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Elenco delle abbreviazioni

Al: artificial insemination

o-MEM: alpha-minimum essential medium
ASC: adult stem cell

BSA: bovine serum albumin

CASA: computer assisted sperm analysis

CC: criocamera

CD: cell doubling

CM: cryomicroscope

COL1A1: collagen type | alpha 1 chain

CPA: cryoprotective agent

DMSO: dimethyl sulfoxide

DNA: deoxyribonucleic acid

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid

EG: ethylene glycol

EGF: epidermal growth factor

EIF: extracellular ice formation

ESC: embryonic stem cell

FBS: fetal bovine serum

FD: freeze-drying

fps: frame per second

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HG-DMEM: High Glucose Dulbecco's Modified Eagle's Medium
ICM: inner cell mass

ICSI: intra-cytoplasmic sperm injection

IIF: intracellular ice formation

iPS (iPSC): induced pluripotent stem (cells)
ISCT: international society for cellular therapy
IVF: in vitro fertilization

LPL: lipoprotein lipase
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MSC: mesenchymal stem cell / mesenchymal stromal cell

NANOG: Nanog homeobox

NEFL: neurofilament light

NEFM: neurofilament medium

0AEC: ovine amniotic epithelial cells

OCN/ BGLAP: osteocalcin/ bone gamma-carboxyglutamate protein
OCT4/POUSF1: organic cation_carnitine transporter4 / POU class 5 homeobox 1
oWIJC: ovine Wharton's jelly cells

PBS: phosphate buffered saline

PDT: population doubling time

PFD: partial freeze-drying

PIIF: probability of intracellular ice formation

PPARG: peroxisome proliferator-activated receptor gamma

PVA: polyvinyl alcohol

SOX2: SRY (sex determining region Y)-box 2

SCNT: somatic cell nuclear transfer

TERT: telomerase reverse transcriptase

UF: unfrozen fraction
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1 Introduzione

1.1 Criobiologia e crioconservazione: perché crioconservare?

Il termine criobiologia (dal greco kpuog “freddo, gelo” e Biog “vita”) definisce una branca della
scienza la cui materia riguarda lo studio dell’applicazione di temperature estremamente
basse, dette criogeniche, al mondo vivente. |l freddo e i suoi effetti sono al contempo I'oggetto
e il mezzo attraverso i quali la criobiologia indaga la vita.

Tali indagini possono essere schematizzate in due macroaree definite crioterapia e
crioconservazione.

La crioterapia, detta anche criochirurgia o crioablazione, &€ una tecnica chirurgica che impiega
temperature criogeniche per distruggere in maniera selettiva e poco invasiva cellule e tessuti
indesiderati, come nel caso dei tumori e di altre patologie (Gage and Baust, 2007), (Cooper
and Dawber, 2001),(Yiu et al., 2007). Lo scopo & quello di indurre un danno letale a livello
cellulare cosi da rimuovere in via definitiva la componente patologica.

All’opposto, la crioconservazione ha come fine la preservazione della sopravvivenza, della
funzionalita e dell'integrita genomica delle cellule e dei tessuti di interesse (Asghar et al.,
2014). Questo e possibile attraverso la realizzazione di varie procedure che mirano ad
eliminare, o nel concreto a rendere piu inoffensivi, quei fattori che risultano lesivi per la
componente biologica.

Tuttavia, tali fattori sono intrinseci al processo di cambiamento di stato dell’acqua, dalla fase
liquida a quella solida, che si realizza con I'esposizione a temperature sotto lo zero. L’acqua
allo stato liquido costituisce la componente principale dei sistemi viventi. Essa cessa di esistere
a temperature inferiori a -130 °C, alle quali puo presentarsi esclusivamente allo stato
cristallino o vitreo (viscosita >10° poise). In condizioni cosi estreme i processi di diffusione, i
moti e le collisioni delle molecole coinvolte nelle reazioni biochimiche sono completamente
impediti.

L’azoto allo stato liquido (LN) & il mezzo d’elezione impiegato in campo criobiologico. Esso
origina dall’azoto gassoso (N3), 'elemento pil abbondante dell’atmosfera terreste (78 %) che,
in condizioni di pressione elevata, puo essere indotto a subire un cambiamento di stato verso

la forma liquida, caratterizzata dall’avere un punto di ebollizione molto basso (-195,82 °C).
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| criobiologi “crioconservatori” usufruiscono di questa interessante proprieta del LN; per
portare i sistemi biologici in una condizione di “animazione sospesa” indotta dalle basse
temperature.

Peter Mazur (1928-2015), uno dei padri della criobiologia, adottdo quest’espressione in
riferimento alla crioconservazione delle cellule viventi (Mazur, 1984). Tale terminologia fa
riferimento ad uno stato di rallentamento o di arresto temporaneo delle funzioni vitali. In
natura coincide con la condizione sperimentata ciclicamente dagli animali e dai vegetali che
vanno in uno stato letargico.

Come questi organismi piu complessi, anche le cellule crioconservate entrano in uno stato di
stand-by. L'insufficiente energia termica presente alla temperatura di circa -196 °C del LN;
mette in pausa le reazioni chimiche (McGee and Martin, 1962) e il tempo idealmente viene
bloccato.

Questa condizione permette di poter mantenere le cellule, o i tessuti da esse composti, in una
condizione di latenza funzionale per lunghi periodi. Infatti, la durata dell’intervallo di
permanenza a temperature criogeniche sembra essere ininfluente sul ripristino della
funzionalita cellulare (Ashwood-Smith and Friedmann, 1979). Le cellule, quindi, possono
essere risvegliate dallo stato diibernazione e ricondotte nel tempo reale in qualsiasi momento
si renda necessaria una disponibilita immediata del materiale conservato.

Il biobanking rappresenta la principale applicazione su vasta scala delle tecniche di
crioconservazione. Le banche di materiale crioconservato possono essere costituite dalle
riserve di poche linee cellulari allestite dai singoli laboratori, dalle banche di materiale
biologico di varia natura raccolto da enti specializzati (http://www.bbmri.it/biobanche), fino
alle grandi collezioni delle banche della biodiversita (vedi la Svalbard Global Seed Vault per il
germoplasma), delle banche di tessuti tumorali (Yu and Zhu, 2010) e di quelle di cellule
staminali (Mayor, 2004).

La pratica di conservare cellule di valore, sia a scopi di ricerca sia per applicazioni in campo
clinico, ha come indubbio vantaggio quello di consentire I'accesso al materiale biologico di
interesse in tempi rapidi, oltrepassando la necessita di reperire materiale fresco non sempre
disponibile.

In questo senso la crioconservazione costituisce spesso una tappa fondamentale per attivita

successive e puo essere propedeutica alla realizzazione di soluzioni cliniche per la cura di
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patologie. Puo infatti essere combinata alla rigenerazione di tessuti nei trapianti autologhi o
allogenici (Kearney, 1991),(Naaldijk et al., 2013), alle pratiche di trasferimento nucleare di
cellule somatiche (SCNT), alla generazione di cellule staminali pluripotenti indotte (iPS)
(Cetinkaya and Arat, 2011), alla conservazione di specie a rischio di estinzione (Leon-Quinto
et al., 2014),(Berlinguer et al., 2005) e alle tecniche di riproduzione assistita (Cobo and Diaz,
2011),(Succu et al., 2007).

La ricerca di base sui materiali crioconservati puo invece riguardare studi sul legame tra le
peculiarita cellulari e i meccanismi fisici che intervengono nelle fasi del protocollo termico,
come gli studi sulla probabilita di formazione del ghiaccio intracellulare (PIIF), sulle variazioni
volumetriche, sulla permeabilita ai crioprotettori (Yi et al., 2014),(Spindler et al., 2012),(Xu et
al., 2014), o ancora studi sui meccanismi di risposta cellulare al danno in termini di
sopravvivenza, espressione genica e configurazione epigenetica (Liu et al., 2000), (Chatterjee

etal., 2017).

Un ulteriore plus della crioconservazione e dato dalla protezione delle cellule da eventuali
contaminazioni alle quali sarebbero esposte durante i continui passaggi in coltura. La stessa
coltura ex vivo a lungo termine puo inoltre essere all’origine di altre condizioni indesiderate
quali deriva genotipica, aberrazioni cromosomiche, instabilita fenotipica e alterazioni
epigenetiche (Ben-David et al., 2011),(Vacanti et al., 2005). La crioconservazione permette

inoltre di risparmiare tempo e risorse economiche richiesti dal mantenimento in coltura.

1.2 Tre tecniche di congelamento: eventi fisici, pro e contro

Perché una procedura di crioconservazione possa dirsi efficace & necessario che le cellule
sopravvivano sia alla riduzione termica sia al ripristino della temperatura omeostatica,
riacquisendo inalterate le proprieta funzionali e strutturali possedute in precedenza.

Come accennato, durante il processo di crioconservazione possono verificarsi alcuni eventi in
grado di compromettere la buona riuscita della procedura.

Questi eventi dannosi sono legati alla componente acquosa delle cellule e del mezzo che le

circonda e sono dovuti alla formazione del ghiaccio nei compatimenti intra e extracellulare
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(rispettivamente IIF e EIF) e alla disidratazione delle cellule, secondo l'ipotesi a due fattori
proposta da Mazur (Mazur et al., 1972).

Si parla di danno meccanico in relazione alla pressione esercitata dalla formazione e dalla
crescita dei cristalli di ghiaccio nel mezzo extracellulare (tra -5°C e -15°C). | cristalli si
accrescono con il progredire della discesa termica e costringono le cellule in angusti canali di
soluzione non cristallizzata (Mazur, 1984). La frazione liquida contenuta nei canali va incontro
ad un progressivo innalzamento della concentrazione dei soluti in essa disciolti, a seguito del
sequestro dell’acqua nelle strutture cristalline del ghiaccio. Si realizza cosi un tipo di danno
definito osmotico o effetto soluzione, che origina dal richiamo di acqua dal compartimento
intracellulare verso quello extracellulare e che priva le strutture biologiche del loro stato di
idratazione (Pegg, 1987).

Contrariamente a quanto si potrebbe pensare, la fase critica per la sopravvivenza cellulare
non riguarda la permanenza alle temperature estreme raggiunte nel processo di
crioconservazione (-196 °C), quanto piuttosto il passaggio delle cellule attraverso l'intervallo
di temperatura compreso tra -15 °C e -60 °C, che esse attraversano due volte nell’arco di un
protocollo termico (in fase di raffreddamento e di riscaldamento). In questa fascia di
temperatura, il destino delle cellule tra IIF e disidratazione & direttamente collegato alla
velocita di raffreddamento (cooling rate).

Sulla base della velocita di raffreddamento € possibile distinguere tre tecniche di
crioconservazione: congelamento lento, congelamento rapido e congelamento ultrarapido o
vitrificazione.

Schematizzando, una velocita di raffreddamento lenta (<5 °C/min) favorisce la disidratazione
cellulare, mentre velocita rapide (>5 °C/min) inducono la formazione di ghiaccio intracellulare.
La vitrificazione oltrepassa la IIF esasperando la discesa termica con velocita elevate
(210000 °C/min) per favorire la formazione di uno stato amorfo solidificato, detto vitreo, privo
del reticolo cristallino del ghiaccio. Il comportamento cellulare varia in relazione alla velocita
di raffreddamento applicata. Questo influisce sia sul grado con cui si verificano fenomeni di
nucleazione del ghiaccio intracellulare, sia sulla scala dimensionale dei cristalli e, di

conseguenza, sulla gravita del danno determinato dall’azione diretta del ghiaccio (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Rappresentazione schematica degli eventi fisici che si verificano durante il congelamento. Immagine
tratta da Mazur 1984 (Mazur, 1984).

Un ulteriore elemento che distingue le tecniche citate riguarda la concentrazione degli agenti
crioprotettori utilizzati (CPA). Questa categoria comprende sostanze, di diversa natura
chimica, che sono addizionate al terreno di crioconservazione. | CPA hanno la funzione di
proteggere le cellule da elevate concentrazioni di elettroliti e di ridurre la formazione del
ghiaccio intracellulare tramite I|'abbassamento crioscopico della temperatura di
congelamento.

Le tecniche di congelamento lento impiegano basse concentrazioni di crioprotettore
(210 %vol), mentre nella vitrificazione sono utilizzate miscele di CPA che raggiungono
concentrazioni intorno al 30 %vol.

Nonostante la loro azione protettiva, anche i CPA possono essere fonte di danno dovuto a
fenomeni di citotossicita che sono dipendenti da dose, temperatura e tempi di contatto. Si
parla di danno tossico (Wang et al., 2007).

Lo sviluppo di un protocollo di crioconservazione ottimale mira a ridurre al minimo |'effetto
deleterio del danno meccanico, osmotico e tossico al fine di mantenere inalterate nella
maggior parte delle cellule le proprieta originarie.

La scelta del tipo e della concentrazione di CPA, la velocita di raffreddamento, la velocita di
riscaldamento e in generale la tipologia di tecnica di crioconservazione da adottare varia a

seconda del tipo cellulare da preservare.
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Gli studi di Mazur e colleghi hanno dimostrato che, per tipi cellulari diversi, la relazione tra
sopravvivenza e velocita di raffreddamento restituisce un grafico che ha la forma di una “U”
invertita (Mazur, 1984). Per ogni tipo cellulare esiste una velocita di raffreddamento ottimale,
rappresentata dal punto piu alto della U invertita, e una serie di velocita non ottimali, minori
e maggiori, alle quali la sopravvivenza cellulare e ridotta. La spiegazione € dovuta all’esistenza
di una relazione di equilibrio che coinvolge la concentrazione dei CPA e la velocita di
riscaldamento. La prima risulta deleteria quando combinata con velocita di raffreddamento
ridotte (danno osmotico), la seconda & fonte di danno in relazione ai fenomeni di
ricristallizzazione e quindi alla IIF (Figura 1.2). Inoltre, la posizione della U lungo I'asse delle
cooling rate differisce a seconda del tipo cellulare, a significare che ogni cellula necessita di

condizioni tipo-specifiche per poter sopravvivere (Figura 1.3).
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|
| @ Intracellular ice formation (IIF) 1]

‘ ‘
| @ Freeze concentration or cell |
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| ®&® IIF and cell dehydration ]:

Cell survival, %

Optimal CR for slow
freezing (SF)

0 o e
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Figura 1.2. Sopravvivenza cellulare in funzione della velocita di raffreddamento. La curva di sopravvivenza a
forma di “U” invertita &€ scomposta nelle due componenti dovute all’effetto soluzione (braccio sinistro, linea blu)
e all'llF (braccio destro, linea rossa). Immagine tratta da He 2011, (He, 2011).
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Figura 1.3. Sopravvivenza cellulare vs. velocita di raffreddamento in oociti, linfociti e eritrociti. Immagine tratta
da Mazur 1984, (Mazur, 1984).

La composizione della cellula in termini di macromolecole (es: lipidi citoplasmatici e di
membrana) e la stessa dimensione e struttura cellulare (es: ovociti vs. spermatozoi)
costituiscono degli elementi di primaria importanza da tenere in considerazione durante
I'allestimento di un protocollo di crioconservazione (Ruffing et al., 1993).

Il rapporto tra I’area superficiale e il volume di una cellula (A/V) & forse il primo parametro che
permette di orientare la scelta sulle caratteristiche del profilo termico da adottare. Tale
rapporto risulta direttamente proporzionale alla frazione di acqua persa dal compartimento
intracellulare durante la fase di raffreddamento. Per esempio, per A/V ridotti (v. oociti), con
conseguente ridotta permeabilita all’acqua, sono necessarie velocita di raffreddamento
elevate per evitare la IIF. In questi casi la vitrificazione costituisce una valida alternativa alle
pratiche di congelamento lento.

Da quanto riportato, ne consegue che la tecnica e le condizioni da adottare necessitano di

essere selezionate e costruite sulla base della cellula target che si intende crioconservare.

Antonella Idda, Studio sulla crioconservazione: dalle cellule somatiche alle cellule staminali, Scuola di dottorato in Scienze veterinarie
(XXX CICLO), Indirizzo: Riproduzione, patologia, allevamento e benessere animale, Universita degli Studi di Sassari



14

1.3 Il target: cosa crioconservare

Gli organismi complessi sono costituiti da cellule specializzate diverse per struttura e funzione.
La crioconservazione puo avere come oggetto cellule isolate appartenenti ad una popolazione
omogenea (Fong et al., 2015), tessuti (Bakhach, 2009) ed anche organi (Fahy et al.,
2004),(Bruinsma et al., 2015). La vitalita di queste componenti biologiche, intesa come pieno
possesso delle funzionalita e delle strutture fisiologiche, rappresenta un requisito necessario
per il successo della conservazione. Pertanto, la preservazione post mortem di interi organismi
in LN,, definita crionica, esula nei suoi presupposti dalla definizione standard di
crioconservazione. La conservazione crionica si basa sulle conoscenze attuali in previsione di
miglioramenti conoscitivi e tecnologici futuri che permettano di invertire questo processo.
Tuttavia, allo stato dell’arte essa pud essere considerata una speculazione sia teorica che
economica in quanto, come detto, le condizioni vitali da ripristinare devono essere una
condizione immanente presente ab ovo. Inoltre, I'intero arco del processo di conservazione
necessita di una conoscenza approfondita e di essere finemente regolato, tanto pil quanto la
struttura diventa complessa per architettura e composizione eterogenea di elementi cellulari.
La presente trattazione focalizza I'attenzione sulla crioconservazione di elementi cellulari

appartenenti a tre distinte categorie.

1.3.1 Cellule somatiche

Le cellule somatiche (dal greco cwpatikog, derivato di c@pa -atog “corpo”) sono le unita
morfofunzionali di base che costituiscono il corpo di un organismo vivente.

Tra le cellule somatiche da preservare, la crioconservazione di fibroblasti riveste un ruolo
rilevante in considerazione dalla vasta gamma di settori nei quali tali cellule trovano
applicazione. Essi possiedono caratteristiche quali una buona adattabilita alle condizioni di
coltura in vitro, resistenza alle manipolazioni ed ai fenomeni di senescenza.

In ambito biotecnologico i fibroblasti sono stati i primi protagonisti nella produzione di cellule
staminali pluripotenti indotte (iPS) (Takahashi et al., 2007).

Nei protocolli di clonaggio realizzato con le metodiche di SCNT, i fibroblasti trovano una fertile

applicazione anche nella conservazione di specie a rischio di estinzione (Leon-Quinto et al.,
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2014). Infatti, come auspicato gia dai primi anni ‘80, la salvaguardia delle specie a rischio di
estinzione richiede I'allestimento di collezioni di materiale crioconservato (Veprintsev, B.N.
and Rott, N.N. (1980) Genome Conservation, Academy of Sciences of the USSR, Puschino, pp.
1-49). Gran parte di queste collezioni sono costituite da fibroblasti, in quanto I'isolamento
puo avvenire dal prelievo di una rapida e poco invasiva biopsia dermica. Le cellule possono
essere disponibili per intraprendere studi evolutivi, sui rapporti genetici tra individui, di
citogenetica e nella ricerca di patogeni.

Inoltre, in quanto componenti attivi nel mantenere l'integrita e 'omeostasi del tessuto
connettivo, i fibroblasti sono impiegati nella creazione di tessuti artificiali da usare come
protesi cutanee nel trattamento delle ustioni (Naaldijk et al., 2013),(Kearney, 1991),(Wang et
al., 2007), nella medicina estetica (Mehrabani and Manafi, 2013) ed anche nei saggi per lo
sviluppo di farmaci, cosmetici e reagenti chimici (Wang et al., 2007), (Liu et al., 2000). Infine, i
fibroblasti sono stati recentemente impiegati in esperimenti di cambiamento fenotipico
indotto da modificatori epigenetici (Pennarossa et al., 2013),(Brevini et al., 2016).

Tutte le attivita citate sono sostenute e giustificano i programmi di crioconservazione di

guesto tipo cellulare.

1.3.2 Cellule staminali

Una cellula staminale (dal latino stamen -minis «stame, filo» (inteso qui come principio
germinale e costitutivo di organismi viventi), per traduzione del tedesco Stammzelle
(composto di Stamm «stipite» e Zelle «cellula») & una cellula primitiva, non specializzata,
indifferenziata, in grado di dare origine alle cellule differenziate che compongono un
organismo.
Sulla base delle capacita differenziative si possono distinguere quattro tipi di cellule:
- totipotenti, in grado di originare un intero organismo (ad oggi solo lo
zigote);
- pluripotenti, capaci di generare cellule appartenenti ai tre foglietti
germinativi (es: cellule della massa interna della blastocisti, ICM);
- multipotenti, preposte alla differenziazione di cellule appartenenti ad una

o piu linee differenziative (es: cellule staminali emopoietiche);

Antonella Idda, Studio sulla crioconservazione: dalle cellule somatiche alle cellule staminali, Scuola di dottorato in Scienze veterinarie
(XXX CICLO), Indirizzo: Riproduzione, patologia, allevamento e benessere animale, Universita degli Studi di Sassari



16

- unipotenti, in grado di dare origine ad un solo tipo cellulare (es: cellule
staminali dell’epidermide).
In base all’origine tissutale, le staminali si distinguono in embrionali (ESC) isolate dalla ICM,
fetali provenienti dal feto, extra-fetali derivate dagli annessi fetali e adulte (ASC) derivate dai
tessuti maturi. A quest’elenco possono essere aggiunte le iPS create artificialmente in
laboratorio (Takahashi et al., 2007).
Le cellule staminali mesenchimali (MSC) possono essere classificate come staminali
multipotenti adulte. Il nome fu coniato nel 1991 per designare delle cellule non emopoietiche
di origine mesodermica trovate nel midollo osseo (Caplan, 1991). Tale terminologia € stata
ritenuta da alcuni inappropriata in quanto riferita a cellule del midollo osseo con limitata
capacita differenziativa. Per questa ragione alcuni autori riferiscono alla sigla MSC la
definizione di cellule mesenchimali stromali (Marquez-Curtis et al., 2015). E attualmente
riconosciuto e accettato che le colture primarie di MSC siano composte da una popolazione
eterogenea di cellule con distinte capacita di autorigenerazione e differenziamento (Ho et al.,
2008),(Phinney, 2012). L'identificazione delle MSC, in assenza di marcatori univoci, & stata
definita sulla base di tre criteri (Dominici et al., 2006):
- adesione alle superfici di plastica dei contenitori di coltura;
- capacita differenziativa nelle linee adipogenica, osteogenica e
condrogenica a seguito di induzione;
- espressione dei marcatori CD73, CD90, CD105 e assenza di CD34, CD45,
CD14 e HLA-DR.
Queste cellule hanno dimostrato promettenti applicazioni nei settori della terapia cellulare,
della rigenerazione tissutale e dell'immunomodulazione.
Le MSC possono essere isolate da tessuti extra fetali considerati di scarto quali placenta,
membrana amniotica e cordone ombelicale. Il prelievo risulta non invasivo, eticamente
accettabile ed economicamente conveniente.
Le cellule estratte dalla matrice gelatinosa del cordone ombelicale, chiamata gelatina di
Wharton, possiedono caratteristiche quali una rapida proliferazione e buone capacita di

espansione in vitro (Fong et al., 2010).
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Nonostante questo tessuto sia facilmente reperibile, la crioconservazione delle cellule della
gelatina di Wharton (WJC), cosi come per le altre MSC, si rende necessaria in considerazione
di:
- allestimento di riserve per trapianti autologhi ad uso futuro;
- catalogazione delle linee cellulari sulla base dei gruppi HLA nel trapianto
allogenico;
- trasporto tra strutture di raccolta e centri di trapianto;
- tempi necessari per lo screening di patologie trasmissibili da donatore a
ricevente;
- riduzione della costante necessita di un tessuto fresco;
- allestimento di controlli di qualita e standardizzazioni tra lotti della stessa
preparazione cellulare;

- ottenimento di una sorgente di referenza per validare saggi di laboratorio.

1.3.3 Cellule germinali

Il termine cellule germinali (dal latino medievale germinalis, derivato di germen -minis
«germe»), dette anche gameti (dal greco yauétng “coniuge”, der. di yopéw “sposare”),
identifica le cellule deputate alla riproduzione e distinte, secondo il sesso dell’individuo, in
gamete femminile  (oocita/macrogamete/uova/ovocellula) e gamete maschile
(spermatozoo/spermio/seme).

E interessante notare che gran parte della ricerca nel campo della crioconservazione e forse il
maggior impatto applicativo di questa tecnica e rivolto al campo della medicina riproduttiva
(Pegg, 2002). Le origini delle metodiche di crioconservazione moderne possono essere fatte
risalire al 1948 quando Polge e Parkes scoprirono in un caso di serendipity |'azione
crioprotettiva del glicerolo nella conservazione a -70°C di seme avicolo (Polge et al., 1949).

Il rapporto tra preservazione dei gameti e biotecnologie riproduttive € messo in luce da
tecniche quali 'inseminazione artificiale (Al), la fecondazione in vitro (IVF) e I'iniezione di seme
intracitoplasmatica (ICSI) che spesso si avvalgono dell'impiego di materiale crioconservato.
La crioconservazione dei gameti risulta essenziale per la preservazione del potenziale

riproduttivo in soggetti ipofertili, a scopo preventivo in vista di terapie oncosoppressive, come
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alternativa etica alla crioconservazione di embrioni e, in campo animale, nell’allestimento di
banche per la salvaguardia di specie locali o a rischio di estinzione e nei programmi di
miglioramento genetico (Berlinguer et al., 2005).

