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1. INTRODUZIONE

1.1 NECESSITA DI VASI SANGUIGNI DI PICCOLO CALIBRO

Secondo un recente studio statistico delierican Health Associatipne sole malattie
cardiovascolari sono responsabili del 34% delletiaagli Stati Uniti d’America. Un’altra
stima riferisce che 1 nuovo nato su 100 é affekho malattie congenite dell’apparato
cardiovascolare, pari a 36 mila bambini all’'anna.dura di tali patologie necessita di sostituti
vascolari, che possono essere sintetici 0 biologici

A seconda delle esigenze, cambiano i materialzaéti in campo clinico, come evidenziato

dallo schema riportato nella Figura 1.
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Figura 1: Uso clinico dei sostituti vascolafi]

Il trattamento di malattie cardiovascolari con gastautologhi rimane una valida opzione; a
tal fine si impiegano la vena safena, I'arteria maaria interna o I'arteria radiale. Tuttavia il
loro uso puo essere limitato da malattie concortijtaamputazioni o da zone a scarsa qualita
tessutale. Inoltre possono insorgere complicazi@nivanti da interventi chirurgici multipli.
Per questi motivi € sempre piu opportuno e a vadeessario utilizzare sostituti artificiali.

In particolare il successo dei sostituti vascothrdiametro maggiore di 6 mm in materiali

quali Dacron™ (PET) o Teflon™ (PTFE) e ormai assodAl contrario, la maggioranza dei

 Autograftsono sostituti autologhallograft sono sostituti provenienti da altri essere umadi ¢s. da un cordone ombelicalegnograftsono sostituti provenienti da specie animali,
biosynthetic grafb biograft sono sostituti trattati con cellule endotelialiesi biomimetici (con proteine/peptidjpmposite grafsono qui intesi come misti biologici-naturali irstati tra

loro, vein interpositiore l'utilizzo di vene per collegare due vaBEBVsono vasi bioriassorbibili pre-trattati con cedle@indoteliali



condotti vascolari di diametro piu piccolo falliseetro 5 anni, in conseguenza dell’aumento
del numero di cellule che costituiscono la pareterna del vaso (iperplasia dell'intima) o
della formazione di placche sulla sua superficierima (degenerazioni arteriosclerotiche), con
conseguente restringimento (stenosi), indurimesittefosi) ed occlusione del vaso stesso.
L'utilizzo di vasi sanguigni realizzati con questateriali € percio limitato ai casi in cui vi
siano flussi elevati e a condizioni di bassa resizd. Le caratteristiche da migliorare per un
impiego piu ampio comprendono:

» scarsa elasticita e cedevolezza al flusso emat@uofglianza);

» trombogenicita delle superfici;

» impossibilita ad accogliere la crescita di nuovidute
Da quanto detto, e quindi evidente I'importanzanditere a punto sostituti appropriati di vasi
di piccolo calibro [1,2, 4].

1.2 VASI SANGUIGNI NATURALI

1.2.1 Angiogenesi

In natura esistono tre diversi processi coinvatlanformazione del letto vascolare:
1. vasculogenesi (formazione di vasi a partire dautelstaminali durante lo sviluppo
embrionale);
2. angiogenesi (ramificazione e crescita di capilpae-esistenti);
3. arteriogenesi (maturazione dei vasi con fattorictBscita specifici per il tipo di
endotelio vascolare) [5].
In particolare, nel caso dell’angiogenesi, gli gtinpit comuni sono la carenza di ossigeno
(ipossia), la riduzione dell'apporto di sangue lfmmia), fattori meccanici e processi
inflammatori. In risposta a tali segnali le celleledoteliali, che rivestono un ruolo chiave nel
fenomeno angiogenico, rispondono degradando la marabbasale con opportuni enzimi
(proteasi) e migrando verso la sorgente dello doydove proliferano. Li si differenziano e
maturano, richiamando anche cellule muscolari lescellule periendoteliali, fino a formare |

nuovi capillari.



In un soggetto adulto, la vascolarizzazione € ggmamte in fase quiescente, e il ricambio
delle cellule dei vasi sanguinei richiede anni.eTalocesso e invece vitale nellembriogenesi,
nella crescita e nella rigenerazione tessutalardara guarigione di una ferita.

Negli animali le cellule endoteliali danno origie nuovi capillari qualora se ne crei la
necessita. Si pensa che, quando le cellule neittesmo private di ossigeno, rilascino fattori
angiogenici che inducono la crescita di nuovi dapil Probabilmente per questo motivo,
quasi tutte le cellule dei vertebrati sono situateon piu di 5Qum da un capillare. In modo
analogo, dopo una ferita, & stimolata un'esplosthreescita di capillari nelle vicinanze del
tessuto danneggiato. Anche agenti locali irritamtinfezioni causano la proliferazione di
nuovi capillari, la maggior parte dei quali regamino e scompaiono quando l'inflammazione
scompare.

L’angiogenesi € anche coinvolta nella crescita taieo Lo sviluppo di una massa tumorale e
legato all’approvvigionamento di ossigemautrienti per cui un tumore che non sia irrorato
da vasi sanguinei, non puo svilupparsi se non pehipmm, perché deve dipendere dalle
cellule attigue per la sopravvivenza. La formazidn@&uovi vasi sanguinei € un importante
processo per la progressione del tumore: favolsdeansizione da iperplasia a neoplasia,
cioé il passaggio da uno stato di moltiplicaziomdlutare ad uno stato di proliferazione

incontrollata caratteristico delle cellule neoplas [6].

1.2.2 Tipi di vasi sanguigni

| vasi sanguigni si distinguono generalmente tterg, vene e capillari (Figura 2).

Le arterie hanno pareti spesse e sono capaci dr@ppesistenza alle alte pressioni del
sangue. Hanno una relativamente bassa compliahz&i®nano come serbatoi di pressione.
Le arteriole sono delle arterie piu piccole (<\80): hanno un’elevata quantita di muscolatura
liscia per regolare il flusso attraverso il lettapdlare. Sono importanti nel controllo della
pressione arteriosa media e nella distribuzionka dgttata cardiaca ai vari tessuti.

