissue TEER (2*cm?) Equipment
used used
Small Intestine (ex-vivo) 50-100 Ussing chambe IPEC-J2 7,000-8,000 Millicell- TERS
\ lectrode
Colon (ex-vivo) 300-400 Ussing chambe e
Caco-2 1,100-1,350 Millicell-ERS IPEC-1 6,000-7,000 Millicell-TERS
3aco- ,100-1,350 Millice S
electrode
system
PoCo83-3 4,000-6,000 EVOMX
Caco-2/HT29-MTX 100-300 Millicell-ERS ORI : " s
ohmmeter
system
Caco-2/Rail B 80-100 Millicell-ERS Bovine colonoid monolayer 300-400 Chopstick
2AC0O-Z/Hall 5 \J U\ viince al>]
electrode
system
epithelial
v DT Rai R Millire ,
Caco-2/HT29-MTX/Raiji B 50-70 Millicell-ERS voliohmmeter
system EVOM2
aco-2/ ) 80 0 Millice S ) y -
Caco-2/THP-1 80-100 Millicell-ERS Porcine enteroid monolayer 1,000-1,150 cellZscope®
system . )
Primary clECs 50-70 Millicell-ERS
Caco-2/PC12 80-100 Millicell-ERS -
system
system

2.5.4 Assag molecolari

Oltre al monitoraggiodelle caratteristiche elettriche dmlonolayer puo essere sfruttata una
grande quantita di molecole per valutirgpermeabilita epiteliale vitro. Per quantda misurazione
del TEER sia un metodo rapido ed efficacegianarel 6 i nt egr i t ~é sthte imost@to o | a
che esso ¢ inflenzatcancheda fattori diversi da quelli chaeterminano la permeabilita paracellulare.

Qu e s t §iofatti el umiadice della capacita di molecpia grandi di attraversated e p,i t e | i
mentre il TEER si basaolamentesul passaggigaracellulare di flussi ioniciLe porosita che
permettono il passaggih tali molecole, tuttavia, rappresenta una ulteriore discrepanzadedllge
Cace2 e | 6 ambi emvivell raggid dele porosita $i attesta attodd + 02 A a livdlo
intestinale, mentre nelle cellule CaRoé stato stimato essere cir&7 + 01 A, generando
necessariamente una discrepanza fra la permeabilita presentata dal ifiodetizentelimitata) e

guell a dell 6f@gani smo nati vo.

Una delle molecole pi% sfruttate Yer | 0:
a wé& € "Qarecandgposto idrofilo (percio impermeabile alle membrgpidithe cellulari) che
presenta un peso molecolaie 82 Dae un raggio di 4.1nnll 146 & © & & "Q@ér ittransito
transepitelialesfruttai pori acquosinei complessi giunzionali strettile sua permeabilita e
bassami nor e di .W©n Balre moltd rbaggioee di quello atteswsiscontrato

sperimentalment@uo essere un indicatorediminuita integrita del monolayddna molecola
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dalle proprieta simili, sfruttata in alternatival® & & ¢ Q0 £ & © & um aligosaccaride

naturalmentgresente in diversi alimen{42] [47]

Il Lucifer yellow sfrutta ladiffusione passivaper attraversare il nmolayer tramite la
via paracellulareHa una dimensione di 444 Da ed & ampiamente sfruttatotu ddle sue
proprieta ottiche ¢ h e ne per met t vamibe micréseopid a fluwrescemza,e
irraggiandolocouna f onte | uminosa a 424 nm dia | un.
525 nm, nello spettro del giallo. Il Lucifer yellow é stato utilizzato anche in diversiistudi
vivo. Un passaggitransepiteliale dpiu del 5% di Lucifer yellow é considerato un indicatore

di eccessiva permeabilita della barridd] [56]

Il Destrane4000¢e uno zucchero dgleso molecolare di 4 kDal quale viene legata
una molecola di FIT@fluoresceina isotiocianato), un fluorocromo in grado di renderibilgs
ad unodi spezi ondefluorescenzai IkcFlTeDestranpdD0D e stato utilizzato
ampiamente come sostituto di altri composti legati a sonde radicsittivevitro, che ex vivo
einvivo. Il FITC e statginoltre,applicatocomeindicatore fuorescentesu naneparticelle per

la valutazione della permeabilita epiteligks]

Altre sonde molecolari sorigpolimeri della famiglia dei polietileiglicoli (PEG) Essi
sonoanalizzabili inspettroscopia di massa e possono egserdotti con varie dimensioni che
vanno dai 400 ai 4000 D€io permette di valutare la permeabilita epiteliedpetto anolecole

di diversi pesi molecolari.

& | metodi per valutare la permeabilita transcellulareytfno a loro volta diverse particelle
polimerichelegate andicatori fluorescentiLa dimensionettimaledi tali particelle per studi

in vitro, si aggira attorno @,51 um, contro ai 25um consigliabili per gli studi ex vivéAnche

alcuni batteri (sia vitali, che morty ono st at i utili zzat.i per Ve
cellulein vitro, dimostrandosi un mezzo validpazie alle loraifferenti dimensioni, forme

interazioni funzionali che possono offrifé2]

Queste tecnichenolecolari per la valutazione della permeabifitmo sfruttad per ottenere un dato
comune e comparabile, individuato dellapRPermeabilita apparentedpmunementealcolatain

®§i come:

Dove— indica il rateo di permeabilitaovvero la quantita del composto in esame riscontrata nel

compartimento ricevenia funzione del tempo, misuratagnda § i Mentre A indica la superfice del
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monolayerespressa im0 & e & & la concentrazione iniziale della molecola nel compartimen
donatoramisurata in€ & § @& a[47] [55]

Altri test possono ssere rilevanti per raccogliere informazioni riguaeddifferenziamento
cellul are, come quelle della fosfatasi al cal i
gia nei primi giorni della coltura (3 giorni dopo la semina) e un suo valetevato e associabile ad
uno scostamento del fenotipo cellulare verso quello degli enterociti maturi.

C, i nol tre, possibile valutare | 0entit? d e
assay. 345amatfiazdl2-il)-2,5difeniltetrazolio) viene ridotto in caso di elevata attivita
mitocondriale4d cui = associata | a p)eklsuaoob@ziodeeviralvérson z i
il colore blu/viola, indicando la vitalita cellulan&7]

Infine, per avere completa panor aadkitestatees ul |
possible effettuare analisi come dosaggi ELI S/
[42]

2.5.5 Supporti di coltur@D e dinamigber CaceR

Come evidenziato in preceden#aranswelP si & rivelato un supporto efficacdaggamente
sfruttato nel corso degli anpier il trattamento di modelli cellularma presenta alcune mancanze
soprattutto a livello morfologico e funzionale, dinno spinto molti ricercatori a sviluppare supporti
piu articolati su cui effettuare la semina cellujarer meglio rappresentara fisiologia intestinale.

In particolaresono stati sviluppati modelli che presentaméarchitettura tridimensionalger
mimare la forma dvilli e cripte. Altri hanno implementaton regime dcoltura dinamicpattraverso
| 6app!l i c afusso in gradda suauvoltadi provocare ua stress di taglio sulle cellule
condiionefisiologicamentepiu attendibile rispetto &l coltura statica
Gli strumenti sviluppatiindirizzare e coadiuvare la crescita e lgprswvivenza cellularesono
denominati bioreattori

Un primo esempi o ha pr opos pavoseped la tostiuziorezdo d i
uno scaffold che potesse accelerare la cresditdifeerenziamentalelle cellule Cace, simulando la
morfologia intestinalgFigura 20). In questo studiple proprieta acquisite dalla coltura sono state
comparate frasupporti a fibre porosdi diversi materiali tra i quali PES(polietilensulfone) PSF
(polisulfong e PAN (pdiacrilonitrile). Lo scaffold in PES ha permesso una crescita e un

differenziamentaellulare piu rapideispettoagli altri prototipie alle cellule coltivate smembrane
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2D in PES(con superficie liscia o ruvidall risultato indicac o me | 6 a npori s&titd, @abbia s e p
incentivatolo sviluppo citologico.

In particolare|l differenziamentcé risultab accelerat fra i 4 ei 10 giorni di coltura Perla
validazione ditale effetto sono stati presicome marcatoyila formazionedelle giunzionistrette
| 6espressione degl i edelzasportatordBplQuért |6andtoriameate s p a 2
sottoprodotto dalle cellule Ca&@ rispetto a quelle intestinathentre, attraversb 6 ut i | i zz o
scaffold in PESI livelli di P-gp attivosono risultati molto maggiari
Sfruttando questo suppora rapidita evolutiva della coltivaziorie vitro si avvicina, cosia quella
fisiologica degli enterocitiche comunemente si attesta attorno3di giorni (per la completa
maturazioneg fornisce uno strumento predittivo adeguato per i processi di assorbimento intestinale.
! successo del |l 6esperi ment o allpgepmeteasus/alelle fibie mp u t
porose in PES, chiproduce in modo ottimale la parete intestin&enendo anche stimoli meccanici
grazie alla maggior espressionerdactina(proteina di ancoraggio cellularejspetto alle culture su
Transwell.[58]

Figura 20Processo di produzionelello scaffold a fibre porose in PES.tessut fibrosi vengonq inizialmente,
caricati con le cellule attraverso una siringa gsuccessivamentdl cilindro in silicone che li contiene é post
in rotazione, sfruttando un motore passepassq per 4 ore Infine, le singole fibre cave songoste in wel
distinti riempiti con il terreno di coltura.

Altri approcci sono statntrodotti perriprodurrel 6 a r ¢ h i ,ingrado di fomired Giusto
ambiente alle cellulén vitro. In uno studio del 2012 & stato costruito uno scaffold in hydrogel di
collagenei n gr ado di e s s er e sefftoiswrslard pdrars\well(Bigua2l&)rilin o d i
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supportgpresentavgsulla superfiae, delle estroflessioni tridimensionaiimili, sia per dimensione che
per densita, ai villi intestinaliQuesto lavoro ha messo in evidenzame il gadiente di
differenziamentd un g o | O6\ls sbbia un efietfo ttaagibile sullgermeabilita paracellulare.
Le giunzioni strette, I nfatti, ri sultano magcg
cellulare e, inoltre, maggiore, mente®no piu compatte a livello della criptd. coefficiente
complessivo di permeabilitd apparemisulta significativamente maggiore e piu vicino a quello
del | 6i ntestino umano n,eidpétto alles coraunifcatured2@F-aura2iBp | | a g
mentre il TEER (come precedentemente accennato, molto alto nelle colture cellulari @) @®aco
subito una drastica diminuzione, port alffigliras i a
21C).

Non e stata riscontrata una piu velatfferenziamentaellulare e il sistema presenta alcuni
difetti legati al materiale selezionato. In particolare, le cellule poste in coltura sullo scaffold per i
canonici 21 gio n i hanno generato strat.i sovrappost.i e
Tale fattore potrebbe essere deleterio per lo sviluppo di un modello di assorbamentato percio,
gli autori hanno dovuto optare per un periodo di coltura di 1#hgsu supportostandard per poi
trasferire le cellule differenziatailo scaffold in collagenelnoltre, & stato notato che per composti
che subiscono un trasporto transepiteliale molto rapido, la membrana in collagene diventa un fattore
limitante.[59]
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Figura 21 (A) schema illustrativo dello scaffold in collageneshe presenta i villi sulla parte apicale, montat
all 6idelelrimionsert o del(B)tanfeonte fia éelcdstansi ti pennteabilitd che dimostr:
comelo scaffold in collagene completo di villi riesca a riprodurre piu fedelmente il parametro scontratc
in vivo. (C) valutazione del TEER, dopo 14 giorni di coltura, nel Transwell convenzionale 2D, nello scaff
in coll agene privo di wvilli, nello scaffold 3
scaffold 3D il TEER siavvicina maggiormente a quello fisiologico.

In un lavoro successivostato sfruttato, al posto del collagen&liGA (acido poliattico-co-
glicolico) per la formazione idun supporto porossintetico tridimensionale ch&producesse i villi
intestinali(Figura22A). In questo caso e stata sfruttata unaatura di cellule Cac@ con cellule
HT-29MTX (che tendon@d acquisire ufienoipo secernentesimili a quello dellecellule mucipare
di goble). Anche in tale studie stato evidenziato un gradientelidferenziamentd ungo | 6ass e
villo eun TEER minorgFigura22B), rispetto al caso staticBegno di nota € anche il risultaitienuto
somministrando EGHEpidermalGrowth Factoy nel compartimento basolaterale6i nt r oduzi o
questo fattore di cresciteon ha causatonadifferenza significativanelé at t i vi t © cel | ul
(supporto su cui le cellule raggiungoihdifferenziamentallo stesso tempo a causa della geometria
piang mentre tramitel 6 anal i s d e | (FiguraR2@)s fstatd rgpartato uend ccesacltai nal a
metabolismalei componenti del monolayetopo il quattordicesimo giorno di coltur@io indicache

i grado di mat ur azi o wome nel easoifisiologiagddlg o | 6asse del
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Figura22(A)Ef f et t i del |l 6uso del | o ISTEERfnEltempb.Ciom PIO@A
Transwell standard,| 6 EGF non ha sort i tw.(B) Da giomo Bidifcdtrd, grazie
al dutilizzo di EGF | a fosfatasi al calina ha
PLGA, mentre non ha fatto differenza nel Transwell 2D.(C) Immagine al SEM dei villi prodotti sullo
scaffold utilizzando un procedimento a piu passagginel quale é stato sfruttatouno stampo di PMMA e
successivamente, di agarosio per ottenere il prodotto finale.

Attraverso la costruzione di uno scaffold simgé&uttandolo stesso materiale e taedesima
morfologia completa di estroflessiong stato possibile esplorare anche il legdraemicrobiota e
intestingv a | u t effatid dellal s@mministrazione deppi battericprobiotici specifici, in questo
caso:Lactobacillus GassefLAB) edE.Coli Nissle 191Nissley contr o | 6i nvasi on
Salmonella typhimuriun(ST) e Pseudomonas aerugino$BAO1). Lo studio ha evidenziato come i
diversi batteri dimostrino wnadesione preferenziale per cellule in diverse fasi di sviluppo.
particolare Nissle e PAOIsi sono stanziati prettamente alla base dei villi, dove le cedhitelial
sono meno differenziatejentre LABeS®sono st at i (Figtra28).\Bactessivaanierited a p i
sono st studiati i meccanismi di interazioni fra probiotici e patogeni, dovuti afgr®meni:
displacement, inhibition eompetitionche indicano, rispettivamente, la capacita del probiotico di
annull are | 6adewséloinae diel i mpprt gheguestalkbvwendiccsando n e
il sito s u enferdcitae quella di competercon il patogeno per il sito, quando i ceppi sono inoculati
alle stesse concentrazioni e allo stesso istantquasi tutti i casiNissle e LAB si sono dimostrati
efficaci nel contrastare | 602 dasaendona sopdamenzap at o
cellularein maniera doséipendenteTali risultati mettono in evidenza pssibilita di sfruttare alcuni
batteri probiotici contro le invasioni di patoggpossibilecausa di divesi disturbia carico del sistema
Gl; sottolineandgpinoltre, che gli effetti benefici sonottenibili anche nel caso in guprobiotico e

patogenpoccupinopr ef er enzi al mente divibr[@le sezioni del

47



. X .hmti‘.;‘ﬂl‘m‘
Figura 23 Posizione dei batteri probiotici (rosso) e dei patogeni (verde) sullo scaffold ricoperto di Ca®
(blu) in cui & possibile distinguergA-3) Nissle, (B3) LAB, (C-3) ST, (D-3) PAOL.

Oltre I 6influenza dell e estr of dulecengportanmento d e i
delle cellule Cace in colturadi invaginazioni in grado di simulare le cripte. In uno stugtioo stati
costruiti degliscaffold in PDMS (potdimetil-silossanoyivestiti in fibronectinache presentanasulla
superficie dei microwell di diametri diversi (50, 100 e 500 yngui quali sono state seminate le
cellule. In questo caso é stato dimostrato che le cellule sono in grado di adattare il loroaroengort
in base alle condizioni morfologiche ambientali tramite un sistema a feedPaekto meccanismo
prevederel 6 i mposi zi one di una fdelle zcallule gtrarhitt @@posibei e n t
estroflessioni)e un successivo stadio densing ddéb stimolo meccanico ottenuto in risposta
dal | 6ambi ente stessopr dmedbeasconadi lesrsiomo deal |caent
propriocitoscheletro.