Tuttavia, la crioconservazione dei gameti presenta ancora notevoli sfide che richiedono il
miglioramento delle procedure esistenti.

Infatti, la crioconservazione dell’oocita, eseguita principalmente tramite vitrificazione, puo
determinare alterazioni citoscheletriche, modificazioni dello stato ossido-riduttivo, alterazioni
dei livelli di espressione genica e dell’omeostasi del calcio (Shi et al., 2007), (Bogliolo et al.,
2015), (Succu et al., 2008).

Nel seme |'esposizione a temperature sottozero pud determinare la mortalita di un’elevata
percentuale del campione, danni alle membrane, aumentata sensibilita agli stress ambientali
e riduzione della motilita, andando a compromettere la possibilita di interagire con il gamete
femminile e di fertilizzare (Sieme et al., 2015),(Maxwell and Watson),(Hammerstedt et al.,
1990).

Per questi motivi il miglioramento nel campo delle biotecnologie riproduttive passa anche
attraverso lo sviluppo di metodiche di crioconservazione dei gameti sempre piu raffinate. La
sensibilita dei gameti alle procedure convenzionali di crioconservazione stimola la ricerca
verso soluzioni alternative finalizzate alla preservazione a lungo termine delle risorse
riproduttive.

In riferimento al gamete maschile, la tecnica della liofilizzazione emerge come soluzione
promettente nel fornire un sostanziale contributo al biobanking, al trasporto e distribuzione

dei campioni.

1.4 Liofilizzazione o freeze-drying

La liofilizzazione, il cui processo & meglio descritto dall’espressione inglese freeze-drying, e
una tecnica che consente di sottrarre acqua da un prodotto idratato attraverso un
procedimento di sublimazione. L’acqua allo stato solido subisce una trasformazione verso lo
stato di vapore quando si realizzano tre condizioni essenziali: congelamento, riduzione della
pressione a valori inferiori rispetto al punto triplo dell’acqua (<6,10 mbar= 4,58 mmHg),

somministrazione di calore. La dimensione dei cristalli di ghiaccio formatisi durante la prima
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fase di congelamento influisce sulla velocita di sublimazione. Velocita di congelamento troppo
rapide determinano la formazione di cristalli di ghiaccio nel compartimento intracellulare con
conseguente sublimazione lenta e non ottimale, mentre cooling rate ridotte determinano la
formazione di cristalli di grandi dimensioni, facilmente disponibili alla sublimazione ma anche
responsabili di un danno meccanico dovuto a compressione cellulare.

La metodica prevede che la formazione dei cristalli di ghiaccio sia immediatamente seguita
dalla sublimazione dell’acqua, la quale & immobilizzata in forma solida su serpentine
raffreddate. Nel freeze-drying propriamente detto (FD) & necessario introdurre un ultimo
passaggio chiamato essicamento secondario, durante il quale il contenuto d’acqua del
materiale liofilizzato e ridotto dal 10% a <3%. Ad eccezione di alcune modifiche strutturali, il
prodotto liofilizzato mantiene inalterate le proprieta di partenza e puo essere conservato a
temperatura ambiente fino al momento della reidratazione, in assenza di azoto o altri
refrigeranti, riducendo i costi di mantenimento e quelli di spedizione. La procedura, che ha
trovato largo impiego in campo farmaceutico e alimentare, € realizzata fisiologicamente da
alcuni organismi definiti anidrobionti. Essi sono in grado di sopravvivere riducendo il
contenuto d’acqua interna fino al 98-99 %. Questo fenomeno & stato definito come il
maggiore stress connesso alla carenza d’acqua in quanto la rimozione del solvente biologico
per eccellenza determina una condizione di stress strutturale, fisiologico e biochimico (Gil et
al., 2014).

| primi esperimenti nella conservazione cellulare tramite FD risalgono alla meta del XX secolo.
Negli ultimi 10 anni I'applicazione del freeze-drying in campo medico e stata riscoperta e
proposta come tecnica innovativa nella preservazione del gamete maschile (Olaciregui and
Gil, 2017). | successi riscontrati in campo veterinario (Wakayama and Yanagimachi, 1998),(Loi
et al., 2008) hanno aperto la strada alla sperimentazione in campo umano (Gianaroli et al.,
2012).

Tuttavia, tale procedura non risulta priva di effetti indesiderati. Negli esperimenti condotti sul
seme di diverse specie & stata osservata una pressoché totale perdita della motilita degli
spermatozoi. A questo sono da aggiungere i danni alle membrane cellulari determinati sia dal
congelamento istantaneo sia dalla procedura di essicamento (Gil et al., 2014). Per quanto
concerne l'integrita del genoma alcuni autori riportano segni evidenti di frammentazione del

DNA (Olaciregui and Gil, 2017) mentre altri sostengono che la procedura non incida
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sull’integrita dell’acido desossiribonucleico (Gianaroli et al.,, 2012) e quindi possa essere
impiegata con successo nelle procedure di fecondazione condotte con la metodica dell’ICSI

(Kaneko et al., 2014), (Patrick et al., 2017).

Il miglioramento della resa in termini di riduzione del danno causato dal FD necessita della
modulazione di parametri operativi quali temperatura, pressione, essicamento e
composizione delle soluzioni di liofilizzazione. In particolare, la riduzione degli eventi
determinanti un danno meccanico alle strutture cellulari, quali la membrana e la cromatina,

potrebbe beneficiare di una procedura di liofilizzazione parziale.

1.5 Come e quando valutare I'efficacia della crioconservazione

Le analisi della vitalita cellulare tramite saggi dell’integrita di membrana o misurazioni
dell’attivita metabolica (Pegg, 1989), rappresentano il principale parametro che puo essere
valutato per stimare gli effetti della crioconservazione. Tuttavia, la loro utilita € limitata perché
non possono fornire un quadro completo della complessita delle reazioni che sono innescate.

Per questo e necessario valutare parametri aggiuntivi.

1.5.1 Criomicroscopia

Le moderne apparecchiature criomicroscopiche (Diller and Cravalho, 1970) consentono lo
studio dei cambiamenti biofisici che si realizzano durante le fasi raffreddamento e
riscaldamento di un protocollo termico. Questi strumenti permettono di visualizzare in tempo
reale le modificazioni che intervengono nelle cellule e nell’ambiente circostante, fornendo un

contributo sostanziale alla comprensione dei fenomeni alla base del congelamento.

1.5.2 Analisi molecolari

La crioconservazione rappresenta una fonte di stress per i sistemi biologici. Le cellule
rispondono alle sollecitazioni osmotiche, meccaniche e tossiche generate dall’insieme delle

condizioni di conservazione attraverso la modulazione dell’espressione genica. Alcuni geni
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sono attivati come risposta diretta ai cambiamenti termici (heat shock genes), altri ancora
intervengono nella risposta apoptotica, nella modulazione del metabolismo.

Lo studio dei geni coinvolti nella pluripotenza e nella capacita differenziativa delle cellule
staminali riveste un ruolo rilevante nella valutazione dell'impatto esercitato della
crioconservazione. Di seguito e riportata una descrizione dei geni indagati nel presente lavoro

durante la realizzazione dell’esperimento sulle cellule cordonali ovine.

Geni staminali

Il fattore di trascrizione organic cation/carnitine transporter 4 (OCT4) & codificato dal gene
POU class 5 homeobox 1 (POU5F1) ed & noto per essere un regolatore pleiotropico
dell’espressione genica nelle cellule staminali embrionali coinvolto nel mantenimento dello
stato indifferenziato (Wu and Scholer, 2014). Inoltre € incluso nella tetrade dei geni essenziali
per indurre la pluripotenza nelle cellule differenziate (Takahashi et al., 2007). Come tale &
largamente impiegato in qualita di marcatore della potenza differenziativa delle linee

staminali verso i tre strati germinali.

Il gene SRY (sex determining region Y)-box 2 (SOX2) appartiene ad una numerosa famiglia di
geni espressi a livello embrionale e possiede una sequenza altamente conservata che codifica
per un fattore di trascrizione coinvolto nelle reti regolatorie legate allo sviluppo, all’omeostasi
di vari tessuti e all’autorinnovamento cellulare, in particolare nel sistema nervoso (Feng and
Wen, 2015). Nell’ovino il principale sito di espressione di SOX2 & costituito dal cervello fetale
ma tracce del trascritto sono state rinvenute anche durante lo sviluppo delle creste genitali
(Payen et al.,, 1997). Insieme ad OCT4 e al Nanog homoeobox (NANOG) & uno dei fattori

adoperati nella riprogrammazione cellulare (Yu et al., 2007).

Il prodotto proteico di NANOG costituisce un componente centrale della rete trascrizionale
legata alla pluripotenza e risulta fondamentale nello sviluppo precoce dell’embrione (Silva et
al., 2009) mentre la sua espressione incontrollata e stata strettamente associata con
I'insorgenza dei tumori (Iv Santaliz-Ruiz et al., 2014). L'espressione di questo marcatore e

riportata in alcuni lavori sulle MSC isolate da vari tessuti extra-fetali (Barboni et al., 2014).

Il gene telomerase reverse transcriptase (TERT) rappresenta un componente chiave nel

mantenimento della lunghezza dei telomeri, il cui accorciamento & alla base dei fenomeni di
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senescenza che conducono alla morte cellulare a seguito di ripetute divisioni. L'espressione di
TERT origina diversi prodotti proteici con attivita telomerasica, costantemente attivi nelle ESC

e responsabili del mantenimento della loro immortalita (Hiyama and Hiyama, 2007).

Geni di differenziamento tessuto specifico

Differenziamento adiposo

Il gene lipoprotein lipase (LPL) e coinvolto nel metabolismo degli acidi grassi e diventa
trascrizionalmente attivo durante il differenziamento dei pre-adipociti, andando incontro ad
un aumento dei livelli di mRNA che raggiunge un valore stabile quando le cellule hanno
completato la maturazione in adipociti (Enerback et al., 1992). Il trascritto di LPL e spesso
impiegato come marcatore della linea adipogenica e la sua espressione e stata rilevata a
seguito di induzione in vitro nelle WIC di cane (Seo et al., 2012), nelle AEC ovine (Barboni et
al., 2014) e nelle AEC umane (Fatimah et al., 2010). Il gene peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARG) codifica per un fattore di trascrizione appartenente ad una
superfamiglia di recettori attivati da ligando e svolge un ruolo fondamentale nello sviluppo
dell’adipocita, nel quale e espresso selettivamente durante lo stadio iniziale del processo di
differenziamento, tanto che la sua induzione é stata dimostrata come condizione necessaria
e sufficiente perché avvenga la maturazione (Tontonoz et al.,, 1994),(Lefterova and Lazar,
2009). L’espressione del trascritto PPARG é stata rinvenuta nelle MSC ovine prelevate dal
sangue periferico (Lyahyai et al., 2012) e dal midollo osseo (McCarty et al., 2009) a seguito di

induzione al differenziamento.
Differenziamento osseo

Il gene collagen type | alpha 1 chain (COL1A1) e considerato un marcatore precoce delle cellule
osteoprogenitrici in quanto il suo prodotto proteico costituisce il componente principale della
matrice ossea extracellulare (Hing, 2004). Come marcatore osteogenico & stato rinvenuto
nelle WIC di cane (Seo et al., 2012) e nelle MSC ovine estratte da tessuti quali midollo osseo
(McCarty et al., 2009), (Czernik et al., 2013), sangue (Lyahyai et al., 2012), fegato e tessuto
adiposo (Heidari et al., 2013). Il gene osteocalcin (OCN), talvolta indicato anche come bone
gamma-carboxyglutamate protein (BGLAP), codifica per una proteina della matrice ossea
contenente acido gamma carbossiglutammico che & secreta durante la maturazione

osteogenica. Per tale motive il suo trascritto € spesso impiegato come marcatore di conferma
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dell’avvenuto differenziamento nelle MSC, come riportato nelle cellule epiteliali amniotiche
ovine (oAEC) (Barboni et al., 2014). La letteratura & concorde nell’affermare che durante
I'induzione al differenziamento i marcatori osteogenici vanno incontro ad un’espressione
dinamica, con variazioni dei livelli del trascritto tra le fasi precoci e tardive. Tuttavia, mentre
COL1A1 e identificato generalmente un marcatore delle fasi precoci di differenziamento, il
marcatore OCN e considerato da qualcuno un marcatore delle fasi iniziali del differenziamento
osteogenico delle MSC (Nakamura et al., 2009), mentre altri autori lo identificano come un
marcatore della fase tardiva legata ai depositi di calcio e fosfato (Birmingham et al., 2012)
(Kollmer et al., 2013), e altri ancora hanno evidenziato che i suoi livelli di espressione sono
risultati significativamente piu alti rispetto ai controlli non indotti a seguito di un periodo di

induzione non inferiore ai 21 giorni (Wang et al., 2015).
Differenziamento nervoso

| geni neurofilament medium (NEFM) e neurofilament light (NEFL) codificano rispettivamente
per le catene medie e leggere delle proteine che compongono i neurofilamenti propri
dell’assone delle cellule neuronali. In quanto tali sono impiegati come marcatori del
differenziamento neurogenico delle MSC (Lyahyai et al., 2012), (Barboni et al., 2014),
(Mediano et al., 2015).

1.6 Il modello ovino

Il modello ovino e risultato un valido modello in vari settori biomedici, sia in campo umano sia
animale. Il successo della metodica del SCNT é stato conseguito impiegando come modello
animale una pecora di razza Finn Dorset (Wilmut et al., 1997). Il modello ovino & stato
impiegato nella ricerca medica in diversi settori ed in particolare i tessuti e le cellule
crioconservate hanno permesso di ampliare le conoscenze nel settore riproduttivo (Succu et
al., 2008), ortopedico (Jager et al., 2011),(Forriol et al., 2011), cardiaco (Hlubocky et al., 2011)

e respiratorio (Marcinkiewicz et al., 2016).
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2 Scopo del lavoro e disegno sperimentale

Il lavoro svolto durante i tre anni di dottorato si & posto I'obiettivo di analizzare la tematica

della crioconservazione attraverso I'esame degli eventi fisici e biologici collegati al processo di

preservazione.

L'argomento é stato sviluppato prendendo in esame tre distinte prospettive cellulari al fine di

ottenere una panoramica diversificata delle risposte biologiche e delle strategie di

conservazione tipo specifiche.

Il primo esperimento, condotto su fibroblasti dermici ovini, e stato volto ad indagare:

- le manifestazioni degli eventi fisici intervenuti durante l'applicazione del profilo
termico prescelto, quali I’EIF, I'lIF e le variazioni dei volumi cellulari;
- lerisposte biologiche conseguenti all’esposizione al protocollo termico manifestate in

termini di sopravvivenza cellulare e di espressione genica di marcatori metabolici, pro
e anti apoptotici e di shock termico.

In relazione ai fenomeni fisici, la formazione di ghiaccio nel mezzo extracellulare e gli eventi di

darkening (quali diretta ed immediata conseguenza dell’llF) sono stati monitorati in tempo

reale tramite apparecchiatura criomicroscopica su un totale di 14 campioni cellulari (195

cellule) e le relative acquisizioni video sono state impiegate nell’elaborazione della PIIF

specifica per il tipo cellulare e le condizioni sperimentali impiegate.

L’esame dei parametri biologici di vitalita ed espressione genica dei fibroblasti crioconservati

e stato effettuato ogni 24 ore per tre tempi consecutivi: a seguito del ripristino della

temperatura omeostatica (T0), a seguito del mantenimento delle cellule in condizioni di

coltura ottimali durante l'intervallo di 24 (T24) e 48 ore (T48) post scongelamento.

Il secondo esperimento & stato condotto con le cellule staminali di origine mesenchimale

estratte dalla gelatina di Wharton ovina (oWIC) e ha inteso valutare:

- la presenza delle proprieta di multipotenza e capacita differenziativa nelle cellule
isolate dal tessuto cordonale;

- il mantenimento di tali proprieta nelle cellule espanse e crioconservate con tre
differenti protocolli di crioconservazione;

- le eventuali variazioni nelle caratteristiche di multipotenza nell’arco delle 48 ore di

coltura successive al ripristino della temperatura omeostatica;
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- le variazioni nel tasso di sopravvivenza dovute all’applicazione dei tre protocolli di
crioconservazione.
| tre protocolli (distinti sulla base delle velocita di raffreddamento, della presenza o meno di
un controllo attivo della temperatura e della composizione delle soluzioni di
crioconservazione) sono stati denominati come classico (C), lento-controllato (L) e rapido (R).
Il possesso delle caratteristiche di multipotenza e stato indagato tramite la valutazione dei
livelli di espressione dei marcatori OCT4, SOX2, NANOG e TERT.
La presenza della capacita differenziativa verso le linee adipogenica, osteogenica e
neurogenica € stata saggiata tramite le colorazioni istochimiche e I'analisi di marcatori
molecolari linea specifici.
Due test di integrita di membrana (Trypan blue ed Hoechst/loduro di propidio) sono stati
impiegati per valutare i tassi di sopravvivenza cellulare nei campioni crioconservati secondo i
tre diversi protocolli, sia nel tempo immediatamente successivo allo scongelamento (T0) sia a

seguito delle 48 ore di coltura post scongelamento (T48).

Il terzo esperimento & stato condotto su campioni di seme ovino e costituisce uno studio pilota
volto ad effettuare una comparazione tra una procedura convenzionale di congelamento e un
protocollo di liofilizzazione parziale. L’attenzione e stata rivolta principalmente agli eventi fisici
connessi con i fenomeni di cristallizzazione delle soluzioni crioprotettive e, in seconda battuta,
alla valutazione dei parametri biologici di base quali vitalita e motilita cellulare.

Il confronto tra le due tipologie di conservazione & stato condotto impiegando due soluzioni
(Lyo A e Lyo B) costituite da sospensioni di seme e mestrui diluitori contenenti trealosio e
sorbitolo in differente concentrazione.

Le analisi sono state eseguite con l'impiego di un criomicroscopio e di un microscopio
elettronico a scansione al fine di confrontate la struttura dei cristalli di ghiaccio extracellulare
e 'ammontare della frazione di soluzione non cristallizzata all’interno della quale vanno a
distribuirsi le cellule. Tali fenomeni risultano direttamente connessi con gli eventi di danno
meccanico esercitati sugli spermatozoi e con l'efficacia delle procedure di preservazione del

gamete maschile.
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3 Materiali e metodi

| reagenti utilizzati, dove non altrimenti specificato, sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich
Co. LLC.

La concentrazione percentuale & da intendersi volume/volume (v/v %) se non diversamente
indicato.

Il termine temperatura ambiente si riferisce ad una temperatura di circa 20 °C.

Gli stock di partenza delle soluzioni di penicillina e streptomicina avevano una concentrazione
uguale a 5000 U/ml e 5000 mg/ml rispettivamente.

La soluzione madre di glutammina aveva una concentrazione di 200 mM.

La lettera P seguita da un numero arabo indica il numero dei passaggi in vitro della coltura

cellulare.

3.1 Esperimento 1 (fibroblasti dermici)

3.1.1 Isolamento cellulare e coltura

La coltura primaria di fibroblasti dermici e stata allestita isolando le cellule del tessuto
connettivo da biopsie auricolari prelevate da pecore di razza Sarda adulte, abbattute
regolarmente presso uno stabilimento di macellazione locale. La parte anatomica e stata
trasportata e manipolata nel laboratorio entro 3 ore dal prelievo, lavata sotto un getto di
acqua corrente e in etanolo 70 %, al fine di allontanare I'eccesso di sporcizia del pelo e il
sangue eventualmente presente. Le operazioni a seguire sono state effettuate sotto una
cappa a flusso laminare verticale. Previo allontanamento dei peli, un frammento dermico di
circa 1,5 cm? & stato tagliato e posto in un tubo da 50 ml contenente terreno di raccolta a 37 °C
costituito da a-MEM e HEPES (Life Technologies). Il tessuto, trasferito in una piastra Petri
sterile, & stato sminuzzato finemente in frammenti di circa 1 mm? e addizionato con 1 ml di
siero di pecora in estro al fine di favorire I'adesione dei frammenti nelle piastre di coltura.
Queste ultime sono state trasferite in incubatore a 37 °C, 5 % di CO, e 100 % di umidita per
30 minuti prima di aggiungere a ciascuna piastra 5 ml di terreno di coltura completo composto

da a-MEM, 10 % di FBS (Gibco), 1 % glutammina e 1 % penicillina-streptomicina. Il terreno &
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stato sostituito dopo 5-7 giorni. Il primo passaggio della coltura & avvenuto al raggiungimento
del 80 % di confluenza esponendo il monostrato cellulare ad una soluzione di tripsina (0,25 %)
e EDTA (0,04 %). Le cellule sono state espanse fino al quinto passaggio (P5) prima di eseguire

gli esperimenti.

3.1.2 Vitalita cellulare

La vitalita cellulare e stata saggiata valutando l'integrita di membrana con il colorante Trypan
Blue. Le cellule danneggiate appaiono blu mentre le cellule integre risultano incolori. Il test e
stato condotto dopo ogni distacco dalle piastre Petri (nelle cellule non crioconservate e nei
campioni di coltura post scongelamento T24 e T48) e dopo lo scongelamento (campioni TO).
La soluzione di colorante (0.4 % Trypan blue in PBS, p/v %) & stata diluita in rapporto 1:1 con
la sospensione cellulare e un’aliquota di 10 ul e stata sottoposta alla conta in una camera
Burker. La percentuale di sopravvivenza e stata ricavata dal rapporto percentuale tra le cellule

non colorate e il totale delle cellule presenti nel reticolo.

3.1.3 Immunocitochimica

La presenza di vimentina, un tipico filamento intermedio dei fibroblasti, & stata saggiata nelle
cellule a P5 al fine di valutare 'omogeneita della popolazione cellulare isolata. Le cellule adese
sono state lavate per 3 volte in una soluzione costituita da PBS e Triton 0,1 %, quindi fissate in
metanolo assoluto (4 °C) e infine esposte per 1 ora alla soluzione di permeabilizzazione (PBS,
Triton 0,1 %, BSA 3 %). L’anticorpo primario anti-vimentina (M 0725; DakoCytomation) & stato
mantenuto in incubazione a 4°C per una notte (diluizione 1:300 in soluzione di
permeabilizzazione) mentre |'esposizione all’anticorpo  secondario  appropriato
(AlexaFluor 488; Life Technologies) e stata protratta per 1 ora. | nuclei sono stati colorati

esponendo il campione per 15 minuti ad una soluzione di blu di Hoechst (2 pg/ml).
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3.1.4 Curva dicrescita cellulare

La curva di crescita & stata allestita piastrando 2 x 103 cellule/pozzetto in multipiastre da 24
pozzetti (Nunc). La conta e stata effettuata in camera Burker. La vitalita cellulare & stata
determinata con il colorante Trypan blue sia nelle cellule di controllo non crioconservate sia

nei campioni crioconservati. Le colture sono state monitorate per un totale di 120 ore.

3.1.5 Preparazione dei campioni

Allo scopo di ottenere una sospensione di cellule singole, le piastre di coltura a P5, confluenti

per il 90 % della superficie, sono state manipolate secondo i seguenti passaggi:

allontanamento del terreno esausto;

- lavaggio con PBS Ca**/Mg™* free;

- distacco cellulare con una soluzione di tripsina (0,25 %) - EDTA (0,04 %);

- centrifugazione per 4 minuti a 235 x g;

- risospensione del pellet in terreno di coltura completo.
Dopo la conta in camera Burker, le cellule in sospensione sono state nuovamente centrifugate
per 2 minuti, quindi risospese nel terreno di crioconservazione (medium crio) cosi composto:
50 % a-MEM, 40 % FBS, 10 % DMSO. Prima di sottoporre i campioni a crioconservazione, la
fase di equilibratura con I'agente crioprotettore e stata protratta per 15 minuti a temperatura

ambiente.

3.1.6 Crioconservazione

Gli esperimenti di crioconservazione sono stati condotti impiegando due sistemi di
congelamento a velocita controllata:
- un criomicroscopio (CM) equipaggiato con lo stage BCS196 (Linkam,
Tadworth, United Kingdom);
- una Criocamera (CC) programmabile adatta alla crioconservazione in

paillettes (CryoBath, Cryo Logic, Mount Waverley, AU).
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In accordo con gli intervalli operativi dei due sistemi, entrambi gli strumenti sono stati
programmati per I’esecuzione di un medesimo profilo termico. Tutti gli esperimenti sono stati
condotti in assenza di seeding e la nucleazione del ghiaccio € avvenuta spontaneamente.
Tramite il CM sono state esaminate la IIF e le eventuali variazioni del volume cellulare, mentre
i campioni crioconservati con il CC sono stati raccolti per le analisi si espressione genica. Al
termine della crioconservazione e stata valutata la vitalita al tempo zero (TO) post

scongelamento.

3.1.6.1 Studi di criomicroscopia

Il criomicroscopio (Figura 3.1) si compone di un sistema di controllo automatizzato della
temperatura (PE95/T95), di una stazione d’immagine equipaggiata di obiettivi e telecamera,
di un software di controllo (Linksys32) e della camera di crioconservazione (stage BCS196).
L'intervallo di temperatura programmabile varia da +125 °C a -196 °C, mentre i valori della
velocita di raffreddamento/ riscaldamento sono compresi nell’intervallo da 150 °C/min a
0.01 °C/min.

