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La SDS e una malattia ereditaria caratterizzatasl#ficienza del pancreas esocrino e da alterazion
ematologiche legate a disfunzioni midollari. La SBSnoltre associata a neutropenia costante o
intermittente e, meno frequentemente, a piastriniaped anemia; piu raramente sono presenti anche
mielodisplasia e leucemia. A queste anomalie ss@us accostare, con frequenza variabile, una
bassa statura, alterazioni scheletriche ed infezicorrenti. E’ stato dimostrato che il midolloseo

dei pazienti SDS non e in grado di supportare etemane il processo di ematopoiesi. Nei pazienti
SDS la neutropenia ed i difetti funzionali dei mefiti giocano un ruolo cruciale nelle complicanze
dovute alle gravi infezioni ricorrenti, rappresemia una delle cause principali di morte nei prii 1
mesi di vita. Inoltre, in modelli murini &€ statonubstrato come alterazioni a livello delle cellule
mesenchimali stromali (MSCs) midollari che preseatBalterazione del gene SBDS implicato nella
SDS, possano indurre trasformazione maligna aldiveélle cellule ematopoietiche. Al fine di
comprendere i potenziali meccanismi alla base dstjdenomeni patogenetici, stiamo studiaimlo
vivo, mediante un approccio sengaffold, il ruolo delle SDS-MSCs nellinsufficienza midate e
nella predisposizione all'insorgenza di tumori eohagici. La comprensione dei meccanismi
molecolari alla base della nicchia ematopoietica pssere particolarmente utile nell’identificazione
di potenziali bersagli terapeutici per prevenirdrattare I'evoluzione della leucemia nei pazienti
SDS.

Validazione de risultati in vivo ed analis molecolar e degli organoidi a 4 settimane

Dopo aver isolato e caratterizzato nuove colturecallule mesenchimali stromali derivanti da
midollo osseo di pazienti SDS (n=9; totale pazientR9) e di donatori sani (HD) (n=3; totale
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donatori n=13), abbiamo effettuato il differenziartte condrogenico come precedentemente
riportato. Dopo aver confermato il successo defetkhziamento condrogenico in entrambe le
tipologie di colture Fig. 1A & B), abbiamo proceduto all'impianto dei pellet cagihei in modo
tale da riprodurre il modello di nicchia ematopmatsecondo il protocollo di Serafini et al. [Sanaf

et al., 2014]. A conferma dei dati preliminari @eicorso anno, solo i pellet cartilaginei ottermiai
donatori sani sono stati in grado di generareivo un ossicolo funzionale contenente trabecole
ossee, vasi sinusoidali, tessuto adiposo ed abhtma@mmponente midollaréFig. 2A & B). In
particolare, dei 150 pellet SDS impiantati, solo (24%) sono stati raccolti a fine procedura e
nessuno di essi e stato in grado di formamgvo un ossicolo funzionale.
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Figura 1. Differenziamento condrogenién vitro delle MSCs. (A) Percentuale di successo; (B) esedip
colorazione ematossilina-eosina dei pellet cagfiitlai [Bardelli et al., 2018].

Per indagare ulteriormente i meccanismi alla baskintapacita dei pellet derivati dalle cellule
mesenchimali dei pazienti SDS di formare ossiaolvivo, abbiamo deciso quindi di seguire nel
tempo {ime point di 2, 4 e 8 settimane) il trapianto di un ossiddId e di tre ossicoli SDS (UNP19,
UPN7 e UPN13). Dopo 2 settimane dal trapianto,ogbicoli SDS raccolti non hanno mostrato
differenze rilevanti rispetto a quelli HD, ovveno @ntrambi i casi I'analisi istologica degli osdico
ha permesso di evidenziare la presenza di mataitdaginea endocondral&ig. 3). A 4 settimane,
invece, abbiamo assistito al riassorbimento dedigtilagine nel campione HD, con un’iniziale
deposizione di matrice osteogenica, mentre neglicos SDS questo processo € risultato meno
evidente o addirittura assente. Non a caso, dopet@@mane abbiamo ottenuto con successo la
formazione di una nicchia midollare solo negli osBiderivati dalle cellule HD. Per quanto riguarda
I pazienti SDS, invece, o non siamo stati in gradaaccogliere nessun ossicolo alla fine della
procedura (UPN7), oppure gli ossicoli raccolti norostravano alcuna vascolarizzazione e/o
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formazione di nicchia midollare (UPN19 e UPN13)oltre, in accordo con i dati riportati in
precedenzaHig. 2), I'analisi istologica ha evidenziato la presemzasolo tessuto condrogenico e
poco tessuto osteogenico. Per caratterizzare allionggesto fenomeno, abbiamo analizzato
I'espressione genica di alcuni geni implicati nebgesso di generazione degli ossicoli, tra i quali
legati ai fenomeni di ipossia (i.e. HI&Jl angiogenesi (i.e. ANG-1), invasione (i.e. MMP-&J
inflammazione (i.e. IL-B). | pellet cartilaginei dopo 4 settimane dall'irapto sono stati quindi
sottoposti all'analisi dellmRNA mediante Real-TinfRCR. Sorprendentemente, non abbiamo
trovato alcuna differenza di espressione nei getagati tra SDS e HD (dati non mostrati).
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Figura 2. | pellet catillaginei derivanti dalle cellule neshimali di pazienti SDS non sono in grado di
ricrearein vivo un ossicolo funzionale. (A) Percentuale di suaze@d®) Analisi istologica dei pellet SDS
raccolti dopo 8 settimane. Le immagini mostran@asa di vascolarizzazione e strutture del midotieen.
Inoltre, il processo di differenziazione sembraeessnterrotto a livello mesengetico (2) o condroge (3 e
4) e talvolta sono presenti elementi inflammat)id capsula fibrotica (4) [Bardelli et al., 2018].