Dopo la semina sullo scaffold di PDMS, molte delle cellule si sono trovate intrappolate
singolarmne nt e O a coppi e, all 6interno di singol e
diametro minore e ci0 ha causato una ridotta rapidita di proliferaaatiferenziamento Tale
risultatosi trova in accordo con le caratteristiche di aumentataistlitae permanenza allo stato non
differenziatodelle cellule presenti nelle cripte intestindberoltrepassare gli ostacoli rappresentati
dalla morfologia proposta dal substr@fagura24), le cellule Cace& hanno dimostratona maggiore
attivit”™ metabolica, ¢emodelaae ileatbschélerdmdterioreafdttore u s o
che puo influenzare la proliferazierdella coltura potrebbe essere il contatto fra cellule stesse che,
scambiandosi segnali chimici e fisiguo modellare lo strato epitelialenentre le cellule rimaste

isolate dimostrano uno sviluppo piu lenttnfine, le introflessioni possono dimostiamone
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caratterizzate da minor accessibilita da parte dei nutrienti delumeslidi accumulo degli scarti

metabolici,portandoadu ruleriormentediminuzione ddh velocita diproliferazionecellulare.[57]

Figura 24 dimostrazione schematica (sopra) e al SEM (sotto) del comportamento delle celluiel cast
di adesione allo scdbld in PDMS ricoperto di microwell per la simulazione delle cripte quandc
incontrano, rispettivamente (A) un angolo sul fondo del microwell, (B) una superficie piana tra
microwell, (C) un angolo superiore e (D) un microwell del diametro di 5¢um, chetende ad essel
completamente coperto.

Cio che i modelli precedentemente g@atati non contemplan® la simulazione del flusso
luminale intestinalehe lambisce il lato apicale delle celluieun primo studio del 2014ondotto da
ricercatori dell 6universit™ di Pi sa, sovrppodteat o ¢
e separate dal monolayer di cellule G&coposte in coltura su una membrana di materiale
comunementeutilizzato nel classico modello con TransWel(Figura 25A). Ognuno dei
compartimenti, apicale e basolateralpegfuso attraverso un circuito fluidico provvisto di pompa e
scelta della velocita ottimale dei flusdei due circuitj utilizzando un modello computazionale
denominataCFD (computational fluid dynamicsper ottenerd trasporto di soluti piu efficientda
combinazione di flussdi 200 pl/min e 100ul/min, rispettivamente nei compartimenti apicale e
basolaterale é@isultata la pii vantaggiosaPortate di entita maggiore, infatti, pur generando un
gradiente pressoripiu alto, avrebbero causato turbolenze e vorticosita nelle cdfigega25D-E-

F).
E stato, quindi, effettuato il test su cellule completamente differenziago (20 giorni di coltura
staticg comparandal TEER e la permeabilita @l monolayeralla fluoresceinajn diverse tre
condizioni: suTranswelf in condizioni statichesottoponendo direttamente le cellaeflusso @l
terrenodicoltura on | 6i ndi c adricondzioranda ilomorlayarenriliusso per 24 ore
senza fluoresceinger poiriempire il circuito con ilmediumcontenentd 6 i n @ riattigando il
flusso per altre 24 ore€Come risultad si € ottenuto un TEER maggione condizioni di coltura
dinamiche segno di una piu rapida formazione dejienzioni strette, confenato da un incremento
di ZO-1. La permeabilita alla fluoresceina é risulta@aggiore in condizioni staticheén assenza di
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cellule sulla membrana poros@uttavia, cio € imputabile al deposito della molecola sulla membrana
del Transwelf: fattore che ha diminuitta concentrazione nel compartimento apicatkentre tale
accumulo non si ha in condizioni dinamichepresenza del monolayéale dato risulta invertito, con
una permeabilita aumentata aflaoresceinain condizioni dinamichgrestituendo un modellpiu

precisodelle condizioni fisiologichg62]

A

=
Apical

Circuit

Basal
Circuit

>

Three-way
Valves

D Q,, = 100 pUmin E Q,, = 200 yUmin F Q,, =400 pL/min

Quys= 100 pl/min Qe = 100 pl/min Ques = 200 pl/min
T —— - — —

— — —

N N N,

Figura 25 (A) Fotografia del bioreattore. (B) schema dedue circuiti fluidici che coinvolgono (1)l
compartimento apicale, (2) quella basolaterale 3) le camere di miscelazione e (4) le pompe pegatiche.
(D - E - F) simulazioni dei flussiottenibili con diverse portate apicali (Qp) e basolaterali Qbas). In (F) sonc
chiaramente visibili delle vorticosita generate dal flusso troppo alto

Nel 2017¢é stato presentato un ulteriareb i or eatt ore che prescentav
poroso in PEVA(polietileneco-vinil-acetatd. In tale dispositivo sono stati uniti sia una morfologia
similare a quella daiilli intestinali, che ungerfusiondluidica dei due compartimen(Figura26). Il
materiale e stato selezionato, infafter la sua maggiore resisteraiée forze di taglio del flusso
rispetto ad altri polimeri piu facilmente degradabili come il PL.GAre a presenta un modulo di
Young molto maggiore (2 GPa, contro i 0,03 GPa del PLGAYuesto caso é stato evidenziato un
pattern didifferenziament@accelerato, probabilmente dovuto al turnover cellulare magfiolaato
da fenomenodAn o . k iA$ | 06 alp,iintatti,| dels pwisi zi one all a corr el
che vi si trovanoaanniu soggette a distacco per esfoliazione, dando lo spazio e lo stimolo necessari

alle cellulea livello dellecripte peiil differenziamento
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Inoltre, viene ipotizzato che questmntinuo ciclo diapoptosi edifferenziamentgossa offrire una
diminuita propensione alla formazione di piu strdii cellule e siala causa della maggiore
sopravvivenza cellulare riscontratdel caso della coltura stati@h contiollo, le cellule nonsono
sopravvissute per piu di 32 giorni, menitreioreattore ha permesso la cresdite a 5 settimane. La
funzione intestinale  stata, poi, misurata a
in grado di descrivere con buona accuratezza quella fisiologig&o, nel caso dedl coltivazione

dinamica, al contraridel risultato ottenuto in statica i n c u i | 6upt.f68e  ri su

(13) Shear Stress (Tau) Magnitude - dyne/cm2
5

0.0
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Figura 26 Schema (A) dello scaffold ( B) del l a camera del bior e
comprende | 6i ncubat or e cendizoni engbieritali eontrellaté, & sersard geruli

registrazione del TEER e i serbatoper la raccolta de media effluenti, apicale e basolateralgD 1 ET F)
vista da diverse direzioni del risultato dellaComputational fluid dynamics (CFD) effettuata per fluss
rilevanti in campo fisiologico che hanno causato stress di taglio con valoriompresi tra 0,002 e 0,1
LK -jﬁ[l. Lo stress maggiore . |l ocalizzato all 6apice

Oltre amateriali di polimerici naturali o sintetici & stata esplorata la possibilitdildizare
come scaffoldmatrici decellularizzate per la coltivazione cellulare in un ambigieEnensionale
morfologicament@ccuratoln uno studio de011 le cellule @ce2 sono state poste in-coltura con
cellule MECs (human microvascular endothelial ceig)un segmento decellularizzato di digiuno
suino. Il tessutoé stato testato per 14 giorni nel bioreattappositamente costruit@igura27A),
composto dai dueompartimenti, apicale e basolaterale come negli esempi precedeigultatisono
staticomparati coruna coltura statica standatce hMECssono in grado di differenziarsi ellule
endoteliali dei vasi sanguigni cha,vivo, trasportano in circolo le sostanze assorbite dagli enterociti,
fornendo un ulteriore | e ment o per | a si mul a;ztuttavia,enongpessohod a mb

mantenere il loro stato differenziato a lungo in assenza di uno stimolo fluilimodello di cecoltura
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sfruttatg a s s i e medellamatricecdllulatei aztzuor al e e al | 6applicazi
risultati rilevanti.

Le cellule Cace? hannocassunto una morfologialla forma prismaticaimilare a quella riscontrabile
invivoel 6 espressione di enzi mi facent p assi)tsi€ d el
rivelata molto maggiore nel caso dinami@eigura27B). | n quest 6ul ti ma <con
| eSpressione di-Bp & incrementata k& Pypp, persostanze carattedate da bassa permeabilgaal
fluoresceina e desmopressinaa subito un notevoleumentodopo il giorno 14 di coltura,
avvicinandosi ai valori riscontrabiln vivo.

I limiti di questo lavoro risiedono nella formazione di multilayer cellurcausa dellanatura

neoplastica delle cellule Ca@& che non presentamon a i ni bi zi one delnéddespr

contatto con la matric¢64]
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Figura 27 (A) fotografia del bioreattore coni due reservoirapicale e basolatera conness. (B) valutazione
del Il 6attivit”™ enzimatica del tompa@red(grigid) B scdfiolg 2Din
condizioni statichee (nero) quello 3D composto diessuto biologico decellularizzatsottoposto al flusso

Negli ultimi anni, sempre piu gruppi di ricerca si sono concentrat palssibilita di monitorare
in modo continuo le condizioni delle coltune regime fluidico Nel 2016 & stato progettato un
bioreattore con membrana microporgsaella quale sono stati integrati 4 elettraftirati per la
misurazione del TEER qual i , grazie a tale geometria so
(Figura28). Tal e strumento aveva | 6obi ettt itwduziche d v al u
nanoparticell e all 6i nt,aloumed ess@ome gelld argem@possan@ er e r
avere effetti tossicmentre in altri casj le nanoparticelle hanno dimostrato di poter essere sfruttate
come strumenti di drug delivergrazie alla loro capacita di penetrare nelle cellule.
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Nel bioreattore presentato, la membrare seara le due camere in PDM8opn e costituita di
materiale polimerico, bensi ditruro di silicio (SisN4), poiché gli inserti standardon avrebbero
permesso | o studi o del Questetuttimey infatti, hadne Idimestrato dan o p
tendenza ostruire i pori delle membrar@munemente impiegate.

Attraverso | monitoraggio continuo del TEERiormalmente registrato solo in istanti discreti con la
necessita di introdurre manualmente gli elettrodiTrahswell) &€ stato possibildimostrareche le
nanoparticke in polistirene possono esseassorbite dalle cellule intestinali senza provocare una
diminuita integrita epiteliale, che sarebbe stata evidenziata da una diminuzione de[AHER.

a b

[ﬁJ @ measurement electrodes
@ current injection electodes

Figura 28 (a) Fotografia delle camere del bioreattorein PDMS e (b) del bioreattore completo.(c)
Schema dei compartimenti apicale e basolaterale separati dalla membrana porosanitruro di silicio.
Gli elettrodi B e C permettono di iniettare la corrente che passera attraverso il monolayementre A
e D misureranno il TEER, considerando anche le restenze R, offerte dal terreno di coltura.

In un esperimento successjwel 2019¢ stato incorporatan un bioreattorgFigura29A), un
sistema di monitoraggio piu avanzato che ha permassisurazione continua del TEEfruttando
4 elettrodi inargentg in uno spettrali frequenze che va da 40 a 100. iQuesto parametro permette
di valutare lo sviluppo del monolayer con un grado di dettaglio maggiore rispetto al solo TEER, poiché
sol o nel <caso i n,lacorrentd édnegmdotdidluire aitravenscala via transeeajlulaoe
sfruttando leproprieta capacitive delle cellule, alle alte frequenze di stimolazione. Come ulteriore
vantaggio, il dispositivo € stato dotatoatiperchiin vetro (sia per la camera basale che per quella
apicale) che grazie alle proprieta ottiche di trasparedz@uesto materiale hanno permessan
agevole monitoraggio otticdelle colture. Laforma circolare stessa degli elettrodi, stampati sui
coperchi(Figura 29B), e stata studia appositamente per non ingombrare il campo videgli
strumenti di ispezione ottica impiegatnicroscopia confocajeimaging in campo chiaroe, ad
esperimento terminatomicroscopia di fluorescenza per lamlutazioned el | 6 or gani z z a:

citoscheletri
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| flussi impiegati sono risultati minori di quelliminali fisiologici, masufficienti a sortire un effetto
rilevante sul comportamento cellular@. particolare, la confluenza é stata raggiuimeb giorni
d al | dellacoliamel caso dinamiganostrandain plateau del TEER raggiunto al giornd_@

cellulestatidhe (coltivate sia su piastrehe sul bioreattore privo di flussojsate come controllo, hano

impiegab 7 giorni perarrivarea confluenza dopotale istante temporale il TEER ha raggiunto il

plateay segno di minore efficienza nella formazione delle giunzioni paracel(Eigura29F). [51]
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Figura 29 (A) schema del bioreattore corfB) i coperchi in vetro sui quali sono stati stampati gli elettroc
ad anello.(C) Case del bioreattore con i contatti per gli elettrodi(D) Simulazione computazionale dt
flusso di media e ddb stress di taglio da esso provocato sulla membranéE) Vitalita cellulare della
coltura, che si presentamolto maggiorec on | 6appl i cazi on &cadl dilutilizkol de
Transwell o del bioreatore in condizioni statiche. (F) Analisi del TEER in diversi istanti temporali. Dopc
il giorno 7 subisce un incremento considerevole nella coltudinamica, mentre raggiunge il plateau il
quelle statiche.

Oltre al valore diimpedenzastahe s pl or at e | a possi bi-linedella

composizione delterreno di colturaapicale e basolateraleramite UPLC-QTORMS (ultra

performance liquid chromatography quadrupole tofilight mass spectroetry). Per lo scopo stata

impiegatauna caecoltura di cellule Cac@ e HT29MTX applicando il flussdtramite pompa a siringa
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in modo similare agli esperimenti precedentemeairesentati; tuttaviagli outlet di entrambi i
compartimenti sono stati collegati ad un sistemeadirole-switchil cui azionament@utomatizzai
per mette | O0anali si apdalé e badaterale (Feyurad@.|lLa sepamazioeen ut o
cromatografica & eseguit@mitecolonnadi silice C18, prima della quale i fluidkengono condotti in
due colonne C8ntegrate nel sistemper il pretrattamento dei campio®@ la minimizzazione della
possibilecontaminazione dovuta al passaggio degli effluentjo tubazioni condivise

Con questo metodo € stato possibile analizzare la composizione molecoléeeateidi coltura
arricchiti dei metaboliti dovutia | | 6 at t i vd la permeabilitd di laleunsestanze quali:
Verapamil (un componente spesso sfruttato in campo farmaceufigg)tamina e Ergotaminina
(alcaloidi spessaitrovati nei cibi, come contaminantidi cui si conosce pocn merito alle
caatteristiche dei meccanismi di assorbimento e traspondvo). Inoltre, & stato possibile rilevare
composti sconosciu alcuni indicatori di attivita cellularesli esiti degli esperimenti sono stati
comparati con quelli standarche non offrono un&alutazione ofline e automatizzata i risultati

hanno evidenziato ur@rrispondenza ottimale, segno della validita del sistE564.

Waste

C18 chip UPLC QTOF-MS

Figura 30schema del sistema divalvole wi t ¢ h Isietnamite ORLG-@TOF-MS performata con il
chip C18 cei media dei compartimenti apicale e basolaterale.

Infine, wn bioreattore fluidicaviluppato nel 2019chiamato SUITE Supervising Unit folin
vitro Testing, mira alla modulazione dei parametri ambientali a cui sono soggette le cellule,
integrando urreservoirnel qualeviene miscelato iterreno di colturgFigura3l). Questa camera e
dotata di sensori di pH, temperatura e pressione idrostatica e puo essere collegata a diversi bioreattor
connessi in serie o parallelmseribli modularmente Tramite la modulazione di parametri quali la
pressione parziale di GQOla velocita del flusso b 6 a ¢ i dnediufnsardbbd possibilegolare la
crescita delle colture, le loro interazioni e ottenere un range molto vastaq, th thaise al meccanismo
molecolarein esamell bioreattore e stato studiato su cellule epati@hdVEC - Human Umbilical
Vein Endothelial cell® C3A), ma la sua applicazionetgebbe portare beneficio a colture cellulari

diverse, frecui le Cace2. [65]
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Figura 31 (a) schema del SUITEcompleto di sistema di riscaldamentpslot modulari (1, 2 e 3 per
alloggiare i bioreattori, unita di controllo e sensoristica. ) Schema completo di sensori e attuatc
della camera dimescolamentadel medium.