In particolare, la parete delle arterie e costatdia tre strati concentrici:

1. La tonaca interna o intima: € lo strato piu intepumgiante su una esile lamina di
tessuto connettivo ricco di fibre elastiche chespaos® ammassarsi a formare una
lamina elastica interna;

2. La tunica media: e lo strato intermedio, che pugees costituito in grande prevalenza

da tessuto elastico nelle arterie di grosso cal(larterie di tipo elastico) oppure da
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tessuto muscolare liscio nelle arterie di medioieglo calibro, cioé le arteriole
(arterie di tipo muscolare);
3. La tunica avventizia: e lo strato esterno formaaaessuto connettivo, che & separato

dalla tunica media dalla lamina elastica esterna.
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{tessuko connettivo elastica) Tessuto connettivo
con fibre collagene

Capillare

Endaotelio _._ - ﬂ.‘ _| Lamina basale
L ;

Figura 2: Struttura di un vaso arterioso, di un vaso veredoun capillare

| capillari sono i vasi dotati delle pareti piu tHot(5-10 um) e sono altamente permeabili
all'acqua e ai piccoli soluti. Derivano dalle pinifdiramazioni delle arteriole ed hanno una
disposizione a rete. La loro principale funzionguella di permettere lo scambio di materiali
tra il sangue e i tessuti. La parete dei capikadostituita da un endotelio poggiante su una
sottile lamina basale.

Le vene sono dei vasi ampi con la parete sottie.maggior parte di esse sono dotate di
valvole che consentono al sangue di arrivare atlecaw non di refluire verso la periferia. Le
vene hanno un'alta complianza e funzionano da werbavolume (Figura 3). Le venule,
delle vene piu piccole, all'uscita dai capillarnsodotate di una discreta tunica muscolare,
che, regolandone il calibro, contribuisce ad aggnesla caduta di pressione. Le venule
partecipano allo scambio di sostanze dall'inteistextracellulare al sangue da riportare al
cuore.

La struttura delle vene &€ molto simile a quelldedalterie anche se la distinzione fra le tre
tuniche non e sempre agevole; le pareti delle wem® piu sottili e meno elastiche di quelle

delle arterie e quando la vena e vuota sono saidencollassate. Va inoltre osservato che la



distinzione da un punto di vista strutturale traeveli piccolo, medio e grande calibro, & un

po’artificiosa, ma in tutti i casi la tunica mediascarsamente sviluppata [7, 8, 9].
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Figura 3: Numero, area della sezione trasversale totalelensmkematico dei vasi sanguigni umani [7]

Tutti gli strati di cui € composto un vaso naturedmtribuiscono alla sua funzione: le cellule
endoteliali promuovono una superficie interna dedosrnon-trombogenica, esse sono allineate
nella direzione del flusso per incrementare lanatene cellulare e rimangono in uno stato
inattivo. Le cellule muscolari lisce nello strat@do sono disposte in direzione circolare e si
trovano in uno stato non proliferativo (se prolfesero si arriverebbe alliperplasia
dell'intima o al restringimento del vaso). Lo stranedio contiene inoltre elastina quale
componente elastica. Lo strato piu esterno, I'atizer; comprende collagene e fibroblasti in
grado di produrre tessuto connettivo. La combinazidel collagene e dell’elastina presenti
nel vaso produce, nel complesso, una strutturaatlira anisotropa viscoelastica che mostra

un’elasticita maggiore a pressioni basse e una iaggidita a pressioni elevate [10, 11].

1.2.3 Tessuti vascolari

1.2.3.1 Tessuto endoteliale
Il tessuto endoteliale & un tipo particolare dstes connettivo, di derivazione mesenchimale,
morfologicamente simile al tessuto epiteliale paamioso semplice, che riveste la superficie

interna dei vasi sanguigni. Le cellule endoteltdle lo compongono, sono piatte, poligonali e
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allungate secondo la direzione del flusso; la taegiicale € orientata verso il lume dei vasi ed
il nucleo sporge verso di esso. Le cellule endalietbntengono relativamente pochi organelli
intracellulari (Golgi, mitocondri, reticolo endoglaatico e ribosomi liberi), numerose
vescicole pinocitosiche, per il trasporto di sostamttraverso I'endotelio, e i caratteristici
granuli elettrondensi di Weibel-Palade, presenthannelle piastrine. Si tratta di granuli
secretori nella cui membrana é presente la P isgeatel cui interno € contenuto il fattore di
von Willebrand (fattore VIII della coagulazione)oisiderato in passato come un semplice
rivestimento dei vasi, attualmente a tale tessutttgbuita la capacita di elaborare una
vastissima quantita di sostanze attive, in gradmakdulare I'attivita sia delle varie strutture
della parete vasale da esso rivestite sia di igteraon le cellule ematiche e con le proteine
del sistema coagulativo, che vengono in contattolacsua superficie luminale. Molte delle
sostanze secrete dalle cellule endoteliali inibnscsia la trombosi che I'iperplasia dell'intima
e sono essenziali per garantire 'omeostasi e fitearamento dell'integrita vascolare. Parte di
queste sostanze sono secrete dalle cellule eralotedile immediate vicinanze (secrezione
paracrina), per esercitare i loro effetti sullagbarvasale, o sono immesse nella circolazione
(secrezione endocrina) per svolgere la loro azéodistanza, come nel caso delle sostanze che
concorrono al controllo della pressione arteriosa. (0ssido nitrico e endotelina). Altre
molecole prodotte dall'endotelio esplicano la lamone rimanendo legate alla superficie
delle cellule endoteliali, come accade per le nakedi adesione per i leucociti o per quelle
che influenzano la coagulazione. In pratica I'eetlot modula il tono vasale e la stessa
struttura vasale, rivestendo un ruolo estremamenportante nel rimodellamento, che si
osserva nell'ipertensione, nella stenosi dopo gigstica e nella aterosclerosi. A livello
luminale, I'endotelio modula la coagulazione enerazioni con le cellule ematiche, leucociti
e piastrine. L’endotelio, essendo da un lato bédisdgi segnali meccanici, generati dal flusso
ematico, e dei segnali neuro-ormonali e dall’afibate di mediatori vasoattivi, svolge un
ruolo fondamentale nel controllo della funzionatitlle arterie e del microcircolo. Due sono
le forze meccaniche principali esercitate dal fusmatico sulla parete vasale: stress da attrito
(shear stresse stress tensivo. Lehear stres prodotto dall’attrito del flusso laminare
sullendotelio e interessa esclusivamente le celleshdoteliali, mentre lo stress tensivo e
prodotto dalla pressione idrostatica all'internd @aso e interessa lintera parete vasale
(endotelio, fibroblasti, cellule muscolari lisceép shear stressttiva le cellule endoteliali e ne
promuove la liberazione di mediatori vasodilatgtomentre lo stress tensivo stimola
direttamente le cellule muscolari lisce, induceredtan contrazione, e produce lo stiramento

