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SOMMARIO

Lobiettivo e quello di determinare se le condizioni presenti in un bioreattore dinamico a determinate concentrazioni
di ossigeno possono facilitare lo sviluppo di vasti e omogenei tessuti cartilaginei utilizzando cellule staminali
mesenchimali su idrogel.

L'influenza dell’ossigeno su di un bio-reattore dinamico é stata studiata svolgendo esperimenti a 3% pO, e al 20% pO,.

Con una concentrazione di 20% pO, una coltura dinamica sopprime la condrogenesi in tessuti ingegnerizzati di ogni
grandezza, invece con 3% pO, in coltura dinamica incrementa notevolmente la distribuzione e la quantita delle
componenti della matrice cartilaginea in ampi tessuti rispetto a condizioni statiche.

Presi insieme questi risultati dimostrano che una coltura dinamica permette un’adeguata disponibilita di nutrienti,
mentre una bassa concentrazione di ossigeno ambientale puo essere utilizzata per ingegnerizzare grandi tessuti
cartilaginei.
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ISOLAMENTO ED ESPANSIONE MSC
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hgDMEM GlutaMAX integrato con 10% v/v siero
fetale bovino (FBS)

e |solamento MSC da femore :>
di maiale di eta 4 mes; 100 U mL™! Penicillina/100 pg mL! Streptomicina

2,5 pg mL* Amfotericina B

Formazione di

f \ colonie

Fiasca da 500 cm? con:
 hgDMEM 10% v/v FBS

« Penicilina 100 U mL-1/100 ug * Trattamento con Tripsina
Streptomicina <:| ) Cont_a L
* Semina con densita pari a 5000

* Amfotericina B 2,5 pug mL!
» Fattore di crescita
fibroblastico umano-2 5 ng

\_mL" (FGF-2)
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IDROGEL DI ALGINATO CARICATI CON MSC

Si risospendono le cellule MSC in una soluzione al 2% di alginato.
Si versa in uno sezionme solida di agarosio 4%/50nM CaCl Table 1.

Description of construct parameters used for each group.

con la suddetta soluzione, si lascia gelificare e si ricopre con una

sezione di agarosio. Small Large
. . . . e . .. Diameter {mm) 5 10
Si procede alla formazione di costrutti di idrogel caricati con MSC . .
ight () 3 4]
piccoli e grandi. (Tab.1) Volume (mm>) 589 4712
Cross-sectional area {rnmzjl 19.6 785
Channel area (mm>) 0.785 0.785
Number of channels 1 4
Total channel area (mmz} 0785 3141
CONDROGENIC MEDIUM Eatio cross-sectional area to channel area 25 25
D hgDMEM |:| Siero bovino 1,5 mg ml

D Penicillina/Streptomicina 100U mL! |:| 1x Insulina-Transferrina_Selenio

A 3% p0O, 0 a 20% pO, a37°C

D Piruvato di sodio 100 mL? |:| Desametasone 100 nM

D L-Prolina 40 pg mL? |:| Amfotericina B 2,5 pg mL?

|:| Fattore di crescita umano

. . 4
|:| Sodio ascorbil 2-fosfato 50 ug mL frasformantelba 10\ng mis

|:| Acido linoleico 4,7 u mL?



ANALISI BIOCHIMICHE

Si procede con analisi biochimiche dopo 4 settimane in coltura Utilizzo
condrogenica. Quantificazione CHOLZT;ST
DNA Bisbenzimide
Preparazione campione: 33258

Campione
pronto per

Blu di metilene +
Quantificazione standard

Lavaggio Pesata e
del digestione
campione enzimatica

analisi
biochimiche

sGAG condroitin
solfato

* Papaina
(125pg mL?)
* 0,1M
Acetato di
sodio
* 5mlEDTA

* Tampone
fosfato
(PBS)

et . . Misurazione
eterminazione contenuto
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ANALISI ISTOLOGICHE E IMMUNOISTOCHIMICHE

Preparazione del campione tramite fissazione in paraformaldeide 4% deidratato con soluzioni in serie di
etanolo a [C] crescente.

Inclusione in paraffina, fette di 8um.

Analisi SGAG > Colorazione con

aldeide fucsina/alcian

Analisi collagene mssssssssssss)  Colorazione con

PICROSIRUS RED

Analisi collagene _ Perossidasi+~ Siero pecora + ‘ Anticorpi secondari

tipo lle X condrotinasi anticorpi primari IgG biotin
ABC tipolle X coniugate 1:200 2,1
mg mL

MICROSCOPIA CONFOCALE LIVE/DEAD

Osservazione con

Dopo 24 h, vitalita cellulare analizzata con LIVE/DEAD viability/cytotoxicity kit

microscopio
_ _ . Lavaggio con PBS+ Acetossi-metil calceina (cell. vive) confocale ad una
Campione sezionato a meta < lunghezza d’onda di
Lavaggio con PBS+ omodimero di Etidio-1 (cell. morte) 515 nm e 615 nm




Differenze notevoli di cellule vitali nelle
sezioni grandi tra coltura statica e dinamica
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Colorazione intensa collagene tipo Il
per piccoli costrutti a 3% pO, in
statico e dinamico.

Tracce di collagene tipo X trovate in
ogni condizione.
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Alti livelli di calcio ritrovati sia in condizioni statiche
e dinamiche a 20 % pO,




OSSERVAZIONI

Piccoli costrutti —— > Nessun beneficio riscontrato in coltura dinamica

Grandi costrutti —» Rjdotta vitalita nelle regioni core.

Soppressione condrogenesi in

20% > : .
/ coltura dinamica
[0,]
<: Ridotta sintesi collagene
0]
ok Incremento sintesi sGAG

[Ca] > Alte concentrazioni riscontrate al 20 % O,

CONCLUSIONI

Lo studio dimostra che le condizioni presenti all’interno un bioreattore dinamico possono essere utilizzate per la creazione
di grandi porzioni di tessuto cartilagineo omogeneo, purché siano mantenute delle specifiche condizioni di concentrazione
di ossigeno in quanto la condrogenesi e fortemente influenzata da essa.
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