Air/CO; inlet

Una delle tipologie di supporti maggiormente sfruttaéllar i pr oduzi one del
digerente2 quelo degliOrganson-chip (OOC): bioreattori a perfusione microfluidica miniaturizzati,
ad alto throughput e adatti alla coltivazione di diversi tipi di celluleo degli studi piu completihe
sfrutta le potenzialita di questa tecnologia t ut toOpeesentato dq Kien letlal. nel 2012. Il
dispositivo ideato da questo gruppo di ricersiacompone di due camere fluidiche, fabbricate in
PDMS, sovrapposte (ognuna di 150um di altezza e 100 um di larghezza) e separate da una membran:
porosa (dello spessodé 30 um e con porosita del diametro di 10 um), dello stesso materiale. Su di
essa, sono state seminate cellule Caaopo un processo di rivestimento con una soluzione di
coll agene di tipo | e Matrigel p e ionatk ai tati dellet ar e
camere fluidiche hanno permesso la deformazione del dispositivo, simulano i movimenti peristaltici
intestinali Figura32). [27]
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Figura32( a) Schema del |l 600C completo di canal i f
le cellluleCaco2 e affiancat.i dall e camere a vuot o.
del |l e camere fluidiche e dall 6alto dell a meml

della stessa cellula prima (contorno rosso) e dopooptorno blu) la deformazione imposta dal sistema
pompe a vuoto. (e) Curve di stresstrain per il materiale cellulare e il substrato polimerico.

E stato, quindi, applicato un flusso, tramite pompa a siringa, di 30 pL/h in entrambi i
compartimenti, coffontando i risultati con un controllo statico su Transfeli & notato che, dopo
soli tre giorni in presenza di flusso, le cellule G&omostravano la formazione spontanea di villi piu
alti e definiti Figura33d), oltre ad una maggiore polarizzazione e alla presenza di cellule mucipare,
rispetto alla coltura di controllo portata avanti per i canonici 21 giorni. Diminuendo il flusso a 10 pL/h
tale effetto non si € nmifestato, mentre aumentandolo a 100 uL/h non € stato riscontrato alcun
mi glioramento rispetto ai 30 OL/h. Léapplicazi
sul fenotipo cellulare o sul TEERgGausatoun puméntoo a |
considerevole della & al FD20 (fluorescent dextran), che si era dimostrata comparabile nelle

condizioni statiche e dinamiche senza deformazibigu(a33b). E stato ipotizzato che il movimento
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peristaltico causato dalle camere a vuoto sia stato sufficiente, a differenza del solo flusso, a rimescolare
lo strato fluido che puo formarsi sulla regione apicale del monolayer e che limita la diffusione di alcune
molecole. Tali risultati sono stati canmati anche da studi successivi in cui, in presenza di un flusso
laminare, si e ottenuta una raptiferenziamentalelle cellule Cace e la formazione di protrusioni
simili a villi intestinali in soli 5 giorni di coltura, con un aumento dellgRelaiva a profarmaci lipofili
chemoterapici[27] [66]

Infine, & stata posta in coltura nella camera fluidica superiore la cohlattarica di
Lactobacillus rhamnosusG (LGG): un comune organismo commensale intestinale. Dopo 96 ore, il

batterio ha di mostrato di mantenere | 6ader enze
un miglioramento dell 6integrit”™ BERlITalaeffettamoni er :
stato di mostrato nel caso statico, dove | 6ac¢

compromesso la funzionalita e la morfologia epitelig@]
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Figura 33(a) Curve del TEER nel tempo comparando le diverse configurazioni stag(static), dinamice

(UF), e dinamica con deformazione |(F+St).(b) Differenze nella Ry, (c) nel |l datti
nell 6altezza dei villi, nell e diverse config
Questo risultato sott ol i nermicrobidta ardiversi stdinsz a d

sono avvalsi della tecnologi@degli OOC per la generazione di un gradiente di ossigenazione che
permettesse la convivenza delle cellule epiteliali (che necessitano di ossigeno per la sopravvivenza) e
dei batteri anaerobi stretti particolarmente presenti nel colon. Per ottenere rigdsto e stato
selezionato il PDMS come materiale di costruzione delle camere fluidiche e della membrana, in virtu
delle sue caratteristiche di alta permeabilita ai gas, trasparenza e deformabilita.

In tale studio, sono stati preventivamente iniegtdti| 6 i nt erno dei canal i
di mediumdistinti: uno arricchito di ossigeno, nel compartimento basolaterale, e uno anossico, in
guello apicaleFigura34) . Si =~ proceduto testando tale conf
2 adeso alla membrana (interponendo, quindi ,

variando le velocita dei flussi. E stata trovata, sia attraverso ldagimme computazionale, che
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attraverso il test di laboratorio, la combinazione ottimale per la formazione di un gradiente di
ossigenazione simile a quello riscontralmleeivo( causat o dall a diffusione
sanguigni verso il lumeg sono stati, successivamente, posti in coltura due diversi batteri anaerobi
stretti, separatamente. In particolare, sono stati selezBifidbbacterium adolescent{f®SM 20083)
e Eubacterium halliiDSM 17630) per la loro funzione omeostatica nel cotlmvuta alla produzione
di SCFA.

Entrambi hanno dimostrato dipoteracb i t ar e con | e cell ule epit
i n cui era stato I mpostato il gradient e, per
monolayer. Cid0 non €& stato riscontrato fornentdoreno di coltura ossigenato in entrambi i

compartimenti, condizione che ha portato alla morte delle colonie battdfche.
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Figura34Pr of i | i di ossigenazione all déinterno dei cor
(C) Scala colorimetrica del livello di ossigenazione con indicazione dei $e§ a livello dei quali pud esser
fisiologicamente riscontrata tale saturazione diossigeno. (Mi st a i n sezione dei C

Una delle caratteristiche primarie che accomuna la quasi totalita dei sistemi biologici &
| 6i nterconnessione fra i diversi organi e tess
ai model | i artificial icoipwtmoo insilga. dndsingolo ©0Q ndraénb i e
sufficiente a raggiungere questo livello di dettaglio ma, sfruttando i canali fluidici come mezzo di
connessione (assimilabile al torrente circolatorio sistemico), diversi gruppi di ricerca hanno sviluppato
sigemi composti da pit OOC in grado di scambiare fra loro informazioni di carattere chimico e
molecolare. | dispositivi che soddisfano tali requisiti sono stati denominati in diversi modi, fra i quali:
Humanon-chip (HuBoC), Bodyon-chip, Multi-organson-chip (se le colture sono incorporate in
un'unica piattaforma microfluidica) o organismoidi (se i modelli cellulari sfruttati per riprodurre i
diversi organi sono ottenuti tramite la tecnologia degli organoidi).

Le applicazioni di questi dispositivi possonssere molteplici, in virtu della loro elevata
capacita di riprodurre il comportamento fisiologico (o quello attivato dalla somministrazione di uno

stimolo specifico), dell dorgani smo umano.
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Le piattaforme HuBoC possono essere sfruttate per la coltivadice#ule tumorali prelevate

di
di

dai

per |

tessut i
ndi

rettamente

sicurezza 01 vid

patol ogici dei pazi

uo donatore

stesso,

€

testin vitro. Le neoplasie, in alternativa, possono essere indotte, successivamente, dopo la semina, per

studiare il processo di sviluppo e crescita tumorale, oltre ai meccanismi molecolari che vi sottendono.

Gli HuBoC rappresentano una tecnologia che si trova ancora nella sua infanzia, non ancora

interamente validata nel caso di studi tossicologici standardizzati, ma che presenta una promettente

ri sorsa per il futuro. Con

| 6 raati vard sistemi, atbuni déi a

r

guali in grado di incorporare fino a 10 sistemi interconnessi: circolatorio, endocrino, gastrointestinale,

immunitario, tegumentale, muscoloscheletrico, nervoso,

riproduttivo, respiratorio e immunitario;

riducendo la dimensne del corpo umano di un fattore 100000 riproducendo, comunque, le sue

essenziali funzioni68]
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Figura 35(A) Comparazionefr a col ture statiche e MPS riguar

delle ordinate) e al grado di emulazione della fisiologia umana (asse delle ascisse). (B) Procedure
generazione di modelli cellulari su chip partendo dai tessuti di un dobae sano nei quali ¢

successivamente indotta la patologia vitro o tramite il prelievo di
stato patologico.

tessuti da un soggetto gia affetto dal
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Una delle piattaforme che sfrutta gli OOC nella loro configurazione piu classica: collegandoli
fra loro in serie, traite il sentiero microfluidico, é stata denominata MINERVA (MlcrobiGat-

BraiN EngineeRed platform to eVAluate intestinal microflora impact on brain functionality). Questo
dispositivo & formato da 5 compartimenti, ognuno dei quali alloggiato in un OGDMS che
comprende tre scaffold porosi indipendenti, sui quali sono seminate le specifiche colture cellulari
(Figura36). Ognuno degli OOC, denominati MOAB (miniaturizeptically accessible bioreactor),
suddiviso in due camere: una superjai@la quale viene introdotto il flusso @irreno di colturalal
precedente bioreattore e una inferiore nella quale si riversa il terreno di coltura arricchito dai prodotti
del metabolismo cellulare della coltura (secretoma), passando attraverso la membrana. | sistemi
ri prodotti sono, rispettivamente dal primo (cl
| outl et) , i mi cr obi od Gace2)lil sistema immunitanmodconfpletb @ s f
macrofagi e linfociti), la barriera ematoencefalica e il cervello (che comprende neuroni, microglia e
astrociti).

Con tale configurazione, il progetto MINERVA, si propone di studiare le interazioni
biochimiche e ormonali che i ntercorrono fra | 0inte:s
dei batteri commensali e delle cellule immunitarie.

Con | o studi o -Hhedtinoéervdls (empossibiterda radelldreaattraverso |
canoniche colture cellulari) si aprono nuove possibilita di comprensione di particolari malattie
neurodegenerative come il morbo di Parkinson e di Alzheimer, il cui legame con la flora microbica

intestinale, | 6al i mentsalamectenimtizzabil§cd][7@]t i | e di vi

BRAIN-ON-A-CHIP
(@ ooy e

GUT-ON-A-CHIP
CaCo-2 cells

- ’_’ LN L o LA
Secretome Metabolized \" —
secretome —
MICROBIOTA-ON-A-CHIP
Microbiota Gut epithelium Immune system Blood-brain barrier ( - - an e @
‘on-a-chip’ ‘on-a-chip’ ‘on-a-chip’ ‘on-a-chip’ A" [

£

Brain ‘on-a-chip’ —

{Swelrme;

Figura 36 Schemi dei 5 compartimenti e delle cellule che li colonizzano, progti dal progettc
MINERVA, collegati fra loro tramite un percorso fluidico nel quale si interpongono, dopo ogr
bioreattore, camere di miscelazione del secretoma.
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Un dispositivo particolare, che si discosta dalla definizione di OOC per abbracciare quella di
MPS, ha previsto una conf i gur amanipola®Boneadplle coltuse, c |
e del sistema fluidico, pi % -engteliDpe, QPuestand
incorpora una serie di 26 pompe programmabili, in grado di fornire un flusso che spazia da 0,05 a 300
OL/ mi n al | @&uitefluidico,rstouttudat® kcon anidesign simile a quello di una piastra-multi
well standard, in cui i pozzetti sono posti in comunicazione fra loro. Su tale supporto € possibile
alloggiare diversi MPS e viene, inoltre, fornita la possibilita di rimugveostituire o scambiare i
modul i anche durante | d6attivit”™ della piattaf
guello basolaterale.

Il physiomeon-a-chip é costruito in Polisulfone (PSF), materiale che, al contrario del PDMS,
non ha tendenza ad assorbire molecole di natura idrofilica sulla sua superficie. Il PDMS é selezionato
come materiale di costruzione di mol t i O0C gr
configurazione aperta come quella presentata da gsegtm, lo scambio di ossigeno puo avvenire
direttament e -lglido8ullastperficie degbreenoali catura bl 6i nt er no dei

Il dispositivo € stato testato in tre diverse configurazioni, la prima delle quali comprendeva 4
MPS: fegato, polmoni, intestino e endometrio. Sono, successivamente, stati aggiunti cervello, cuore e
pancreas, nella versione a 7 MPS e, infine, reni, pelle e muscoli scheletrici nella configurazione finale
a 10 MPS. Tutte le combinazioni hanno dimostrato [@acia di mantenimento della funzionalita
cellulare in condizioni di flusso continuo, rispettivamente, per 2, 3 e 4 settifdahe.

Un diverso approccio alla riproduzione del corpo umamneitro € quella dei MOC (Multi
organson-chip). Tali piattaforme a circuito chiuso offronoilvagtg i o di avere a di s
sistema in un singolo chip, senza la necessita di tubazioni esterne di collegamento, con un ulteriore
risparmio diterreno di coltura reagenti. Un esempio € lo studio in cui é stato testato un chip in cui
sonostati ncorporati 4 organi: intestino, fegato, i
intestinale di mol ecol e terapeutiche, | 6azi on:

residui metaboliciKigura37).
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Il dispositivo si compone di due circuiti fluidici, uno dei quali egh i 4 organi fornendo un
ricircolo pulsatile dmediumattraverso una micropompa peristaltica, mentre il secondo provvede alla
simulazione del |l 6escrezione renale. La speri me
e stata verificata laitalita delle colture, evidenziando il mantenimento della corretta morfologia e

undéottima funzional [72][73]di tutt. i comparti men:

Figura 37 (a) Schema del MOC che comprende i 4 organi collegati dai due percorsi fluidici. (b) Vista schema
dal |l 6alto del MOC <con b del peraopsp di esreadtimdnta zehate reein rosa qualo de
circolazione sistemica che collega i vari organi, dove A,B,C,D ed E sono i punti in cui effettuare le misurazioni
media.

Un metodo particolarmente elaborato per effettuare una connessione fluidica fra MPS e quello

utilizzato in un recente lavoro nel quale é stptesentato un sistema automatizzato, chiamato
il nt er rFgwa3BA). ISidtratt@ di un braccio robotico in grado di muoversi su tre assi per
prelevare campioni derreno di colturalai diversi OOC incorporati nella piattaforma e dispensarli al
chip ricevente di interesse. Ad esso € stato associato un sistema di micrascop e r |-€tu ma g i
delle colture.

Il sistema si compone di 8 OOC (pur avendo la possibilita di alloggiarne fino a 10), ognuno dei
quali comprendere un inlet e un outlet per la continua perfusione del materiale cefliglara3sB).

Questa configurazione é volta a far fronte ad alcune delle sfide ancora presenti nel campo degli
HuBoC.

I n primo luogo, | o6utilizzo di @&oomplassitgpdeuns at ¢
sistema microfluidico di pompe e tubazioni (con le quali aumenta il rischio di formazione di bolle)
semplificando il sistema, pur ottenendo una precisione che i mezzi passivi di distribuziemesdel
di colturanon possono raggiunge La modularita del sistema é ottenuta senza la necessita di sistemi
di valvole e micres wi t ch per devi are | fl ussi e, inol tr

riproducibilita e standardizzazione dei risultati rispetto alle manipolazioni opedipendenti.
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Questo sistema HuBoC, in definitiva, si rivela uno strumento versatile, ad alti throughput e
precisione per | 6i nterconnessione di di ver si

restrizione imposta da sentieri microfluidici pre@iastati.[74] [75]

Blood Brain Barrier

L Liquid Handler

Well Plates
Organ Chips

Skin

| G —
o — 4

Kidney

— =

Figura 38 (A) schema del sistema automatizzato di dispensazione del media fra i vari OOC controll
tramite | 6azione programmabile dell dinterrog
modellare i rispettivi organi biologici.