In fase preparatoria e stato realizzato un sottile film di sospensione cellulare depositando una
goccia del liquido (0.005ml X [2.4 X 10%/ml]) al centro di una piccola piastra di quarzo e
apponendovi sopra, con estrema delicatezza, un vetro circolare di 13 mm di @. Il campione
cosi preparato e stato alloggiato all'interno dello stage sulla superficie del blocco d’argento
preposto agli scambi termici. Per evitare che la formazione di condensa ostacolasse
I'acquisizione delle immagini, lo stage & stato saturato con azoto gassoso e l'aria e stata
espulsa dalle valvole. La raccolta delle immagini e il monitoraggio in tempo reale sono stati
compiuti tramite una telecamera Qimaging (Qicam fast 1394 CCD), usando un obiettivo con

lenti 20 X.
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Figura 3.1: Sistema di criomicroscopia costituito da: stazione d'immagine (A), stage BCS196 (B), serbatoio per
azoto liquido (C), sistema di controllo automatizzato della temperatura PE95/T95 (D), interfaccia di controllo
touch-screen (E).

Il profilo termico & stato programmato, a partire da un valore di temperatura ambiente, in 4
rampe:

a. raffreddamento alla velocita di 5°C/min sino al limite di -4°C e
mantenimento della temperatura per 3 minuti;

b. raffreddamento a 5 °C/min sino al limite di-120 °C;

c. aumento della velocita di raffreddamento a 150 °C/min sino al
raggiungimento di -196 °C e mantenimento del campione a questo
valore per 10 minuti;

d. riscaldamento del campione alla velocita di 150 °C/min sino a 20 °C.

In totale sono stati eseguiti 14 esperimenti e 195 cellule sono state selezionate per le analisi.
Le immagini per lo studio della IIF sono registrati alla frequenza di 1 fps tra -4 °C e -35 °C,
intervallo di temperature entro il quale era attesa la formazione del EIF. L’analisi dei dati video
e stata eseguita individuando in ciascun fotogramma il numero e la dimensione delle cellule
nelle quali si verificava un improvviso oscuramento del corpo cellulare (darkening). La
probabilita di formazione del ghiaccio intracellulare (PIIF) e stata calcolata come il rapporto
tra il numero totale di cellule che hanno manifestato il darkening sul totale delle cellule del

campione.
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| valori del volume cellulare sono stati rilevati prima che intervenisse la formazione del
ghiaccio, prendendo in considerazione singoli fotogrammi corrispondenti a determinati valori
di temperatura: +15°C, +4°C, 0°C, -4°C, -10°C, e -20°C. Sono state prese in esame
esclusivamente le cellule statiche in possesso di una forma sferica. Impiegando lo strumento
di misura del software Linksys32, sono state acquisite le misure dei diametri perpendicolari

delle cellule selezionate e il volume cellulare & stato calcolato secondo la formula V=4/3 nr3.

3.1.6.2 Studi con il sistema Criocamera

Il sistema impiegato nell’esperimento consta di un serbatoio di azoto liquido, di una
criocamera entro la quale alloggiare le paillettes dei campioni, di un sistema di controllo della
temperatura (il CL8000) ed di un interfaccia utente (il software CryoGenesis, V5). Le variazioni
di temperatura programmabili sono comprese nell’intervallo tra +40 °C e -120 °C.
La sospensione cellulare & stata diluita nella soluzione di crioconservazione
(0,21 ml x [1 x 108/ml]) e caricata nelle paillettes. Il profilo termico & stato costruito in 4 rampe
partendo dalla temperatura di 20 °C:
a. raffreddamento a 10°C/min sino alla temperatura di -4°C e
mantenimento della temperatura per 3 minuti;
b. raffreddamento a 5 °C/min sino al limite di-120 °C;
c. immersione immediata delle paillettesin azoto liquido per 10 minuti;
d. riscaldamento in bagno termostatato a 37 °C sino alla completa
fusione e scomparsa del ghiaccio.
La nucleazione del ghiaccio si & verificata spontaneamente senza induzione esterna. Dopo
riscaldamento, il crioprotettore & stato rimosso da ciascuna paillette diluendo il suo contenuto
in terreno di coltura (1:9 v/v, 37 °C per 15 minuti). Ogni diluizione é stata divisa in due aliquote:
la prima e stata centrifugata immediatamente a 170 x g per 4 minuti e il pellet & stato
conservato nel appropriato tampone a -80 °C in vista delle successive analisi molecolari; la
seconda aliquota é stata utilizzata per allestire le colture in vitro da protrarre per 24 e 48 ore

prima di raccogliere le cellule per le successive analisi molecolari.
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3.1.7 Analisi dell’espressione genica

| campioni di RNA sono stati isolati a partire dai campioni di fibroblasti dermici crioconservati

con la CC e nei campioni coltivati in vitro a seguito della crioconservazione. | gruppi

sperimentali sono i seguenti:

TO CTR: fibroblasti di controllo post-distacco (non crioconservati);

TO CRYO: fibroblasti crioconservati, analizzati immediatamente dopo il
riscaldamento;

T24 CTR: fibroblasti di controllo post-distacco coltivati in vitro per 24 ore
(non crioconservati);

T24 CRYO: fibroblasti crioconservati, analizzati dopo 24 ore di coltura in
vitro;

T48 CTR: fibroblasti di controllo post-distacco coltivati in vitro per 48 ore
(non crioconservati);

T48 CRYO: fibroblasti crioconservati, analizzati dopo 48 ore di coltura in

vitro.

La cellule (~5 x 10°) sono state conservate nel tampone RLT (RNeasy Micro Kit; Qiagen, Hilden,

Germany) alla temperatura di -80°C sino al momento delle analisi. Sono stati presi in esame

tre replicati per ciascun gruppo.
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3.1.7.1 Isolamento del RNA e trascrizione inversa

L’'RNA totale e stato isolato utilizzando il kit RNeasy Micro Kit (Qiagen) e seguendo le istruzioni
riportate dal produttore. Prima dell’estrazione dell’'RNA, ciascun campione & stato addizionato
con 5 pg di mRNA di luciferasi (Promega) al fine di stimare la perdita di RNA durante il processo
di estrazione. Durante la procedura, ’'RNA e stato trattato con DNasi | per eliminare qualsiasi
possibile contaminazione di DNA genomico. L'RNA & stato quantificato mediante lo
spettrofotometro NanoDroplite (Fisher Scientific S.A.S.). Per la sintesi del DNA
complementare (cDNA) sono stati utilizzati 40 ng di RNA che sono stati sottoposti a

trascrizione inversa. La reazione é stata eseguita in un volume finale di 20 pul, composti da:

- 50 mM Tris—HCI (pH 8.3),

- 75 mMKClI,

- 3 mM MgCl,,

- 5mMDTT,

- 1 mM dNTPs,

- 2.5 mM random hexamer primers,
- 0.05 mgoligo (dT)18 primers,

- 20 U RNase OUT,

- 100 U SuperScript Il RT

(Tutti i reagenti sono stati acquistati dalla Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA).

| tubi di reazione sono stati incubati a 25 °C per 10 minuti, poi a 42 °C per 1 ora e infine a 70 °C
per 15 minuti cosi da inattivare la reazione. Come controlli negativi sono stati analizzati anche
due tubi: un tubo senza RNA; uno con RNA ma in assenza dell’enzima retrotrascrittasi. Allo
scopo di quantificare il tasso di recupero dell’lRNA, anche 5 pg di mRNA di luciferasi (non

soggetti all'isolamento dell’lRNA) sono stati sottoposti alla sintesi di cDNA.

3.1.7.2 Reazione a catena della polimerasi in tempo reale: Real Time PCR

| primers per tutti i geni studiati sono elencati nella Tabella 3.1. La quantificazione relativa dei

trascritti e stata eseguita tramite Real Time PCR con lo strumento 7900HT Real-Time PCR

Antonella Idda, Studio sulla crioconservazione: dalle cellule somatiche alle cellule staminali, Scuola di dottorato in Scienze veterinarie
(XXX CICLO), Indirizzo: Riproduzione, patologia, allevamento e benessere animale, Universita degli Studi di Sassari



34

System (Applied Biosystems, Foster City, CA). La PCR & avvenuta in un volume di reazione di
15 pl contenenti 7.5 ml di 2X SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 200 nM di
ciascun primer e il cDNA equivalente a 5 ng di RNA.

Il protocollo di PCR consisteva in due fasi di incubazione (50 °C per 5 minuti e 95 °C per 2
minuti), seguiti da 40 cicli del programma di amplificazione (95 °C per 15 secondi, temperatura
di appaiamento gene-specifica (Tabella 3.1) per 30 secondi, e 72 °C per 30 secondi), un
programma per la curva di melting (65 °C-95 °C, inizio dell’acquisizione della fluorescenza a
65 °C e raccolta delle misure ad intervalli di 10 secondi sino al raggiungimento della
temperatura di 95 °C), e infine una tappa di raffreddamento a 4 °C. | dati di fluorescenza sono
stati acquisiti durante le tappe di estensione a 72 °C. Per minimizzare le variazioni dovute alle
manipolazioni, tutti i campioni da comparare sono stati inseriti nella medesima corsa di
reazione usando una master mix di PCR contenente tutti i componenti di reazione eccetto il
campione. La dimensione dei prodotti della Real Time PCR e stata confermata
dall’elettroforesi in gel di agarosio al 2 % colorato con Sybr Safe (Invitrogen Corporation) e
reso visibile tramite I'esposizione alla luce blu di un transilluminatore. | prodotti di PCR sono
strati sequenziati (Model 3130x| Genetic Analyzer; Applied Biosystems) dopo la purificazione
con il MinElute PCR purification kit (Qiagen) e I'identita delle sequenze e stata confermata con

BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). La quantificazione relativa dell’espressione genica e

stata eseguita con il metodo 2-ddCq (Livak and Schmittgen, 2001). L’analisi dell’espressione &
stata condotta normalizzando ciascun gene target contro la media di 4 geni di riferimento
interni  (succinate  dehydrogenase complex subunit A [SDHA], tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta [YWHAZ], ribosomal
protein L9 [RPL9)], and actin B [ACTB]). Prima della normalizzazione & stata verificata

I’espressione stabile dei geni riferimento in tutti i gruppi in esame.
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Tabella 3.1. Descrizione dei primers utilizzati negli esperimenti di Real Time PCR dei fibroblasti.

Accession Ta Size
Gene Gene name Primers sequence
number (bps)
5’ ttcctgggtatggatectg 3’
ACTB Actin B NM_001009784 60°C 162
5’ ggtgatctccttctgeatec 3’
BCL2-associated 5’ aacatggagctgcagaggat 3’
BAX XM_004015363 58°C 219
X Protein 5’ ggacattggacttccttcga 3’
B-cell CLL/ 5’ tggagatcaaccctgacca 3’
BCL2 XM_004020687 58°C 145
lymphoma 2 5’ gggatcctcaagcgagaag 3’
Cold inducible RNA binding 5’ gagggctgagttttgacacc 3’
CIRBP XM_004008776 58°C 190
protein 5’ atgggaagtctgtggatggg 3’
5’ atgcctectgecaccacca 3’
GAPDH  Gliceraldehyde-3- Phosphate NM_001190390 58°C 136
5’agtccctccacgatgecaa 3’
5’ tggagatcaaccctgacca 3’
HSP90b  Heat shock protein 90b AB072369 58°C 143
5’ gggatcctcaagcgagaag 3’
5’ tgatcttgcaggcagtgaga 3’
KIFF11 Kinesin family member 11 XM_004020034 62°C 100
5’ ccctettgactctgggaagg 3’
POU5F1 POU domain, class 5, 5’ gaggagtcccaggacatcaa 3’
XM_012101009 56°C 204
(OCT4)  transcription factor 1 5’ ccgcagcttacacatgttct 3’
5’caactcccgccageagat 3’
RPL9 Ribosomal protein L9 XM_004012836 56°C 127
5’ ccgggaatggacagtcaca 3’
5’catccactacatgacggagca 3’
Succinate
SDHA XM_012125144 5’ atcttgccatcttcagttctgcta  60°C 90
Dehydrogenase
3[
5’ ggcaatgtgaaggctgacaa 3’
SoD1 Superoxide dismutase 1 NM_001145185 58°C 130
5’ aagaccagatgacttgggca 3’
5’ tgtaggagcccgtaggtcatct
3[
YWHAZ Tyrosine 3- Monooxygenase NM_001267887 60°C 168

5’ ttctctctgtattctcgagecatct
3[

3.1.8 Analisi statistica

| dati sono stati analizzati con il pacchetto software MINITAB Release 12.1 (Minitab, Inc., State

College, PA). | dati di vitalita sono stati esaminati con I’analisi della varianza (ANOVA) seguita

dalle comparazioni di Tukey post-hoc. Dopo aver testato la normalita e 'omogeneita delle
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varianze usando rispettivamente i test di Kolmogorov—Smirnov e Levene, i dati dei trascritti
sono stati analizzati con il modello lineare generale ANOVA, seguito dalle comparazioni di
Tukey post-hoc quando i valori p erano significativamente diversi. Le differenze sono state

considerate significative quando p < 0.05.

3.2 Esperimento 2 (cellule della gelatina di Wharton)

3.2.1 Isolamento cellulare e coltura

| campioni di cellule derivate dalla gelatina di Wharton sono stati ottenuti a partire da quattro
cordoni ombelicali prelevati da agnelli nati al completamento della gestazione (Figura 3.2). Il
parto cesareo e stato eseguito presso le strutture del Dipartimento di Medicina Veterinaria a
seguito delle necessarie autorizzazioni ottenute dal comitato etico competente. Ciascun
cordone é stato trasportato dalla sala parto al laboratorio immerso in una soluzione di PBS a
38,5°C e manipolato entro mezz’'ora dal prelievo. Sotto una cappa a flusso laminare verticale
il cordone & stato disteso su un telo chirurgico sterile, i quattro vasi sanguigni sono stati rimossi
e il tessuto e stato inciso longitudinalmente al fine di esporre la parte interna. La gelatina di
Wharton, di colore bianco lattiginoso, & stata separata dall’epitelio amniotico con I'ausilio di
pinze, pesata e sminuzzata finemente. A seguire, la digestione enzimatica e stata condotta in
una soluzione di collagenasi (tipo 1V) allo 0,1 % in presenza di CaCl; per 3 ore a 38,5 °C. | detriti
residuati dalla digestione sono stati allontanati filtrando la soluzione con membrane da 70 um
di diametro ed eseguendo alcuni lavaggi tramite centrifugazione per 10 minuti a 235x g in
presenza di PBS. La sospensione monocellulare & stata sottoposta a conta in camera Burker al
fine di mettere in relazione la massa del tessuto digerito con la resa cellulare. La vitalita e stata
valutata con il colorante Trypan blue. La coltura primaria € stata allestita piastrando le cellule
in fiasche T25 con una densita di semina di 1 x 10° cellule/cm? in terreno di coltura costituito
da HG-DMEM, 10 % FBS, 1 % glutammina, 1 % penicillina-streptomicina e 10 ng/ml EGF. Il
terreno e stato sostituito dopo 24 ore per allontanare le cellule non adese e i detriti
eventualmente presenti. Le cellule sono state distaccate con una soluzione di tripsina (0,25 %)
e EDTA (0,04 %) al raggiungimento del 80 % di confluenza, quindi riseminate ad una densita di

1 x 10*/ml e mantenute a 38,5 °C, 5 % CO, e 100 % umidita per i passaggi successivi.
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Gelatina di Wharton

~ 1mg/ml_
_/v \\cgllagenalsL/
Raccolta dei cordoni Rimozione dei ..taglio della gelatina . digestione enzimatica
ombelicali vasi sanguigni cordonali... in piccolo frammenti... per 3h a38.5°C
da agnelli nati al termine
della gestazione ///"’ B

in seguito a parto cesareo
(ottenimento dell’approvazione <
del Comitato Etico Istituzionale) \

>

Le oWIJC isolate sono state coltivate con:
-high glucose-DMEM;
-10% siero fetale bovino;
-10 ng/ml EGF;
-1% glutammina;
1% penicillina/streptomicina;
5% CO,, 90% umidita and 38.5°C

Figura 3.2. Schema delle fasi procedurali condotte per l'allestimento della coltura primaria di cellule
mesenchimali della gelatina di Wharton.

3.2.2 \Vitalita cellulare

La valutazione della vitalita cellulare e stata eseguita nei campioni di controllo freschi non
crioconservati, nei campioni equilibrati nelle soluzioni crioprotettive e nei campioni TO e T48
ricoltivati dopo scongelamento. Allo scopo sono state impiegate la colorazione di Trypan blue
e la colorazione in fluorescenza con Hoechst/loduro di propidio.

In breve, la conta vitale con il Trypan blue (0,4 %, p/v) & stata condotta in camera Burker
pipettando 10 pl di sospensione cellulare diluita in rapporto 1:1 con il colorante. Sono state
considerate vitali le cellule incolori e non vitali le cellule colorate.

La colorazione con i coloranti fluorescenti blu di Hoechst (2 ug/ml) e loduro di propidio
(1 ug/ml) é stata eseguita tenendo in incubazione le sospensioni cellulari per 15 minuti a
38,5 °C. La conta delle cellule marcate e stata eseguita tramite un microscopio a fluorescenza
(Olympus BX71). La percentuale di vitalita € stata calcolata come la frazione complementare
del rapporto tra le cellule colorate dallo loduro di propidio e il totale delle cellule colorate

dall’Hoechst.
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3.2.3 Proliferazione cellulare

Il saggio per valutare le unita formanti colonie (CFU) & stato allestito a partire dalle cellule a
P1, seminate con HG-DMEM in piastre da 6 pozzetti secondo diverse densita (100, 250, 500,
1000 cellule/cm?). Le cellule sono state lasciate in coltura per due settimane. Le colonie sono
state fissate per 1 ora in formalina al 4 % e colorate con blu di metilene 1 % per 15 minuti in
tampone borato 10 mM a temperatura ambiente. Per la conta sono state selezionate le

colonie costituite da 16-20 cellule.

Le curve di crescita sono state realizzate a P1, P5 e P10. Le cellule sono state seminate in piaste
da 6 pozzetti alla densita di 1 x 103/cm?. La conta & stata eseguita in camera Burker ogni due
giorni per 14 giorni, staccando con tripsina uno dei sei pozzetti seminati e colorando le cellule

con il Trypan blu.

Il tempo di duplicazione della popolazione (PDT) da P1 a P10 e stato valutato seminando
1 x 103 cellule/cm? in piaste da 6 pozzetti e tripsinizzando, contando e riseminando le cellule
ogni 3/4 giorni alla densita di partenza. |l valore medio di PDT e stato calcolato sulla base dei
valori ottenuti nei 10 passaggi. Per ciascun passaggio, il PDT e stato calcolato in accordo con
la formula CT/((log (Nf/Ni)/log2) dove:

- CT=tempo in coltura (in giorni);

- Nf=numero delle cellule al momento della conta;

- Ni= numero di cellule seminate nel pozzetto.

3.2.4 Crioconservazione

Tre differenti protocolli sono stati impiegati per la crioconservazione delle cellule isolate dalla

gelatina di Wharton. Essi sono distinti secondo le caratteristiche di velocita di raffreddamento
e sono stati identificati come segue:

- protocollo classico (C): caratterizzato da una discesa termica non

controllata realizzata mediante I'esposizione del campione a temperature

progressivamente decrescenti;
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- protocollo lento-controllato (L): realizzato applicando un controllo
puntuale della discesa termica attraverso un sistema computerizzato in
grado di eseguire una precisa velocita di raffreddamento;

- protocollo rapido (R): realizzato per immersione diretta del campione in
azoto liquido.

| dispositivi di alloggiamento del campione, comuni ai tre protocolli, erano rappresentati da
paillettes di volume pari a 250 pl. Per ciascun protocollo sono state allestite 6 paillette, di cui:

- #3 da destinare alle analisi della capacita differenziativa post
scongelamento;

- #2 per le analisi di espressione genica;

- #1 per le analisi della vitalita al tempo zero (TO) e per la ricoltura post

scongelamento.

3.2.4.1 Preparazione dei campioni

Le colture cellulari, espanse sino a P6 al fine di ottenere un numero sufficiente di cellule da
saggiare, sono state manipolate per ottenere una sospensione di cellule singole. | passaggi
sono descritti di seguito:
- allontanamento del terreno di coltura esausto;
- lavaggio in PBS privo di Ca**/Mg**;
- incubazione della sospensione cellulare a 38,5 °C in una soluzione di
tripsina-EDTA (0,25 %-0,04 %) per 5 minuti;
- neutralizzazione della tripsina per aggiunta di terreno completo;
- centrifugazione per 4 minuti a 235 x g;
- sospensione del pellet in 1 ml terreno completo;
- conta vitale di un’aliquota di campione in camera Burker;
- centrifugazione del campione di partenza per 4 minutia 235 x g;
- sospensione del pellet cellulare in un volume variabile di terreno
completo.
I volume di terreno e stato definito in funzione della conta cellulare, tenendo in
considerazione le successive diluizioni nelle soluzioni di crioprotezione, al fine di ottenere una

concentrazione nella sospensione finale di 2 x 10° cellule/ml. Sono stati allestiti 3 gruppi
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distinti, le cui cellule sono state manipolate secondo le specifiche del profilo termico di

appartenenza.

3.2.4.2 Soluzioni di crioconservazione e tempi di equilibratura

L’equilibratura dei campioni cellulari nelle soluzioni di crioprotezione & stata condotta
seguendo una procedura graduale di esposizione a concentrazioni crescenti di CPA.

Sono stati preparati due gruppi di soluzioni: soluzioni per il congelamento lento (Slow
solutions) e soluzioni per il congelamento rapido (Fast solutions). Le prime sono state
impiegate nella preparazione dei campioni per i protocolli classico (C) e lento controllato (L);
le seconde durante i passaggi di equilibratura del protocollo rapido (R). Composizione e

passaggi sono descritti brevemente di seguito.

Slow solutions:
- soluzione D5: HG-DMEM, 40 % FBS, 0,1 % PVA, 1% penicillina-
streptomicina, 1 % glutammina, 25 mM Hepes, 5 % DMSO;
- soluzione D10: HG-DMEM, 40% FBS, 0,1 % PVA, 1% penicillina-

streptomicina, 1 % glutammina, 25 mM Hepes, 10 % DMSO.

Passaggi di equilibratura nelle Slow solutions:
- sospensione cellulare + D5 (rapporto 1:1) = una nuova sospensione
di volume doppio (V2) con CPA al 2,5 %;
- sospensione V2 + D10 (rapporto 1:1) = soluzione V3 con CPA al 7,5 %;
- sospensione V3 + D10 (rapporto 1:2) = soluzione finale con CPA al
10,8 %.
Il tempo di equilibratura di ciascun passaggio e stato protratto per 30 secondi, spipettando
delicatamente tra uno e l'altro per favorire una distribuzione uniforme tra cellule e CPA. Le
cellule nella soluzione finale (2 x 108/ml) sono state caricate nelle paillettes (200 pl/paillette)

e mantenute a temperatura ambiente per 10 minuti prima dell’avvio della discesa termica.

Antonella Idda, Studio sulla crioconservazione: dalle cellule somatiche alle cellule staminali, Scuola di dottorato in Scienze veterinarie
(XXX CICLO), Indirizzo: Riproduzione, patologia, allevamento e benessere animale, Universita degli Studi di Sassari



Fast solutions:

Passaggi di equilibratura

41

soluzione EQ1l: HG-DMEM, 20 % FBS, 0,1 % PVA, 1% penicillina-
streptomicina, 1% glutammina, 25 mM Hepes, 7,5% DMSO,
7,5% EG;

soluzione EQ2: HG-DMEM, 20 % FBS, 0,1 % PVA, 1% penicillina-
streptomicina, 1 % glutammina, 25 mM Hepes, 5 % DMSO, 5 % EG;
soluzione VS: HG-DMEM, 20% FBS, 0,1 % PVA, 1% penicillina-
streptomicina, 1 % glutammina, 25 mM Hepes, 15 % DMSO, 15 %
EG.

nelle Fast solutions:

sospensione cellule + EQ1 (rapporto 1:1) = volume V1 con 3,75 % di
DMSO e 3,75 % di EG (equilibratura 90 sec);

volume V1 + EQ1 (in rapporto 2:1) = soluzione V2 con 6,25 % di
DMSO e 6,25 % di EG (equilibratura 90 sec);

V2 + EQ2 (rapporto 3:1) = volume V3 nel quale DMSO e EG si
trovavano ad una concentrazione pari al 7,5 % (equilibratura 2 min);
volume V3 + VS (1:2) = sospensione cellulare finale avente il 15 % di

DMSO e il 15 % di EG (equilibratura 40 secondi).

Durante l'ultimo passaggio, la sospensione € stata caricata nella paillette e manipolata

immediatamente per la discesa termica.

3.2.4.3 Protocollo classico (C)

Il campione cellulare e stato crioconservato seguendo una riduzione termica non controllata,

realizzata mediante I’esposizione del campione a temperature progressivamente decrescenti.

Le paillettes sono state tenute 1 ora a 4°C, 2 ore a -20°C, una notte a -80°C e,

successivamente, immerse in azoto liquido (-196 °C). | campioni sono stati mantenuti a

temperature criogeniche per un periodo di 20/30 giorni.
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3.2.4.4  Protocollo lento-controllato (L)

Il protocollo di crioconservazione & stato realizzato applicando un controllo puntuale della
velocita di raffreddamento tramite I'impiego del sistema computerizzato CryolLogic. Nel
software di programmazione (CryoGenesis) & stata disegnata una discesa termica costituita
da un'unica rampa nella quale la velocita di raffreddamento era costante e pari a 1 °C/min. Le
paillettes contenenti il campione sono state alloggiate nella camera di crioconservazione e la
discesa termica controllata e stata protratta sino alla temperatura limite dello strumento
(- 120 °C). Il campione e stato quindi prelevato dalla camera di crioconservazione, immerso
rapidamente in azoto liquido (-196 °C) e mantenuto a temperature criogeniche per un periodo

di 20/30 giorni.