by

delle cellule endoteliali. L'effetto netto sul ton@sale é il risultato della interazione tra
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contrazione del muscolo indotta dalla pressiona @ilatazione endotelio-dipendente indotta
dal flusso. Tale ruolo dell’endotelio nel moduldaerisposta alle variazioni del flusso é stato
evidenziato da Holtz (1983), che ha osservato cdanalilatazione flusso-indotta sia

dipendentein vitro ein vivo, dalla integrita dell’endotelio.

1.2.3.2 Tessuto muscolare

Il tessuto muscolare liscio (Figura 4) e costituida cellule fusiformi, con nucleo
generalmente centrale e con abbondante sarcopldsrattavia contiene poca mioglobina; i
miofilamenti decorrono lungo l'asse maggiore deailelule, ma sono disposti in modo
irregolare per cui le cellule muscolari lisce naegentano una striatura trasversale; inoltre i
muscoli lisci non sono volontari e sono innervatigistema nervoso vegetativo che esercita
una funzione di controllo in senso eccitatore bitore.

La muscolatura liscia e priva di placche motridigcsono 'insieme di contatto sinaptico e
fibra muscolare), percio le terminazioni delle élbwervose prendono rapporto diretto con le
fibrocellule muscolari; le trasmissione dell’impaldalle terminazioni nervose € mediata da
sostanze chimiche, principalmente I'acetilcolinda#ia noradrenalina.

Si distinguono due tipi di muscolatura liscia: i soali lisci viscerali si presentano in forma di
lamine, con cellule riunite tra loro da ponti cikgmatici; essi si trovano nella parete di
alcuni visceri e si contraggono quando stirati passente; una caratteristica di questi
muscoli e la plasticita che consente in un adattéoeella loro tensione all’allungamento al
guale possono essere sottoposti; i muscoli lisdtiumitari sono invece costituiti da unita
distinte, senza ponti di connessione e si trovamee dsono richieste contrazioni graduate e
fini, come nel caso dei vasi sanguigni e nei mustell’occhio; la loro contrazione non e

spontanea ma dipendente da impulsi nervosi.



Figura 4: Immagine al microscopio ottico del tessuto museolacio

1.2.3.3 Tessuto connettivo

| tessuti connettivi circondano e connettono treo lelementi strutturali di organi ed altri
tessuti ed espletano molte funzioni, da quella m@ica di sostegno a quella di scambio di
sostanze tra sangue e tessuti, di riserva di rafitewtritizi, di difesa contro le infezioni
(Figura 5).

Fibrociti

Fibre

elastiche

Figura 5: Struttura del tessuto connettivo

Da un punto di vista istologico il tessuto connettpuo essere suddiviso in diversi sottotipi, a
seconda delle sue prerogative morfologiche e furaioln ogni caso si tratta di cellule non
addossate le une alle altre, ma disperse in una piano abbondante sostanza intercellulare o
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matrice extracellulare costituita da una componamerfa e da una componente fibrosa. Il
tessuto connettivo possiede un‘ampia varieta tlileedeputate a svolgere funzioni diverse in
relazione anche alla natura del tessuto a cui sgpono e alla posizione che questo assume
nell'organismo. In generale, € possibile operar@ distinzione tra le cellule deputate alla
formazione e al mantenimento della matrice (adfiesoblasti), cellule deputate alla difesa
dell'organismo (macrofagi, mastociti e leucocitigedlule deputate a funzioni speciali, come
gli adipociti del tessuto adiposo, che accumularasgj come riserva energetica del corpo. |
fibroblasti sono le cellule fondamentali del tessgbnnettivo propriamente detto; la loro
funzione € quella di produrre le fibre e gli atbmponenti della matrice extracellulare, che
costituisce l'elemento di gran lunga piu abbondalsietessuto, e dalla quale dipendono le
funzioni di sostegno proprie del connettivo. | @iblasti sono generalmente di aspetto
fusiforme, con limiti citoplasmatici mal definitebbene ne esistano varieta che presentano
morfologie anche molto diverse, come un aspettdlagie o tentacolare. Si trovano
generalmente dispersi nella matrice da loro stassita, ed in molti casi sono disposti lungo
le fibre. Quando cessano la loro attivita biosingeti fibroblasti si trasformano in fibrociti.
Pertanto, fibroblasti e fibrociti rappresentanauednomenti funzionali di una stessa cellula.
Le fibre extracellulari sintetizzate dai fibroblagtossono essere classificate in fibre di
collagene, reticolari, (assai esili e disposte anfove delicate maglie) ed elastiche (fibre

omogenee, ramificate e dotate di grande elasticita)

1.3 SOSTITUTI VASCOLARI DI PICCOLO CALIBRO

1.3.1 Requisiti di un sostituto vascolare

Le proprieta di un vaso sanguigno sono molto cosgglea partire dalla struttura multistrato.
Al fine di assicurare al sostituto vascolare urtcefavorevole quando verra impiantato, si
devono soddisfare quanti piu criteri possibiliplarticolare, un vaso di piccolo calibro, dovra
possedere:

1. una superficie interna liscia e con un coefficieditgtrito piu basso possibile;

2. dimensioni e proprieta simili ai vasi da sostituire

In questo modo si riuscira:

* ad evitare I'aggregazione piastrinica e fenomemiaibosi,



* aminimizzare disturbi nel flusso,

» atrasferire in modo ottimale I'energia pulsatile;
In aggiunta il sostituto dovra resistente al ripiegnto, essere facile da suturare e da
maneggiare, nonché richiedere tempi brevi e bassi di produzione.
Approfondendo I'argomento, una superficie non trogegmica puo essere ottenuta:

« rendendo porosa la parete della protesi, con laaspa che venga promossa la
formazione di neointima (nuova superficie completate naturale). Tuttavia la
formazione di una neointima vera non si verificapecialmente attorno ai vasi di
collegamento (anastomosi) il tessuto neoformato prescere in modo abnorme
(iperplasia intimale) ed occludere il vaso. Inoltneequisito della porosita, considerata
essenziale per una adeguata integrazione tissatatgorta il problema delle perdite
ematiche. Sono stati via via proposti rivestimdmticompatibili impermeabilizzanti,
con proteine o idrogeli di sintesi. E’ stato prajgosnche 'uso di rivestimenti bioattivi
(eparina);

» utilizzando rivestimenti non porosi, in materialmtstico inerte, opportunamente
funzionalizzato in senso biologico (scarso succesniro)

e ricreando un endotelio naturale tramite inseminazialella protesi con cellule
endoteliali [12]. Le cellule endoteliali provengondal paziente stesso per
differenziazione di cellule staminali mesenchimdil midollo spinale (BMC),
estraendole per biopsia ossea, di cellule endbtetagenitrici (EPC), per separazione
dal sangue adulto o ancor meglio da quello del amedombelicale o di cellule
staminali adipose (Figura 6) [3]. E questa la doee attuale verso lo sviluppo di
sostituti sanguigni di piccolo calibro [13].

2|l sangue del cordone ombelicale contiene fin@adite piti EPC del sangue adulto. Per questo maino state ottenute colture differenziate gizoddpiorni, senza attendere diverse
settimane.
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Figura 6: Realizzazione di vasi sanguigni ingegnerizzati fatimda scaffold biologici o in polimero
bioriassorbibile su cui vengono seminate celluldoteliali (EC) e muscolari lisce (SMC) ottenute aHlule

staminali coltivate con opportuni fattori di cresci

Oltre ad individuare materiali che mimino in moduddisfacente le proprieta della tonaca
avventizia e dello strato medio, &€ quindi necessawnsiderare il ruolo protettivo dello strato
endoteliale. E noto che le cellule endoteliali, mpm sono confluenti e inattive, sono
responsabili delle proprieta non trombogeniche wdslo, evitano le trombosi e l'iperplasia
dellintima [11]. In tal modo le cellule endotelialestano adese al lume orientandosi in
direzione del flusso e rimangono inattive, mengreéllule muscolari e i fibroblasti possono
interagire con la protesi dall’esterno del vaso.
Gli scaffold (le matrici che costituiscono il sostituto artifie) impiegati nella medicina
rigenerativa dei vasi sanguigni di piccolo calisralistinguono essenzialmente in due tipi:

* biologici (di cui un caso particolare &€ quello deggaffold decellularizzati e degli

scaffolddi cellule);

» polimerici bioriassorbibili.
Nel tentativo di migliorare le proprieta deltzaffold si puo ricorrere anche all’utilizzo di
compositi e di materiali bioattivi in grado di indgire biochimicamente con i tessuti

circostanti.
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La struttura dellscaffoldpud essere ricreata con diverse tecniche. Tutattiglmente una
tecnica che si € rivelata promettente € sicuramguédia delelectrospinning[14], descritta

piu in dettaglio nel capitolo 2.

1.3.1.1 Matrici naturali

| materiali naturali piu utilizzati per la messapanto di un sostituto di vaso sanguigno
includono il collagene, lelastina, la fibrina, ¢i@lo ialuronico e materiali basati su
polisaccaridi. In particolare il collagene € un emile interessante per la sua capacita di
“colloquiare” con le cellule. L'impiego di collagerha portato ad un supporto con bdssat
strength, incline al fallimento se impiantato come semplisguttura tubulare ad un
componente. Nonostante le proprieta chimico-fisiclom-ideali di tali materiali, le loro
interazioni con le cellule sono favorevoli. Le msitbasate su polisaccaridi hanno portato ad
ottenere neointima nel modello animale senza daogd ad iperplasia o formazione di
aneurismi. Ottimi i risultati della semina di céduendoteliali su fibrina della seta: le cellule
aderiscono e si allungano nella direzione delleefimostrando una natura non-attivata e
patterndi crescita adeguati [15].

Due casi particolari degbcaffold naturali sono quelli decellularizzati e quelli tsti da

sole cellule.

+ Scaffolddecellularizzati

Possono essere simili in composizione agaffoldnaturali e sono ottenuti da vasi o da altri
tessuti/organi come l'uretere, la pelle, il peraiaro 'intestino tenue, sia animali che umani.
Tale approccio presenta alcuni vantaggi di segléocati:

1. i componenti di elastina vengono mantenuti;

2. la struttura puo essere preparata in anticipo;

3. sono dotati di bassa immunogenicita.
Gli scaffold decellularizzati possono incoraggiare la ricresdelle cellule, in particolare
delle cellule endoteliali, promuovendo il fenotidesiderato, la morfologia e la confluenza;
d’altro canto mancano della capacita di trattehermeellule in seguito ad esposizionstear

stres e soffrono della stessa trombogenicita ossepeatamateriali sintetici. La ricerca si sta

3 Letteralmente & la forza di scoppio, che corristgoalla pressione da applicare affinché un fogdibrdateriale esploda ed & usata in misure
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oggi orientando verso la pre-semina dell’'impianda cellule e la reticolazione della matrice
per incrementare le sue proprieta meccaniche gattenere le cellule [15].