Peristaltic
Pump

Questi esperimenti, nel complesso, evidenziano come sia necessaria, nello sviluppo di modelli
per lo studio deBassorbi mento intestinale c¢Zhenafedeleut t a
riproduziored el | e caratteristiche ambientali, mor f ol
biologica. Inoltre, la facilita di estrazione dei risultati dai dispositivi di coltura attraverso sensori
appositi viene particolarmente apprezzatacaehpodella ricecafarmaceutiae alimentag, nei quali

€ necessario elaborare una grande mole di dati.

2.5.6 Limitaziondelle cellule Cac@

Malgradol 6 ampi o wut i | i z Zaoel areo degé anci,glestairhodelloCellalare
presenta ancora diverse limitazioni.

Una di queste, gia menzionate in precedee@zhlivello di TEER, che risulta molto maggiore
rispetto quello dedl e p i it vévd, una volta raggiunto il completo difenziamentolLa cacdilicita e
la staticita dei parametri ambientedippresentao un ulteriore ostacolo alla riproducibilita vitro su
TranswelP; ostacolcal quale hanno tentato di far fronte i diversi design fluidici e tridimensionali dei
bioreattorisviluppati.
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Un limite ancora difficile da superare e quello dovuto alla variabilita nelle colture sviluppate
nei diversi laboratoriche si rispecchia nelle discrepanze fra i risultati ottenuti husetistinti. La
variabilitd puo essere data da diffieze in: condizioni di coltura (composizione, pH, osmolarita del
terreno di colturg condizioni sperimentali (trattamento delle cellule, lavaggi con buffer salino) e
numero di passaggi ed eta delle cellAleche a parita di protocollo di coltyrgueste sorgenti di errore
possono portare alla diversa espressairacunitrasportatori, come il p.

Proprio il pattern di espressione di enzimi e trasportatori puo rivelarsi il maggior fattore
Il i mitante nel | 6 u2tAlcuni tragmotatod, particomrimente Irilevant aedlaoricerca
farmaceuticas ono s ot t oe s pamentsin vive, come ret dasmli gaelli Ichie, come
substratp presentanofarmaci ACEinibitori, la cui permeabilitén vitro risulta molto ridottaAnche
molecole terapeutiche idrofiliche con basso peso molecotare la metformina sono scarsamente
assorbitein vitro mentres u | | Qludamos or bi ment o 58%. Talamancareesamo at t
dimostrae anche dalla differente espressione genica delle celluleZaco

L 6 e s pne eidoai riguarda anche 6 e n z i ma CYPi3Ade chd puv essere, pero,
incentivata attraverso una diversa composizioné&dedno di coltur@ con la trasfezione delle aglié.

Tale tecnica  stata i mpi egtespartatarenRERTEL che @an puon d u
esserg altrimenti, sintetizzato dalle cellule Ca& in condizioni di coltura standard.6 ut i | i zz o
guestastrategia di biologia molecolaha, tuttaia, presentato diversvantaggi eisultati non sempre
consistenti[47]

La soluzionenella quale avviene sviluppata la coltura € di natw@uosa, percjinel caso di
molecole scarsamente idrosolubili fimse di studio € necessario aggiungere solventi che possono,
tuttavig essere dannosi per le cellule C&;se addizionati in alte coentrazioni[50]

La natura neoplastica, inoltre, si rivela un fattore limitap@iché sono stati riscontrati
comportamenti differenti dalle cellule nativeestinali nel caso di interazione con microbi e patageni
Spessole cellule Cace?, poiché dimostranana scarsaapacita di differenziarén cellule mucipare,
devono essere poste in-coltura con HT29MTX che invece, riproducontale fenotipo esecernono
lo strato di muco necessario per la riproduzione fisiologica intest{Adlg50]

Il throughput degli assay di peeabilita intestinale su 1@ 24-well standard € molto basso e
ci, provoca | daumento del p r e z ehe si g@testa attoraoE8Sp e r i 1
per ognitest effettuato. A tale scopo sono stati implememtaitii-well piu ampi (che comprendono
finoa 96 pozzettp er aument are | 6effi[6l enza dei process

Il cambio delterreno di colturan e | | &ia2d giosni stndard per raggiungere confluenza e

differenziamentaleve essereffettuatoogni 23 giorni(minimo 9 cambi in tale arco temporakexio
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causa uno stress importante sulle cellidecaso di rimpiazzo complettel terreno di coltur@sausto

con quellofresco (ricco di nutrientifattori di crescita e antibiotitie stata osservata in diverse linee
cellularil 6 at t i v aidegatiallae softkrenzagcellulareome il p§ che riveste la stessa funzione

di risposta ad eventi stressogeni anche in altri teskale effetto e transitorio, ma puo provocare
artefatti nei risultati degli studi, se non viene preso in considerazione. E stato notato, tuttavia, che un
rimpiazzosdamentedel 25% deterreno di colturannullagli effetti cellulari della perturbaziongr 7]

Il tempo necessario pgrcompleto differenziamentdel monolayer (circa 21 giorni),uno cei

fattori che ' i mi ta maggi or ment e | 6 e2f Diverse e n z a
metodologie di coltivazione sono staviluppate per far fronte al problema. Una di quebtédeu t i | i z .
di supporti 3D, 6applicazione di un flusso o una com

bioreattori, ma al momento tali strumenti remmo ancoratandardizzati eji conseguenzaitilizzabili
su larga scalan ambito industriale.

In uno sudio si e proceduto allaupplementazioneon 2% siero fetaledi vitello (SCST
supplemental Calf Serung)una combinazione di fattori di crescita e orimgre hanno permesso di
ridurre la quantadi FBS(che normalmente si attesta attorno al 18%osti di colturala variabilita
nel |l e caratt er i s tuodpohae ad b $viuppBrSevedibile dellet cellale. Cam
| 6ut i | i zsano stadi isuffide6tiS4 giorni pet completo differenziamentalel monolayer
Tuttavia, malgrado la comparsa di giunzioni strettpieste non sono risultatufficientemente
strutturate c ausando | 0 a uadalouheanolecole Eaminiamnritold) Let céllule
inoltre,non hanno sviluppatie stesso numero di pompe di membraspetto alle colture canoniche.

In un lavoro successivo € staddizionata aterreno di cdlura della puromicina. Questa,
molecola ha funzione antibiotica e si ipotizza che pasggiorare la compattezza epitelidle vitro
eliminano le cellule contaminanttome i periciti.In questo esperimento le cellule C&danno
mostrato un completo differenziamento in 6 giorni di colei@na buona affidabilita nghlutare la
Pappdi diversi composti[78] [79]

In commercio é presente un sistetinaolturaHTS (High throughput screening)r ont o al | ¢
il BioCoaf®. Si tratta di un supportche offre un array di inserti nei quidimembrane contengogia
il medium ottimizzato per lapologia di cellule da porre in coltueasono rivestitdi materiali in grado
di promuovere | a proliferazione eomnhetrialtents i 0 n €
disponibili kit che sfruttano rivestimenti in Collagene (tipo | o I@glatina,Pdi-lisina, Fibronectina,
Laminina o Matrigel.

Il Caco2 BioCoatAssay System, padblarmente adatto alla coltura di cellule Gagsfrutta

una membrana in PET, rivestita di collagéballare, in un sistema a 2dvell uniti in un'unica piastra.
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L6i mpiego di geudenwdirato vantaggioso énmmuaoto, altipeamettere la riduzione
della quantita di siero utilizzatopinimizza | tempo necessario per la coltura a solamente 3 giorni.
Inoltre, grazie all@onsistenza delle caratteristecfra lotti diversi deKIT, i controlli sulla qualita del
prodotto e la riduzione del rischio di erroleo vut o al l a mani pol aaup one
d e | | Orisudtas um ynetodo standardizzato sicuro e affidabile peoliara in grado di elimmare

parte delle discrepanze nei risultati ottenute da laboratori diversi

Tuttavia,si tratta di un prodottproprietariq dal costo elevate, per questo, difficilmente sfruttabile

su larga scald47] [80] [81] [82]
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Figura 39 Papprelativa ad (A) Lucifer Yellow e (B) Propanolonelle cellule trattate con il metodo di coltur:
standard, dopo 21 giorni (bianco) e quelle poste in coltur@ero) in un sistema BIOCOAT® HTS Caco2
Assay modificato. (C) Monolayer formato dalle cellule Cace2 nel Cor ni ngE Bi oCo

Epithelial Cell Environment ottenuto doposoli 3 giorni di coltura.
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3.Tessuto osseo

3.1 Anatomia e funzioni

L6 a p p ar a t-scheleticeedeputato, in primo luoga rendere possibile il movimento
del corpo. A tale scopo, le ossa fungono da segmenti rigidi che si connettono ai muscoli tramite
strutture fibrose di tessuto molle: i tendini. Tramite la contrazione della muscolatura striata, i tendini
trasmettono la f@a generata alle ossa, provocando la variazione degli angoli articolari e permettendo,
cosi, la locomozione e i movimenti.

Le ossa rivestono altre funzioni di particolare importanza come: la protezione dei tessuti
sottostanti da possibili urti, la seci@ze di molecole con funzione endocrinparacrinae possono
essere sfruttatdal corpocome riserva di minerali in caso di necesditaalcig elementali cui sono
particolarmente ricche

Il tessuto osseo presaniina preponderanza molto marcata di E@yetto allacomponente
cellulare La matrice e&in materiale composito, formato per il-80% daminerale inorganico, per il
20-40% da materiale organico e per il 3%ligali e acqua.

La componente mineraled®dvuta alla presenza di cristalii calcio e fosforo che si aggregano
con wuna struttura si mi/(CalPQG)sOH)y:emateramle caratérizzato d r o ¢
dal | 6 el e «cletfomisce allg osdai ldrotipica resistenza meccaniche fibre di collagene
sono la principale componente della componente organica. figesentano una struttura elicoidale
gerarchicamente orgazata la quale si forma attraverso un complesso processoha luogo,
inizialmente al | 61 nt er nofibrobe A sthiuceeowmstdeobl asti, per [
extracellulare, con un processo di autoassemblaggio delle fitmidecalandosi fra queste ultime, i
cristalli di idrossiapatite provvedono al processo di mineralizzazione dssestanti component
organici sono rappresentati da cartilaginessutocendoteliale

La maggior parte delle ossa composa da una struttura lamellare, che prevede
| 6organi zzazione di strat.i C o, dettidamelleattocnoa canali f 1 b |
Haversianji qualichepermettono il nutrimento del tessuto attraverso la perfusanguigndFigura
40). Le lamellemostranou roentazione differente del fibre fra i vari pianifornendo proprieta
meccani che pi % \Eatatd dirgogtiato, sneltreametalé orisnsasiane si adatti in
base alla direzione del | emirfinuzeandole tarisibonegengrata dai e

carich esterni.

68



La forma macroscopicastessa delle ossa modellata sulla base delfunzione che esse
svolgonoe vengono, percidistintein diverse categorid_e ossa lunghécome femoretibia, omero
e ulng in quanto leve vantaggiose, sono responsabili principalmente del movinQemtite piatte
forniscono sostegno e proteziguergli organi internj permettendo anche un certo grado di flessibilita
(come | e costole, che per me.Ldosshatnzzd efregoldverteled o n e
e ossa del carpoinfine, sono particolarmente adatteti@sferimento di carichi di compressione,
mentre sono poco soggette a flessione, in virtu della loro geometria. La peculiarita che accomuna gran
parte delle osséseppur in proporzioni different® la presenza di un sottile stato esterno di osso
corticaledensoe compattache rivesteunaparte interna, composta di 0SSO spugnoso: piu leggero
complessivamente elasticpoiché caratterizzatada unastruttura reticolarentessuta dal 6 i nt r e c
delle trabecole.Cio permette di ottimizzare la resistenza osgen preservandone la leggerezza
relativamente al volume occupatol | 6i nt er no déespitato d midokbmssemeal qualeo s o
ha luogo | dematopoiesi (processo che provvede
e rossa)[8] [83] [84] [85]

- Lamellar bone
Mature bone
= Aligned collagen fibers

Woven bone - #

e.g. fracture repair
= Random collagen
fiber orientation

Collagen fiber
Collagen fiber

Osteocyte orientation

‘Collagen

fiber

Collagen fibril

Figura40St rutt ur a anat olaqualeaposdoad essére distinigttermde drientazione differenti.

Una disposizionecasualedelle fibre intrecciate, spesso dovat alla riparazione di una frattura, risulta menc

resistenteagli stimoli meccanici Tuttavia, puo andare incontro a rimodellamento, acquisendo la consta forma
amell are dell 6osso in condizioni fisiologiche.
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Il processo di omeostaossea € un fenomeno tpo dinamico che prevedere un continuo
ri model |l amento mediato dalle diverse I|linee ce
osteoblasti, osteociti e osteoclasti. Queste cellule adulte e differenziate hanno origine dalle cellule
staminali nesenchimali (multipotenti) del mesoderma, dalle quali derivano anche gli adipociti, i

condrociti delle cartilagini e dello stroma

3.2 Cellule osee

Gli osteoblasti rappresentano il terzo e ultimo stadio di un processo di maturazione a tre step,
che passalagli osteoprogenitori ai preosteoblasti e, infine, alla cellula completamente differenziata,
grazie alla presenza di diversi stimoli di tipo fisidamico (fra i quali la tensione meccanicdaevia
di segnalazione del Wnt_e cellule completamente déifenziate mostrano una morfologia cuboidale,
mentre nei primi stadi € piu simile a quéillsiforme e allungatdeifibroblati. Gli osteoblasti hanno
la funzione di secernere una matrice extracellulare proteica a base di collagene di tipo |, osteopontina,
osteocalcina e fosfatasi alcaljtequale subira poi un processo di calcificazione, formano nuovi strati
di tessuto osse{B6]

Gli osteoclastsono cellule multinucleate che provvedono alla demolizione e al riassorbimento
del tessutatramite la secreziondi sostanze acide ed enzimi litiggermettendone il successivo

rimodellamento.

Gli osteocitirappresentanta popolazione cellulare preponderante-@90)a | | 6i nt er no
matriceossea possono vantare | demivita pi Y%Deigahoe s a (
daost eobl asti ri mast. i ntrappol ateirachidsilinpdrosita e r n o

denominate lacune, collegate fra loroi @analicoli di Volkmann Durante questo procesda
secrezione di ECM si interrompesabiscono profondi mutamersiala morfologia,chela funzione

delle celluk. Rispetto agli osteoblastinfatti, presentano un numero maggiore di canali ionici sulla
superficie della membrana cellularereauguantita piu abbondante di actina a livello del citoscheletro.
Inoltre, e statmsservato che essi rispondono a stress meccanici di taglio maggintia | 6 amb i e
biomeccanico degli osteoblasti € meno definito.

Si pensa che ghsteociti abbiano la proprietadivver tire il flusso di
canalicoli e le deformazionneccanib e | mp o s tramita éstroflesssondendriticheche i
mettono in comunicazione fra loro e con la morfologia della matrice. In risposta a tali stimoli gli
osteocitisono in gradali secernere fattori di segnglaracrini ed endocriioordinando, cosielzion
opposte delle altrdue popolazioni cellulari. Il meccanismo tramite il quale gli osteociti esercitano la
funzione di sensi ng dantoltacanpldtamenetcampre@y[85]d85)t ant e
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3.3 Rimodellamento osseo

L 6equidihamizofiab 6azi one degl i 0 st eeoelserzialda per ile  d
mantenimento della morfologia e delle proprieta meccaniches i ol ogi che del | 6o0:¢
favore degli osteoclasti, infatti, puo portare a osteoporosi e fragilitame nt r e undeccess
degli osteoblasti puo provocare malformazioni e calcificazei tessutimolli (formazione ossea
eterotopic E noto che per evitare un eccessivo riassorbimento osseo & necessario sottoporre il tessuto
a carichi ciclici i n un range fisiologico. Co
invece, la prevalenza del riassorbimento osseo adaapeyli osteoclasti; avvenimento che puod
verificarsi anche in seguito a carichi troppo elevati (sovra fisiolqgih® provocano un eccesso di
microfratture ai danni del tessulomeccanismi sottesi a queste evidesano ancora dibattuti e nel
corso dgli anni sono nate diverse teoiemerito.

| due principali fattoriin grado di attivare il sistema di meccamasduzione 0sseo sono la
deformazione della matrice e lo stress di taglio doeutol o s corri mento del f
porosita dellaECM, entrambi risulati dow t i all appl i cazicane eguelld i f
gravitazionale e di trazione dei muscoli.