3.2.4.5 Protocollo rapido (R)

La discesa termica dei campioni e stata rapida e incontrollata. Le paillettes, caricate con la
sospensione cellulare equilibrata, sono state immerse direttamente in azoto liquido (-196 °C)

e mantenute a temperature criogeniche per un periodo di 20/30 giorni.

3.2.5 Scongelamento

Lo scongelamento e stato realizzato tramite immersione delle paillettes in un bagno
termostatato a 38,5 °C fino alla scomparsa del ghiaccio. Il crioprotettore & stato rimosso da
ciascuna paillette diluendo il suo contenuto in terreno di coltura completo (1:9 v/v, 38,5 °C) e
centrifugando 10 minuti a 235 x g. Il pellet ricavato e stato risospeso come segue:
- in terreno di coltura completo per i campioni destinati alla contra
vitale post scongelamento (TO) e alla ricoltura per ulteriori 48 ore
(T48);
- interreno di coltura completo nei campioni destinati all’analisi della
capacita differenziativa post scongelamento;
- in buffer RLT per le cellule destinate alle analisi di espressione genica

del tempo zero (TO).
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3.2.6 Conta vitale e coltura post crioconservazione

La conta vitale al tempo zero (TO) é stata eseguita su un’aliquota della sospensione cellulare
secondo le due metodiche descritte nel paragrafo 3.2.2.

La coltura post scongelamento & stata allestita seminando 1,8 x 10° cellule in due distinte
fiasche T25 con terreno di coltura completo e incubando a 38,5 °C, 5 % CO, e 100 % umidita.
Le fiasche sono state mantenute in coltura per 48 ore.

Al termine del periodo di coltura, le cellule sono state distaccate con una soluzione di tripsina-
EDTA e un’aliquota e stata destinata per la valutazione della vitalita tramite le colorazioni
Trypan blue ed Hoechst/loduro di propidio. La restante parte e stata centrifugata, risospesa

nel tampone RLT e conservata a -80 °C per le analisi molecolari.

3.2.7 Differenziamenti cellulari

| saggi di differenziamento sono stati condotti sulle cellule isolate dalla gelatina di Wharton a

P1 e sulle cellule crioconservate secondo i protocolli classico e lento-controllato.

Il differenziamento adipogenico & stato realizzato seminando 28 x 103 cellule/ pozzetto in
multipiastre da 6 pozzetti. Verificata I'avvenuta adesione cellulare al supporto, il mezzo di
coltura e stato sostituito alternando ogni 3 giorni il terreno di induzione con il terreno di
mantenimento, per un totale di 21 giorni.

Il terreno di induzione era composto da:

HG-DMEM;

- 10 % FBS;

- 2 % penicillina- streptomicina;
- 0,25 pg/ml amfotericina B;

- 200 mM glutammina;

- 0,1 %insulina;

- 0,1 uM desametasone;

- 1% indometacina.
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Il terreno di mantenimento era costituito da:

HG-DMEM,;
- 10 % FBS;
- 2 % penicillina- streptomicina;
- 0,25 pg/ml amfotericina B;
- 0,1 % insulina.
La conferma dell’avvenuto differenziamento adipogenico & stata ricercata tramite la

colorazione delle strutture lipidiche con la colorazione di Oil Red O.

Il differenziamento osteogenico & stato realizzato seminando 28 x 103 cellule/ pozzetto in
multipiastre da 6 pozzetti. Verificata I'avvenuta adesione cellulare al supporto, il mezzo di
coltura e stato rimpiazzato dal terreno di induzione, sostituito ogni 3 giorni per un totale di 21
giorni.

Il terreno di induzione era cosi composto:

HG-DMEM;
- 10 % FBS;
- 2 % penicillina- streptomicina;
- 0,25 pg/ml amfotericina B;
- 200 mM glutammina;
- 0,25 mM acido ascorbico;
- 10 mM B-glicerofosfato;
- 0,1 uM desametasone.
La conferma dell’avvenuto differenziamento osteogenico & stata ricercata tramite la

colorazione della matrice extracellulare di calcio secondo la colorazione di Von Kossa.
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Il differenziamento neurogenico & stato realizzato seminando 28 x 103 cellule/ pozzetto in
multipiastre da 6 pozzetti. Verificata I'avvenuta adesione cellulare al supporto, & stato
somministrato il terreno di preinduzione per 1 giorno, sostituito con il terreno di induzione
per i seguenti 7 giorni. Il terreno di preinduzione era composto da:

-  HG-DMEM;

- 20 % FBS;

- 2% penicillina- streptomicina;

- 0,25 pg/ml amfotericina B;

- 0,0007 % B-mercaptoetanolo.
Il terreno di induzione era costituito da:

-  HG-DMEM;

- 2%FBS;

- 2 % penicillina- streptomicina;

- 0,25 pg/ml amfotericina B;

- 1% DMSO;

- 0,36 mg/ml butilidrossianisolo.
La conferma dell’avvenuto differenziamento neurogenico & stata ricercata tramite la

colorazione della sostanza e dei granuli di Nissl con la colorazione di Nissl.

Per ciascun saggio di differenziamento, il gruppo controllo & stato allestito seminando le
cellule ad una densita inferiore (9500 cellule/pozzetto) e mantenendo la coltura in terreno
standard HG-DMEM. Portati a termine i protocolli di differenziamento, alcune aliquote di
cellule non sottoposte a colorazione istologica sono state conservate a -80 °C in tampone RLT

per I'esecuzione delle successive analisi molecolari.
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3.2.8 Analisi dell’'espressione genica

| campioni di RNA sono stati estratti a partire dalle cellule cordonali della gelatina di Wharton,
sia di controllo sia sottoposte alle procedure di differenziamento. Secondo la natura del
campione, sono stati allestiti due gruppi di analisi:

1. analisi quali/quantitative dei campioni cellulari indifferenziati;

2. analisi qualitative dei campioni cellulari indotti al differenziamento.
L’espressione dei marcatori di pluripotenza (OCT4, SOX2, NANOG, TERT), dei marcatori di
superficie delle linee mesenchimale (CD29) e emopoietica (CD34) e del marker del complesso
maggiore di istocompatibilita MCH Il (CD74) & stata saggiata nelle cellule indifferenziate, sia
fresche (P1) sia crioconservate (P6) secondo i tre diversi protocolli termici. Per ciascun
protocollo sono state esaminate le cellule raccolte immediatamente dopo lo scongelamento
(TO) e le cellule rimesse in coltura per 48 ore (T48). Il gruppo controllo era rappresentato dalle
cellule indifferenziate non sottoposte ad alcuna procedura di crioconservazione.
L'espressione dei marcatori di differenziamento delle linee adipogenica (PPARG, LPL),
osteogenica (OCN, COLA1) e neurogenica (NEFM, NEFL) e stata valutata nei campioni non
differenziati (cellule controllo) e nei campioni indotti ai differenziamenti prima (P1) e dopo
crioconservazione (T0). Tessuti di ovino (tessuto adiposo, tessuto osseo e tessuto encefalico)
sono stati impiegati come controlli positivi nella valutazione dei markers linea specifici.
Tutti i campioni (circa 5 x 10°/campione) sono stati conservati in RLT buffer (RNeasy Micro Kit;
Qiagen, Hilden, Germany) a -80°C sino al momento delle analisi. Sono stati esaminati 2

replicati biologici per ciascuna categoria.

3.2.8.1 Isolamento dell’RNA e trascrizione inversa

L’'RNA totale e stato isolato utilizzando il kit RNeasy Micro Kit (Qiagen) e seguendo le istruzioni
riportate dal produttore. Prima dell’estrazione dell’lRNA, ciascun campione é stato addizionato
con 5 pg di mRNA di luciferasi (Promega) al fine di stimare la perdita di RNA durante il processo
di estrazione. Durante la procedura, ’'RNA e stato trattato con DNasi | per eliminare qualsiasi
possibile contaminazione di DNA genomico. L'RNA & stato quantificato mediante lo

spettrofotometro NanoDroplite (Fisher Scientific S.A.S.). Per la sintesi del DNA
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complementare (cDNA) sono stati utilizzati 470 ng di RNA che sono stati sottoposti a

trascrizione inversa. La reazione é stata eseguita in un volume finale di 20 pl, composti da:

- 50 mM Tris—HClI (pH 8.3),

- 75 mMKClI,

- 3 mM MgCl2,

- 5mM DTT,

- 1 mM dNTPs,

- 2.5 mM random hexamer primers,
- 20 U RNase OUT,

- 100 U SuperScript Il RT

(Tutti i reagenti sono stati acquistati dalla Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA).

| tubi di reazione sono stati incubati a 25 °C per 10 minuti, poia 42 °C per 1 ora e infine a 95 °C
per 5 minuti cosi da inattivare la reazione. Come controlli negativi sono stati analizzati anche
due tubi: un tubo senza RNA; uno con RNA ma in assenza dell’enzima retrotrascrittasi. Allo
scopo di quantificare il tasso di recupero dell’lRNA, anche 5 pg di mRNA di luciferasi (non

soggetti all'isolamento dell’RNA) sono stati sottoposti alla sintesi di cDNA.

3.2.8.2 Real Time PCR

| primers per tutti i geni studiati sono elencati nella Tabella 3.2. La quantificazione relativa dei
trascritti € stata eseguita tramite Real Time PCR con lo strumento StepOne Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA). La PCR & avvenuta in un volume di reazione di
15 pl contenenti 7.5 ml di 2X SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 200nM di
ciascun primer e il cDNA equivalente a 5 ng di RNA.

Il protocollo di PCR consisteva in una fase di incubazione (95°C per 10 minuti), seguita da 40
cicli del programma di amplificazione (95 °C per 15 secondi, temperatura di appaiamento
gene-specifica (Tabella 3.2) per 1 minuto e 72 °C per 30 secondi), un programma per la curva
di melting (60 °C-95 °C, inizio dell’acquisizione della fluorescenza a 60 °C e raccolta delle

misure ad intervalli di 10 secondi sino al raggiungimento della temperatura di 95 °C), infine
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una tappa di raffreddamento a 4 °C. | dati di fluorescenza sono stati acquisiti durante le tappe
di estensione a 72 °C. Per minimizzare le variazioni dovute alle manipolazioni, tutti i campioni
da comparare sono stati inseriti nella medesima corsa di reazione usando una master mix di
PCR contenente tutti i componenti di reazione eccetto il campione. La quantificazione relativa
dell’espressione genica € stata eseguita con il metodo 2-ddCq (Livak and Schmittgen, 2001).
L’analisi dell’espressione e stata condotta normalizzando ciascun gene target contro la media
di 4 geni di riferimento interni (succinate dehydrogenase complex subunit A [SDHA], tyrosine
3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta [YWHAZ), ribosomal
protein L9 [RPL9Y], and actin B [ACTB]). Prima della normalizzazione e stata verificata

I’espressione stabile dei geni riferimento in tutti i gruppi in esame.
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Tabella 3.2. Descrizione dei primers utilizzati negli esperimenti di Real Time PCR delle oWJC.

Accession Size
Gene Gene-name Primers-sequence Ta
number (bps)
F: 5" TTCCTGGGTATGGATCCTG 3’
ACTB Actin-B NM_001009784 60° C 162
R: 5" GGTGATCTCCTTCTGCATCC 3’
F: 5 CAACTCCCGCCAGCAGAT 3’
RPL9 Ribosomal protein L9 XM_004012837 56°C 127
R: 5" CCGGGAATGGACAGTCACA 3’
F: 5" CATCCACTACATGACGGAGCA 3’
SDHA Succinate Dehydrogenase  XM_004017097 60°C 125
R: 5" ATCTTGCCATCTTCAGTTCTGCTA3’
F: 5" TGTAGGAGCCCGTAGGTCATCT 3’
YWHAZ Tyrosine b monoxygenase NM_001267887 60°C 168
R: 5 TTCTCTCTGTATTCTCGAGCCATCT 3’
oCT4/ POU domain class 5, F: 5 GAGGAGTCCCAGGACATCAA 3’
NM_174580 56° C 204
POUS5F1 transcription factor 1 R: 5" CCGCAGCTTACACATGTTCT 3’
F: 5" GATCTGCTTATTCAGGACAG 3’
NANOG Nanog homeobox FJ970651 56°C 203
R: 5 TGCATTTGCTGGAGACTGAG 3’
F: 5" ACCAGCTCGCAGACCTACAT 3’
Sox2 SRY-box 2 NM_001318074 60°C 159
R: 5" CCCTGGAGTGGGAAGAAGAG 3’
telomerase reverse F: 5" GGAGACCACGTTCCAGAAGA 3’
TERT EU139125 62°C 131
transcriptase R:5” GCCTGACCTCTGCTTCTGAC 3’
F: 5 CTTCAACCACAGCAGCAAAA 3’
LPL lipoprotein lipase NM_001009394 60°C 211
R: 5 AAACTTGGCCACATCCTGTC 3’
peroxisome proliferator- F: 5" GCCCTGGCAAAGCATTTGTA 3’
PPARG NM_001100921 60°C 94
activated receptor gamma R: 5" TGTCTGTCGTCTTTCCCGTCA 3’
bone gamma- F: 5" AGACACCATGAGAACCCCCAT 3’
OCN DQ418490 60°C 234
carboxyglutamate protein R: 5" TTGAGCTCACACACCTCCCT 3’
collagen type | alpha 1 F: 5" CGGCTCCTGCTCCTCTTAG 3’
COL1A1 XM_015098715 60°C 93
chain R: 5 TAAGTTCGTCGCAGATCACG 3’
F: 5" CCACGACCTTAGCAGCTACC 3’
NEFM neurofilament medium F1427307 60°C 124
R: 5" CAGAGCCATCTTGACGTTGA 3’
F: 5" CGCTATGCAGGACACAATCAAC 3’
NEFL neurofilament light XM_015093090 60°C 160
R: 5" GGGTCTCCTCACCTTCCAAGA 3’
F: 5" GTGCCCGAGCCTTCAATAAAG 3’
CD29 integrin subunit beta 1 AF349461 60°C 87
R: 5 CCCGATTTTCAACCTTGGTAATG 3’
F: 5" AATGGGACCACAGCAGTCAC 3’
CD34 CD34 molecule XM_015099394 60°C 94
R: 5 CGCCTCTGAAGTCGTAAAGC 3’
F: 5’ tcatctccaaccatgagcag 3’
CD74 CD74 molecule XM_012178802 62°C 102

: 5’ caagacagaaaagcccgtgt 3’

Antonella Idda, Studio sulla crioconservazione: dalle cellule somatiche alle cellule staminali, Scuola di dottorato in Scienze veterinarie

(XXX CICLO), Indirizzo: Riproduzione, patologia, allevamento e benessere animale, Universita degli Studi di Sassari



50

3.2.9 Analisi statistica

| dati sono stati analizzati con il pacchetto software STATA 11.2/IC (StataCorp LP, USA). | dati
di vitalita sono stati esaminati con il test del chi-quadro. | dati dei trascritti sono stati analizzati
con il test non parametrici della somma dei ranghi di Wicoxon e il test dei ranghi di Kruskal-

Wallis. Le differenze sono state considerate significative quando p< 0.05.

3.3 Esperimento 3 (seme)

3.3.1 Raccolta del seme

| campioni di seme sono stati raccolti da n=3 arieti di razza Sarda e riuniti insieme per essere
analizzati come un unico campione. Gli esperimenti sono stati condotti esclusivamente con
seme avente percentuali di motilita 285 %. La concentrazione e la motilita del seme fresco,
dei campioni congelati e di quelli parzialmente liofilizzati sono state valutate utilizzando il

sistema CASA (lvos, Hamilton Thorne, Biosciences).

3.3.2 Preparazione del campione

Il campione di seme é stato diluito sino ad una concentrazione pari a 50 milioni di cellule/ml.
Le diluizioni sono state effettuate impiegando due soluzioni alternative cosi composte:
- soluzione Lyo A: 0,2 M Tris, 20 % tuorlo d’'uovo, 0,25 M trealosio e 0,4 M
sorbitolo;
- soluzione Lyo B: 0,2 M Tris, 20 % tuorlo d’uovo, 0,16 M trealosio e 0,26 M

sorbitolo.
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3.3.3 Trattamento termico

| campioni diluiti Lyo A e Lyo B sono stati divisi in due aliquote ciascuno e portati alla
temperatura di -10 °C tramite congelamento o liofilizzazione parziale. | gruppi analizzati sono
i seguenti:

- Lyo A congelato;

- Lyo Aliofilizzato;

- Lyo B congelato;

- Lyo B liofilizzato.

Le metodiche impiegate per il trattamento termico sono brevemente descritte di seguito.

3.3.3.1 Congelamento

La procedura di congelamento ¢ stata realizzata tramite un criomicroscopio equipaggiato con
lo stage BCS196 (Linkam, UK).

| campioni Lyo A e Lyo B (10 pl) sono stati deposti sopra un vetrino circolare preraffreddato a
-10°C e mantenuti a tale temperatura per 10 minuti sulla piastra d’argento del
criomicroscopio. Durante tale fase & stata monitorata la frazione non cristallizzata (U), cosi

come decritto di seguito. Le analisi sono state ripetute in triplicato.

3.3.3.2 lLiofilizzazione parziale (Partial freeze-drying)

La procedura di liofilizzazione & stata realizzata impiegando uno strumento di nuova
realizzazione chiamato Darya (FertileSafe, Nes-Ziona, Israel), composto da un cilindro
metallico, del volume di 1 L, da alloggiare nel collo di un bidone contenente azoto liquido. Il
cilindro e diviso in due compartimenti (Figura.3.3): 1) un condensatore, immerso a livello
dell’azoto liquido; 2) un compartimento di alloggiamento dei campioni, la cui temperatura e
regolata da un impianto riscaldante. Il sistema ¢ collegato ad una pompa a vuoto ed € in grado
di generare una rapida riduzione della pressione sino a 10 mTorr.

Negli esperimenti, il valore di pressione & stato impostato a 80 mTorr e la temperatura e stata

regolata a -10 °C al fine di favorire un’ottimale velocita di sublimazione delle soluzioni.
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La parziale liofilizzazione & stata realizzata caricando 10 pl di campione Lyo A o Lyo B sopra
vetrini coprioggetto inseriti nell’apposito alloggiamento dello strumento.

| campioni sono stati scongelati posizionando i vetrini sopra una piastra riscaldata (38 °C) e re-
idratati con un volume di acqua demineralizzata pari ai ul originali di sospensione. La

procedura é stata realizzata in triplicato.

Vacuum Pump
Entrance

Temperature
Regulated shelf

| LN Dewar I
{ Condenser |
Liquid Nitrogen — ||

Figura 3.3: rappresentazione schematica del dispositivo di liofilizzazione Darya (FertileSafe, Nes-Ziona, Israel).

3.3.4 Analisi della cristallizzazione

3.3.4.1 Misurazioni al criomicroscopio: frazione non cristallizzata

Le analisi di criomicroscopia sono state realizzate con il criomicroscopio ottico equipaggiato
con lo stage BCS196 (Linkam, UK). | campioni Lyo A e Lyo B, congelati o parzialmente liofilizzati,
sono stati mantenuti per 10 minuti alla temperatura di -10 °C.

La formazione del ghiaccio e la quantita di frazione non cristallizzata (U) sono state monitorate
e registrate tramite la CCD camera e lo strumento di acquisizione delle immagini del software
Linksys32. L'ammontare della frazione non congelata & stato stimato dal rapporto tra la
frazione non congelata e I'area totale esaminata, secondo la formula seguente: % U= (At- Ac)

/ At * 100, dove At rappresenta I'area totale e Ac I'area cristallizzata.
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3.3.4.2  Analisi al microscopio elettronico a scansione (SEM)

Il microscopio ottico a scansione (SEM, Zeiss, Oberkochen, Germany) impiegato nelle analisi
era provvisto di una camera a vuoto in grado di isolare il campione dall’ambiente esterno ed
ostacolare fenomeni di condensazione. Nella camera di alloggiamento sono stati deposti 5 pl
del seme diluito nella soluzione Lyo B. Il campione e stato mantenuto alla temperatura di
-10 °C per 20 minuti in condizioni di pressione atmosferica (760 mTorr) e in condizioni di
vuoto (75 mTorr). La struttura dei cristalli di ghiaccio & stata osservata al variare delle

condizioni di pressione e le immagini dei campioni sono state raccolte.

3.3.5 Analisi statistica

Il confronto tra i valori di motilita & stato condotto con il test t di Student. Le differenza con
p<0,05 sono state considerate statisticamente significative. | dati sono riportati come media

+ deviazione standard.

Antonella Idda, Studio sulla crioconservazione: dalle cellule somatiche alle cellule staminali, Scuola di dottorato in Scienze veterinarie
(XXX CICLO), Indirizzo: Riproduzione, patologia, allevamento e benessere animale, Universita degli Studi di Sassari



54

4 Risultati

4.1 Esperimento 1 (fibroblasti dermici)
4,11 Vitalita, immunocitochimica e curve di crescita

Il parametro della vitalita & stato valutato sulla base dello stato di integrita della membrana
cellulare applicando il colorante Trypan blue. Il test & stato eseguito su:
- campioni freschi non crioconservati (controllo),
- campioni crioconservati con il criomicroscopio (CM) e con la criocamera
(CC) nel momento immediatamente successivo allo scongelamento (T0);
- campioni crioconservati nella criocamera e ricoltivati dopo lo
scongelamento per ulteriori 24 (T24) e 48 ore (T48).
Per ciascuna classe il saggio € stato eseguito in triplicato (n=3). La Tabella 4.1 riporta la

percentuale media dei valori di vitalita e il relativo errore standard (ES).

Tabella 4.1. Valori percentuali di vitalita (media * ES) in fibroblasti dermici ovini sottoposti a
crioconservazione e ricoltura post scongelamento. Lettere in apice differenti (a, b) indicano

differenze statisticamente significative (p<0,05) tra i gruppi.

Campione T0 724 T48
Fresco 98% +0.5° - -
Crioconservato in CM 62% +2.1° - -
Crioconservato in CC 69%+2.3° 88% +2.2 97% + 0.5

La vitalita dei campioni TO crioconservati nel CM e nella CC é risultata significativamente piu
bassa (p<0,05) rispetto al valore ottenuto nel gruppo controllo non crioconservato (fresco). Al
contrario, nessuna differenza significativa e stata evidenziata tra i due gruppi crioconservati

(p>0,05).

La colorazione immunoistochimica con il marker vimentina, componente dei filamenti

intermedi dei fibroblasti, ha mostrato una distribuzione uniforme della proteina nelle cellule
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in coltura, unitamente alla peculiare morfologia affusolata di questo tipo cellulare

(Figura 4.1A).

Inoltre, la valutazione delle caratteristiche di crescita in vitro ha restituito tempi di
duplicazione pari a 20-22 ore per il gruppo controllo non crioconservato e compresi tra le 22-

24 ore per il gruppo crioconservato (Figura. 4.1 B).
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Figura 4.1. (A) Caratterizzazione dei fibroblasti dermici derivati da orecchio ovino. Le cellule hanno mostrato una
morfologia allungata caratteristica del tipo cellulare. La positivita della coltura alla colorazione delle strutture dei
filamenti intermedi di vimentina (VIM) & stata indice di omogeneita della popolazione impiegata per
I'allestimento degli esperimenti (Scala 50 um). (B) Curva di crescita in vitro del campione cellulare. | tempi di
duplicazione delle cellule fresche (20/22 ore, linea azzurra) e delle cellule crioconservate (22/24 ore, linea
arancio) sono risultati in linea con i valori tipici della popolazione cellulare. | valori sono riportati come media
DS di tre replicati indipendenti.
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4.1.2 Criomicroscopia e formazione del ghiaccio intracellulare

Durante l’esecuzione del profilo termico non e stato operato alcun controllo della
temperatura di nucleazione del ghiaccio (Tn), determinando un verificarsi spontaneo della
cristallizzazione. In assenza di un’induzione esterna, l'intervallo di Tn é risultato ampio e
compreso tra-16,6 °C e -29,3 °C. Nei 14 campioni esaminati, le temperature di formazione del
ghiaccio extra e intracellulare (EIF, IIF) sono state annotate nell’arco dell’intero ciclo di
congelamento-scongelamento. Il darkening, o annerimento cellulare, & stato assunto come
un’evidenza diretta della IIF e la temperatura di comparsa di questa manifestazione & stata
annotata per ciascuna cellula. Per ogni campione analizzato, almeno una cellula ha
manifestato IIF nel momento in cui era toccata dall’onda di propagazione dell’EIF. Per questa
ragione, la temperatura di EIF ha coinciso con la temperatura di lIF della prima cellula annerita.
Il 45% delle cellule ha manifestato IIF in un ristretto intervallo di temperature compreso tra

—20°Ce-23 °C (Figura 4.2).