+ Scaffoldcostituiti da sole cellule

Sono stati ottenuscaffoldcostituiti unicamente da cellule sravitro chein vivo su animali
(impianto temporaneo in cavita peritoneali), facedescere degli strati di cellule attorno ad
un mandrino. Sebbene il loro uso sia raro nell#ine clinica, possibilita sono offerte anche
da questa tecnologia, che andra studiata piu taglet nell'uomo [1, 15].

E’ perd necessario mettere in luce come si attemgale cellule stesse secernano matrice

extracellulare e che questa costituisca poi il sagpsul quale far aderire altre cellule.

1.3.1.2 Matrici sintetiche
| biomateriali degradabili possono essere clasgificome permanenti o biodegradabili. |
biomateriali permanenti non vengono solitamentieisgati da pretratattamento con cellule e
dovrebbero rimanere comscaffold di supporto per tutta la vita. Tali materiali dewo
possedere elevata durata, non devono fessuraesiderg le loro proprieta meccaniche e non
devono suscitare risposte avverse nelle cellule.
| biomateriali degradabili vengono influenzati néémpo dall'aggiunta di cellule,
dall'interazione del sito chirurgico con i tessudi dalle condizioni fisiologiche. Tali
biomateriali si devono degradare nel tempo gradeatee la loro velocita di degradazione
deve coordinarsi con la crescita di strutture ptiedalalle cellule. | loro prodotti di
degradazione non devono essere pericolosi o fontefidmmazione. Nelle fasi seguenti
I'impianto tali materiali devono dimostrare di pedsre proprieta meccaniche appropriate e
devono promuovere interazioni cellidaaffold benefiche. Tra i materiali piu studiati
ricordiamo il poliuretano in forme sia biodegradabhe permanenti. L’'orientamento verso
tale polimero dipende dalle sue proprieta meccanh vicine a quelle dei vasi naturali e
migliori di quelle del Dacron™ e del ePTFE. | poétani sono composti di tratti rigidnérd)
e tratti flessibili 6ofY) che permettono il controllo delle proprieta matche al variare del
rapportohard/soft Il segmentdhard fornisce la resistenza, la rigidita e la stabifitantre il
tratto soft assicura flessibilita. Inoltre e possibile varitadecnica di fabbricazione ottenendo
svariate strutture e forme. | primi tipi di politaeo impiegati venivano attaccati nei tratit
in seguito a stress ossidativi o idrolitici. La geswione piu recente di tali materiali contiene
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gruppi eterei o carbonati che li stabilizzano remit#i meno biodegradabili anche se nei saggi
in vitro si e osservata incidenza di morte cellulare. Latencellulare si e evitata eliminando i
diisocianati aromatici e sostituendoli con diisoaf alifatici. | primi infatti si degradano
fornendo composti tossici e carcinogeni nei modwelimali.

Altri materiali proposti sono: poli(carbonato-ureajetano e poli(estere uretano) urea che
hanno portato a risultati incoraggianti sulla pramoe dell’adesione cellulare: & stata
osservata un’adesione e una proliferazione vivageds cellule endoteliali che di cellule
muscolari lisce senza evidenza di risposte cellalarerse o l'incidenza di iperplasia intimale
e risultata minima. In ogni caso, nonostante quaktii preliminari ottimi, tesin vitro hanno
dimostrato che le cellule assumono morfologie dahtida causa di mancanzagfireading
Quindi se lacompliancedei poliuretani investigati € risultata di suc@gssanno incoraggiate
interazioni migliori con le cellule sia per ottimmerne la morfologia che per assicurarne la
ritenzione.

Anche l'uso di materiali biodegradabili &€ statoguén considerazione: alcuni studiosi hanno
considerato come lintroduzione di materiale pereme nel corpo umano conduca
comunque a risposte immunogeniche nel lungo terndedl materiale che forma il vaso e in
grado di degradarsi tramite un bioriassorbimemaaao a mano che le cellule lo colonizzano
cid pud condurre ad un vaso esclusivamente compdistellule e matrice. | polimeri
biodegradabili considerati includono: acido potitad (PLA), acido poliglicolico (PGA),
poliidrossialcanoato (PHA), polidiossanone (PD)pkcaprolattone (PCL) [15].

1.3.1.3 Matrici composite: combinazioni di biomataif e copolimeri

La natura a piu componenti del vaso naturale hdafmorad esplorare combinazioni di
biomateriali. Alcune delle combinazioni proposte n@o acido poli(latticoglicolico)
(poliPLGA) collagene/PLGA, gelatina/PCL, poli(gliodésebacato), poli(3-idrossibutirrato-co-
3-idrossivalerato), PEGT/PBT, acido ialuronico/gela, chiosano/PEO,
poliuretano/polidimetilsilossano. Tali combinazidr@nno prodotto risultati incoraggianti che
possiamo brevemente riassumere cosi: copoliestariaici-alifatici permettono lo sviluppo
di uno strato confluente di cellule di midollo osseel lume delloscaffold matrici di
poliuretano-polidimetilsilossano danno buoni riatiltin modelli animali con interfacce
luminali mature e stabili, assenza di iperplastamiale e deposizione di collagene; P(LLA-
CL) promuovono una buona adesione di cellule mascbsce che esprimono un fenotipo

contrattile (Figura 7).
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Figura 7: Immagine al microscopio elettronico a scansioneMBéi cellule muscolari lisce seminate scaffold
elettrofilato di P(LLA-CL) dopo 7 giorni di cultura

e superfici di gelatina/PCL, dotate di grande badita, assicurano un’ottima adesione
cellulare e promuovono la penetrazione delle cellnkllo scaffold se confrontati con i

materiali costituiti da un singolo componente [15].