La deformazione fisiologic@a cui applicazionp er met t e di mantenere o
osseajella matriceva da0,03% a 0,15% tuttavia, e stato dimostrato che questi valori devono essere
portati ad un rangehe va da % a 10% per ottenere lo stesso risultatovitro. Questoeffetto ha
portato a ipotizzare cHe cellule non avvertano direttamente la deformazione deltéca, ma quella
microstrutturalec h e s i g e n e debe cricchd dddle lactne,rdovd 6 i nt erruzi or

continuita del materiale concentra maggiormente le tensioni.

A B Aoy,

mechanical ’ osteocvtc osteoblasts
loading P -

\

canalnculun/ v\ —
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Figura 41 (A) Applicazione di diversi tipi di forze esterne che provocano (B) lo scorrimento del fluic
interstiziale nei canalicoli e nelle lacune. Cio provocgC) sia la stimolazione diretta egli osteoblas
(anchodoessi sensi bi |l i ia«.disbstanze dregelazisne daiparte deglilosteodti.
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Lo stess di taglidha dimostratodi provocare, in diversi studi vitro, una rispostgoersino
maggiore della deformazione della ECM nella modellazione del tedsdboido interstizialg in
seguito ad una swendsespmtadabki gnaddeht dopsessorio
canalicoli delle lacunee delle porositaandando a lambire le cellu{esteociti)che vi si trovano
(Figura41B). Essendo il diametro di tali canglarticolarmente ridotto, il flussacquisira una velocita
tale da causare uno stress di taglio sulle pareti chanere da 0,8 a 3 Pa. Haformazione dovuta
alla compressione trazi one e tor sjpewio é stoneld mecaasiceper las i r
circolazione delfluido (Figura41A). Tuttavia, i due fenomeniesercitanostimolazioni di diversa
natura la deformazione della ECM, avvertita principalmente dalle proteine di adesicmelegano
le cellule alla matrice, mentre il flusso ha effetto diretto sulla membrana cellularg85] [83] [88]

[89] [90]

3.4 Patologieossee

LOosso possiede una gr ande csanpzapresentargesidui ge n e
cicatrizial: per manent i . Léaumento della | ong
causto un incremento considerevole di casi di fragilita osselegati a patologie correlate
al | 6i nv e,cheé indcatceconie la causa diretta della perdita de8@% della densita delle
lacune, con la conseguente morte degli osteociti che risiedono al loro interfiagilita ossea,&a
sua voltaun indiceassociat ad un rischio di mortalita aumentagad wma diminuzione della qualita

della vita. [91]

& Osteoporosilb ost eoporosi ~ una delle patol ofgie o
caratterizzata da una diminuzione sistemica di massa ossea e da modifiche strutturali, sia a
livello macro che microscopicod el | 6appar ato schel etrobco.
classificabili come primari o secondari.

Nella definizione di osteoporosi primaria vengono incluse le formerpesbpausale
(la tipologia piu comune di osteoporpsdovuta ad uno sbhilanciamento ormonale degli
estrogeni, causa di una rapida perditmdssa ossea; quella giovanile, che si manifesta in eta
infantile o adolescenziale ed  dovulkea a 1
forme secondarignvece sono causate da patologie pregresse come la lautzstieatosi
epaticae lasindrme diCushing dal | 6assunzi ojcemeduelli ®menenti f i c
glucocorticoidi, gli inibitori della pompa protonieagli immunosoppressori sfruttati in caso di

trapianto o chemioterapia
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A soffrire di questa patologia, in Italia, sono 3,5 milioni di donne e 1 milione di uomini
ed é stato stimato che entro i prossimi 25 anni ne sara affetto il 25% della popolaziene over
65. Al l 6osteopor osi - |l egat o wapratfutorativelloi ncr
del |l 6anca e delle vertebre, ri spettivamen:
annualmenteMentre, in America, si contano piu @imilioni di eventi traumatici simili ogni
anno.Un evento di frattura improvviso legato altagilita ossea corrisponde ad un aumentato

rischiodi mortalitao ospedalizzazione a lungo terminaceunaconseguente diminuzione del

l'ivell o di autosufficienza. L6i mpatto ecor
milioni di edei quali spader nasi di frattradd¥ femor84] [92] [93]
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Figura 42 Processi dirimodellamento osseo fisiologico (attraverso il quale si forma I'osso sanc
patologico. In quest'ultimo caso si ha uno shilanciamento fra azione degli osteoblasti (meno at
e degl i osteocl asti (pi % attivi), che d" o

Osteoartrite € una patologia degenerativa delle articolazioni che prevede il deterioramento
delle cartilagini e ilconseguente sfregamento deligerfici osseéra loro. Cio causa dolore,
restrizione nei movimenti e rigidita articolare. | fattori di rischio sono, in gran parte,
sovrapponi bili a guel | i del | 6 ost e popsthiteo s i |,

insorgenza della malattiaadcuni asptti dellostile di vitg come il livello di attivita fisica e

| 6al i me[B4 azi one.

Osteomielites tr atta di uno stato i nfiammatasiri o ¢
ad undoinfezione batterica. La dibattesiaal Ip@ii mtce I
del | 6 appar aftao qualidl ipie hotté3. aurens,che presenta un alto grado di
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resistenza agli antibiotici. Altri agenti infettivi che gogo scatenare la cascata inflammatoria
sono alcune speciedifunghi ma t al e reazione pu, avere an
guale ancora non sono chiare le cause. Gli effetti sono invalidantegprimono corun

rimodellamento osseo patologiclee causa ina morfologia scheletraiterata[94]

& Osteomalaciail termine osteonmdralciidho s iegntidlie ap ditos
come una mancata mineralizzazione del tessuto psbeorimane cartilagined_e cause
riconosciute come quelle piu frequenti sono un deficit di vitamina D o di¢calcib 6 as sun z

di alcuni farmaci e malattie pregs o congenit¢95]

& Osteogenesimperfecta sitratta di un insieme eterogeneo di stati patologici ereditari a carico

dei tessuti connettiviQuesto raro disordine e presente in un caskbs20000nascite e causa

una generalizzata fragilit” eLeancauwseardeal Ica
imperfecta, secondo recenti studgno da ricercare in mutazioni dei geni implicati nella

produzione di collagen¢96]

3.5 Modelliosteogenici

Come precedentemente accennato, i mesomoa ni S|
ancora completamente compresi nella loro base molecolare. Modelli precisi, svilujppeaitit e a
basso costmotrebbero permettetea®vicinamento ad una visione piu completa dei meccanismi che
portano allo sviluppalelle patologie particolarmete invalidantj in grado dii nt accar e | 6 ¢
scheletricce delle leggi biologiche che guidano la continua modellazione ossea in ambito fisiologico.

Lo sfruttamento di modellin vivo propone problemi etici e di trasferibilita dei risultati
nel | 6 uo muelliexverontorne sono i n grado di riprodurre
a causa del rapido deterioramedt tessuti molli che lo compongoeal e | | 6 i r r(daupadid i me n
aumentata fragilitadella struttura mineralizzatdovuo alla disidratazione dei campioni e alle
procedure di conservazione e fissazione.

Attraverso la ricerca in campo tissutale, inoltre, i modelli sviluppafitro potranno, una volta
perfezionatie standardizzati, fornire un importante contributolpesviluppo di graft impiantabilin
grado di correggerstati patologicidovuti ad eventi traumatici o a malformazieongeniteGia ora,
| 6 oesilssecondo tessuto piu trapiantato al moodo oltre 2 niioni di interventi di ricostruzione
ossea effettuati.e procedure odiernepremedch o | 6 ut i | i z z(che dppresgntaacfilgolda ut o
standard)allogenicio costruiti con materiali artificiali metallici o ceramici.

Tuttavia, laquantita dgraft aitologhi disponibili per il trapiante limitata poi ch® | 6 o0 p

di raccolta del tessuto potrebbe provocare un daehsito di oigine.Per i trapianti allogenici si ha a
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disposizione una grande quantita di tessuti sanisasaiste il rischio di rigetto e trasmissione di
infezioni dal donatore al rvente | materiali da impianto di natura metallip@ssono risentire di
probl emi nel |l 6i nt egr azi,causandc iofeziori édegraglamaosi ;m mado d e
i mprevisto a causa del |ILéeernmiche, P presentmaunalsirudgunat e b
particolarmentebiocompatibilee ingrado di minimizzargli effetti delle frizioni causati da parti le
cui superfici sono esposte a sfregamento, sono di natura fragile. A causa di totsipipiossono
arrivare a rotturamprovvisa L 6 o p zpiu desiderabile risulta, percio, quetlasfruttare struttue
con caratteristiche perfettamente sovrapponib
che sianadisponibili in tempi brevi e modellabili in base alla fisiologia del paziespiecifica Per
raggiungere gesto scopono dei metodi proposin campo tissutalé quello digenerare uno scaffold
sul quale saranno fatte proliferare cellule osteogemiceado di secernere una matrice mineralizzata.
Successivamente il complesso di biomateriale e cellule verra impiartatpeste ultime
provvederanno a sostituire lo scaffoldhe andra incontro a degradazione) con la loro ECM
rigenerando la continuita ossea fisiologica.

Pertale impiego(e per lo sviluppo di modelin vitro non ai fini di impianto, ma di ricerga
sonostae propostesvariatetipologie dicellule osse, che possono aveogigine da tre diverse fonti:

& Cellule staminali pluripotenticon la capacita dacquisire, tramitalifferenziamentp

diversi fenotipi, fra i quali quell@steoblastio), come lecellule mesenchimali.

& Osteoblasti e osteoclastilultiisolati dadiversefonti animalio umane

& Linee cellulari immortalizzate o provenienti da tumori ossei (osteosard8sii]91]

La maggior parte dei modelli osteogeniici vitro, tuttavia, soffre ancora di alcune
problematiche che ne precludonoskandardizzazione e la commercializzazione su larga daala.
composizione ttimale delterreno di colturger stimolare il processo differenziamente@ ancora un
tema dibattuto.Nei diversi studi svolti infatti, &€ evidente una mancanza di omogeneita nella
proporzione dei principali reagenti sfruttati per ottenkfenotipo adulto delle cellule osteogeniche.
Molti dei terreni di colturautilizzati contengono FBS che, di per s€, &€ un compaatatterizzato da
una grande variabilitéra diversi lotti di produzione e cio puo influenzare il risultato della coltura.
Inol tre, | 6 FBS pu, xenmantgeni di p@verieaza animalé ehe gossono
influenzare il processdi differenziamento E dimostratoche il potenziale osteogenico di cellule
mesenchimalicoltivate con una tipologia dierreno di colturaxenofree, viene mantenuto
efficacemente il tempo necessario per acquisire il fenotipo definigvminore rispetto a controlli
che sfruttano un terreno di coltura con FBS addiziof@#g.[98] [99] [100]
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Nel caso di utilizzo di cellule mesenchimali, inoltre, da tenere in considerazione la
provenienzgmidollo osseo, tessutadiposo,cordone ombelicajee il metodo di isolamento di tal
cellule, paché potrebbero influire sul processo di sviluppgotali fonti di variabilita si aggiungno
altri fattori potenzialmente influenti sul comportamento cellueeminaliin vitro, comel 6 e to”
stato di salutéel donatoreQueste, inoltreyna volta isolateendono a perdere rapidame(ge& dopo
pochi passaggi)l loro potenziale didifferenziamentp r endendo di f f fucriol t os
dal |l 6ambiente havotwvenemepetocdi un numero ril e

Al cune dell e problematiche di i nomogeneit?’
essere risolto coh 6 i mp ilireeg aelluldriiin grado di replicarsi facilmente e indefinitamente, ma
a n edsd presentano differenze evidémtbase ai metodi di coltur&oltre, proprio la loro natura
neoplastica, costituisce una discrepanza importante nella riprodirzioitr® del tessuto osseo.

Un elementdli centrale importanzaer qual si asi tipologia di ¢
di un modellan vitro riguardala piattaforma di supporto e adesione del materiale biologiaausa
del |l e specifiche caratt er i guestoctdsmitantaeili madeallim i e nt
guestione non possono prescindere dal riprodurre, fra le diverse variabili, una struttura tridimensionale
accuratamente studiata dal punto di vista morfologico e mecc&iicoomportaunéattenta selezione
della georatria del supporténon solo quella superficiale ma anch#édri come la porosita e il grado
di interconnessione dei pori stéssdel biomateriale utilizzato pgenerarlo

E stato evidenziatim diversi studi, infatti, come una matrice composta dassiapatitd HA)

e collagene sia igrado di indirizzare cellule mesenchimali versdemotipo osteogenico, mentre uno
scaffold inHA e hydrogel sinteticopermette difar virare il differenziamentoversoun fenotipo

condrogenico.

3.6. CelluleMC3T3E1

Le cellule primarieMC3T3 sono statesolate,originariamentedal cranio di topoDa esse e
stat sviluppata tramite immortalizzazionda lineacellulare clonale delle MC3FB1, selezionata in
base all 6al ta at (ALR)prdaséntatd mellofstats cordluestes T u tatl @a@r a ,n aq u
e fra le piu sfruttate per la riproduziome vitro del tessuto osseoLe MC3T3E1L, nello stadio di
crescita logaritmica si trovamello statali osteeprogenitori ed esprimono una morfologia simile a
guella dei fibroblasticaratterizzati da un citoscheletro con abbondanti microtubuli e microfilamenti

nel citoplasma. Dimostrano un dubliigne di 18 ore e possono raggiungere lacstmnfluente in 4
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giorni, dopo i quali cominciano a formarsi piu strati cellulari sovrapposti. Con il protrarsi della coltura

i filamenti di collagene secreti dalle cellule si allungano e aumentano di diametro. Dopo circa 21 giorni

le cellule dimostranaun fenotipo tipicamente osteoblastico e tendono a raggrupparsi in regioni

nodulari circondate da matrice fibrosQuest 6ul t i ma, pr os,egnneiama o C

mineralizzarsied e possibile osservargrimi cristalli aghiformi intercalati alle fite: Dopo 4G50

giorni si notanoagglomerati calcificafiformati da idrossiapatite ben strutturatei quali sono

distinguibili gliosteocitf i ntr appol at i acbne@uviangnesiwon o del | a mat
Le cellule MC3T3E1 hanno dimostratodo n 6 espr essi one del pinopr i c

tempi minorj oltre ad essere in grado di mantenerlo piu a lupgmdo il monolayer viene sottoposto

ad uno stimolo perfusivoluttavia,diversi metodi di coltura piu sofisticati rispetto alla semina su

supporti bidimensionali sono stati sviluppati nel corso degli §bdi][102]

Figura 43 Immagini ottenute tramite microscopia a contrasto di fasenelle quali & possible osserva
cellule MC3T3-E1 dopo2, 4, 21 e 24 giorni di coltura (rispettivamente ab-c-d). Inizialmente le cellule
(a) acquisiscono una morfologigusiforme, tipica dei fibroblasti, successivamentéb) si differenzianc
verso un fenotipo osteoblasticac) riunendosi in noduli attorno ai quali si sviluppa la matrice
mineralizzata. Infine, (d) gli osteoblastiintrappolati nella matrice stessa diventanoosteociti. Ob:
osteoblasti. YOc: giovani osteociti. Mi: matrice mineralizzata.
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3.6.1 Assay®steogenici

| risultati del pocesso ddifferenziamentan vitro possono essere osservati attraverso diverse
tipologie di assays spettrofotometrici. La re
che permette di visuali zzar e inatrideenpneralizzata. Sibdasa c a |
sulla sostituzione, da parte di ioni di argento, del calcio legato al fosfato nei cristalli di HA. La
successiva visualizzazione & permessa dalla riduzione degli ioni in argento metallico. Attraverso

guesto assay sara, quingossibile osservare la matrice sotto forma di agglomerati dalla colorazione

che viradal gialloalnefd n base alla di mensione dei grani
all agente riducente.
Il nizial ment e, | a r eazi dzacedi adgento Viitvato cdfne domedorep r e

di Ag" ma, successivamente, tale reagente & stato sostituito con argento lattato che, in virtu del suo
minore coefficiente di dissociaziongermette di diminuire la probabilita di reazioni non specifiche.