A
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Figura 4.2. Immagini di criomicroscopia acquisite durante la fase di raffreddamento. Panoramica dei fibroblasti
alla temperatura di -23,8°C nel momento della formazione del ghiaccio extra (EIF) e intracellulare (lIF). | tre
fotogrammi sono stati registrati ad intervalli di 1 secondo. (A) Cellule prima della formazione spontanea del
ghiaccio (-1 sec). (B) Cellule nel ghiaccio extracellulare appena formato (0 sec). (C) Cellule dopo la formazione del
ghiaccio nel mezzo esterno (+1 sec). (B, C) Le immagini mostrano cellule con ghiaccio intracellulare evidente
(annerite) comparso durante (freccia a) o dopo (freccia c) la fase di formazione del ghiaccio extracellulare. In
alcune cellule I'lIF & risultata assente nell’intero arco del profilo termico (freccia b). Scala 40 um.
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Il numero di cellule che hanno esibito darkening e il valore di temperatura corrispondente
sono stati elaborati per ottenere il grafico in Figura 4.3 che rappresenta la probabilita di
formazione del ghiaccio intracellulare (PIIF) dei fibroblasti crioconservati con il 10 % di DMSO
alla velocita di raffreddamento di 5°C/min. Delle 195 cellule esaminate, il 21 % non ha
manifestato segni evidenti di IIF durante I'arco dell’intero protocollo di crioconservazione. Le
misurazioni effettuate ante-EIF (+15 °C/-20 °C) non hanno evidenziato alcuna variazione dei

volumi cellulari.
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Figura 4.3. Il grafico mostra la probabilita di formazione del ghiaccio intracellulare (PIIF) in funzione della
temperatura. | dati sono stati ottenuti dall’analisi dei filmati registrati con la CCD camera (1 fps) durante
I’esecuzione degli esperimenti al criomicroscopio. L’asse Y mostra la frazione cumulativa delle cellule che hanno
sperimentato I'llIF e che sono state individuate per la presenza del darkening (annerimento). Il campione di
fibroblasti ovini & stato crioconservato alla velocita di 5°C/min fino a -120°C, per raggiungere la temperatura
finale di -196°C alla velocita di 150°C/min.
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4,1.3 Espressione genica

La quantificazione relativa dei trascritti &€ descritta nella Figura 4.4. Le cellule crioconservate
hanno mostrato una maggiore espressione dei trascritti BCL2, OCT4 e GAPDH alle 24 ore
successive allo scongelamento rispetto ai relativi controlli (p<0,01). Inoltre, nelle cellule
crioconservate & stata osservata una sovraregolazione di HSP90b e SOD1 a tutti i tempi
esaminati. Al contrario, durante I'intero lasso di tempo esaminato, non sono state osservate
differenze nella quantita dei trascritti BAX, CIRBP e KIF11 tra il campione di controllo e quelli

crioconservati.
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Figura 4.4. Espressione relativa dei geni BAX, BCL2, CIRBP, GAPDH, HSP90b, KIF11, OCT4 e SOD1 nei fibroblasti
crioconservati e coltivati in vitro per diversi tempi (TO = analizzati immediatamente dopo lo scongelamento; T24
= coltivati in vitro per 24 ore dopo lo scongelamento; T48 = coltivati in vitro per 48 ore dopo lo scongelamento)
e nei relativi controlli non sottoposti a crioconservazione. Per ciascun gruppo sperimentale, i valori di
abbondanza relativa sono espressi come ACq e mostrano il valore medio * I'errore standard (ES) di tre replicati.
(A) Espressione relativa nei fibroblasti crioconservati e controllo per ciascun tempo. Barre vuote = controlli; Barre
nere = fibroblasti crioconservati. *p<0,05; **p<0,01.

Pannello (B) pagina seguente.
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Continuo Figura 4.4. (B) Andamento dell’espressione genica durante l'intervallo di 48 ore post scongelamento
della coltura in vitro. Lettere differenti indicano differenze statisticamente significative nell’espressione tra i
diversi tempi dello stesso trattamento (a e b nei fibroblasti crioconservati; c e d nei campioni controllo).
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4.2 Esperimento 2 (cellule della gelatina di Wharton)

4.2.1 \Vitalita cellulare

La vitalita cellulare & stata stimata tramite due test di integrita di membrana: la colorazione di
Trypan blue (TB) visibile in campo luminoso e la colorazione con Hoechst/loduro di propidio
(HP) visibile in fluorescenza.

| saggi sono stati eseguiti nelle seguenti classi:

- campioni freschi non crioconservati (CTR1);

- campioni equilibrati nelle Slow solutions (CTR2);

- campioni equilibrati nelle Fast solutions (CTR3);

- campioni post scongelamento (TO_C) e post ricoltura di 48 ore (T48_C)
crioconservati con il protocollo classico;

- campioni post scongelamento (TO_L) e post ricoltura di 48 ore (T48_L)
crioconservati con il protocollo lento;

- campioni post scongelamento (TO_R) e post ricoltura di 48 ore (T48_R)
crioconservati con il protocollo rapido.

| risultati di ciascuna classe sono stati ottenuti dall’analisi di due replicati biologici (n=2).
| dati sono stati analizzati eseguendo tre tipologie di comparazione:

a) confronti intra-classe intra-protocollo inter-coloranti, tesi a saggiare per
ciascuna classe, entro il medesimo protocollo, I'equiparabilita dei risultati
forniti dalle due colorazioni;

b) confronti inter-classi intra-colorante e intra-protocollo, tesi a saggiare
I’equiparabilita dei dati di vitalita ottenuti entro ciascun protocollo tra le
classi temporali esaminate;

c) confronti intra-classe intra-colorante inter-protocolli, tesi a saggiare

I’equiparabilita dei dati ottenuti nei tre protocolli di crioconservazione.
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| risultati del confronto inter-coloranti (confronto a) sono mostrati in Figura 4.5. Dalle analisi
e emerso che i dati ottenuti impiegando i due metodi di valutazione dell’integrita di
membrana (TB e HP) hanno fornito dei risultati comparabili a livello di ciascuna classe, ad
eccezione dei dati ottenuti nelle classi TO_C (TB 78,15 % vs HP 69,12 %) e TO_R (TB 17,72 % vs

HP 9,19 %) per le quali le due colorazioni hanno restituito dei dati statisticamente differenti

(p<0,05).
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Figura 4.5. Confronto inter-coloranti dei risultati di vitalita cellulare. Il grafico mostra, per ciascuna classe, le
percentuali di vitalita cellulare ottenute con la colorazione di Trypan blue (TB) e con la colorazione in fluorescenza
Hoechst/loduro di propidio (HP). Le differenza tra risultati ottenuti con le due colorazioni a livello di ciascuna
classe sono indicate da un asterisco (*p<0,05).
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La Figura 4.6 mostra I’analisi dei dati dei confronti intra-protocollo (confronto b). Per ciascuno
dei tre protocolli esaminati, i valori di vitalita hanno subito un decremento nel passaggio dal
campione fresco (CTR1) alle soluzioni di equilibratura (CTR2 o CTR3). Tale decremento non
risulta statisticamente significativo per i protocolli classico e lento controllato (CTR1 vs CTR2),
mentre appare significativo (p<0,05) per quanto concerne il protocollo rapido (CTR1 vs CTR3,).
Un ulteriore decremento della vitalita e stato osservato nella classe TO. In ognuno dei tre
protocolli, la riduzione al TO post scongelamento é risultata significativa quando comparata
con i rispettivi gruppi controllo (p<0,05). Tali confronti hanno trovato riscontro nei risultati

ottenuti con entrambe le colorazioni (Figure 4.6 A e 4.6 B).
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Figura 4.6. Confronto intra-protocollo dei risultati di vitalita cellulare. | grafici sulla sinistra mostrano le
percentuali di vitalita cellulare ottenute con la colorazione di Trypan blue (TB), quelli sulla destra i dati ottenuti
con la colorazione in fluorescenza Hoechst/loduro di propidio (HP). (A) Protocollo classico; (B) Protocollo lento-
controllato; (C) Protocollo rapido. Per ciascun protocollo, lettere diverse indicano differenze significative tra le
classi (p<0,05).

Infine, i risultati della comparazione intra-classe, realizzata confrontando i risultati ottenuti
nei tre diversi protocolli per la stessa classe (confronto c¢), sono mostrati in Figura 4.7. Il

confronto tra i due campioni controllo protocollo-specifici (CTR2 vs CTR3) ha mostrato una
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differenza significativa nel numero di cellule vitali conteggiate al termine delle fasi di
equilibratura (p<0,05, Figura 4.7 A).

Inoltre, la vitalita della classe TO_R é risultata differire in maniera significativa dalle classi TO_C
e TO_L (p<0,05). La colorazione HP ha evidenziato una significativa differenza anche tra le classi
TO C e TO_L (p<0,05), ma il dato non ha trovato riscontro nei risultati rilevati con il TB
(Figura 4.7 B).

Per quanto concerne le classi T48, i dati della vitalita ottenuti nelle cellule crioconservate e
ricoltivate per 48 ore non hanno mostrato differenze significative tra i tre protocolli. | risultati
riportati devono essere intesi in proporzione al numero di cellule vitali presenti nella fase
precedente la ricoltura. Le percentuali ottenute per le classi T48 sono le seguenti: 96,60 %
(T48_C_TB), 98,76% (T48 C_HP), 99,58% (T48_L_TB), 99,09% (T48_L_HP),
100 % (T48_R_TB), 98,90 % (T48_R_HP).
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Figura 4.7. Confronto intra-classe dei risultati di vitalita cellulare. | grafici mostrano le percentuali di vitalita
cellulare ottenute con la colorazione di Trypan blue (TB) a con la colorazione in fluorescenza Hoechst/loduro di
propidio (HP). (A) Confronto tra i due campioni controllo protocollo-specifici; (B) Confronto tra i campioni delle
classi TO. Per ciascuna raggruppamento di classi, lettere diverse indicano differenze statisticamente significative
tra le classi (p<0,05).

Il complesso delle analisi dei dati effettuate sui risultati della vitalita cellulare sono

schematizzati nella Figura 4.8.
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Figura 4.8. Risultati di vitalita nelle diverse classi analizzate. | risultati dei confronti multipli sono indicati come descritto di seguito:
- le differenze del confronto inter-colorante (confronto a) sono indicate con *;
- le differenze dei confronti inter-classe (confronto b) e inter-protocolli (confronto c) sono indicati con lettere minuscole, dove lettere diverse indicano differenze

statisticamente significative;

- le differenze del confronto inter-protocolli (confronto c) riscontrate solo dalla colorazione con Hoechst/loduro di propidio (HP) sono indicate con numeri.

Sono state considerate significative le differenze con p<0,05.
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4.2.2 Proliferazione cellulare

Le cellule della gelatina di Wharton prelevata da tessuto cordonale ovino (oWIJC) sono state testate
con saggi di proliferazione cellulare sino al decimo passaggio in coltura.

La valutazione della capacita di formare colonie (CFU) e stata effettuata a P1 nelle cellule fresche.
In media le oWIJC sono state in grado di costituire 1 CFU ogni 164,66 + 27,29 cellule. Il maggior
numero di colonie & stato riscontrato alla densita di semina intermedie cioé 250 e 500 cellule/cm?

(Tabella 4.2).

Tabella 4.2. Valutazione della capacita di formare colonie nelle oWIJC.

Densita di Numero totale CFU 1 CFU ogni
cellule/cm? cellule
100 950 5.3+9.64 178.12
250 2375 39+32.11 60.89
500 4750 71+24.28 66.90
1000 9500 74 +2.44 128.37

| risultati ottenuti nelle curve di crescita a P1, P5 e P10 sono mostrati nella Figura 4.9. La fase di
latenza iniziale (fase lag) si € protratta per i primi 4 giorni in tutti i passaggi osservati. Una fase di
crescita logaritmica meno pronunciata ma piu duratura e stata evidenziata nel P1 fino al 12° giorno.
Al contrario, rispetto al P1 sia le cellule P5 sia quelle P10 hanno esibito una proliferazione piu
marcata a seguito del giorno 4. Tuttavia, in queste cellule la fase di latenza € apparsa precocemente

al 10° giorno (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Curva di crescita delle oWJC a P1, P5 e P10. Media * DS (n=4).

Il tempo medio di duplicazione della popolazione cellulare (PDT) & stato di 1.45 + 0,13 giorni pari a

34,78 + 3,36 ore. L'andamento dei tempi di duplicazione da P1 a P10 ¢ illustrato nella Figura 4.10.
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Figura 4.10. Tempi di duplicazione della popolazione (PDT) delle oWIC in coltura. Media + DS (n=4).
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4.2.3 Capacita differenziativa: colorazione istochimica

| risultati delle colorazioni istochimiche eseguite in seguito all'induzione al differenziamento verso

le linee adipogenica, osteogenica e neurogenica sono presentati nella Figura 4.11.

Le oWIC al passaggio 1 sono state in grado di differenziare verso la linea adipogenica, come visibile
dall’estesa colorazione delle gocce di lipidi neutri evidenziata con il saggio Oil Red O dopo 21 giorni
di induzione. Nei campioni crioconservati, il raggiungimento di uno stadio di confluenza e il
conseguente verificarsi di fenomeni di distacco dello strato cellulare dopo 15 giorni dall’induzione
hanno reso necessario anticipare la verifica dell’avvenuto differenziamento tramite colorazione
istochimica. Nelle cellule crioconservate con il protocollo classico (C) non & stata riscontrata la
presenza delle caratteristiche gocce lipidiche, mentre le cellule crioconservate con il protocollo
lento (L) hanno mostrato una debole presenza dell’attesa colorazione rossa. Le cellule di controllo,
mantenute in coltura con il terreno base, non hanno mostrato depositi lipidici.

La differenziazione in senso osteogenico e la presenza dei caratteristici depositi di calcio, visibili a
seguito della colorazione di Von Kossa, € stata riscontrata sia nelle cellule fresche a P1 che in
entrambi i campioni di cellule crioconservate (P6). Tuttavia, I'estesa proliferazione e precoci
fenomeni di distacco dello strato cellulare, hanno permesso di protrarre I'induzione dei campioni
crioconservati per soli 15 giorni contro i 21 delle cellule non crioconservate. | campioni controllo
non hanno mostrato alcuna presenza di aggregati di calcio.

A seguito dell'induzione in senso neurogenico, le cellule fresche P1 hanno esibito una morfologia
tipicamente neuronale evidenziata dalla colorazione di Nissl. Il campione delle cellule
crioconservate con il protocollo classico (C) ha mostrato alcune cellule con una morfologia
triangolare e conica simil-neuronale, mentre nel campione delle cellule crioconservate con il
protocollo lento (L) sono state ritrovate alcune cellule con morfologia bipolare simil-neuronale. Le

cellule di controllo non hanno mostrato alcun segno di differenziamento.
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Figura 4.11. Colorazione istochimica delle oWJC indotte ai differenziamenti prima e dopo crioconservazione e dei controlli non indotti (CTR). Il differenziamento adipogenico &
stato valutato con la colorazione Oil red O; il differenziamento osteogenico & stato valutato con la colorazione di von Kossa; il differenziamento neurogenico € stato valutato con
la colorazione di Nissl. Scala 20 um.
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4.2.4 Espressione genica
4.2.4.1 Staminalita, origine mesenchimale e immunogenicita

La quantificazione dei trascritti dei marcatori di pluripotenza OCT4, SOX2, NANOG e TERT € avvenuta
tramite la metodica della Real Time PCR.

| campioni esaminati erano costituiti da cellule fresche (campioni controllo) o crioconservate
secondo i tre diversi protocolli (C, L, R) e non sottoposte ad alcuna procedura di differenziamento.
L’analisi dei dati ha inteso valutare |'effetto del tempo (TO; T48) e del protocollo utilizzato (classico;

lento-controllato; rapido) relativamente ai livelli di espressione esibiti nei campioni controllo.

| risultati riguardanti il marcatore OCT4 sono rappresentati nella Figura 4.12. Il trascritto appare
espresso sia nel campione controllo sia nei campioni crioconservati. Una leggera riduzione nei livelli
del trascritto e stata evidenziata nella classe T48 dei tre protocolli. L’analisi dei dati non ha rilevato

alcuna differenza significativa tra i gruppi.

4

CTR1 CLASSICO CLASSICO LENTOTO LENTOT48 RAPIDOTO RAPIDO
TO T48 T48

Figura 4.12. Risultato dei livelli di espressione genica del marcatore OCT4 nelle diverse classi di campioni di oWJC
crioconservate secondo i tre protocolli (classico, lento-controllato e rapido) e coltivate in vitro per diversi tempi (TO =
analizzate immediatamente dopo lo scongelamento; T48 = coltivate in vitro per 48 ore dopo lo scongelamento). Il
controllo & rappresentato dalle cellule non sottoposte a crioconservazione (CTR1). | dati sono rappresentati come media
+ DS dei valori di ciclo soglia (Ct = threshold cycle).

| trascritti SOX2 e TERT sono risultati assenti sia nei campioni controllo che nei campioni
crioconservati.

Problemi di natura tecnica hanno impedito la quantificazione del trascritto NANOG nei campioni
controllo, impedendo il confronto con i livelli di espressione rinvenuti nei campioni crioconservati.
In tutti i campioni e stata confermata la presenza del marcatore mesenchimale CD29, mentre il
marcatore emopoietico CD34 é risultato assente. Anche I'espressione del marcatore immunologico

MHC Il (CD74) é risultata assente sia nei campioni pre che post crioconservazione.
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4.2.4.2 Differenziamento in senso mesodermico ed ectodermico

A seguito delle procedure di differenziamento delle cellule P1 fresche e P6 crioconservate, la
capacita differenziativa delle oWIJC e stata ulteriormente indagata tramite la valutazione qualitativa
dell’espressione di marcatori linea-specifici. Come controllo negativo e stato impiegato I'RNA
estratto da cellule non differenziate e non crioconservate. Una sintesi dei risultati ottenuti &

presentata nella Tabella 4.3.

Tabella 4.3. Sintesi de risultati di espressione genica dei marcatori linea specifici. | simboli “+” e “/”
indicano rispettivamente presenza e assenza del marcatore. La notazione “1/2” indica la presenza

del marcatore in un solo replicato biologico.

Adipogenica Osteogenico Neurogenica

Campione LPL PPARG COLA1 OCN NEFM NELF
Fresco (P1) + + + % / /
Crio (P6) + + + % / /

La presenza dei marcatori LPL e PPARG ha confermato la differenziazione in senso adipogenico nelle
cellule P1 non crioconservate. L'espressione dei marcatori € stata confermata anche nelle cellule
crioconservate.

La differenziazione osteogenica & stata confermata dalla presenza del marcatore COLA1 sia nelle
cellule fresche P1 sia nelle cellule crioconservate P6. Solo un replicato biologico ha mostrato la
presenza del marcatore OCN, sia nelle cellule fresche sia in quelle crioconservate.

Non e stato possibile riscontrare la presenza dei marcatori neurogenici NEFM e NELF nei campioni
esaminati.

Le analisi in Real Time PCR dei controlli positivi (tessuti adiposo, osseo e cerebrale di ovino) hanno

mostrato |'espressione dei marcatori delle tre linee.
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4.3 Esperimento 3 (seme)

43.1 Motilita cellulare

La motilita del seme misurata nel gruppo di controllo al momento del prelievo era pari al 86 +
2%. | valori di motilita dei campioni diluiti nelle soluzioni Lyo A e Lyo B a seguito del
congelamento e della procedura di liofilizzazione parziale a -10°C sono risultati come segue: 3
+1,4% (Lyo A congelato), 3 + 2% (Lyo B congelato), 6,5 + 2% (Lyo A liofilizzato), 8 £ 1,2% (Lyo B

liofilizzato). Non sono presenti differenze significative tra i gruppi trattati.

4.3.2 Frazione non cristallizzata in criomicroscopia

L’ammontare della frazione non cristallizzata (U) & stato stimato nei campioni Lyo A e Lyo B a seguito
delle procedure di congelamento e di liofilizzazione parziale.

Le immagini riportate in Figura 4.13 mostrano la morfologia dei cristalli di ghiaccio e della frazione
non congelata nelle quattro classi di campioni esaminati.

Nei campioni Lyo A congelati la percentuale di U era pari al 19% (Figura 4.13 A), mentre nello stesso
campione sottoposto a liofilizzazione la percentuale registrata é risultata pari al 28% (Figura 4.13 C).
| campioni congelati a -10°C per 10 minuti della soluzione Lyo B hanno mostrato una percentuale di
frazione non congelata pari al 13% (Figura 4.13 B), mentre i campioni corrispondenti liofilizzati
hanno mostrato una percentuale piu che doppia pari al 30% (Figura 4.13 D).

Nel complesso, la dimensione dei cristalli di ghiaccio delle soluzioni parzialmente liofilizzate e

risultata inferiore (Figura 4.13 C, D) rispetto a quella delle soluzioni congelate (Figura 4.13 A, B).
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Figura 4.13. Frazione non cristallizzata nei campioni Lyo A (A,C) e Lyo b (B,D) sottoposti a congelamento (A, B) o a parziale
liofilizzazione (C, D). | campioni sono stati raffreddati sino a -10°C e mantenuti a tale temperatura per 10 minuti.
Ingrandimento 10 X.
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4.3.3  Struttura dei cristalli di ghiaccio al SEM

Le immagini in microscopia elettronica a scansione della soluzione Lyo B sono mostrate nella Figura
4.14,

| campioni parzialmente liofilizzati attraverso un processo di sublimazione a -10°C in condizioni di
vuoto pari a 75 mTorr hanno mostrato una struttura dei cristalli di ghiaccio poco densa e ricca di
cavita (Figura 4.14 B). Per contro, i campioni di soluzione Lyo B congelata in condizioni di pressione

atmosferica e non liofilizzata hanno mostrato una struttura compatta e piena (Figura 4.14 A).

ENT= 20004V Sig 8S0 2 3 2 = 20004V A= Date 25 May 2016
WO= 40mm [ Tim - : = Time 1352 14

Figura 4.14. (A) Struttura della frazione cristallizzata nella soluzione Lyo B congelata e mantenuta alla temperatura di -
10°C in condizioni di pressione atmosferica. (B) Struttura della frazione cristallizzata nella soluzione Lyo B parzialmente
liofilizzata (75 mTorr).
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5 DISCUSSIONE

“Le implicazioni e le applicazioni delle cellule ibernate derivano principalmente dal fatto che la
conservazione a temperature inferiori a -130 °C interrompe in maniera efficace il tempo
biologico” (Mazur, 1984). Questa considerazione, espressa da Peter Mazur nel 1984, riassume il
rilevante ruolo scientifico rivestito dalla crioconservazione, il cui fondamento risiede nella
possibilita di superare la barriera del tempo per conservare inalterate le proprieta biologiche del
materiale di partenza. Attualmente essa rappresenta la metodica piu diffusa finalizzata alla
preservazione a lungo termine delle risorse biologiche e costituisce una tappa propedeutica alla
realizzazione di un’ampia gamma di applicazioni successive.

Tuttavia, I'esposizione a temperature criogeniche rappresenta un notevole elemento di stress in
grado di alterare le caratteristiche morfo-funzionali delle cellule a seguito dell'insorgenza di
varie tipologie di danno. In relazione al ruolo biologico svolto nell’organismo, ogni tipo cellulare
e dotato di proprieta strutturali e biochimiche peculiari che determinano un diverso grado di
suscettibilita/resistenza alle metodiche di crioconservazione. Per questa ragione, materiali
biologici dotati di una maggiore complessita strutturale ed eterogeneita cellulare, come i tessuti
e gli organi, presentano maggiori ostacoli alla realizzazione di una crioconservazione adeguata.
Nonostante nella pratica routinaria siano spesso impiegate metodiche di crioconservazione
convenzionali, basate sul discese termiche incontrollate (Naaldijk et al., 2013), in vista del
miglioramento dell’efficienza del processo di conservazione, dell'impatto che questo esercita
sulle successive applicazioni e di esigenze di preservazione dipendenti dalla natura del
campione, risulta indispensabile perfezionare le tecniche esistenti e approntare soluzioni
progettate su misura. Questi miglioramenti possono trarre giovamento dalla comprensione dei
meccanismi di base che intervengono sul piano fisico-chimico e biologico-molecolare nei sistemi
di crioconservazione (cellule e ambiente circostante).

Il lavoro sviluppato nella presente tesi ha inteso analizzare gli eventi fisici e biologici connessi
con il processo di crioconservazione. Tre casi di studio, distinti per tipologia cellulare e condizioni
sperimentali impiegate, sono stati esaminati al fine di ottenere una panoramica dei meccanismi
e delle specifiche risposte cellulari generate dall’esposizione a temperature criogeniche. A
guesto scopo sono state predisposte varie tipologie di analisi tese ad esaminare le risposte
biologiche (sopravvivenza, motilita, espressione di marcatori apoptotici, metabolici, legati allo

stress termico, alla multipotenza, alla capacita differenziativa) e i fenomeni fisici (formazione del
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ghiaccio intra ed extracellulare, variazioni volumetriche, frazione di soluzione non congelata)
generati dallo specifico trattamento termico. Fibroblasti, cellule staminali della gelatina di
Wharton e spermatozoi di origine ovina sono stati selezionati in quanto appartenenti a distinte

tipologie cellulari, quali rispettivamente cellule somatiche, staminali e germinali.