Analis in vitro mediante Matrigel Assay

Data I'assenza di vascolarizzazione che carat@ighzossicoli derivanti dai pazienti SDS, abbiamo
verificato l'attivita angiogenica delle MSCs mediril saggioin vitro dell’angiogenesi Matrigel
Assay. Questo saggio € uno dei modelli sperimepialusati per studiare la formazione di una rete
di capillariin vitro [Schnaper H.W. et al. 1993], in quanto costituisoa matrice biologicamente
attiva in grado di mimare la membrana basale dslkile di mammifero. Le cellule si depositano
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sul substrato gelatinoso e, dopo essere state topponente stimolate con i fattori da testare,
vengono osservate al microscopio con lo scopo diizzare se si organizzano spontaneamente in
una rete di vasi del tutto simile alle reti di digsi dei tessutin vivo. Quarantamila (40000) MSCs
(SDS n=6, HD n=6) al passaggio 5 e risospese insproifico terreno di coltura arricchito di fattori
angiogenici (VCBM) sono state quindi seminate iasprie da 24 pozzetti precedentemente trattati
con il Matrigel. Le cellule sono state successivaimencubate a 37°C e la formazione dei tubuli €
stata osservata al microscopio nelle seguenti 3 lageimmagini acquisite sono state analizzate
mediante software “IMAGEJ, Angiogenesis Analyze©gni esperimento € stato condotto in
triplicato, tenendo come riferimento la semina @éellME nel loro normale terreno di coltura
(VCBM). Alla fine del periodo di osservazione, lellale mesenchimali sono state isolate dal
Matrigel mediante trattamento enzimatico (Dispasiottoposte ad analisi di espressione genica
(Fig. 3).

Come mostrato iffrig. 4A, la capacita di formare tubuli da parte delle M®@svanti dai pazienti
SDS risulta alterata rispetto a quella mostratéedadllule MSCs-HD. In particolare, I'analisi delle
immagini effettuata tramite software “IMAGEJ, Angenesis Analyzer” ha permesso di evidenziare
una generale riduzione della quantificazione dii tupparametri indagati, tra i quali numero di
giunzioni, segmenti, maglie e nodi (dati non mdstra

Evaluation of.
Junctions RNA
iz [ Segments
ey LE | Branching intervals
1 \?‘n.'.-' seeding and tube 2. Acquisition of 3 Oualnr.‘:a.‘.'v@ image m:;g:s Proteomics
formation microscopy images analysis

Figura 3. Schema sperimentale relativo al Matrigel Assay.