Questa migbria ha aumentato la capacita di discriminazione del test, diminuendo la possibilita
di colorazione indesiderata del backgroy®d] [103]

Una seconda possibilit”™ — quella rappresen
colorante € in grado di reagire con il caldmrmando depositi dalla colorazione rossa che possono,
successivamentee s s er e estratti utilizzando aci do ac
particolarmente versatile). Il colorante cosi estratto pud essere osservato attraverso tecniche di
microsopia ottica a contrasto di fase o quantificato attraverso tecniche spettrofotometriche a 405 nm.
Il protocollo standard per questo tipo di assay prevede la rimozione del medium di coltura ed eventuali
suoi residui attraverso un lavaggio delle cellule c&PHS o altri buffer salini. Successivamente le
cellule vengono fissate con un processo di incubazione di 15 minuti in formaldeide, che verra poi
lavata con dblO (acqua distill ata). Si procede con |
| 6 agi t d&piastraper 2@Deninuti. Dopodiché e necessario effettuare un ulteriore lavaggio con
dH>O per eliminare il colorante che non ha reagltdine, € possibilppassar e al |l 6i sy
campi one. L6ARS assay st at o gead gellule ostebgeniclteo n
disposte su un monolayer, fra le quali cellule staminali mesenchimali e linee cellulari di origine
tumorale dimostrandosi, inoltre, in grado di diagnosticare tumori mineralizaarampioniderivanti
da biopsia[104]

Un ulteriore metodo utilizzabile € il saggio di ALP, che sfrutta la spettrofotometria per misurare
i livelli di ALP (fosfatasi alcalina), molecola riconosciuta come una dei piu rilevanti marcatori

del | 6at t itca. tn'questoschse b-tittofarslfosfato viene impiegato come substrato per
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| 6 AL P, che ne provoca | a defosforilazione,
individuabile alla lunghezza déonda di 405 nm
Questo metodo € particolarmente seihesibe riproducibile, tuttavia, i protocolli di
conservazione e preparazione del campione da analizzare possono influenzarne i risultati. E stata
di mostrat a, infatti, una dipendenza della cin

cellulareed enzimatica del campiori87]

3.6.2 Supporti dicoltura 3D e dinamigier MC3T&E1

In diversi studi é stata evidenziata una magguitaita ecapacita di proliferaziondi cellule
osteogeniche su supporti tridimensionadij qualila coltura puo espandersi su piu strati dello scaffold,
senza essere limitata alla formaziomeiid monolayer: conformazione particolarmente distante della
realemorfologia ossealna recente sperimentazione ha, inolex@ddenziato come il materiale e la
tessitura stessa delle fibre che compongono lo scaffisido fattori determinantiella prolferazione
delle cellule MC3TZEL. In questo studio € stata sfruttata la tecnologia della stamp®BD(fused
depositiormodeling, in una sua versione ad estrusione a bassa tempepatgastruiredue strutture
composite: una infibroina della seta/collagene/idrossiapatite (SF/COL/HA) e la seconda in
policaprolattonedrossiapatite (PCL/HAYOgnunodegli scaffoldpresentav® strati di fibre allineate
sovrapposti secondee diverseangalzi oni | 0 un o 30°,458em@°(Figwad4d | | 6al tr

.
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Figura 44 Immagini al SEM delle fibre degli scaffold di SF/COL/HA e (B) PCL/HA. (C-D-E)
fotografie dello scaffold PCL/HA nelle versioni con fibre rispettivamente a 99 45° e 30°
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Entrambi gli scaffold hanno dimostrato di incentivare la proliferazione e la sopravvivenza delle
cellule con le quali sono statiolonizzati, male versionicon angolazione a 90° hanno fornito un
ambiente piu vantaggiosQuesto risultato e attribuibjlén gran parteal modulo di compressione
dimostrato dallapecifica disposizione delle fibrema anchalle diverse interconnessioformatefra
le porositae alla densita superficialettenut. 1l dispositivo di supporto presentato puo fornire una
possibile soluzione di impianto, grazieGall t i | matedabpolichéerici biocompatibili e di origine
naturale Tuttavia, sono statitgdiati anche altri tipi di biomateriali impiegabili in tale ambi&ono
stati testatin vitro scaffold in lega di Fén (attraversankjet 3D printing) che hanno dimostrato una
buona biocompatibilitanche durante la fase di degradazipaemettendo, inoltre, la colonizzazione
cellulare degli stratpiu interni. Il vantaggio delle leghe metalliche e rappresentato, principalmente
dall e |l oro propriet? me c c ani ¢ ha mgsaranhoi necedsair me |
ulteriori studis u | | 0 a imlvivoepertrislvere problematiche legate alla corrosianai suoi
sottoprodotti[105] [106]

Per la costruzione di scaffold tridimensionali la stampa 3D rappresenta umoettai
produttivi piu promettenti, tuttavia, la tecnolog#®M non é in grado di generastrutturead alta
porosita che mantenganallo stesso tempauna buona integrita, sufficienti dettagli morfologici
superficialie un alto rapporto superficie/volumaltre metodologie come il dvent casting and
particulate leaching (SCPL¥ono state esploratema | gr ad o qacrecasiadnugratiol dina
sopperirea gran parte dellmancanze della FDMa stampa di scaffold dalla forma complessa risulta
ancoradifficoltosae richiedeun passaggidi postprocessinglispendiosgerrimozione dei residudli
acqua e solventi.

In uno studiodel 2019¢e stato proposto unuovo processo produttivo che ha permesso la
costruzionali uno scaffold anatomicamerdecurato (che riproduce la forma di un femore umano) in
acidopolilattico (PLA) e idrossiapatit¢HA). In questo caso e stato prodotto uno stardpmsolubile
in PVA (alcol polivinilico) dello scaffold attraversstampa 3Ddal quale si é ricavata la struttura in
PLA-HA (Figura45). Successivamente ldue componenti sono state sottop@sten processo di
perfusioneperotterere la dissolumne dellostampo el lavaggio dello scaffold. lsupporto risultante
ha presentato un grado ottimaleuniformita dei pore hapermessfo6 adesi one dEl cel |
le qualihanno dimostratan alto grado di attivitd metabolica.

Questa nuova tecnica produttiva deve essere ancora validata attraverso una perfusione di

mediumper il sostentamento delle cellukelungo terminganche negli strati piu profondruttavia,
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il tempo necessario alla generazione dello scaffoisiiita 20volte piu minore rispettoa quello

impiegato tramité~-DM e il rapporto superficie/volume migliorato di un fattore B07]

Figura 45 (A) Stampi stampati in 3D in PVA, uno dei quali & stato appositamente inciso per mostrare
parte interna. (B) Scaffold completamente formato. (C) Comparazione fra lo stampo e lo sifald, che ne
riproduce fedelmente la morfologia.

Come precedentemente accenndtoe allatridimensionalita del modell@ necessario fornire
segnali di tipo meccanico alle celluldaegenerazione di un flusso € uno dei metodi piu sfruttati per
farlo. E stata valutat, in un lavoro del 2D 3 , | 6ef f et t oElLdelostesdiltaglibdd MC 3
12 dyne/cra (1,2 Pa)ndaotto da flussae protratto per una sola ora.

Questo segnale meccanico ha immediatamente indotto un increneémomero di fibre di
ancoraggio di Factina e un loro riarrangiamento. Poidbaéroteine strutturali del citosdie¢ro sono
collegate direttantge alla membrana cellulare, si € ipotizzato che una deformazione della morfologia
cellul are potesse altera+HEr | 6espressione geni

C stata studiat a, perci ., | GesALP imgicali meh e di
processo ddifferenziamentaellulare verso un fenotipo osteoblastica.sovra regolaziondei primi
due  stata rilevata nell e pr i meelrade tempoegale frane n t
dalle 48 alle 72 ore | risultat:i riguardanti | 6espressi
deposizione di fibre di collagene e in ysia rapida formazione di noduli mineralizzati

Cio dimostra che anche un breve stimolo perfusivo € sufficiente ad incenilvare
differenziamentwerso lo stato completamente differenziato deditule MC3T3-E1. [108]

Per b sviluppo di un flusso continuativo nel tempo, sono spesso sfruttati disp@sitivi
perfusioneche prendono il nome daralletplate flow chamber(PPFC) Questi, permettono un
assaggio controllatodi| ui do al | 6i n,atgavensd 6driz i bmeae qEaPEMEas i v a
siringa.Le PPFC sono strumenti di semplice utilizzo shear stress sviluppato sul substrato cellulare
e sulle pareti €ostanteTuttavia, la velocita del flusso non &€ modulakileante la fase di perfusione

e risulta difficile produrre uno stress di tagtiarticolarmente ont enut o, c¢che r i man
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pPa. Il dispositivo ideato da un gruppo di ricerca cin€sgura46a-b) sfruttauna modifica della
tecnologia PPFC pda generazione di un flussh intensita variabile che imponga uno shear stress
sulle MC3T3EL1 che vdada 15 a 412 pPaQuestostudio risulta di particolare rilevanzaoichétali
valori d stress di taglio sono comparabili con quelli ottenuti nel nostro lavoro speriménsé¢ 6,6
pPa.ll designdel chipmicrofluidico prevedeguattrocameredelle dimensioni di4265x126%100um,
nelle quali scorremnofluss di terreno di colturan e | | 6 deiruldminrper generare lo stimoldi.
flussoviene modulatattraverso la differentieinghezza e sezione dmicrocanali che connettono le
camerea | | 6 il lbdeotu tel eat Coe una pkifusigneds O, mirvecstato possibile ottenere
stress di taglio nelle 4 camergpettivamentelalla 1 alla 4di 1,5 7,7, 526 e 412 pPa

Dopo 48 oresono stati raccoltifisultati, tramite i quali € stato possibile constatawenenelle
prime tre cameréino a 52,6 uPg, siaaumentato il tasso di proliferazionedéferenziamentalelle
cellule,le qualihanno espresso piu alti livelli di ALP e RUNXZnentre nella quarta (432P3g lo
sviluppo del fenotipo e del quantita di cellule vitakiastato inibito(Figura46e-h).

Figura 46 (a) Modello CAD del chip in grado di supportarediverse velocita del flussalle camere di colture
(1, 2, 3 e 4)(b) Fotografia del dispositivo. (eh) cellule MC3T3-E1 nelle camere, rispettivamente da 1 a
dopo 48 ore di perfusione, visualizzate tramiteolorazione conRh123-HoechstPlI.

In un ulteriore studio in regime di perfusioh&tavia, viene fatto notare come la proliferazione
(legata al numero di cellule vitali)ikedifferenziamentgprocesso legato allo sviluppo di un fenotipo
adulto e ben definijosiano due avvenimenti distinti € non spesso concomithrititti, € stato
dimostrato che, sottoponendo cellME3T3-E1 preosteoblastiche in fase GO/G1 del ciclo cellulare
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ad uno stress di taglio indotto dal fluskEoproliferazione viene interrotta, dando il via al processo di
differenziamentpcon un corrispettivo innalzamiendei livelli di Runx2[109]

La possibilita di somministrazione di un flussaetireno di colturaontinuo ed uniform@on

| uni ca opzi one dnfattisdiversrstuti hanno sottopostp le cekule M@3IT b i | €
E1 aun flusso di tipo pulsatiléE stata recentemente indagktaelazione fra un ambiente di coltura
caratterizzato da un flusso pulsatile e la morfologia delle cetloke particolare attenzione alle
variazioni rel volume dénucleq inrisposta alla perfusion®er tale osservazione sono state sottepost
le cellule MC3T3EL a 1 ora di flusso pulsati(shear stress di 1 Pa ad una frequenza di.1%no
state raccolte immagini delle cellule ogni 10 minuti durante la perfusicubito dpo, permettendo
lo studio, tramite software appos{fdeasureStadk de parametri morfometrici.

La forma delle cellule & passata da quella tipicamente poligonale degli osteoblasti a una piu
triangolarementre il nucleoinizialmentetondeggiateha subio un allungamento. Il flusso ha causato,
inoltre, unadiminuzioned e | | & a r edaun tatofeldiW,3 a dekvolundel nucleodi un fattore
0,2 (Figura 47). Le strutture fibrosedi Utubulina del citoscheletrchanno risposto allo stimolo

assumendo una conformazioneeno allineata, con un corrispondente incremento dei livelli di

espressione di-ectna  Come gi ° accennato, | Owaliamuclecguga o di
una modul azione diretta dell 6espressione geni
incrementmel | a formazione di coll agene[l@] 3 setti me
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Figura 47 (A) Ricostruzione 3D della morfologia cellulare sottoposta al flusso pulsatile per interve
temporali successivi e istogramma che riporta il volume cellulare rilevato negli stessi istanti. (I
Morfologia della cellula e del nucleo nella coltura statica diontrollo (CON) e al termine della perfusion:
pulsatile (PFF).
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Oltre alla morfologiee al | 6 espr essi one sbitopostpeaeflossd pulsatile g e r
hanno dimostrato umumentodel rilascio di molecole di segnalguali Ossido nitrico (NO) e
Prostaglandina EPGE), entrambe legate alla formazione ossea meccanicamente ihdot#azione
di linee cellulare osteoblastiche (MC3E3) e osteociticheMLO-Y4), e risultata differete in
risposta alla stimolazione in regime perfusivo pulsatile (anche se protratto per soli 10 raauti).
disparita di maggior rilievo fra le due popolazioiguarda il rilascio dPGE: che,negli osteoblasti, &
maggiorenel caso in cui il citoscheletrsia statoprecedentement@anneggiato (condizione indotta
chimicamente nello studio in question@)obabilmenta causa della stimolazione delle adesioni focali
che si formanan tale condiziongmentre negli osteociti la secrezioneRIEE: viene inibita dalla
condizione di compromissione del citoscheleffale scoperta puo essere attribuibile atlaggior
dipendenza degbsteocitidalla grande quantita di actina che ne caratterizza il cittetob€~igura
48). Lacomprensiondi questi meccanismi potrebbe aiutare ad aggiungere nuove conoscenze riguardo

all a modell azi one s c h eJersetpopblaziani eellulariossgdil0j t er az i o

Osteoblastic cells Osteocytic cells
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Figura 48 Livelli di NO e PGE; secreti dalle cellule(A) osteoblasticle MC3T3-E1 e (B) osteocitiche
MLO -Y4 nelle condizioni (bianco) senza trattamento (grigio chiay) con aggiunta di una molecola i
grado di deteri or ar eicrbtubali¢MT) delaitossheletm.r i gi o scur

Nei modelli osteogenici piu completi la conformazione geometrica tridimensionale degli
scaffold é statanita allo stimolo impresso dal flusdee colture statiche su scaffold sono in grado di
supportare efficacemente la vitalita e la proliferazione @kusulla superficie della strutturaa, se
il suo spessore maggiore di 2mm, il core rischia di andare in necrosi a causa della sua mancata
perfusione. Peovviare a questa problematica é stato costruito un bioreattore in grado di assicurare la
vitalita cellulare in scaffold dello spessore fino a 6ntirdispositivo inquestione é stato equipaggiato
di 8 camere indipendentthe possono ospitare scaffold fino a 24mm di diametro e 20mm di spessore
(Figura49). Attraverso di esse il flusso diedium(1 ml/min)e stato sospinto per mezzo di una pompa
peristaltica ad 8 canalichepar ovocat o uno stress di taglio al
0,02dynes/chh(@2mPa) Loentit™ del flusso ~ stata perant er
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non provocarain dannaalla colturae per escludere la possibilita di esercitare una forza meccanica

rlevate sul l e cellule, in quart ol @omeinetet il V@fdrad
e del ricambio di nutrienti nel care

N T

|
\ /T

(b) (¢)

Figura 49 (a) Schema del percorso del flusso, in grado di penetrare nella matrice porosa dello scaffc
passare dai lati esterni per eitare ristagni e eccessive turbolenze. (b) Schema della camera che allogg
scaffold e percorso del flusso attraverso la maitce porosa. (c) Rappresentazione del bioreattore comple
conil circuito composto dalla pompa peristaltica, i reservoir e le camere di perfusione. (d) immagine de
8 camere di colturae reservoir inferiori.