5.1 FIBROBLASTI DERMICI

Il primo gruppo di esperimenti e stato rivolto allo studio degli eventi fisici legati alla
crioconservazione e all’analisi delle risposte biologiche suscitate dallo specifico trattamento termico
in un campione di fibroblasti dermici ovini neo isolati. La realizzazione dell’esperimento di
crioconservazione ha richiesto I'impiego di due strumentazioni complementari, criomicroscopio
(CM) e criocamera (CC). Con il primo & stato possibile osservare I'evento di congelamento
“dall’interno” impiegando un piccolo volume di campione, mentre con il secondo strumento & stato
possibile operare la crioconservazione su un volume di sospensione cellulare maggiore tale da
permettere la realizzazione delle successive analisi molecolari.

| risultati riportati forniscono importanti informazioni in merito alla dinamica di formazione del
ghiaccio intracellulare e allo stato di espressione di un pannello di geni durante un periodo di 48 ore

successivo allo scongelamento.

5.1.1 Isolamento e caratterizzazione dei fibroblasti

Nel nostro esperimento I'isolamento & stato operato con la metodica dell’espianto che ha permesso
di osservare l'inizio della migrazione cellulare intorno al quinto giorno di coltura. Le cellule sono
state caratterizzate tramite analisiimmunocitochimica mostrando una distribuzione uniforme della
marcatura con vimentina, che ha confermato I'omogeneita del nostro campione e la sua natura
mesenchimale. | fibroblasti hanno esibito la tipica morfologia allungata e I'analisi delle curve di
crescita ha mostrato tempi di duplicazione di 20-22 ore. | dati colturali riportati sono in linea con

guanto riportato in letteratura per questo tipo cellulare (Brevini et al., 2016).
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5.1.2 Vitalita post crioconservazione

A seguito della crioconservazione la percentuale di sopravvivenza esibita dalle cellule controllo
(98 %) ha subito un decremento di circa il 30 % (p<0,05). Infatti, la valutazione della vitalita cellulare
osservata immediatamente dopo lo scongelamento (TO) nei campioni crioconservati con il CM e con
la CC ha mostrato percentuali di vitalita rispettivamente del 62 % e 69 %, tra le quali non e stata
rinvenuta alcuna differenza significativa (p>0,05). L’accordo tra i valori di vitalita ottenuti nel CM e
nella CC evidenzia che, in presenza di una comune velocita di raffreddamento (5 °C/min), le
differenze presenti nel volume di campione (5 ul vs 210 ul) e nella modalita di scongelamento
(controllata nel CM e non controllata nella CC) non hanno influito in maniera significativa sulla
condizione vitale del campione. Questo dato avvalora I’assunto alla base del presente lavoro che ha
considerato quanto rinvenuto a livello molecolare nei campioni recuperati dalla CC e quanto
osservato nei campioni congelati con il CM come rappresentativo della stessa condizione termica
sperimentata dalle cellule. Il numero di cellule vitali al TO € in accordo con i valori presenti in
letteratura a seguito della crioconservazione di fibroblasti tramite simili profili termici (Kearney,
1991), (Naaldijk et al., 2013).

Alcuni autori sono concordi nell’affermare che I'analisi dell’efficacia di una procedura di
crioconservazione non possa limitarsi nel considerare esclusivamente la condizione cellulare
presente nel momento immediatamente successivo allo scongelamento ma debba essere
prolungata nel corso del periodo successivo (Naaldijk et al., 2013), (Baust et al., 2009).

Le analisi della vitalita a seguito di un periodo di 24 e 48 di coltura in vitro post scongelamento hanno
mostrato un numero crescente di cellule vitali (88 % in T24, 97 % in T48) suggerendo che le cellule

hanno beneficiato di un periodo di coltura in vitro per riprendere la normale crescita cellulare.

5.1.3 Gli eventi fisici della crioconservazione

Il criomicroscopio permette di osservare gli eventi che si verificano all’interno delle cellule durante
le fasi di raffreddamento e riscaldamento di una procedura di crioconservazione. In particolare, e
possibile individuare il tempo e la temperatura alla quale appare la formazione del ghiaccio
intracellulare (IIF) per ciascuna cellula presente nel campione. La manifestazione visibile che
comunemente & associata alla IIF &€ rappresentata dall’annerimento del corpo cellulare (darkening).
Tuttavia, Stott e Karlsson (2009) hanno osservato che non esiste una stretta connessione tra

I'annerimento cellulare e I'evento primario di IIF, e che il cosiddetto darkening rappresenta una

Antonella Idda, Studio sulla crioconservazione: dalle cellule somatiche alle cellule staminali, Scuola di dottorato in Scienze veterinarie (XXX CICLO),
Indirizzo: Riproduzione, patologia, allevamento e benessere animale, Universita degli Studi di Sassari



77

manifestazione secondaria che interviene quando il fronte di IIF ha gia attraversato il corpo cellulare.
Essi affermano che interpretare il darkening come la manifestazione di un’improvvisa nucleazione
di un gran numero di cristalli di ghiaccio non & corretto in quanto esiste un intervallo di tempo tra
I'llF e I'annerimento cellulare che non risulta apprezzabile con gli strumenti di ripresa convenzionali
(Stott and Karlsson, 2009). Nonostante questo, la maggior parte dei ricercatori rileva il darkening
come strettamente connesso con la IIF (Spindler et al., 2012), (Toner et al., 1993), (Yi et al., 2014) e
impiega questo evento nell’analisi della probabilita di formazione del ghiaccio intracellulare (Choi
and Bischof, 2011), (Xu et al., 2014). In accordo con questa convenzione, i risultati degli esperimenti
condotti con il CM, e riportati nella Figura 4.3, indicano che solo il 20 % delle cellule non ha
manifestato IIF. Tale valore appare notevolmente inferiore rispetto alla percentuale di cellule con
membrana integra rilevata al TO (60 %-70 %), suggerendo che lo stato vitale post-scongelamento e
stato mantenuto anche nelle cellule che hanno sperimentato I'llIF. Questo dato sembrerebbe in
disaccordo con uno dei principi cardine della criobiologia che individua nell’llF uno dei principali
eventi letali della crioconservazione. Tuttavia, un crescente numero di studi ha dimostrato che I'lIF
non costituisce un evento necessariamente letale (Freimark et al., 2011), (Yu et al., 2017). La causa
del danno non risiederebbe nella mera presenza dei cristalli intracellulari ma piuttosto nella loro
guantita e dimensione (Acker, 2015). Sebbene le osservazioni effettuate al CM durante la
crioconservazione dei fibroblasti non consentono di speculare sulla qualita dell’llF, quanto osservato
appare in accordo con gli studi a favore dell’esistenza di un IIF innocua o addirittura protettiva (Acker
and McGann, 2002), (Acker and McGann, 2003).

La temperatura di nucleazione (Tn) e strettamente connessa con la IIF e il controllo attivo
dell'induzione del primo nucleo di ghiaccio pud migliorare la resa di cellule vitali (Morris and Acton,
2013). Sebbene il seeding del ghiaccio (nucleazione indotta) sia una pratica raccomandata, diversi
autori evitano il seeding anche nella realizzazione dei profili di crioconservazione con velocita
controllata (Naaldijk et al., 2013), (Liu et al., 2000), (Tathagata and V., 2010), (Ji et al., 2004), (Watt
et al., 2007), (Rodrigues et al., 2008), (Naaldijk et al., 2012). Nel nostro esperimento, la nucleazione
e stata fatta avvenire spontaneamente per rispecchiare al meglio le condizioni dei protocolli
applicati durante la conservazione routinaria di campioni cellulari (in vials o paillettes). Inoltre,
effettuare la nucleazione del ghiaccio tramite il punto di induzione predisposto nel CM avrebbe
richiesto lo spostamento del campione dal piano di ripresa della telecamera, impedendo di
monitorare in maniera corretta il comportamento cellulare delle stesse cellule prima e dopo il

seeding. Nel presente esperimento, in assenza di induzione esterna, I'intervallo di temperature alle
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quali e avvenuta la nucleazione era compreso tra -16,6°C e -29,3°C. Questi dati sono in accordo con
le variazioni della Tn che sono state riportate durante la crioconservazione di MSC umane senza

induzione del seeding (Freimark et al., 2011).

5.1.4 Espressione genica post crioconservazione

Come & noto, la crioconservazione innesca I'espressione di una serie di geni coinvolti nel recupero
del danno cellulare, nell’apoptosi e nella risposta allo stress termico (Davies et al., 2014), (Fong et
al., 2015), (Karimi-Busheri et al., 2013), (Monzo et al., 2012), (Sonna et al., 2002). Uno studio teso
ad analizzare I'espressione genica di fibroblasti crioconservati ha rilevato che dopo 48 ore dallo
scongelamento le cellule presentavano una sovraregolazione nei livelli di trascritti appartenenti a
fattori di crescita quali il fattore di crescita endoteliale vascolare (VEGF), il fattore di crescita derivato
dalle piastrine (PDGF) e il fattore di crescita dei cheratinociti (KGF), insieme ad una riduzione dei
trascritti codificanti per proteine della matrice, suggerendo che, a seguito dello stress indotto dal
trattamento termico, fosse presente una sorta di classifica nella quale le molecole deputate alla
proliferazione cellulare avevano la priorita (Liu et al., 2000). Come & noto, la crioconservazione
altera I'espressione di alcuni geni e i loro livelli di espressione possono aumentare o diminuire a
seconda della via metabolica nella quale sono coinvolti (Yang et al., 2016). Baust et al. (2009) hanno
riportato che a seguito del congelamento la realizzazione completa di una risposta apoptotica si
manifesta con un picco tra le 12-36 ore dallo scongelamento, provocando una significativa morte
cellulare nei campioni osservati dopo 24 e 48 ore (Baust et al., 2009). Per una valutazione affidabile
e coerente degli effetti biologici esercitati della crioconservazione & auspicabile che si effettui un
monitoraggio delle cellule nel periodo post scongelamento di almeno 24 ore (Naaldijk et al., 2013),
(Borderie et al., 1998), (Saraste and Pulkki, 2000).

In accordo con quanto riportato, i risultati ottenuti nel nostro esperimento hanno mostrato che la
crioconservazione ha indotto un significativo aumento nei livelli di espressione di cinque degli otto
geni analizzati (Figura 4.4). Nello specifico, i campioni crioconservati hanno mostrato un aumento
nel livello di espressione dei geni HSP90b e SODI1 durante l'intero arco della coltura post
scongelamento (0-48 ore). La sovraregolazione di questi due geni e correlata con la risposta cellulare
allo stress e suggerisce un tentativo cellulare di riparazione del potenziale danno generato dalla
crioconservazione. Infatti, il prodotto di HSP90b e coinvolto nel ripiegamento strutturale delle
macromolecole, nella regolazione dello stato di ossido-riduzione e nel ricambio proteico (Sonna et
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al., 2002), mentre gli elevati livelli di SOD1 sono indice della presenza di stress ossidativo
determinato dall’laumento delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Turathum et al., 2010).

| geni BCL2, GAPDH e OCT4 hanno mostrato una sovraregolazione transiente alle 24 ore post
scongelamento, non piu presente alle 48 ore, suggerendo che la crioconservazione ha determinato
un’alterazione che le cellule sono state in grado di controllare nell’arco delle 48 ore. Il gene BCL2 e
coinvolto nella risposta anti-apoptotica e la sua attivazione transiente suggerisce |’attivazione di una
risposta cellulare contro meccanismi di morte programmata indotti dallo shock termico. Una simile
sovraregolazione di BCL2 ¢ stata riportata dopo 3 ore dallo scongelamento in colture cellulari di MSC
(Ock and Rho, 2011), negli oociti di cane vitrificati e scongelati (Turathum et al., 2010) e in embrioni
di topo crioconservati (Dhali et al., 2009). All'opposto, nelle colture post scongelamento di
fibroblasti non abbiamo rilevato alcuna alterazione nell’espressione del gene pro-apoptotico BAX.
Alle 24 ore post scongelamento, anche il trascritto di GAPDH ha mostrato un aumento di
espressione. Questo gene codifica per un enzima glicolitico ed & spesso impiegato come gene
housekeeping nelle analisi molecolari, tuttavia, la sua espressione € in realta strettamente regolata
e I'’enzima codificato & coinvolto in numerose funzioni cellulari (Colell et al., 2009). Molti dei ruoli
svolti da GAPDH dipendono dalla sua abilita nel legare altre molecole cellulari. Risultano
particolarmente interessanti alcuni lavori che descrivono GAPDH come un regolatore della morte
cellulare (Ishitani and Chuang, 1996), (Ishitani et al., 1996). L’esatto meccanismo attraverso il quale
GAPDH svolge questo ruolo non-glicolitico rimane in gran parte ignoto, tuttavia, la variazione dei
suoi livelli di mRNA e di proteina € stata osservata in risposta a diversi stimoli (Graven et al., 1999),
(Alexander-Bridges et al., 1992). Infatti, il gene e la proteina GAPDH subiscono una regolazione
attiva anche durante la proliferazione cellulare (Meyer-Siegler et al., 1992), (Mansur et al., 1993).
Questo lavoro include la crioconservazione nell'insieme di stimoli che alterano I'espressione
dell’enzima.

E interessante notare che abbiamo osservato bassi livelli del mRNA di OCT4 nei fibroblasti coltivati
in vitro e un inatteso aumento della sua espressione alle 24 ore post scongelamento. Il fattore Oct4
€ un componente chiave della rete regolatoria della pluripotenza (Wu and Scholer, 2014). Il suo
gene €& espresso in maniera specifica nella massa interna dell’embrione ed & coinvolto nel
mantenimento della pluripotenza delle cellule staminali (Takahashi et al., 2007). Tuttavia, livelli
basali del trascritto di OCT4 sono stati riportati anche in linee di cellule somatiche non
crioconservate, tra le quali anche fibroblasti (Wang et al., 2009). In particolare, la sua risposta é stata

riportata in risposta a differenti tipi di stress cellulari come lo shock termico (Byun et al., 2013) e la
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crioconservazione (Miki et al., 2016). Inoltre, fibroblasti umani coltivati in un ambiente con bassa
concentrazione di ossigeno hanno mostrato un incremento transiente del gene embrionale OCT4
(Page et al., 2009), (Jez et al., 2014). Nel nostro esperimento, la sovraregolazione di OCT4 osservata
alle 24 ore successive allo scongelamento potrebbe rappresentare una reazione rapida e transiente

al cambiamento delle condizioni omeostatiche determinato dalla crioconservazione.

5.1.5 Conclusioni sui fibroblasti dermici

La variazione dinamica dell’espressione dei geni coinvolti nella risposta allo stress, nelle funzioni
metaboliche e nella vitalita cellulare suggerisce che i fibroblasti dermici necessitano di un periodo
di almeno 24-48 ore in condizioni colturali ottimali per attivare specifiche reti molecolari al fine di
ristabilire le loro funzioni fisiologiche originali. La coltura di fibroblasti dermici ovini ha subito
importanti cambiamenti morfologici e biochimici in conseguenza della procedura di
crioconservazione. | dati riportati appaiono rilevanti al fine di migliorare le applicazioni dei
fibroblasti nei vari settori biotecnologici (v. SCNT, iPSC) nei quali la crioconservazione rappresenta

una tappa fondamentale per una corretta conservazione di scorte prontamente disponibili.
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5.2 CELLULE MESENCHIMALI STROMALI DELLA GELATINA DI WHARTON

La seconda serie di esperimenti ha permesso l'isolamento, la caratterizzazione e la differenziazione
delle cellule ovine della gelatina di Wharton (oWIC). Inoltre, il presente studio ha inteso valutare il
mantenimento delle caratteristiche di multipotenza e della capacita differenziativa delle oWIC a
seguito della crioconservazione. Per la prima volta, i risultati ottenuti offrono un approfondimento
sul comportamento cellulare in conseguenza della realizzazione di tre protocolli termici volti alla

preservazione delle cellule cordonali ovine.

5.2.1 Isolamento e proliferazione delle oWJC

Le oWJC sono state raccolte con successo a seguito dell’isolamento con la metodica della digestione
enzimatica, che si & dimostrata una tecnica rapida, pratica ed efficace per I'ottenimento delle cellule
presenti nella matrice cordonale ovina. La stessa metodica ha dimostrato di garantire un rapido
allestimento di colture di WJC umane (Da-Croce et al.,, 2013), mentre nel bovino I'efficienza di
isolamento da matrice cordonale é stata riportata a seguito di tempi di incubazione enzimatica di 8
ore (Lange-Consiglio et al., 2017). Tuttavia, altri autori riportano successi di isolamento di WIC
umane (Fong et al., 2010) e ovine (Eswari et al., 2016) tramite migrazione cellulare da frammenti
tissutali parzialmente digeriti, sebbene tale metodica richieda tempi maggiori (circa 7 giorni) per
apprezzare la crescita della coltura e possa favorire la selezione di tipi cellulari co-residenti.

| quattro cordoni utilizzati (circa 10 cm) hanno permesso di ottenere un rendimento medio di
1,3 x 10° cellule vitali/grammo di gelatina di pura. Un’efficienza maggiore (3 x 10° cellule/grammo
di gelatina pura) & stata riscontrata nell’isolamento da cordone bovino (Lange-Consiglio et al., 2017).
Invece, risulta ardua la comparazione dei dati disponibili in letteratura nella specie ovina, in quanto
I’'unico lavoro sulle oWIC che riporta la resa di isolamento indica un numero paria 10-15 x 10* cellule
per sezioni di cordone di 2-4 cm, senza fornire alcuna informazione sul quantitativo di gelatina pura
impiegata né sulle caratteristiche della coltura (Eswari et al., 2016). Per le stesse ragioni appare
complicato effettuare un confronto anche con quanto riportato per le hWJC (Fong et al., 2010), dove
la resa di 4,7 x 10° cellule/cm di cordone non tiene in considerazione la massa del frammento al
netto dei vasi e dell’epitelio circostante.

Nel presente lavoro, la quasi totalita delle oWJC neo isolate é risultata vitale (98 %), mostrando una
pronta capacita adesiva alle superfici plastiche delle fiasche di coltura, cosi come indicato nei criteri
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di riconoscimento delle MSC (Dominici et al., 2006). La morfologia cellulare inizialmente
fibroblastoide e stata mantenuta sino a P10. Nella coltura in vitro le oWJC hanno, inoltre, esibito
una grande propensione all’espansione ex vivo, con un tempo di duplicazione medio di 34,78 ore
monitorato dalle curve di crescita prodotte a differenti passaggi colturali. L'esame della capacita di
formare colonie ha mostrato che le oWJC hanno costituito colonie partendo da differenti densita di
semina ma hanno esibito una maggiore propensione nella costruzione di CFU alle densita
intermedie pari a 250/500 cellule/cm?. Nel complesso, il gran numero di WIC ottenute da cordone
ovino e |'elevata prolificita dimostrata dalle oWJC per diversi passaggi di coltura in vitro risulta in
accordo con quanto riportato in letteratura a proposito della maggiore efficienza delle cellule
staminali mesenchimali umane (hMSC) estratte dagli annessi fetali rispetto alle cellule ottenute da
altre sorgenti di staminali mesenchimali (Bongso and Fong, 2013). Tale efficienza & confermata
anche nel bovino (Lange-Consiglio et al., 2017) e nelle cellule MSC estratte dal fluido amniotico, dal
sangue e dalla matrice cordonale nell’equino (lacono et al., 2012). Nell’ovino, le oWIJC si sono
dimostrate molto piu proliferative rispetto alle MSC estratte dal sangue periferico (PB-MSC) e dal
midollo osseo (BM-MSC) nelle quali i tempi di duplicazione cellulare (CD) riportati erano compresi
tra 2,14 e 3,06 (Mediano et al., 2015), mentre le nostre analisi sulle oWJC hanno verificato tempi
decisamente inferiori con un CD di 1,45.

Quanto riportato mostra che la gelatina di Wharton ovina puo costituire una valida sorgente di MSC
per le applicazioni terapeutiche rigenerative che necessitano di un numero consistente di cellule

attivamente replicanti.

5.2.2 Caratterizzazione delle oWJC

Le analisi a sostegno della natura mesenchimale e staminale delle cellule cordonali ovine sono state
condotte tramite la valutazione dell’espressione genica. Le oWJC mostrato di soddisfare i criteri
minimi richiesti per la caratterizzazione delle MSC (Dominici et al., 2006). Per ragioni di praticita e
data la scarsita di marcatori di superficie validati nel modello ovino (Lyahyai et al., 2012), le analisi
molecolari sono state rivolte alla ricerca di pochi ma indispensabili marcatori di espressione del
fenotipo antigenico. Le analisi dei trascritti hanno confermato la presenza del marcatore
mesenchimale CD29 e I'assenza del marcatore CD34 della linea emopoietica in accordo con quanto
osservato nelle WJC umane (Fong et al., 2010) e nelle cellule mesenchimali ovine del sangue
periferico (Lyahyai et al., 2012), del midollo osseo (Mediano et al., 2015) e dell’epitelio amniotico
(Barboni et al., 2014). Inoltre, nelle oWIC e risultata assente anche |'espressione del marcatore
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CD74, cosi come precedentemente riportato nelle WJC bovine (Lange-Consiglio et al., 2017).
L’antigene CD74 ¢ una porzione polipeptidica invariante coinvolta nella funzionalita del complesso
maggiore di istocompatibilita di classe Il (MHC Il) e come tale ha un ruolo di rilievo durante la
risposta immunitaria. La bassa immunogenicita espressa dalle oWJC consolida le motivazione a
favore dell'impiego di queste cellule nei trapianti allogenici.

L'esame del carattere staminale delle oWJC tramite analisi quantitativa in Real Time PCR ha
mostrato bassi livelli di espressione del marcatore della pluripotenza OCT4, mentre non & stato
rilevato alcun segnale relativo ai trascritti SOX2 e TERT. Invece, merita un commento a se stante la
mancata quantificazione del trascritto NANOG. Infatti, a causa di fenomeni degradativi avvenuti
durante le manipolazioni del campione non & stato possibile rilevare i livelli di espressione di questo
trascritto. Tuttavia, la quantificazione dell’espressione di NANOG registrata nei campioni
crioconservati induce a ritenere che la sua espressione fosse presente e quantificabile anche nei
campioni di oWJC neoisolate. Questa ipotesi & supportata dal lavoro di Eswari et al. (2016) nel quale
e stata dimostrata la presenza del marcatore NANOG proprio nelle oWJC (Eswari et al., 2016).

E interessante notare che da uno studio sull’analisi di un pannello di 78 geni, selezionati sulla base
loro coinvolgimento in attivita o proprieta tipiche delle MSC, & emerso che le cellule della matrice
cordonale umana (hWIJC) presentano bassi livelli di espressione dei marcatori staminali
OCT4/POUSF1, SOX2 e TERT (Mechiche Alami et al., 2014). E probabile che i bassi livelli di
espressione di questi fattori trascrizionali siano alla base dell’assenza di tumorigenicita riscontrata
nelle hWIJC (Fong et al., 2010), assenza che rende questo tipo cellulare di particolare valore in
occasione di terapie di trapianto e rigenerazione tissutale.

Le informazioni presenti in letteratura mostrano che lo stato di espressione (presente/assente) e
livelli dei trascritti dei marcatori staminali possono variare notevolmente a seconda dell’eta della
sorgente cellulare e della specie animale. Infatti, analisi condotte su cellule isolate da tessuti extra-
fetali hanno riportato che i livelli di espressione dei marcatori staminali si riducono sensibilmente
con il progredire della gestazione (Nakajima et al., 2001), (Izumi et al., 2009). Barboni et al. (2014)
hanno esaminato le differenze di espressione delle oAEC isolate al principio (<1,5 mese) e al termine
(5 mese) della gestazione, riportando un’evidente riduzione nei livelli dei marcatori staminali nelle
cellule prelevate dallo stadio di sviluppo tardivo. In particolare tali differenze sono risultate
significative per i marcatori SOX2, TERT e NANOG (Barboni et al., 2014). Inoltre, nelle cellule
extrafetali amniotiche di origine ovina (Barboni et al., 2014), umana (lzumi et al., 2009) e murina

(Nakajima et al., 2001) e stato osservato che I'attivita telomerasica si riduce sensibilmente con il
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progredire della gestazione. Tuttavia, I'espressione del mRNA TERT puo risultare del tutto assente,
come dimostrato nello studio condotto da Miki et al. sulle cellule staminali amniotiche umane

prelevate a seguito del parto (Miki et al., 2005).

5.2.3 Capacita differenziativa delle oWIC

Le oWIJC hanno mostrato di poter essere indotte al differenziamento adipogenico, osteogenico e
neurogenico dopo aver ricevuto gli appropriati stimoli a seguito della somministrazione di terreni di
induzione specifici per ciascuna linea.

L'avvenuto differenziamento e stato confermato dalle colorazioni istologiche selettive. Al
microscopio ottico le cellule indotte in senso adipogenico hanno mostrato la tipica morfologia
associata alle cellule adipose, con la presenza di gocce lipidiche colorate di rosso, mentre I'avvenuto
differenziamento verso la linea ossea e stato confermato dalla presenza di depositi minerali di
calcio. Sebbene la Societa Internazionale di Terapia cellulare (ISCT) prescriva tra i criteri minimi per
il riconoscimento delle MSC la verifica della capacita differenziativa in senso mesodermico (Dominici
et al., 2006), alcuni lavori hanno dimostrato che le MSC sono in grado di differenziare anche verso
le altre due linee germinali (Fong et al., 2010),(Mediano et al., 2015),(Lange-Consiglio et al., 2012).
In linea con quanto riportato in questi lavori, il presente studio mostra che le oWJC sono state in
grado di differenziare efficientemente anche in senso ectodermico, come evidenziato dalla
colorazione istochimica e dalla morfologia neuronale esibita dalle cellule indotte.