Dall’analisi molecolare, effettuata a partire daMSCs isolate dal Matrigel Assay risospese in
terreno angiogenico VCBM, é emersa una diminuzgia@sticamente significativa nell’espressione

del fattore angiogenico VEGFA da parte delle celloiesenchimali SDS rispetto alle MSCs-HD
(Fig. 4B).
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Figura 4. Matrigel Assay effettuato su MSCs risospese iBWIC (A, -

di espressione genica [Bardelli et al., 2018].
Al fine di comprendere al meglio il meccanismo @elgiogenesin vitro aberrante osservato nelle
MSCs-SDS, il saggio angiogenico € stato esegutspiendendo le cellule MSCs sia in un terreno
normalmente utilizzato per la coltura delle ste@smdizione basale; DMEM+2% FBS) si@llo
specifico terreno di coltura precedentemente atiia (VCBM). In particolare, il Matrigel Assay &
stato ripetuto analizzando altre colture cellulsi$Cs-SDS (n=4) e HD (n=2) e, al termine del

periodo di osservazione di 3 ore, le cellule MSGBosstate isolate e sottoposte ad indagine di
espressione genica.
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HDDMEM+2 FES% SDS DMEM+2 FBS%

HDVCEM SDSVCEM

Figura 5. Immagini rappresentative del Matrigel Assay effato su MSCs risospese in DMEM+2% FBS e
VCBM.

Come mostrato irfrig. 5, la capacita di formare tubuli da parte delle MS@swvénti dai pazienti
SDS anche nella condizione basale é risultataagdteispetto a quella mostrata dalle cellule MSCs-
HD. Purtroppo, l'analisi delle immagini effettuataamite software “IMAGEJ, Angiogenesis
Analyzer” ha permesso di evidenziare una riduzistagisticamente significativa solo nel parametro
delle maglie, indice della complessita della stmatttubulare Kig. 6). L'analisi della condizione in
VCBM, invece, ha confermato i risultati precedendete riportati (dati non mostrati).
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Figura 6. Quantificazione dei parametri del Matrigel Asséfettuato su MSCs risospese in DMEM+2%
FBS.

L'analisi di espressione genica ha permesso di eewidre una generale up-regolazione
nell'espressione di VEGFA sia nella condizione basde VCBM. In particolare, siamo stati in
grado di confermare la diminuzione di espressiomegientemente identificata nelle MSCs-SDS
anche nella condizione basale quando confrontBé&s@essione specifica ottenuta dalle MSCs-HD
(DMEM+2% FBS:fold change SDS = 3.02, HD = 4.15; VCBMuold change SDS = 1.70, HD =
2.86) Fig. 7).
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Figura 7. Analisi dell’espressione genica di VEGFA.

Abbiamo esteso l'indagine molecolare allo studidi’ekpressione delle angiopoietine, poiché la
funzione biologica di angiopoietina-2 (ANG-2) eettamente legata alla biodisponibilita di VEGFA
[Lobov et al., 2002; Hao et al.,, 2011]. Come mdsetia Fig. 8, I'espressione di ANG-2 & up-
regolata sia nella condizione basale che VCBM.drtigolare, questa up-regolazione di ANG-2 da
parte delle MSCs-SDS risulta maggiore nella condigibasale quando confrontata all’'espressione
ottenuta dalle MSCs-HIdld change SDS = 2.61, HD = 2.12). Purtroppo, nella condiegiMCBM

il dato invece non risulta statisticamente sigaifico fold change SDS = 2.19, HD = 2.09). La up-
regolazione di ANG-2 e confermata anche dall’ analell'espressione di angiopoietina-1 (ANG-1)
e del rispettivaatio ANG-2/ANG-1, a favore di ANG-2 (dati non mostrafall’analisi molecolare
dell’'espressione di TIE-2, il recettore tirosin mdwico specifico sia per ANG-2 che ANG-1, e
emersa una diminuzione nell’espressione di questettore da parte delle MSCs-SDS nella
condizione VCBM quando confrontata all’espressiaritenuta dalle MSCs-HD (VCBMfold
change SDS = 0.86, HD = 1.34F(g. 9).
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Figura 8. Analisi dell’espressione genica di Angiopoietiha-

HD: TIE2 EXPRESSION HD: TIE2 EXPRE $SION
4,0 4,0
E 20 E 2,0
' E ‘ 1.34
0,0 0,0
HD 2% 0/M HD DMEM HD2% Q/N HD VCBM
SDS: TIE2 SDS: TIE2
20 EXPRESSION 20 EXPRESSION
2 Q 4 0.86
| |
0.0 00
SDS2% OM SDSDMEM SDS 2% OM SDSVCBEM
Figura 9. Analisi dell'espressione genica di TIE-2.
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Piano sperimentale per il prossimo anno

Al fine di comprendere le nostre osservazioni:
- Verra aumentato il numero di pazienti analizzati.
- Verranno analizzati le alterazioni cellulari e leemlari delle MSC indotte a cellule endoteliali in

modo da comprendere il difetto alla base della elasizzazione osservato nel modeiiovivo di
nicchia ematopoietica

//._) ™ \ J
Monza, 30/1/2019 g/mm/w Al G
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