Sui supporti sonstate seminate cellule MC39EL con lo scopo di valutare la loro risposta al
flusso, rispetto a quella di una coltura statica su Petri stariflatdto dimostrato che, dopo una prima
fase dilieve diminuzione fra i giorni 2 e 4, laquantita di cellule ali a livello del core si € mantenuta,
per il resto della colturadi8giotni a circa | 680% rispetto a quel!/l
il numero di cellule negli strati piu interni e calato drasticamente fino alla quasi completa morte della
coltura al giorno §Figura50A). Per compensare la possibile disparita di distribuzione delle cellule
seminate é stato valutato anche il rappfreguantita dicellulenel core e nella periferia, confermando

i risultati precedenti corun valore compreso fra 0,6 e 0,8 dal giornal iorno8 (Figura50B). Il
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Figura 50 (A) Numero dicelluleal | 6i nt er no del core dell o sca

nel core e in periferiain giorni successivi, in condizioni statiche (grigiog dinamiche (rosso).
85



semplice design di questo bioreattprebbe essere facilmente scalato peomodare scaffold di
dimensioni maggiori &rnire cosi, oltre a modelli di studio, anche apparati impiantabiivo. [111]

Uno studio successivo hatestbt@ e f f et t o di u medium(0,% dyregerd) 1 ml
attraverso unacaffold in fibroina della seta (SF)/Gelatina (G)/idrossiapatite (fAgura51A). Le
cellule MC3T3EL sonq inizialmente statesospesaelterreno di colturaa | | 6i nt er no del
seminate nello scaffold attraversd & t t i v aflusso di medidrestesso (proaitto per 6 ore)
Questo metodo ha permesso di ottenerepitnainiforme distribuzionélelle celluleal | 61 nt er no
struttura porosaispettoa metodi di centrifugazione e agitaziof@®n la successiva perfusiofdella
durata di 14 giorni}e MC3T3E1, hannodimostrato unaisposta alla coltura di tipo dinamico che ha
compreso unaroliferazione maggiorrigura51B), un o6 at t i v adelladosfatasialoaima nt a t
(ALP) e una piu sostenuta deposizione di calcio, rispettorafollo staticolnoltre, in tutte le sezioni
in cui é stato suddiviso lo affold, il doubling time della comunita cellulag diminuito fino a piu

della metgTabella3). Tale effetto € maggiormente evidenziato nella zona centrale.
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Figura 51 (A) fotografia dello scaffold in SF/G/HA. (B)Numero di cellule sullo scaffold in giorni successi
(da 1 a 14)nel caso statico (grigio) e dinamico (bianco).

Successivamente sullo stesso scaffoldono state testate celluigimarie rMSC (rat bone
marrow derived stromal cellgolate dadiafisi difemore di rattpsottoponendole ad un flusso i3l
o 5 ml/min per valutane la capacita di adesione a diverse portaeortata maggiore (®Il/min) ha
causato un distacaellularedi entita statisticamente rilevartenfronto alle altre due veloci(&igura
52). La perfusione di 3 ml/min, invece, si é rivelata quella piu vantaggiosa, riuscendo a sollecitare
efficacementele cellule, provocandone Igroliferazione e, allo stesso tempopreservando

adeguatamente 6 i nt egr i t ~ addsioohelamcorate atbotsaaffoliil?] d i
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cellule rMSC ancorate allo scaffold in corrispondenza delle tre velocita di perfusione nei giorni 7, 14, 2
28 della coltura.

Tabella 3: Velocita di crescita e doubling time delle cellule seminate sullo scaffold nelle diverse sezioni «
(quella superiore, esposta direttamente al flus$@ D (inferiore).

Section Section location Specific growth rate (h~ ") Population doubling time (days)
Static culture® Dynamic culture” Static culture Dynamic culture
Whole scaffold 3.56 < 103 5.40x 1077 8.2 5.4
A 0-2.5 mm from top 2,60 < 107° 528= 107" 11.2 5.5
B 2.5-5 mm from top 298 x 1077 578 % 107} 08 5.0
C 5.0-7.5 mm from top 414 <107 520x 107 7.0 5.6
D 7.5-10 mm from top 473107 536x 107 6.2 5.4
Un recente studis i occupat o dedelladistribwibne del flussq gelao f o 1

concentrazione di ossigeno e della densita cellulare su uno scfilfimdo (in policaprolattone)
stampato in 3Dcomparando diverse portate difluou g e ner at enleadellbioreatoredin o d e
guesto casgono state largamente sfruttate simulazioni numeriche per deterrdg@rameatteristiche
che il flusso assumeva penetrando ,azdninlétidi®02e r no
0,1 e 0,5 ml/mirper 5giorni (Figura53A). | risultaticomputaziona) poi validati sperimentalmente,
hanno evidenziato come Mdiverseportak in ingresso ablino prodotto sostanziali diffenzendla
velocita del flusso e nello stress di taglio esercitato su fibre e pareti del bioreattore, ma noa abbia
intaccato la pressionta densita cellulare medala concentrazione di ossigeffiaguras3B), la quale
si rivela di centrale importanza nella coltura di cellule osteogeniche.

Si é poi passati alla stimolazione di cellule MCEHB dispostein un monolayercon due
diversi flussipu | sat i | i, mi surando il rilascio di NO (
processo di differenamentocellulare), il numero delle cellule e il consumo di ossigeno (indice
del | 6at t i v.iltattamente hasvuio la ducata fiora ei risultati sono stati comparati con

un controllo staticoll flusso pulsatile di intensita maggioranipiezza: 1 Paateo del flusso27,8
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Figura 53 (A) Valutazione computazionale dello shear stress sulle fibre delszaffold con portate di 0,
0,2e0,02mli/minAl | 6aumentare dell a por t atmaggibe dullefidreuche
diminuiscono progressivamente dalla parte superiore (sottopostdirettamente al flusso) a quell:
inferiore (B) Valutazione algiorno 5 di perfusione della pressione del fluido, del trasporto di ossigen
della densita cellulare.La pressione aumenta in modo uniforme verso la parte inferiore dello scaffo
mentre trasporto di ossigeno e densita cellulare rimangono omogenei

ml/min, frequenza: 1Hz dopo soli 10minuti ha provocato unlascio di NO maggiore di un fattore
72, rispetto al controllanentre tale valore e sceso a 22 e 13, rispettivamente a 30 e 60 Iirflosso
a bassa intensitaihpiezza0,126 Pa, rateo del fluss®,5 ml/min, frequenza: Hz), non ha causato
un incremento dei livelli di NO in corrispondenza del primo tpo@t di 10 minuti, malopo 30 e 60
minuti il rilascio di NO si € rivelato, rispettivamenti 10 e 8 volte maggiore risgietallo statico.

Cio dimostra ome un flusso pulsatile ad alta intensita sia in grado di stimolare i
differenziamento cellulargiu efficemente rispetto ad uno minore il quale risudtssua voltapiu
vantaggiosaispetto allacoltura statical113]
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Figura 54 (A) Livelli di NO a diversi istanti nel corso dil ora di perfusione. (B) Livelli di NO normalizzati
rispetto alla condizione statica, nel caso di perfusione a intensita pit bassa (grigio) e piu alta (ne
Proliferazione dei preosteoblasti e deposizione della matrice collagenosa, dopo 5 giorni, nelidone
inferiore dello scaffold (C) nel caso diegime perfusivoe (D) nel caso statico. Le frecce rosse indicar
punti in cui & visibile la ECM ed evidenziano un maggior rilascio di collagenge una sua pil omogene
distribuzione) nel caso dinamico.

Come detto, gli osteociti non esprimono una funzidirettadi riassorbimento o formazione
deltessutoosseQue st a evidenza ha spinto a formulare
sorti s can o olatricedsa bstedblastite ‘osteoctalitipreciso metodo di segnalazione che
intercorre a livello molecolarfea i diversi gruppicellularinon € ancora totalmente compreso,ima
diversi studi éstataindagaalé i n f | uematt@fisicodrétto fra osteociti e osteoblasti.

Gli osteociti sono prowvvisti di prolungamenti dendritici in grado di raggiungere le altre cellule
ossee, compresi altri osteociti alldédinterno de
connessionintercellularj contribuiscono, assieme ai segnali paracrini rilasciati dagli osteociti, al
processo di meccarteasduzione ossea. Per analizzare questo meccanismo e stato ideato un metodo
di coltura che ha previ st ostddouna membrana perfodita (parin |
del diametro di 1 pm) per la emlturain vitro di cellule osteocitichéMLO-Y4) sul lato apicale e
osteoblastiche (hFOB.19 e MC3E3l) su quello basolateraléFigura 55A). Una ulteriore
particolarita diquestd avor o  dovuta allodéutilizzo di un d
laminare non omogeneo sul lato apicale. Lo shear stress, infatti, andava da 0 tghegtrodel
monolayerdi cellule osteocitiche, fino a 4dyne/cn? alla periferia, fornendo uno stimolo meccanico
piu fisiologico.

La cocoltura é stata impostata con duegetdiversi: adiacente e remdf@gura55B). Nel

primo caso osteociti e osteoblasti sono stati fatti aderire ai lati della membrana (con un gag di 10
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pm) ed = stato osservato come | e gap |juiedition
mettere in comunicazione le cellule. Meatoltura remota gli osteoblasti erano, invece, fatti aderire sul

fondo della camera basolaterale (con una distanza dagli osteociti j@ir00

A B Adjacent co-culture

@]
'

%)
F o

3 7
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Shear stress
(dyne/ecm
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Figura 55 (A) Formazione del Gap Junctions (GJ) fra osteociti (Ocy) e osteoblasti (Olattraverso le
porosita della membrana. (B) Modalita di cecoltura adiacente e remota. (C) Aumento quasi lineare de

shear stresgeorico (-) e fornito dal modello computazionalg( ) indotto da una rotazione del disco a 22
rpm in funzione del raggio dela membrana.

La stimolazione diretta degli osteoblasti vitro, secondo la documentaziongeeibile in
letteratura ha fornito risultati spesso discordanti, soprattutto riguardo al procdgéereinziamento
In questo caso, sottoponendo gli osteobl@stnonocolturaallo shear stress del flusso diretto, @on
stato osservatan aumento dedl fosfatasi alcalina (ALP)Lo stesso risultatgFigura56B) e stato
ottenuto con la ceoltura adiacente di diverse cellule osteoblasticheOBE9, MC3T3E1l) o
fibroblastiche (BFIB). LOaument o di ALP da parte degl:i ost
caso della cacoltura adiacente MLEY4/hFOB.19. Tale effetto & stato annullato nel caso della stessa
co-coltura, mgperformatan modalitaremota (priva di connessione fisica fra le due famiglie cellulari).

Come ulteriore prova del contatto fisico fornito dalle gap junction, allzottara adiacente sono stati

aggi untU-0126GiAniobi t or i del | a f or ma zidng).iCen emtrantbe | | 0
|l e molecole | 6eff et t(AgumabbA).[1a4] ALP ~ stato annul |
A ~160+ Il Control B %]20
E CFlow % E
=140} ¢
.@5120 ? =100 T
23 3 =2 W = I
Sz s 2
< 2100} A = 80
o« 80} e
e 5]
£ 60 < 60 .
mono-  co-culture  remote  co-culture co-culture & BJ-FIB MC3T3-El hFOB
culture co-culture +a GA +U0126 co-culture co-culture co-culture

Figura56(A) confronto del | 6atti vit ™  dupldilcdiuradra MLOn¥ie hRDB.49e(B
Livelli di ALP in co -colture adiacenti fra diverse cellule osteoblastiche e fibroblastiche.
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4.Studio sperimentale

4.1 Introduzione

Nello studiopropostol 6 obi etti vo =~ quell o di sviluppar
fornire, alle cellulein colturg un flusso dimediumcont r ol | abi l e attraver s
creata appositamente paodulaela velocitae la direzione della rotaanedi due pompe peristaltiche
indipendenti Entrambe saranno in grado di effettuare la perfusione delle colture con 3 dortase
dando, cosi, la possibilita di modulare lo sforzo di taglio impresso dal flusso sulla superficie delle
cellule oltre apermetteraina movimentaziongiu o meno efficiente di nutrienti e scarti metabolici

Le linee cellulariverranno seminatsu due piastre 1-2vell stampate in 33DP-12-well: 3D
printed 12-well) appositamente per adattarsi al sistema di coltura proposto. OgnusDRigR-well
sara collegataattraverso due punti di connessiga una delle pompéa qualegprovochera il ricircolo
costante deterreno di colturattraverso i wellmessi in collegmentofluidico fra loro tramitefori
comunicanti.

Lo studio dei risultati verra condottttraversol 6 o s ser vazi one qualita
delle cellule in corrispondenza di istanti temporali succesSiviche si attende e che si vuole validare
el 6 i psecbnelsla qualiéflusso permettraun miglioramento dproliferazioneg vitalita cellulare
rispetto alle colture statieholtre a provocare un effetto morfologico sui monolayer.

La possibilita di portarée linee cellulari piu sfruttatael campo @llaricerca ad unostatodi
confluenzaottimalein un tempo minoreispetto a quellcomunementendicatq rappresenterebbe
undmportante miglioriagr azi e al | 6otti mi zzazi on entodianaterie t en
prime, cometerreno di coltura antibiotici Inoltre, avendo a disposizioduepiastre3DP-12-well in
grado difornire risultati in parallelo e in modo indipendentehroughput offerto da un bioreattode
guesto tipaappresenterebhen vantaggioconsiderevoleispetto adispositivifluidici provvisti di una
singolacamerac he prevedono | 6utilizzo di una sola p

Con | 6obiettivo omparhzoonersuglreffettidinunatcadtutsmamioasullod i ¢
sviluppo didue apparati fisiologici (intestinale e osseo) dalle caratteristiche anatomiche e funzionali
molto differenti fra lorg sono state selezionate per lo studio le linee cellulari-2&ddC3T3-EL In
vivo, entrambe le famigh cellulari nelle qualiessesono in grado di differenziarssono sottoposte
rispettivamente al flusso del lume intestinala quello del fluido interstizialenesso in movimento
da diversi fattor.i me ¢ ¢ a Wnacadlturaadindmica si sugpone, peraibe | |

maggiormente adeguata alla riproduziamgitro di un ambientesimile a quello nativo delle cellule.
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4.2 Materiali e metodi
4.2.1 Bioreattore

Il bioreattore(Figura 57), assemblato con lo scopo geénerare il flusso per la perfusione

cellulare si compone diunita pompe e unitdi controlla

Figura 57 CAD dei diversi componenti del bioreattore: (A) unitd pompe, (B) pompe, (C) unita controllor:
piastre 12well (D) destra e (E) sinistra e (F) coperchi per le piastre 2&ell.

92



L 6 u rpamtpé€ si compone di un case in materiale plagg46x190x95mmn nel quale sono
alloggiate le due pomp&/ELCO WPM2S1-EA-CP (igura6l1A). La sigla indica le caratteristie
delle pompe stesse, in particolare:
@WwWPM2: |l a pompa ~ sterilizzabile attraverso
il flusso di liquidi fino ad 80°C.

%) S1: la tubazione é costituita di silicone, con un diametro esterno di®emo di 1 mm.

&) EA: la pompa peristaltica, per la generazione del flusso si serve di un motorg@ssso
bipolare (4wires) in grado di ruotare ad una velocita variabile fra 1 e 150 rpm.

@ C: la cassette della pompa & trasparente (clear).

& P: la pompa pestaltica & compresa di supporto metallico (bracket), per il fissaggio al case.
[115]
Per la stamp8D delle piastreSDP-12-well la stampante Form 3B di formlabsigura58A).
Questo modello, che sfrutta la tecnologia della SLA (stereolitografia), € particolarmente indicato per
|l a realizzazione di componenti ad ucdipartidolarime di
resine fotosensibili che vengono indurite trar
di tecnologia e possibile raggiungere una risoluzione sul piano XY particolarmente elevata e, in
particolare, quella della stampant For m 3B s attesta a 25 Om, me
Z puo andare da 25 a 300 pm.