La ricerca dell’espressione genica di marcatori associati ai tre fenotipi differenziativi ha confermato
il differenziamento in senso adipogenico e osteogenico, rilevando la presenza dei marcatori LPL e
PPARG legati alla maturazione delle cellule adipose e dei marcatori COL1A1 e OCN coinvolti nella
produzione della matrice ossea extracellulare. Al contrario, nessuno dei due marcatori della linea
neuronale, NEFM e NEFL, ha mostrato livelli di espressione tali da poter essere rilevati nelle analisi
in Real Time PCR. In accordo con le nostre osservazioni, lo studio di Mediano et al. (2015), condotto
sulle MSC ovine del sangue periferico e del midollo osseo, ha riportato che il differenziamento
morfologico verso la linea neuronale non é stato accompagnato da una corrispondente espressione
dei marcatori linea specifici (Mediano et al., 2015). Le analisi di espressione genica delle cellule
differenziate possono rappresentare un valido supporto alle tradizionali colorazioni istochimiche
proposte per il riconoscimento delle MSC (Dominici et al., 2006). Tuttavia, I'eterogeneita di specie,
di tessuti e di tipologie cellulari, nonché la variabilita soggettiva, rendono complicato stabilire un
pannello di marcatori di differenziamento che possa risultare informativo per tutte le MSC. Inoltre,
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come detto sopra, i livelli di espressione di alcuni marcatori possono subire una regolazione eta-
dipendente che aggiunge un ulteriore elemento di variabilita all’identificazione della condizione
differenziativa di una cellula. | dati riportati suggeriscono che la conferma molecolare del
differenziamento neurogenico richieda I'impiego di marcatori la cui espressione sia costantemente

presente e apprezzabile in corrispondenza del processo di differenziamento.

5.2.4 Crioconservazione delle oWJC

Le preparazioni di staminali mesenchimali ad I'uso clinico sono costituite per il 35% da cellule
crioconservate (lkebe and Suzuki, 2014). La procedura di conservazione delle MSC si rende
necessaria non solo per preservare le cellule dai rischi connessi con i passaggi seriali della coltura in
vitro, ma anche per ragioni logistiche dettate dall’aumento esponenziale delle cellule coltivate.
Questo e vero soprattutto per le WJC che presentano un’elevata resa all’isolamento e una spiccata
capacita proliferativa. Tuttavia, la crioconservazione pone le cellule in una condizione innaturale che
genera un forte stress adattativo e puo indurre danni severi in grado di influire sul mantenimento
delle caratteristiche originali della linea crioconservata. Per tale ragione, i risvolti conseguenti alla
sua applicazione necessitano di essere valutati con attenzione sulla base delle esigenze proprie della
linea cellulare oggetto di preservazione. Tuttavia, spesso la conservazione delle MSC avviene tramite
tecniche sviluppate per altri tipi cellulari, in assenza di un’adeguata ottimizzazione specifica per il
tipo cellulare. Infatti, € stato dimostrato che I'efficacia della crioconservazione differisce
significativamente sula base della sorgente tissutale dalle MSC (Davies et al., 2014).
Le tecniche maggiormente adottate nel preservare le MSC sono costituite dal congelamento lento
e dalla vitrificazione (Marquez-Curtis et al., 2015). Tuttavia va sottolineato che la mancanza di
standardizzazione e I'eterogeneita dei profili termici applicati rende un quadro dispersivo delle
attuali conoscenze in questo settore.
In questo contesto trova spazio il nostro studio che, attraverso la realizzazione di tre profili termici
dedicati alla conservazione delle oWIC, ha inteso perseguire due obiettivi:

- stabilire il mantenimento delle caratteristiche della coltura primaria nelle cellule

crioconservate secondo ciascuna delle condizioni termiche;
- effettuare un confronto tra i tre profili termici al fine di individuare le condizioni piu

adatte alla conservazione delle oWIJC.
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5.2.4.1 Vitalita cellulare post crioconservazione

La vitalita cellulare costituisce uno dei principali parametri indagati negli studi cellulari in quanto
permette di ottenere una rapida valutazione sullo stato di salute generale del campione (Pegg,
1989).

Nel nostro studio, la valutazione della sopravvivenza cellulare e stata operata tramite due
colorazioni mirate ad individuare lo stato di integrita della membrana cellulare: la colorazione con
Trypan blue (TB) e la colorazione fluorescente con loduro di propidio ed Hoechst (HP).

Sebbene il Trypan blue sia da lungo tempo impiegato nella valutazione della sopravvivenza, alcuni
ricercatori ritengono che tale colorante determini una sottostima del numero reale di cellule non
vitali presenti nel campione, cosi da preferire o affiancare nello stesso esperimento un metodo di
conta con coloranti fluorescenti (Chan et al., 2015), (Altman et al., 1993), (Mascotti et al., 2000). In
occasione di alcuni studi eseguiti in precedenza, anche noi abbiamo rilevato che alcuni campioni
cellulari saggiati con il TB mostravano un numero di cellule vitali maggiore del 15 % nei rispetto ai
campioni testati con HP.

Nelle oWIC, il confronto dei tassi di sopravvivenza misurati a seguito delle due colorazioni ha
mostrato un generale accordo tra i dati ottenuti, ad eccezione delle classi TO_C e TO_R. In queste
due classi, il Trypan blue ha mostrato un numero di cellule vitali superiore e significativamente
diversa rispetto a quanto riscontrato con la colorazione HP. Tuttavia, la stima con il TB sembra non
attendibile. Infatti, i dati riportati a seguito della colorazione Trypan blue possono apparire
difficilmente interpretabili in presenza di un elevato danno funzionale alle membrane cellulari. In
guesti casi, il colorante non e trattenuto nel citosol e la colorazione delle cellule morte appare
sbiadita e puo condurre ad involontarie false interpretazioni

(http://www.nexcelom.com/Applications/cell-viability-3-comparing-trypan-blue-and-aopi-

staining-methods.php).

Per questo motivo, il maggiore numero di cellule rinvenute con il TB nel gruppo TO_C ha determinato
delle differenze non attendibili tra i tre protocolli di crioconservazione (C, L, R) nel confronto interno
alla classe TO. Infatti mentre la discrepanza tra il gruppo TO_C e TO_L non e rilevabile con la
colorazione con TB, appare, invece, evidente con la colorazione HP, che riporta un numero di cellule
vitali significativamente maggiore nel gruppo TO_L rispetto alle altre due classi (Figura 4.7).

Come & noto, a seguito della crioconservazione & frequente osservare una significativa perdita nel
numero di cellule vitali recuperate, pari a circa il 20 % (Marquez-Curtis et al., 2015). | valori di vitalita

(80,74 %) ottenuti nelle oWIJC crioconservate in un sistema controllato con una velocita di
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raffreddamento lenta-controllata (1 °C/min), sono in accordo con quanto riportato in letteratura e
comunemente accettato. Anche con la crioconservazione classica, operata tramite passaggi seriali
del campione in ambienti con temperature progressivamente decrescenti e in assenza di un
controllo della velocita di raffreddamento, sono stati ottenuti valori di vitalita elevati (69,12 %),
leggermente inferiori rispetto al dato ricavato con metodica lenta-controllata. Contrariamente a
guanto ottenuto nei primi due sistemi di crioconservazione (TO_C e TO_L), i valori di vitalita rilevati
nella classe TO_R sono risultati estremamente ridotti (<17 %). Questo dato potrebbe essere spiegato
dalla combinazione degli effetti dannosi attribuibili alla soluzione crioprotettiva e alla velocita di
raffreddamento. Infatti, le alte concentrazioni delle soluzioni di crioconservazione impiegate nel
congelamento rapido, in relazione alla loro tossicita, possono esercitare un effetto dannoso che
influisce sulla vitalita finale del materiale crioconservato.

Gli effetti della tossicita dei crioprotettori sono ben evidenziati dalle prove di vitalita cellulare
condotte dopo la sola esposizione, in assenza di congelamento, e confrontate con il campione
controllo in terreno base di coltura (CTR1). La percentuale di cellule vitali nella soluzione con 10% di
DMSO non ha mostrato differenze significative rispetto al CTR1, mentre I’esposizione alla soluzione
con 15 % DMSO + 15 % EG ha presentato un numero di cellule vitali significativamente inferiore
(circa 25-30 % in meno) rispetto al CTR1.

Questo dato mette in evidenza che la riduzione complessiva della vitalita rilevata al termine del
protocollo rapido (TO_R) potrebbe essere attribuita all’'insorgenza di fenomeni di citotossicita dovuti
ai CPA, oppure all’insufficiente velocita di raffreddamento raggiunta nel sistema di congelamento
rapido. Infatti, i fattori che intervengono nel determinare il successo di un’efficace procedura di
congelamento sono tre: la concentrazione dei crioprotettori, la velocita di raffreddamento e il
volume del campione. Solo I'equilibrio tra questi tre fattori puo assicurare la riuscita della
crioconservazione. La realizzazione dello stato vetroso tipico della vitrificazione puo essere ottenuto
esclusivamente dalla combinazione di elevate concentrazioni di CPA, velocita di congelamento
estremamente rapide (>10000 °C/min) e piccoli volumi di campione. Spesso, invece, si presta
maggiore attenzione ai primi due parametri e si sottovaluta I'importanza del volume del campione.
Tuttavia, la riduzione del volume permette I'aumento della velocita di raffreddamento e I'impiego
di minori concentrazioni di crioprotettori (Zhang et al., 2011). Durante il corso di una precedente
sperimentazione abbiamo potuto osservare in prima persona questo fenomeno. Infatti, piccole
gocce di soluzioni di vitrificazione (0,5 -1 ul), deposte su vetrini coprioggetto e raffreddate per

immersione diretta in LN, apparivano trasparenti oppure opache come conseguenza del successo
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o insuccesso della vitrificazione. Minime variazioni nella deposizione del volume del campione
determinavano la perdita della potenzialita vitrificante del sistema. A questo proposito, appare
chiaro che I'immersione diretta di 200 ul di campione in LN; eseguita nel corso del sistema rapido
(R), non e stata in grado di garantire la realizzazione di velocita di discesa termica comparabili con
quelle dei protocolli convenzionali di vitrificazione. Questo probabilmente ha determinato degli
eventi di formazione del ghiaccio intra ed extracellulare, che non & stato possibile contrastare con
I’elevata concentrazione dei CPA presenti nella soluzione. L'impiego di miscele complesse composte
da CPA permeanti, come DMSO e EG, e non permeanti, quali zuccheri e polimeri, € pratica comune
nella vitrificazione. Il PVA € un polimero a basso peso molecolare che durante la vitrificazione svolge
il ruolo di agente bloccante, in quanto capace di inibire la formazione e la crescita dei cristalli di
ghiaccio, prevendo anche i fenomeni di ricristallizzazione (Wowk, 2015). Tuttavia, la sua efficacia
protettiva & subordinata al bilanciamento dei tre parametri del sistema di crioconservazione, che
non e stato realizzato nella metodica del sistema R. Appaiono, quindi, improbabili alcuni risultati
presenti in letteratura che riportano percentuali di vitalita pari al 95 % in MSC ovine e hWJC
vitrificate attraverso I'immersione diretta in LN di grandi volumi (fino a 500 ul) di sospensione
cellulare (Wang et al., 2011),(Kaviani et al., 2014),(Massood et al., 2013). L’elevata percentuale di
vitalita riportata nei lavori citati risulta in contrasto con il principio basilare della vitrificazione.
Inoltre, questi studi sostengono di aver osservato la formazione di una vera e propria matrice
vetrosa. Nel nostro esperimento di congelamento rapido non & stata osservata alcuna struttura
vetrosa all’interno delle paillettes immerse in LN,.

Nonostante la riduzione della vitalita registrata al TO, le analisi di sopravvivenza condotte dopo 48
ore di coltura in vitro post scongelamento hanno mostrato percentuali di vitalita elevate (96-100 %)
per ciascuno dei tre sistemi esaminati, suggerendo che le cellule hanno tratto giovamento dal

periodo di coltura successivo alla crioconservazione.

5.2.4.2 Caratterizzazione, multipotenza e capacita differenziativa delle oWJC crioconservate

L'esame delle cellule pre e post crioconservazione sembra mostrare che questo processo non
determini la perdita delle caratteristiche staminali o differenziative delle MSC (Yong et al., 2015),
(Janz Fde et al., 2012); anzi, nelle cellule staminali adipose umane crioconservate ¢ stato riportato
un aumento nei livelli di espressione dei marcatori staminali OCT4, SOX2 e NANOG (Yong et al.,

2015). Inoltre, i livelli dei marcatori staminali, la capacita differenziativa e la riparazione tissutale
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appaiono di maggiore entita nelle WIC rispetto alle MSC di altre origini extrafetali (Somal et al.,
2017).

Tuttavia, non esiste una relazione diretta tra i livelli di espressione dei marcatori staminali e la
capacita proliferativa o differenziativa. Pierantozzi riporta che, analizzando la presenza dei fattori
NANOG, OCT4 e SOX2, nelle hMSC del tessuto adiposo, del cuore e del midollo osseo, ha osservato
che solo il fattore NANOG risultava espresso nella cellule proliferanti in coltura, ma lo stesso
risultava assente nelle cellule neo isolate. Inoltre, il numero di cellule esprimenti NANOG non
appariva associato alla capacita proliferativa o differenziativa delle popolazioni MSC. L’attivazione
dell’espressione di NANOG é stata proposta come una condizione associata al passaggio dallo stato
quiescente in vivo all’adattamento di crescita in vitro (Pierantozzi et al., 2011).

Le analisi molecolari delle oWJC post scongelamento, eseguite al TO e al T48, hanno mostrato che il
trascritto NANOG era presente con bassi livelli nei campioni appena scongelati, mentre i livelli del
trascritto sono apparsi prossimi al limite di rilevamento della Real Time PCR per i campioni T48 di
ciascuno dei tre sistemi di crioconservazione. Purtroppo, la mancata quantificazione del trascritto
NANOG nei campioni controllo ha impedito di eseguire un confronto con i livelli di espressione
riscontrati nei campioni post scongelamento. Questa condizione, anche a causa del ridotto numero
di replicati biologici analizzati, pone la necessita di riconsiderare in futuro I'analisi di questo
marcatore. A seguito della crioconservazione con i tre sistemi, le cellule cordonali crioconservate
hanno mostrato livelli di espressione di OCT4 comparabili con il gruppo controllo. Inoltre, e stata
confermata I'assenza dei trascritti SOX2 e TERT osservata nelle cellule controllo non crioconservate
Anche I'assetto di espressione dei marcatori di superficie (CD29*, CD347, CD74") & apparso invariato.
L'analisi della capacita differenziativa post scongelamento e stata realizzata esclusivamente nei
campioni del protocollo classico (C) e lento-controllato (L). Le cellule del gruppo rapido sono state
escluse dalle analisi in ragione del insufficiente numero di cellule rinvenuto a seguito dello
scongelamento.

Il differenziamento osteogenico € stato confermato a livello molecolare e istochimico sia nei
campioni C sia in quelli L.

L’espressione dei marcatori adiposi & stata rinvenuta in entrambi i gruppi di crioconservazione, ma
solo il sistema lento-controllato ha mostrato un debole segnale positivo alla colorazione istochimica.
Inoltre, entrambi gruppi di crioconservazione non hanno mostrato espressione dei marcatori NEFM
e NEFL, come gia osservato nei campioni controllo. Comunque, entro le colture di differenziamento

neurogeniche é stata osservata la presenza di alcune cellule con morfologia simil-neuronale (Figura
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4.11). Queste cellule rappresentavano perd una minoranza delle cellule indotte e questo non ci
permette di affermare che il differenziamento neurogenico sia avvenuto con successo. Fong et al.
(2010) riportano che, a seguito dell’induzione di hWJC verso la linea nervosa, il 40-50 % delle cellule
indotte esibiva una morfologia neuronale (Fong et al., 2010). Tuttavia, lo stesso lavoro sottolinea
che i cambiamenti morfologici sono stati evidenti non prima del settimo giorno di induzione (Fong
et al., 2010). E quindi possibile che il differenziamento neurogenico delle oWJC crioconservate
potesse necessitare di tempi di induzione maggiori per esprimere il fenotipo neuronale,
contrariamente al breve tempo (7 giorni) sufficiente per le corrispondenti cellule controllo.

Riassumendo, i dati di caratterizzazione, pluripotenza e capacita differenziativa osservati nei gruppi
classico e lento-controllato non hanno mostrato differenze significative negli esiti ottenuti dalle

cellule crioconservate con le due metodiche.

5.2.5 Conclusioni sulle oWJC

Il presente lavoro riporta che le MSC sono state isolate con successo dalla matrice cordonale ovina.
Queste cellule caratteristiche di elevata prolificita, staminalita e capacita differenziativa simili a
quelle osservate nella specie umana (Fong et al., 2015) e bovina (Lange-Consiglio et al., 2017).

La gelatina di Wharton ovina ha mostrato di essere una sorgente attendibile, abbondante e non
invasiva cellule staminali mesenchimali. La crioconservazione di questo tipo cellulare ha
determinato una riduzione della vitalita variabile a seconda della tecnica impiegata, che € risultata
di minore entita a seguito dell’adozione di un protocollo con discesa termica lenta e controllata
(1 °C/min). Al contrario, I'esposizione delle oWJC a concentrazioni elevate di crioprotettori e la
realizzazione di una metodica rapida di crioconservazione hanno alterato sensibilmente la capacita
vitale di queste cellule, impedendone il loro impiegato per analisi o applicazioni successive. | risultati
delle analisi molecolari post scongelamento non hanno evidenziato alterazioni nelle caratteristiche
antigeniche e di pluripotenza. Tuttavia, la capacita differenziativa dei campioni crioconservati &
apparsa alterata rispetto a quanto osservato nelle cellule neo isolate e solo il differenziamento verso
la linea ossea puo considerarsi realizzato. Appaiono necessarie ulteriori indagini per ampliare la
caratterizzazione di questo tipo cellulare. In particolare, la selezione di un pannello pit ampio di
marcatori linea-specifici e la valutazione dei loro livelli di espressione potrebbero esseri utili per

comprendere le dinamiche temporali coinvolte nel processo di differenziamento.
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5.3 SEME OVINO

Ad oggi, la tecnica maggiormente impiegata per la conservazione delle risorse genetiche di un gran
numero di specie e rappresentata dalla crioconservazione. Tuttavia, questa pratica presenta diversi
inconvenienti legati all’azoto liquido, alla sicurezza del suo impiego per operatori e materiali
conservati, ai costi di realizzazione e di mantenimento, agli spazi e alla specializzazione professionale
richiesta. Prendendo in considerazione questi aspetti abbiamo deciso di esplorare I'impiego di una
tecnica che potrebbe affermarsi come alternativa competitiva nella conservazione del gamete
maschile: la liofilizzazione o freeze-dryng (FD). La riduzione degli spazi e dei costi richiesti e la
possibilita di conservare il materiale liofilizzato a temperature sopra lo zero (4 °C o temperatura
ambiente) rappresentano i principali punti di forza di questa tecnica. Cid nonostante, la
liofilizzazione sottopone i campioni ad uno stress rilevante per effetto dell’innaturale essicazione
delle strutture biologiche e della formazione di cristalli di ghiaccio. Queste condizioni determinano
la perdita dell’integrita di membrana e della motilita, oltre che possibili danni alla struttura
cromatinica in conseguenza dell’azione di endonucleasi e della formazione di specie reattive
dell’ossigeno (ROS). La costruzione dei protocolli di FD ha quindi lo scopo di proporre delle strategie
per contrastare i fattori che influiscono sull’efficacia della metodica. Il controllo puo essere operato
principalmente attraverso la modulazione della composizione delle soluzioni di liofilizzazione, dei
valori di temperatura e di pressione di vuoto applicati. Inoltre, & stato osservato che il tempo e la
temperatura di conservazione del prodotto essiccato e la procedura di reidratazione possono
rappresentare delle fasi in grado di influire sull’efficacia finale della metodica. Ad oggi, diversi lavori
presentano come dato accertato e accettato la perdita di motilita e di integrita strutturale delle
cellule liofilizzate. | principali tentativi di miglioramento sono rivolti alla preservazione dell’integrita
del filamento di DNA. Infatti, & stato dimostrato che, in presenza di integrita nucleare, la capacita
fertilizzante che in natura e necessariamente subordinata al possesso di una motilita completa e
progressiva, possa essere mantenuta con l'ausilio della metodica dell’ICSI (Kaneko et al., 2014),
(Patrick et al., 2017). Tuttavia, il mantenimento della struttura e della funzionalita fisiologica del
gamete consentirebbe di eliminare il passaggio laborioso e delicato rappresentato dall’iniezione
intracitoplasmatica.

Riguardo a questa possibilita, per superare i danni generati dalla formazione del ghiaccio e
dall’essicazione spinta tipici del FD, ci siamo proposti di esplorare I'idea che una procedura di
liofilizzazione parziale (PFD) possa rispondere in maniera adeguata alla soddisfazione di questa
esigenza.
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| fattori sui quali abbiamo indirizzato il nostro intervento sono rappresentati dalla composizione
delle soluzioni di liofilizzazione, dalla temperatura di raffreddamento e dalla velocita di
sublimazione. Il bilanciamento di questi elementi ha permesso di realizzare un PFD che ha
dimostrato di favorire la formazione di ampi spazi di frazione liquida non cristallizzata (UF),
indispensabili per I'alloggiamento delle strutture cellulari e la riduzione della compressione
meccanica esercitata dalla crescita dei cristalli. Infatti, € noto che, durante il processo di formazione
di una matrice cristallina, gli elementi cellulari si dispongono nei canali di soluzione non congelata
che si creano tra i cristalli di ghiaccio e che il diametro di questi canali si riduce con il diminuire della
temperatura (Mazur and Rigopoulos, 1983). In particolare, abbiamo esplorato la capacita protettiva
esercitata da due soluzioni di liofilizzazione, Lyo A e Lyo B, realizzate con tuorlo d’uovo, Tris e
proporzioni diverse di trealosio (0,25 M vs 0,16 M) e sorbitolo (0,4 M vs 0,26 M). Queste due
molecole assolvono al ruolo di conferire protezione alle membrane cellulari durante il
congelamento e sono impiegati come alternativa ai canonici crioprotettori permeanti. Il trealosio
un disaccaride non riducente che stabilizza le proteine e la membrana cellulare, la quale
normalmente costituisce una barriera alla sua penetrazione nel compartimento intracellulare.
D’altro canto alcuni studi mostrano che la sua efficacia crioprotettiva puo essere assolta sia nella
sua localizzazione extracellulare (Erdag et al., 2002) sia a seguito della somministrazione artificiale
all'interno della cellula (Eroglu et al., 2000). Inoltre, nella preservazione del seme murino, é stata
dimostrata la sua migliore capacita crioprotettiva rispetto ad alcuni CPA permeanti quali DMSO, EG
e glicerolo (Sztein et al., 2001). E interessante notare che Iazione protettiva del trealosio si
manifesta anche in conseguenza di procedure di essicazione in assenza di congelamento, come
mostrato nel seme murino sottoposto ad una parziale disidratazione in azoto secco per 5 minuti
(McGinnis et al., 2005). Invece, il sorbitolo & un alcol a 6 atomi di carbonio derivato dal glucosio, in
grado di interagire con i fosfolipidi di membrana, determinando un aumento nel rapporto tra acidi
grassi insaturi e saturi che si manifesta con una maggiore fluidita e permeabilita della membrana, la
guale quindi & in grado di adattarsi meglio alle condizioni del congelamento (Coulibaly et al., 2010).
In conseguenza del processo di PFD, la soluzione di liofilizzazione Lyo B, contenente minori
concentrazioni dei due crioprotettori, ha dimostrato di poter garantire una maggiore vitalita e
motilita del seme ovino (8 +1,2%) rispetto alla soluzione Lyo A (6,5%2 %). All’analisi in
criomicroscopia, le due soluzioni hanno mostrato una differente distribuzione del rapporto tra
struttura cristallina e la quantita di UF. In particolare, a seguito del PFD, la porzione della frazione

non cristallizzata & risultata superiore nei campioni liofilizzati impiegando la soluzione Lyo B. Inoltre,
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le immagini raccolte al criomicroscopio hanno rivelato che, per la medesima soluzione, i campioni
liofilizzati hanno mostrato una quantita di UF notevolmente superiore rispetto ai campioni non PFD.
Le analisi al microscopio elettronico a scansione ambientale (ESEM) hanno permesso di
approfondire la comprensione dell’architettura tridimensionale del campione, conservandone la
naturale morfologia. Infatti, 'ESEM costituisce uno dei piu recenti sviluppi della microscopia
elettronica che permette di visualizzare materiali estremamente delicati, con alto grado di
idratazione e non conduttivi (Stokes, 2003). Risulta quindi un valido strumento per I'analisi dei
campioni biologici (Kirk et al., 2009). Inoltre, non richiede le laboriose procedure preanalitiche di
fissazione o disidratazione che sarebbero necessarie per le analisi con il SEM tradizionale. Il controllo
dinamico dei parametri di pressione, temperatura e umidita e utile per modulare le condizioni
operative sulla base della natura del materiale. Nel’lESEM é stato possibile ricreare le condizioni
necessarie per la parziale liofilizzazione: i campioni Lyo B sono stati posizionati sopra la cella
termostatata raffreddata a -10 °C e sottoposti ad una condizione di basso vuoto (75 mTorr). Il
confronto tra il campione liofilizzato e quello congelato mantenuto a pressione atmosferica ha
mostrato che la struttura dei campioni Lyo B liofilizzati appariva meno densa e ricca di cavita rispetto
alla struttura pil compatta mostrata dalla stessa soluzione esclusivamente congelata (Figura 4.14).
Ad oggi, questo lavoro rappresenta la prima indagine condotta con I'ESEM rivolta allo studio

dell’architettura 3D di soluzioni biologiche parzialmente liofilizzate.