1.3.1.4 Matrici biomimetiche

In aggiunta all'uso di copolimeri sono state inigate modifiche che includono doating
con materiali addizionali e I'ancoraggio di compastimici o di molecole biologiche (peptidi
RGD, eparina, antibiotici). Tra coating studiati ci sono la gelatina, la fibronettina, il
collagene, la fibrina e la laminina. L'uso di telrestimenti incrementa in modo significativo
la fase di adesione iniziale alla superficie lunenana anche Ispreadinge la proliferazione.

E stato inoltre accertato che la modifica dellatgsbdtramite funzionalizzazione con agenti
biologici o farmaceutici pud azzerare il potenziadiammatorio, la reazione da corpo
estraneo e le infezioni. Tra le molecole utilizzager la funzionalizzazione sono stati
impiegati peptidi quali RGDS, KQAGDV, VAPG, GRGD3el caso dell'utilizzo di
sequenze RGD é stato dimostrato cheaitern delle sequenze sulla superficie determina
I'entita dell’adesione e della proliferazione [15].

La modifica della superficie con molecole bioattiwel modo piu semplice per rendere i
materiali biomimetici. Una volta identificati i pegi bioattivi da utilizzare per la promozione
dell'adesione e della crescita cellulare, si poheilevante problema di permetterne il
trasporto e/o il rilascio in corrispondenza deb ive € auspicabile possano svolgere la loro
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funzione, ovvero all'interfaccia tra I'impianto édtessuto biologico. | metodi finora messi a
punto prevedono di:
1. depositare la molecola biologicamente attiva ssllgerficie dell’impianto, dove
aderisce per semplice adsorbimento;
2. includere la molecola in uparrier riassorbibile che, degradandosi nellambiente
biologico, ne permetta il rilascio;
3. ancorare chimicamente la molecola alla superfigiimpianto, con formazione di
un legame covalente.
Ciascuno dei tre metodi presenta vantaggi e svgntdge vengono di seguito brevemente
illustrati [13].

* Adsorbimento superficiale

L’adsorbimento sfrutta le semplici interazioni tpaptidi e/o proteine e la superficie del
materiale; si realizza lasciando in contatto corsugerficie dell'impianto una soluzione
contenente il peptide e/o la proteina per un teprestabilito, in condizioni controllate. E un
metodo estremamente semplice, poco costoso e &dimealizzabile, ma presenta il grande
inconveniente di non permettere una deposiziondraitata sulla superficie e quindi una
valutazione certa della quantita di biomolecole y@ta di superficie del materiale. Infine, a
causa dell’adsorbimento, la conformazione dellégine puo essere alterata con conseguente

denaturazione ed eventuale perdita di attivitadgjicia [13].

* Inclusione in un carrier

Questo metodo prevede I'utilizzo di una matrice lpeveicolazione dei fattori di adesione o
di crescita all'interfaccia tra tessuto ed impiantdlla luce dellimportanza della
concentrazione e dell’esposizione sulla superfa@dia biomolecola per promuovere una
risposta cellulare e tessutale, tale approccidtagwomettente perché puo guidare o modulare
il rilascio dei fattori bioattivi. In questo casi,peptide e/o la proteina vengono inglobati
all'interno di un materiale (generalmente polimejiche ne consente il trasporto ed il rilascio
secondo una cinetica che varia in funzione deltattaistiche del materiale medesimo e del
metodo utilizzato per l'inclusione: il peptide dé proteina possono essere semplicemente
disciolti nel carrier o legati chimicamente ad esso. Diversi sono i @tbccommerciali
utilizzati a questo scopo: tra i piu diffusi vi om co-polimeri dell’acido lattico e acido

glicolico, l'acido ialuronico, gli idrogel a base @lginato. Questi prodotti devono ovviamente
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possedere caratteristiche particolari: essere bipatibili, biodegradabili e bioriassorbibili,
non ostacolare o mascherare I'attivita biologicked®olecole trasportate, aderire al materiale
senza comprometterne la possibilita di impiegoedeschirurgica. Sono stati anche proposti
coating a base di collagene in quanto tale proteina fdonzéma il supporto sul quale le
biomolecole sono adsorbite nella matrice osseaorf8iectale approccio, al rilascio iniziale
durante i primi quattro giorni segue una ritenzioede biomolecole dentro il rivestimento di
collagene. Ne consegue che la percentuale di bewuld rilasciate puo essere controllata in
base alla quantita doatinge in relazione all'arricchimento di quest’ultimorcil composto.
La matrice di collagene puo essere infine riass@drimpiazzata da nuovo tessuto [13].
Un’'interessante variante applicabile eléctrospinningé costituita dall'inglobamento del
peptide nella soluzione che andra elettrofilatagreare la matrice. Cio consente una buona
uniformita di adsorbimento, senza richiedere uttanaentoad hoc E’ poi possibile risalire
alla quantita di peptide adsorbito attraverso sainpést cinetici di rilascio in soluzione

fisiologica.

* Funzionalizzazione covalente

Per quel che riguarda la funzionalizzazione covalemolte tecniche sono state studiate per
'immobilizzazione di proteine su supporti solidi dnpiegare in varie applicazioni.

In generale, questo metodo permette di utilizzageuppi reattivi esistenti sulla superficie di
un materiale per legare covalentemente le moletiolleteresse, nella proporzione teorica di
una per ogni sito di legame. Il legame puod essiettal o realizzato attraverso l'introduzione
di una ulteriore molecola con funzione distanzeatigpacey.

L’approccio é stato abbondantemente applicatosalfeerficie di materiali polimerici, di vetri
e substrati a base di SiOma in letteratura sono reperibili anche metodr pee
funzionalizzazione di superfici metalliche e ossidi

Per le applicazioni ortopediche e dentali, le sfiggemetalliche impiegate possiedono
relativamente pochi siti funzionali in grado di ess utilizzati per I'ancoraggio di
biomolecole, percio spesso tali superfici vengossidate tramite passivazione. L'impiego
sulle superfici ossidate della chimica dei silaaigermesso di immobilizzare peptidi, enzimi
e proteine adesive a differenti materiali, incliigitanio e le leghe NiTi, Ti6Al4V e Co-Cr-
Mo. L’esito della funzionalizzazione del biomatégialipende dal particolare tipo di silano,

dalle condizioni sperimentali, dal substrato usatdalle biomolecole. Negli esperimenti gia
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eseguiti & stato comunque possibile ancorare lenddecola alla superficie metallica per
parecchi giorni in presenza di condizioni fisiolclyge simulate.