Come materiale di costruzione e stata impiegata la resina BioMed Clear, prodotta dalla stessa
azienda. La trasparenza degli oggetti stampati attraverstaqessa permette una visuale ottimale
del loro contenuto: fattore essenziale per la realizzazione dei well. Inoltre, la resina, una volta
poli merizzata durante il processo di stampa, r
oltre adoffrire un basso tasso di assorbimento di fluidi nel tempo. Queste caratteristiche, assieme alla
sua biocompatibilita, comprovata anche nel lungo periodo, la rendono ideale per impieghi che
necessitano di contatto prolungato con la pelle, le mucose lwbéogi come in questo caso, con una
coltura cellulare.

Le stampe sono state effettuate tramite i/l
stessa procedendo, poi, alla finitura dei pezzi, lavandoli con un primo passaggio in acqua e sapone e
succasivamente, in alcol isopropilico, per la rimozione dei residui superficiali di resina non
polimerizzata. Infine, si € proceduto al completo indurimento dei pezzi tramite la sottoposizione degli
stessi a un periodo di riscaldamento di 60 minuti a 60°Qj & associata una irradiazione con luce

UV. Lo strumento utilizzato a tale scopo € il denominato Form Crigui@58C) e permette di

93



ottenere la polimerizzazione oti@te della resina, conferendole le proprieta meccaniche fihab)
[117]

Figura 58 (A) Stampante Form 3B di FormLabs e strumenti per il posto processing dei pezzi stamy
in 3D con un passaggio di lavaggio in alcol eh dispositivo (B) FormWash e successi
polimerizzazione con luce UV e calore nel (C) FormCure.

Prima di effettuare la stampa dei 3DRwe | | sono stat.i real i z
software 123D CAD, tre singoli well, delle stesse dimensioni di quelli che verranno incorporati nel
3DP-12-well, ognuno dequali presentava una coppia di LuerLock (connettori per il sistema fluidico),

di differente diametro internd-{gura59). In particolare, quello pit ampio presentavadiametro di

4,1 mm mentre, negli altri, tale misura e stata diminuita, rispettivamente di 50 um (@ 4,05 mm) e di
100 um (@ 4 mm). Per differenziare i tre well sono stati aggiunte delle piccole indentazioni nella parte
superiore di ognuno: una tacca peeltpcon diametro maggiore, due per la misura media e tre per
guella minore. Tale stadio preliminare di test & stato studiato per selezionare la dimensione ottimale
dei Luer Locks, in modo da minimizzare il rischio di perdite o incompatibilita nella ceionesdelle
tubazioni nel design finale. Dopo una serie di prove é stato selezionato il well con diametro interno dei

connettori di 4,1 mm.

B

Figura 59 (A) CAD e (B) fotografia del singolo well di test
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Le piastrde piastre 3DPL2-well sono state progettate sfruttamdmvamentd software 123D
CAD. Esse presentambue connettor.i p eterreno dieaoltdra iavariavellsond 6 u s c
messi in comunicazione da fori di 1,6 mm di diametro (a parte quelli di entrata e uscita, che presentano
un diametro pari a quello interno dei Luer Locks selezionati), joosiz ad una altezza di circa 6 mm
dal fondo dei pozzetti. Le due versioni sviluppate dei-3R#vell mostrano una architettura del tutto
simile fra loro, tranne che per la direzione di uno dei connettori, posizionato dal lato opposto, in
maniera specular per meglio accomodare la posizione delle pompe.

Per la completezza dello studio sono state stampate 2 piastr&23i¢ con connettore sul
lato destro e due sul lato sinistro, in modo da sfruttare due di queste connettendole al bioreattore per
sottorre la coltura al flusso, mentre le altre due serviranno come controllo statico, per valutare la
vitalit”™ e |l od6attivit”™ cellulare nei due metod,]
Il pattern del flusso dekrreno di colturattraversera tutti i pozzetti in successione, come mostrato in

Figura60.

Figura 60 Schema del percorso fluidico del media all'interno delle piastre (A) sinistra e (B) destra.

Infine, si € proceduto alla stampa, dei quattro coperchi da applicare alle piasti®-32P
per evitare che | 0ambiente esterno possa int a
lascinounaer ta possibilit”™ di penetrazione dbari a

Il circuito fluidico che connetterde pompe ai3DP-12-well e stato assemblato utilizzando
tubazioni Tygon S3 dal diametro interno di 1/16 di pollice (1,5875mm), esterno di 1/8 inch (3,175mm)

e spessa di 1/32 inch (0,79375 mm), facendo attenzione a mantenere i due sentieri di ricircolo, della
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stessa lunghezza, per f ar s?3 tecemced callurbRen lastisger n o
la possibilita di separare i circuiti fluidici dai 3BEI2-well in sicurezza, dopo aver arrestato le pompe,
sono stati utilizzati dei connettorSpiro$/MicroClave®, particolarmente sfruttati in  ambito
medicdoncologico Ci , rende pi % agevol. | 6i spezione i
del contenuto cellulare delle piastre.

L 6 u miicontrolloal | oggi a, all 6i nt e n4b@1x121,2456,89mm)a s e i
una scheda Arduino Uno Figura 61B) affiancata da due driver (A3967 Microstepping Driver
Sparkfun), Figura61C) per il controllo delle pmpe peristaltiche e da un alimentatore a 12V, secondo

lo schema elettrico descritto igura62.

ri=ry Pl 3 |[AA[=]W
Bracket
Cassette Pump tube Rotor Assembly
~ f \
. { O
- ' y
= 2 - “ \»

Geared Motor

‘!: Base
Tube Holder

Figura 61 (A) Schema dei diversi componenti della pompa peristaltica utilizzata. (B) Mrocontrollore
Arduino Uno. (C) Driver per motoripassopas s o EasyDri ver A396 7rendddue
di tali driver per il controllo indipendente delle due pompe.

La scheda Arduino e stata programmata attraverso il software tppasiuino IDE), per
fornire in uscita i segnali digitali necessari per azionare la rotazione e definirne il verso. In entrata
vengono, simultaneamente, acquisiti i segnali provenienti dal canale seriale con cui il software
Processing e la relativa intadcia grafica permettono di controllare il sistema.

| due driver, ognuno dei quali &€ responsabile del controllo di uno dei motoripassm, SONo
stati utilizzati per ottenere una maggiore precisione nella rotazione delle pompe oltre a fornire

indipend@za dei movimenti delle stesse.
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Il funzionamento dei driver permette il movimento di un passo di rotazione dei motori ogni
voltache il segnale fornito al pin STEP (presente sulle schede driver) passera da basso ad alto tramite
il segnale inviato dal controllore Arduino, mentre il pin DIR permettera di invertire il verso di
rotazione. In base al setting dei pin MS1 uno e MS2, ptiesendriver, € possibile selezionare la
suddivisione del passo desiderdtkel nostro caso non sono stati collegati percio, di default, sono
settati entrambi a 1. Cio permette di suddividere ogni passo del motore in 8. Essendo la rotazione
completa di un stepper standard suddivisa nativamente in 200 passi (1,8° ognuno), per ottenere la
stessa rotazione di 360 ° con i driver saranno necessari 1600 passi (0,225° ad ogifl p8kso).

fritzing
Figura 62 Schema elettrico delle connessioni fra il controllore (A) Arduino Uno, (B) i driver, (C) i moto
stepper delle pompe e (D) I 6ali mentatore.
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4.2.2 Interfaccia grafica

La costruzione del bioreattore e stata progettata prendendo ad esempio lo strumento utilizzato
in un precedente studio, attraverso il quale e stato analizzato il comportamento di cellule osteogeniche
L88/5.In quel caso il flusso imposto dal bioreattore ha fornito un ambiente ideale per una piu rapida
crescita edifferenziamentcocellulare verso il fenotipo atteso: effetti imputabili alle forze di taglio
impresse e al rapido turnover dei nutrienti; diminuemdlalire, la necessita di aggiungexkterreno
di colturafattori di crescita e citochingl19] [120]

A

Status P1 r/vm Status P2

Direzione Flusso: Avanti Direzione Flusso:

Velocita Flusso: Medio Velocita Flusso: Fermo

Figura 63 (A) Modello CAD dell'unita controllore del precedente bioreattore con switch fisici € nuova unif

controll ore comandata attraverso (B) | interfac
la pompa 1 € in funzione e ruota in senso oraria velocita media, mentre la pompa 2 € spenta.

Il n t al e e s padcontrollepresemtava Sullarsuperficie superiore due switch fisici e
quattro LED indicatori dello stato di azionamento del sistema (perfusione, riempimeni® palasa),

mentre nella versione attuale si € optato per sostituire l'interfaccia di comando fisica con una grafica
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di tipo virtuale, programmata attraverso l'uso del software Procedsiggrd 63). | controlli del

sistema prevedono la possibilita di azionare le due pompe peristaltiche in modo del tutto indipendente
fra loro e di variare la velocita di rotazione delle stesse (provocando, di conseguernatataadel

flusso differente) o di bloccare la perfusione.

4.2.3 Lineecellulari

Sono state sfruttate due linee cellulari molto diveraédropercomparare i diversi effetti che
una coltura di tipo dinamicuo avere sullo sviluppo di determinatinéipi. Una di esse é
rappresentata dalla linea cellulare G&cfpassaggio I)7ampiamente descritta nei capitoli precedenti,
mentre la seconda é quella delle cellule MGEN3passaggio daZa 30)

| terreni di coltura utilizzati sonostati: UMEM (Minimum Essential Medium alpha
modification)per le cellule MC3T3 e DMEMJulbecco's Modified Eagle Mediuptonamminoacidi
non essenzialiEntrambi i terrenidi coltura conteavano FBS (10%), L-Glutammina (1%) e
Penicillina/Streptomicina1%). Durante i periodi di sperimentazione le cellule sono state mantenute,
all i nterno del |l 6i ncubat orceratterizzate dd6°0, 8% Q. oni am

4.2.4Caratterizzazione del flusso

Attraverso la modulaane delle rotazioni per minuto delle pompe peristaltiektato possibile
produrreun flusso di 0,2 ml/min alla velocita minore settaldld t r aver so | 60mt er f
ml/min nel caso intermedio, fino a circa 0,75 ml/min alla velocita massim@atiione imponibile,
pari avelocita alivellodeb i mboccat ura di i ngresso e uscita (
di 0,93 mm/s, 0,46 mmiks 0,5 mm/sTali valori si traducono ishear stress sul fondo dei pozzetti del
valore, rispettivamenteli: 12,8 uPa, 6,5 uPa e 3,5 uMarlusso e stato supposto in regime laminare
e non pulsatile a parte a livello delle bocchette di Inlet e Outlet delle piastre in corrispondenza delle
quali, nei pozzetti di ingresso e uscita, proprio a causa delle possibolenze che potrebbero

svilupparsi, non verranno posizionate le cellule in coltura.
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4.2 5 Microscopia

| risultati dello studiosono stati raccolte analizzata t t r av er s o quabtaiwme r v a .
microscopiaottica in campo chiardelle cellule (ingrandimento 10x)poste in colturau vetrinidel
diametro di 15mne 12mm A tale scopo é stato utilizzato un microp® Nikon ECLIPSETi (Figura
64). Non e stata effettuata una conta cellukamgon é stata verificata quantitativamente la densita di

semina cel | ul aente non pchiedevh @ tale grads ¢i precisione.

o Z i, 5 = g o | &
Figura 64 Microscopio utilizzato per la visualizzazione delle cellule in coltura

4.2 6 Studiodella morfologiacellulare

Lo studio della morfologia cellulare stato effettuatoomparando il parametro di eccentricita
delle cellule coltivate nelle condizioni statiche e dinamiche, attraverso il software Imagej.
L 6 e c ¢ e éundato oumerico che va da 0 a thdica il rapporto fra i semiassi maggiore e minore

della cellula osservata tramite microscopiaezhlcolatattraverso la formula

0 o —
Dove E |l deccentricit”™ e a eisémiassmaggaree s ent

minore dellecellula.Un v al or e pi Y% p ecoentscitamdica und fordaipiuialiurigatd e | |

della cellula, mentre se E tende a 0 la morfologia assumera un aspetto piu tondd@ginte.
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Léanal i si ha previsto | a misurazione manua

cellule per ognundelle condizioni studiaté~igura65).

Figura 65 Mlsura2|one degli assi maggiore e minore di due diverse cellule MC3T3 appartenenti ad (A
coltura dinamica e (B) quella statica, dopo 72 ore.

4.3 Risultati ediscussione

4.3.1 Test dei componenti

Dopo aver asseblato i circuiti fluidici (r i ma di avviare | 6psserin
procedutca condurreuna prova dienuta effettuata riempiendo i well con semplice acqua distillata
perassicurarsi cheon ci fossero perdite livello diunoqualsiasidei punti di connessiordei circuiti
fluidici.

Veri fi cat alleviedluidichee grecuiti sono stti disassemblati edri componenti
(connettorjtubazionj piastre3DP-12-well ei coperchj sono stati sterilizzati in autoclaviéprocesso
ha previstaun aumento di temperatura fino a 120°Greincrementali pressione fino a 1 ban un

periodo dicirca 20 minutiNon é stataivelato alcun tipo di danneggiamertei componenta causa

Figura 66 Fotografie del bioreattore con i circuiti fluidici completamente assemblati.
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della procedurga parteuna lieve opacizzazione delle tubazionireleggero grado di rammattiento
di alcunipezzistampati in 3hei primi istantidopd 6 e st d alz i 0 a.€ond Affreddamento

i pezzi sono tornati alla normale consistenza e rigidita.

4.3.2 StudioMC3T3
4.3.2.1 Test dbiocompatibilita

La prima fase dello studio si € rivolta alla valutazione della biocompatibilita deil2Bwell.
La presenza di eventuali residui monomerici dovuti ad una eventuale polimerizzazione solamente
parziale della resina, infatpotrebbe essere causa di effetti tossici sulle cellule.

Le celluleMC3T3-E1 al passaggio 20no statsono state seminasel vetrini dal diametro di
12 mm ad una densita di 5000 cellulegkmopodi ch® i vetrini sono st
suppati di coltura.l divers setup sono riportatin Tabella4.

Tabella 4: setup di coltura delle cellule MC3T3EL per il test di biocompatibilita.

Tipo di coltura Standard Biomat Static
_ MC3T3-E1 MC3T3-E1 MC3T3-E1
Linea cellulare _ . .
(25° passaggio) (25° passaggio) (25° passaggio)
Densita cellulare 5000 cellule/crh 5000 cellule/crh 5000 cellule/crh
Diametro vetrino @12 mm @12 mm @12 mm
Piastra 12vell standard 3DP-12-well 3DP-12-well
Supporto o _ )
(Polistirene) (BiomedCleay (BiomedClear)
Terreno di coltura .
_ _ 1 ml per pozzetto 1 ml per pozzetto 40 ml totali
( AMEM) dispensato
Le piastre sonoquindi, stak trasferiea |l | 6 i nt er n o in dondiziod dircaturd at o r

standard37°C, 5% CQ. | risultati sono stati raccolti attraverso microscopia ottica in campo chiaro
dopo 24 e 72 ord~{gura6?).
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Figura 67 Fotografia ottenuta tramite microscopia in campo chiaro della coltura delle cellule M3T3al
momento della semina (Oh)dopo 24 e 72 ore di coltura in condizioni statiche su piastrastandard in
polistirene (standard)con 1 ml di terreno di coltura in ogni pozzettosu 3DR12-well nelle stesse condizio
(Biomat) e su3DP-12-well con 40 ml di terreno di coltura (Static).

A 24 ore, omparando le colturéd St a n d quelldi® i o m@ritrambe con i pozzetti
popolati forniti di 1 ml diterreno di colturp sinotauna buona capacita proliferativa delle celluiel
primo casoll biomaterialg invece,sembra avere un effetto negativdlayropagazione delleellule
MC3T3-E1, i cui corpi cellulari risultano piu piccoli e con scarse estroflessidel. caso della
coltivazionefi St a ke icetlube hanno dimostrano una capacita proliferativa maggiore andando a
generare zone densamente popolate.

Dopo 72 orele cellulenellacondizionefi St a nldrano abrdinuato la loro fase di crescita ed
espansione raggiungendo lo stato confluente, mentre quelle | a Rioonbatthannoaconfermato
una scarsa capacita proliferativanche nel cas@Stati@® si osserva una continuita corisultati a 24

ore, con la formazione di un monolayer compatto.
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