La realizzazione di un’efficace procedura di PFD & stata possibile attraverso I'impiego di uno
strumento di nuova realizzazione, chiamato Darya, che ha permesso di operare con una pressione
di vuoto superiore (80 mTorr = 0,10 mbar) rispetto valori impiegati nel FD convenzionale
(£ 40 mTorr = 0,053 mbar) (Olaciregui and Gil, 2017). Attraverso la combinazione tra la pressione di
vuoto e la temperatura di raffreddamento di -10 °C e stato possibile regolare la cinetica e l'intensita
dell’essicazione ottenendo una rapida velocita di sublimazione. Infatti, il danno generato dalla

formazione dei cristalli di ghiaccio pud essere limitato dalla rapida sublimazione degli stessi.

Il presente lavoro costituisce uno studio preliminare dei meccanismi di base della procedura di
liofilizzazione parziale. Le analisi sono state focalizzate principalmente sulla valutazione degli aspetti
chimici legati alla composizione delle soluzioni di liofilizzazione e di quelli fisici legati alla formazione
del ghiaccio e della frazione non cristallizzata. Il parametro biologico della motilita cellulare
necessita di essere integrato da ulteriori indagini che vadano a valutare I'integrita del genoma e la

capacita fertilizzante del seme ovino congelato.
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Tuttavia, i dati riportati mostrano che le funzionalita motoria delle cellule spermatiche puo essere
conservata attraverso la procedura della liofilizzazione parziale. | risultati ottenuti incoraggiano a
pensare che siano realizzabili ulteriori miglioramenti. La modulazione dei parametri operativi, quali
temperatura e pressione di vuoto, richiede studi aggiuntivi al fine di proporre delle strategie di PFD
sempre piu efficaci. Tuttavia, in considerazione della natura preliminare dello studio e in vista di
ulteriori miglioramenti della tecnica, possiamo affermare che la metodica del partial freeze-drying
potrebbe rappresentare una valida alternativa in grado di consentire la conservazione del materiale
seminale riducendo sensibilmente gli inconvenienti insiti nelle procedure di liofilizzazione

convenzionali.
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6 CONCLUSIONI GENERALI

La crioconservazione € un insieme di tecniche complesso che, nonostante un’estesa mole di studi
sul tema, costituisce un campo d’indagine attivo e in continua evoluzione, al quale si aggiungono
costantemente piccoli ma significativi elementi di sviluppo che alimentano il suo carattere

innovativo.

Le variabili in termini di gestione del processo ed efficienza della metodica presentano una serie
esponenziale di quesiti ai quali si cerca di dare risposta intervenendo sugli aspetti operativi primari
quali, per citarne alcuni, densita cellulare, volume del campione, velocita di variazione termica,
composizione chimica delle soluzioni e dispositivi di crioconservazione. Le possibilita d’intervento e

le combinazioni risultanti sono molteplici.

Sebbene per alcuni tipi cellulari siano stati definiti dei parametri operativi in grado di assicurare una
discreta efficienza della crioconservazione, la condizione ideale, secondo la quale la sopravvivenza
e la funzionalita di qualsiasi cellula possono essere conservate inalterate, appare ancora oggi un

obiettivo irrealizzato.
Questo fatto pud essere spiegato prendendo in esame tre prospettive:

1) dal punto di vista operativo, la difficolta di ottenere una visione d’insieme della crioconservazione
appare una conseguenza dell’'imprescindibile natura dinamica del processo, che rende complesso
individuare ed intervenire su tutti gli elementi coinvolti nel mantenimento del delicato equilibrio di

un sistema criobiologico e sulle loro reciproche relazioni nel tempo;

2) dal punto di vista biologico, la sensibilita specifica insita nella tipologia cellulare richiede che le
condizioni di crioconservazione siano progettate sulla base della natura del campione, implicando
che il successo ottenuto nella definizione di un protocollo termico per un dato tipo cellulare

difficilmente possa presentare la stessa efficienza quando applicato su una cellula differente;

3) dal punto di vista analitico, I'assenza di una standardizzazione nelle metodiche di analisi tese a
valutare [l'efficacia della tecnica ostacola la comprensione dei fenomeni originati dalla

crioconservazione e inoltre rende complesso il confronto inter-laboratorio dei risultati ottenuti.

Il presente lavoro di tesi, tenendo conto della complessita dell’argomento trattato, ha cercato di
prendere in considerazione questi aspetti e di rispondere ad alcune delle problematiche sopra

menzionate tramite I'adozione di criteri operativi ed analitici calibrati sulla base delle caratteristiche
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del tipo cellulare analizzato. La sensibilita cellulo - specifica emersa dai risultati raccolti suggerisce
che il miglioramento delle pratiche di crioconservazione potrebbe beneficiare dell’adozione di un

approccio ancora piu mirato.

Infatti, la tendenza generale delle nuove rotte della ricerca & indirizzata verso una crescente
personalizzazione dei trattamenti, secondo la cosiddetta medicina di precisione. La
crioconservazione, quale metodica propedeutica sia nella ricerca di base sia nella pratica clinica, si
inserisce a pieno titolo nel contesto delle scienze da indirizzare verso I'individualita del soggetto, in

Campo umano cosi come in campo veterinario.

Lo sviluppo di un sistema personalizzato richiedera nei tempi futuri un approccio multidisciplinare
realizzato con I'impiego di metodologie e piattaforme diversificate capaci di integrare tra loro i dati

morfologici, funzionali e molecolari.

A questo proposito, le scienze omiche dei processi biochimici, metabolici, genetici ed epigenetici

rappresenteranno degli alleati decisivi nello sviluppo delle future tecniche di crioconservazione.
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7 APPENDICE

Liquid Marble: un lavoro collaterale

Le attivita di ricerca che hanno costituito il corpo della tesi di dottorato sono state affiancate a

margine da alcune sperimentazioni collaterali.

Tra queste, lo studio di microbioreattori definiti “liquid marble” rappresenta un campo di indagine

innovativo e versatile.

Tali costrutti sono costituiti da un guscio esterno di particelle colloidali idrofobiche contenente
all'interno una goccia di liquido. Essi rappresentano un valido metodo colturale, alternativo alle
tradizionali tecniche di coltura in vitro. Le proprieta porose e non adesive dell’involucro particolato
permettono il libero scambio gassoso attraverso il guscio e I'isolamento del contenuto liquido dalle
superfici esterne. In presenza di un ridotto volume di soluzione, la conformazione del costrutto

appare sferica, compatta e stabile in conseguenza della bassa energia superficiale.

Il microambiente riprodotto nel liquid marble crea un contesto colturale che favorisce la
comunicazione paracrina tra le cellule e supera i limiti spaziali imposti dalle tradizionali colture
bidimensionali, promuovendo I'aggregazione cellulare e la costruzione della fisiologica architettura

tridimensionale dell’organismo.

Lo studio realizzato, di cui si riporta la relativa pubblicazione scientifica, si inserisce nel contesto
delle indagini sulla biologia della riproduzione che caratterizzano il laboratorio presso il quale & stata
condotta l'intera attivita sperimentale ed apporta un interessante elemento di novita rispetto alle

tradizionali metodiche di maturazione dell’oocita.

Tuttavia, le applicazioni della tecnica dei bioreattori di liquid marble si estendono oltre il settore
riproduttivo e toccano diversi ambiti biomedici. Infatti, questa piattaforma apre promettenti campi
di sviluppo nel contesto degli studi sulle cellule staminali. La formazione di sferoidi, favorita dalla
corretta aggregazione spaziale, costituisce una componente decisiva nel promuovere il naturale
fenotipo morfo-funzionale delle staminali e permette di esplorarne le relative capacita

differenziative. Questa linea di ricerca & al momento in fase di sviluppo.
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Abstract

Purpose The aim of this work was to develop a microbioreactor
using liquid marble (LM) as a novel system for oocyte in vitro
maturation (IVM) in small volumes.

Methods Cumulus-oocyte complexes (COCs) obtained from
slaughterhouse sheep ovaries were in vitro matured in a LM
system prepared by placing a drop (30 pl containing 10
COCs) suspended in TCM 199 supplemented with 10 %
(v/v) oestrus sheep serum (OSS) and 0.1 IU FSH and LH onto
a polytetrafluoroethylene (PTFE) particle bed (LM group). As
a control group (CTRL group), COCs were in vitro matured in
standard volume and conditions (600 pl of IVM medium in a
four-well dish). After 24-h culture at 38.5 °C in 5 % CO; in
air, COCs were released from LM and the following parame-
ters were evaluated: (a) percentage of MII oocytes, (b) oocyte
developmental competence following in vitro fertilization
(IVF) or parthenogenetic activation (PA) and embryo culture
for 8 days in synthetic oviductal fluid (SOF) medium at
38.5°C in 5% O, 5% CO4, and 90 % N,.

Capsule The results indicate that liquid marble microbioreactors provide
a microenvironment capable of supporting mammalian oocyte in vitro
maturation conducive to blastocyst development.
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Results The results indicated similar percentage of MII oo-
cytes in LM and CTRL groups (88.0 vs. 92.0 %). No differ-
ences were observed in blastocyst rate after IVF (LM 47.5 %
vs. CTRL 50.2 %, P=0.637) or PA (LM 44.4 % vs. CTRL
48.3 %, P=0.420).

Conclusions The results indicate that LM microbioreactor is a
viable technique that provides a suitable microenvironment to
induce oocyte in vitro maturation.

Keywords Liquid marble - Bioreactor - Oocyte - In vitro
maturation - Embryo development

Introduction

In vitro oocyte maturation is a well-established technique largely
applied to in vitro embryo production in the livestock field [1].
However, in most mammalian species, even if high rates of
in vitro meiotic maturation of cumulus-oocyte complexes
(COCs) are obtained (range 60 to 90 %) [2], the developmental
competence of the in vitro matured oocyte is still suboptimal as
indicated by the relative low development up to blastocyst stage
and the poor viability to term after transfer into recipient animals.

Several attempts have been made to increase the developmen-
tal competence of embryos derived from in vitro matured oo-
cytes; these include the formulation of specific maturation media
[3], length of in vitro culture [4, 5], addition of growth factors and
molecules during in vitro culture [6, 7], and the support action
exerted by the addition of different somatic cells in the co-culture
systems [8].

Liquid marbles (LM) are a form of 3D bioreactor that have
been previously shown to support the growth of living microor-
ganisms [9], tumor spheroids [10], fibroblasts [11], red blood
cells [12], and embryonic stem cells [13]. LM, first described
by Aussillous and Quere [14], consists of a drop of liquid
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encapsulated by hydrophobic powder particles. The particles ad-
here to the surface of the liquid drop, isolating the liquid core
from the supporting surface, while allowing gas exchange be-
tween the interior liquid and the surrounding environment. The
coating material acts as a confined space which is non-adhesive
and allows the cells to freely interact with each other.

This new technical procedure could provide a novel 3D
in vitro culture system that (1) allows oocyte in vitro maturation
in a reduced medium volume, (2) maintains the gaseous in vitro
culture environment, and (3) avoids the exchange with other
solid and liquid surfaces that could interfere with the physiolog-
ical processes.

The aim of this work was to develop a microbioreactor using
LM for the in vitro maturation of sheep oocytes. The feasibility
of the system was tested by evaluation of oocyte in vitro meiotic
competence and embryo development up to blastocyst stage fol-
lowing in vitro fertilization or parthenogenetic activation.

Materials and methods

All chemicals in this study were purchased from Sigma-
Aldrich S.rl. (Milan, Italy) unless stated otherwise.

Source of oocytes and in vitro maturation

Ovaries of adult Sarda sheep (406 years old) were collected from
a local slaughterhouse in PBS solution (Dulbecco’s phosphate-
buffered saline) containing penicillin (100 pg ml™) and strepto-
mycin (100 ug ml™") at 37 °C. Cumulus-oocytes complexes
(COCs) were recovered by slashing in sterile Petri dishes con-
taining dissection medium (20 mM Hepes-buffered TCM 199
supplemented with 0.1 % (w/) polyvinyl alcohol (PVA) and
antibiotics. COCs with a uniform cytoplasm and several layers
of unexpanded cumulus cells [15] were selected and randomly
divided between two different in vitro maturation systems as
outlined below.

A-control group (CTRL) Groups of 30~35 COCs were ma-
tured in 600 pl of TCM 199 supplemented with 10 % (v/v)
oestrus sheep serum (OSS), 0.1 TU ml™" FSH and 0.1 IU ml"
LH (Pergonal, Serono Italy), 8 mg/ml of pyruvate and 100 mM
cysteamine (in vitro maturation (IVM) medium). COCs were
cultured in four-well Petri dishes (Nunclon; Nalge Nunc

International, Roskilde, Denmark) covered with 300 pl pre-
equilibrated mineral oil for 24 h under 5 % CO, in air at 38.5 °C.

B-liquid marble group (LM) LM microbioreactor was creat-
ed inside a Petri dish by preparing a polytetrafluoroethylene
(PTFE) powder bed with particle size of 1 pm; a spatula was
used to gently make a curved gully at the centre of the powder
bed (Fig. la). A micropipette was used to dispense the required
volume (30 pl) of IVM medium, containing a predetermined
number of COCs (10 COCs for each drop) on the PTFE powder
bed (Fig. Ib). The Petri dish was then gently shaken in a circular
motion to ensure that the powder particles completely covered
the surface of the liquid drop. LM drops were incubated in 35-
mm Petri dishes for 24 h at 38.5 °C in 5 % CO; in air (All
procedures are shown in the supplement video). To increase
humidity and avoid dehydration, the Petri dish was placed in
a larger Petri dish containing sterile water and both Petri dishes
were capped (Fig. 1¢). All experiments were performed in three
replicates.

In vitro fertilization and parthenogenetic activation

After 24 h, in vitro matured oocytes from the CTRL and LM
systems were divided into two groups (within treatment) and
either in vitro fertilized (IVF) or parthenogenetically activated
(PA). COCs from the LM drops were released by the addition
of IVM culture volume (200 pl) over the LM drops. In vitro
fertilization (IVF) was performed as previously described by
Bebbere et al. [15], in synthetic oviductal fluid (SOF, [16])+
2% 0SS+1 pg ml™" heparin+ 1 pg ml™" hypotaurine for 22 h
at 38.5 °C and under a 5 % CO», 5 % O, and 90 % N> atmo-
sphere in four-well Petri dishes with frozen/thawed spermatozoa
selected by swim-up technique (1 x 10° spermatozoa/ml ).
Parthenogenetic activation (PA) was performed by incubation
of COCs with 5 uM ionomycin for 5 min, followed by 3-h
culture in 2 mM of 6-dimethyl amino purine (6-DMAP) [17]
(Fig. 2).

In vitro embryo development

IVF and PA presumptive zygotes were cultured (within treat-
ment) for 8 days in SOF +essential and non-essential amino
acids at oviductal concentration [18] +0.4 % bovine serum albu-
min (BSA) under mineral oil, in four-well Petri dishes in

Table 1 In vitro maturation and

106

developmental competence of Culture No. of No. of M TI No. of cleaved embryos No. of blastocyst (8 days

sheep oocytes cultured in liquid system oocytes oocytes (40-48 h post IVF) post IVE/PA)

marble (LM) microbioreactor and (%)

control (CTRL) systems IVF (%) PA (%) IVF (%) PA (%)
CTRL 200 184 (92.0) 76/102 (74.5) 61/82 (74.4) 45/76 (59.2) 29/61 (47.5)
LM 141 124 (88.0) 60/84 (71.4) 27/40 (67.5) 32/60 (53.3) 12/27 (44.4)
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Fig. 1 Preparation of liquid marble containing COCs. a A hydrophobic
PTFE powder bed is prepared in a 35-mm Petri dish. b 30 ul of IVM
medium, containing 10 COCs, is dispensed over the hydrophobic PTFE
powder bed. To fully coat the IVM drop by the PTFE powder, the IVM

maximum humidified atmosphere with 5 % CO,, 5 % O, and
90 % N, at 38.5 ° C. Cleavage rates were recorded 40-48 h after
the start of fertilization or parthenogenetic activation. Blastocyst
development was recorded on day 8 (day 0=day of IVF or PA).

Statistical analysis

In vitro maturation and embryonic development rates were
analyzed by chi-square test at each time point. The differences
were considered significant when P<0.05.

Results

After 24 of IVM culture, COCs derived from both the LM and
CTRL groups showed similar expansion of cumulus cells
(personal communication). The percentage of COCs that
reached MII did not differ between LM and CTRL groups
(88.0 vs. 92.0 %, P=0.212, respectively), and no statistical
differences were observed in the blastocyst rate after IVF (LM
47.5 % vs. CTRL 50.2 %, P=0.637) or PA (LM 44.4 % vs.
CTRL 48.3 %, P=0.426), Table 1.

PTFE

Fig.2 Schematic steps leading to
(polytetrafluoroethylene)

in vitro maturation in liquid

marble (LM) microbioreactor and COoCs
control (CTRL) group and (ovine cumulus-
subsequent in vitro fertilization or oocyte
parthenogenetic activation and Somplexss)
embryo culture

After24 h
O’-\ dissolution
L

Group of oocytes

IVF  parthenogenetic

activation

3o TCM199

drop is gently rolled over the PTFE powder. ¢ The resulting LM drop is
placed in a 35-mm Petri dish placed within a bigger Petri dish containing
sterile water to prevent evaporation

Discussion

In this work, we present, for the first time, a reliable method
for a microbioreactor of liquid marble (LM) for in vitro mat-
uration of sheep oocytes. Our data demonstrate that the LM
system does not affect oocyte in vitro maturation and devel-
opmental competence after IVF or PA. Reports indicate a
number of different systems have been employed to in vitro
mature oocytes and culture embryos in small volumes of me-
dia. The mini drops covered by oil (ranging between 6 and
50 pl, [19]), the hanging drops system [20], the
micromultiwell (MW) plates [21], and the Well of the Well
(WOW) system [22] are the most experimented systems used
for the COCs and embryo culture in a small volume. These
systems offer some advantages, but also have limitations.

The two main reasons to culture COCs and embryos in
small medium volumes are (1) to benefit from the autocrine
and paracrine secretion that may be produced by the somatic
cells, the oocyte, or other supporting cells and (2) to monitor
individual COCs or embryo development, thereby providing a
new perspective on nutrient uptake and utilization.

However, culturing COCs or embryos in a small volume of
medium can present technical problems. Uncovered culture
medium droplets are impractical because of (1) the rapid rise

14 LM drops
385°C
+10% estrus sheep serum | 5% C02
+0,1 Ul FSH/LH (2“2‘_‘_) c‘ICﬂﬂfQﬁ?f
@- standard volume

Evaluation of:
m=p - grade of cumulus cell expansion ¢

- % of Mll cocyte
\ Group of oocytes

- Embryo cultured (6-8 days, |

SOF medium 38.5°C, 5% O, 5% N\ )
= CO,, 90% N,) IVF par.ther.\ogenenc

- Cleavage rate \ activation

- Blastocyst rate %
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in salt and substrate concentration resulting from evaporation
and (2) the increased sensitivity to temperature changes. The
commonly used oil overlay may minimize these problems, but
the high surface/volume ratio of oil to medium may result in
high diffusion of lipid solvable materials necessary for oocyte
and or embryo development [23]. In this regard, it has been
reported that progesterone and estrogens diffuse into the min-
eral oil during oocyte culture [24]. A delay of nuclear matu-
ration and reduction in developmental competence of pig oo-
cytes has also been found after mineral oil overlay of in vitro
maturation media [25].

To avoid the use of oil overlay, an alternative system for
vitro maturation of COCs in a small volume is the hanging
drop culture system. The hanging drop monoculture has been
used for screening substances that affect oocyte culture, for
example testing the addition of antioxidants during in vitro
culture of porcine oocytes [20], or to measure the consump-
tion of energy substrates in vitro culture of mouse and canine
oocytes [26, 27]. The main limitations of the hanging drop
system are the following: (1) it is not suitable for microscopic
tracking and (2) it is not practical for media exchange or for
the addition of specific molecules. Moreover, in both systems
(mini drops cover by oil and hanging drops), the droplet vol-
ume should not be less than 10 pl. In less than 10 pl medium
droplets, development is lower than that observed in droplets
with a larger volume size [21]. This decrease in development
may be attributed to the accumulation of toxic substances in
the fluid volume surrounding the COCs.

Micromultiwell plates (MW) have also been used for
in vitro oocyte maturation or embryo culture without oil over-
lay, but the few studies performed with commercial available
tools have not significantly improved the developmental rates.
The results of IVM system of individual bovine oocytes using
the MW showed that the acquisition of developmental com-
petence was higher compared with oocyte matured in small
drops cover by mineral oil but the same when compared with
the conventional group IVM culture [21].

“The Well-of-the-Well (WOW) culture system” cultures
embryos in microwells formed on the bottom of a four-well
culture dish [22]. Compared with culturing in drops, the
WOW system resulted in significant improvements in devel-
opmental competence for in vitro matured and parthenogenet-
ically activated porcine oocytes and for in vivo derived mouse
zygotes [28]. In human studies, using a sibling cocyte design,
embryos cultured in WOW developed to blastocyst stage in a
significantly higher proportion than embryos cultured in a
conventional system [28]. However, although the WOW sys-
tem appears superior to the drop overlay by oil and to the
hanging drop systems, it does not allow for the precise mea-
surement of cellular needs or the addition of specific mole-
cules. This is because the content of the well is openly con-
nected with the large amount of medium above. On the other
hand, the contact of the COC or embryo with a larger volume
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of medium could overcome the accumulation of excessive
toxic substances.

In this study, we are proposing an alternative system for
in vitro culture of COCs in small volume. The LM
microbioreactor system offers several advantages:

—  Liquid marble is a realistic scaffold-free 3D bioreactor pro-

viding a maximum potential contact for aggregation of cells
and could better simulate the follicular environment during
meiotic maturation. The material coating LM is non-
adhesive and acts as a confined space that allows suspended
cells to freely interact with each other and self-assemble.
Studies based on the use of liquid marbles for the multicel-
lular growth have shown their ability to keep cells in sus-
pension avoiding the problem of cell adhesion to the base of
a cell culture dish. Increase in the efficiency of cell culture
has been reported culturing tumor cells, fibroblasts, and
embryonic stem cells in LM microbioreactor [10-13].

—  The culture of LM offers the possibility to easily perform

uptake of medium to be analyzed with the scope of eval-
uating COC requirements and performing medium
changes in programmed time. It is evident that the iden-
tification of metabolites during assisted reproductive
technology (ART) procedures could have relevant clini-
cal implications. In fact, the discovery and measurement
of biomarkers in ART could define gametes’ quality and
embryo viability, thus helping embryologists to achieve
selection criteria alternative, or complementary, to the
standard morphological assessments. Moreover,
metabolomic profiling of culture media could be used to
evaluate the health of the oocyte during in vitro matura-
tion (IVM) and could facilitate selection of oocytes to be
frozen in cryopreservation programs [29]. The LM sys-
tem for [IVM excludes the need to overlay small media
volumes with mineral oil and hence could be a good
system to perform precise measurements of different met-
abolic fingerprints in the spent medium and may also
provide predictive information on subsequent embryo de-
velopment. However, larger prospective studies are in-
deed required to further validate these methodologies in
order to fully optimize their value as predictors of gamete
and/or embryo quality.

—  The size of LM droplets is variable and can be adjusted
according to the number of COCs. This maintains the ad-
vantage of culturing COCs in groups but can facilitate the
incubation of single COC by reducing the drops size.
However, as development is compromised in droplets with
less than 10 pl medium [21, 30], we recommend 30 l for
in vitro oocyte maturation in LM microbioreactors. This
size could be sufficient to dilute the possible accumulation
of toxic substances such as ammonia [31, 32] or oxygen-
derived free radicals [33], which may be harmful for oo-
cyte maturation and lead to reduced developmental rates.
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—  The easy access to the LM microbioreactor facilitates the
addition of novel candidate drugs. By using small volumes,
the protocol is “cost saving™ because it limits the amount of
reagents, such as growth factors or test compounds, needed
for the assays. The dimensions of LM microbioreactors are
modular according to the needs of cells and thus are also
likely to culture separately cumulus cells and oocyte to mon-
itor, in a fine-tuning manner, levels of nutrient and/or drugs.

— In addition, the LM microbioreactor system could be
adapted for use in culturing embryos in groups or individu-
ally, thereby offering the same potential benefits to evaluate
embryos as outlined for COCs above. The small dimensions
of LM are also suitable for the development of other ART
techniques when a reduced volume is required as in vitro
follicular growth and oocyte/embryo vitrification.

Conclusions

This technique could be used in a variety of applications in-
cluding evaluating individual COC requirements, The poten-
tial application areas of LM microbioreactor system are not
restricted to in vitro maturation. The system can offer advan-
tages also for certain forms of oocyte fertilization and individ-
ual embryo culture. In addition, it reduces reagent consump-
tion and decreases the potential for contamination, as a result
of the indirect contact between the liquid core and the
supporting surface.

Further application fields in the areas of reproductive biol-
ogy are also conceivable.
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