Le strategie utili a risolvere il problema dellareaza di gruppi funzionali sul metallo
includono i trattamenti al plasma e la deposizidneonostrati auto-assemblati (SAMsIf-
assembled monolaygrs| trattamenti al plasma possono essere utilizaah solo per
incrementare il numero dei gruppi ossidrilici, maclae per depositare differenti gruppi
funzionali quali gruppi amminici e carbossilici chrono grande versatilita nelle reazioni di
condensazione delle biomolecole. La deposizionestditi SAMs riguarda invece sia |l
processo di silanizzazione che la copertura dehlioeton oro. La strategia chimica degli
organosilani, composti organici in grado di legarea funzione amminica all'ossido
superficiale (ad es. S TiO,), permette di disporre di una seconda funzione imncealla
quale viene ancorato il peptide o, in alternativag spacerbifunzionale capace di legare il
peptide. Gli organosilani formano uno strato monkewalare sulla superficie del materiale
che, di fatto, ne modifica le proprieta. Una stgéechimica alternativa puo essere utilizzata
sulla superficie dei materiali preventivamentetaétat con oro. Si tratta, in questo caso, di
sfruttare I'affinita delle funzioni tioliche perdto, utilizzando peptidi che contengano un
residuo di cisteina, mediante la semplice immessidel materiale ricoperto d’'oro in una
soluzione del peptide. Il legame che si originaabite per almeno 30 giorni. Un discreto
numero di materiali quali vetro, quarzo, ossididetalli e polimeri sintetici sono stati
modificati con peptidi bioattivi e caratterizzagmcio che riguarda I'interazione delle cellule
con tali superfici. Per i substrati polimerici chencano di specifici gruppi funzionali per
I'ancoraggio e stato utilizzato un metodo di imniiazazione fotochimico [13].

« Criteri per la progettazione di superfici bioatt@n motivi RGD

I materiali biomimetici permettono di regolare entollare le interazioni cellulari a livello

molecolare. Il legame del recettore cellulare doiigando (peptide bioattivo) presente sul
materiale biomimetico determina la forza dell’adesi della cellula alla superficie, la velocita
di migrazione della cellula sopra o attraverso dteniale e I'estensione della formazione e
I'organizzazione del citoscheletro. Poiché le ritpdiologiche sono dipendenti da molteplici
variabili come I'affinitd tra recettore e ligandta densita e la distribuzione spaziale del
ligando, questi debbono essere considerati parainfentamentali per la progettazione del
materiale biomimetico. Tra le variabili importantordiamo: la concentrazione del ligando e
lo spacerutilizzato per distanziare il ligando dalla supe& o comunque dal sito di attacco

sul materiale. Per quanto riguarda l'utilizzo ne@lmpo dei vasi sanguigni, alcuni studi
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affermano che la concentrazione minima di peptgiliali RGDS, KQAGDV e VAPG)
affinché si osservi una maggiore migrazione ceitleorrisponde a 0,2 nmol/émmentre
oltre le 2 nmol/crhla capacita di migrazione decresce, cosi comedifgrazione, che viene
ancor piu inibita.

Neff et al. hanno osservato un massimo di proliferazione nwolblasti su polistirene
funzionalizzato con sequenza RGD a concentrazioni lasse di quelle ottimali per
I'adesione e pari a 1.33 pmoli/énsuggerendo che esiste anche una concentrazitbmelet
per la proliferazione cellulare che non coinciden cla concentrazione necessaria a
massimizzare l'adesione cellulare. Per mantenea#tivita biologica del peptide dopo
'immobilizzazione vanno pero assicurate alla segqaepeptidica un’opportuna flessibilita e
un ingombro sterico minimo, che possano garantii@ agevole interazione con il recettore

cellulare [13].

1.3.2 Effetti della struttura dello scaffold

Negli studi sui diversi copolimeri e sulla funzitimaazione degli stessi con molecole di
adesione, anti-trombotici o antibiotici si e evidietto come le cellule siano sensibili ad un
elevato numero di fattori. Si & visto come un materusato per una protesi vascolare come
componente unico o in come combinazione di stragsp teoricamente essere ottimizzato in
termini di proprieta fisiche e di interazioni cddlu. Il biomateriale selezionato per la struttura
bulk deve essere il migliore per cio che riguardadmpliancee la forza mentre la superficie
deve essere ottimizzata tramite coating per in#taem le interazioni con le cellule
(principalmente cellule endoteliali). | dati di tetatura dimostrano che le cellule sono
sensibili inoltre alla topografia del materialedpenza di fibre o pori, dimensione delle fibre o
dei pori, spaziatura tra tali elementi, rugosit@aasuperficiale, orientamento delle fibre, scala
micro 0 nano). In particolare € noto che i fibralacrescono su substrati caratterizzati da
ampio range di pori e maglie, essi mostrano mesoancooperativi di crescita cellulare e
spreadinge utilizzano cellule vicine quali ponti per superpori fino a 5Qum di diametro;
tale possibilita & preclusa alle cellule endotetiake prediligono quindi superfici con pori piu
piccoli e dalla struttura piu definita (pori tr& £ 60um); le cellule muscolari lisce sono
sensibili a superfici con canali con larghezza @+140 um sulle quali passano da una
disposizioneandoma un allineamento lungo I'asse dei canali modifatala loro morfologia

da fibroblasto-simile verso una di tipo affusolato.
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li caratteristiche topografiche possono esseoeqite in un ampigange di biomateriali

raverso tecniche qualielectrospinning(Figura 8), la fotolitografia, €tching (attacco

imico), tramitemoulding(stampaggio) articulate leachindlisciviazione) [15].

3.2.1 Effetti della irradiazione UV sullo scaffélpolimerico

| polimeri possono subire un deterioramento per:

attacco di solventi: solubilita, resistenza aglematy chimici, eliminazione degli additivi

(es. plastificanti), rigonfiamento;
ossidazione: in presenza di aria a temperaturatgtermo-ossidazione) o sotto azione

di radiazione UV (foto-ossidazione);
decomposizione: irraggiamento con neutroni, radiaay, effetto del calore.
n particolare, nel caso della presenza di unaefdiitradiazione luminosa, solamente la

radiazione assorbita provoca una fotodegradazien@alimeri. Per ogni polimero esiste un

intervallo di lunghezze d’onda che porta al degrédabella 1).
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Polimero (nm)

Poliesteri 315

Polistirene 318, 340

Polietilene 300

Polipropilene 370 (280)

PVC 310, 370
Policarbonati 280 - 305, 330 - 360
Poliammidi 250 - 310

Tabella 1: Lunghezze d’onda o intervalli di lunghezze al digalelle quali si ha fotodegradazione

| valori di sono approssimativi, cambiano con la presenza giuiezze, processi di
produzione ecc.

L’assorbimento della radiazione solare (visibiléJ¥) € dovuto all’ eccitazione di singoli
elettroni. Le bande di assorbimento sono larghecditazione porta la trasizione di un
elettrone ad un livello energetico piu alto nonumato (Figura 9) (nei casi in esame un
orbitale di antilegame):

a) >C:O — ;C-—.-_Q_' B oy 57
b) —R:R'-——m-) .._R..:.. - TF._)TF*

Figura 9: Transizione elettronica per irradiazione luminosa

Un numero crescente di legami doppi coniugati spdstssorbimento della radiazione
dall’'UV nella parte visibile dello spettro.

L’energia della radiazione solare, soprattutto’imirvallo della radiazione UV, e sufficiente
per rompere legami nei polimeri (Figura 10, Tab&llTabella 2).
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Figura 10: Andamento dell'energia assorbita al variare detighezza d’onda

Legame kJ/mol
C=0 728
c=cC 607
C=S 540
C — C aromatico 519
C-F 498
O-H 460
C — H etilene 443
C — C alifatico 335
C-ClI 326
C — N ammidi 222

Tabella 2: Energie di legame di corrispondenti coppie di atomi

L’energia assorbita pud essere trasportata find@& & (ca. 100 atomi) lungo la catena
polimerica e provocare la rottura in un punto debdélla catena. Ad esempio, un gruppo

carbonilico —C=0 assorbe radiazione a 310 nm, tgaalel sistema aumenta di 385 kJ/mol.
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Questa energia non puo rompere il legame —C=0 KJd&8ol), ma é sufficiente per rompere
un legame —C—-C- e in questo modo puo spezzarédiaacHl7].

1.3.3 Effetti delle condizioni di colturain vitro e invivo

In aggiunta alla capacita di alterare il materiddesua superficie e la sua topografia, altre
variabili possono essere considerate per produrrgostituto vascolare. Tra queste variabili
aggiuntive ricordiamo: i tipi di cellule, i diffenéi tipi di coltura, le differenti modalita di
semina. Quando una protesi vascolare viene impg@mpatanmediatamente sottoposta a forze e
stressderivanti dal flusso sanguigno. Sono tali solkibni che permettono alle cellule di
allinearsi in direzione longitudinale ma e ancHe stressa determinare la perdita di cellule
endoteliali con conseguente formazione di tromfaliemento dellimpianto stesso. Inoltre la
pressione pulsatile puo indurre un cattivo adattaméra il tratto naturale e la protesi con
conseguente modifica nelle cellule muscolari epfasia dell'intima. Fino ad oggi la maggior
parte degli studi ha operato una semina in statdle cellule endoteliali ma recentemente gl
scienziati si sono concentrati nella messa a pultgondizioni di semina in modalita
dinamica. Combinazioni di semina statica e coltimaz in perfusione, pre-condizionamento
di cellule endoteliali conshear stressgradualmente incrementati, e cellule endoteliali
seminate su materiali compositi decorati con moRGD o molecole biologiche, sono
risultati fornire livelli di ritenzione del monostio endoteliale sempre migliori. Le cellule
tradizionalmente utilizzate per ripopolare le psboterascolari sono cellule endoteliali,
fibroblasti e cellule muscolari lisce anche se swnoorso di valutazione molti tipi di cellule
staminali, sia da sole che in combinazione, ch&uduno le staminali derivate dal tessuto
adiposo, dal tessuto muscolare, dal tessuto cardiaicprogenitori delle cellule endoteliali
[15].

1.3.3.1 Recenti sviluppi della rigenerazione vaseelin vivo per sostituti bioriassorbibilli

Il gruppo di ricerca di Breuer e Shinoka [16] haelgtemente scoperto i meccanismi che
regolano la vascolarizzazione dei vasi sanguigaridssorbibiliin vivo utilizzando cellule
staminali. Infatti per realizzare dei sostituti gaigni € sufficiente seminare le cellule
staminali del tessuto osseo (BMC), prelevate daigoée con una biopsia, direttamente sullo

scaffold bioriassorbibile. Dopo appena 2 h di permanenzaiogettore contenente plasma
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del paziente sara possibile impiantare la profesitecnica era gia stata messa a punto in
passato (Shinoket al, 2005) [3].

Nel 2001 Toshiharu aveva per primo impiantataffoldbioriassorbibili su dei bambini, con
buoni risultati: gli unici problemi erano stati ¢osione delloscaffolde stenosi, risolti con un
angioplastica, per allargare i vasi

Da quanto € emerso dallo studio di Breuer e , llalesstaminali riescono ad aderire gia dopo
due ore alloscaffolde Shinoka, dopo I'impianto, si innesca un procaeiammatorio che
richiama globuli bianchi (monociti), grazie allessanze (citochine e proteine segnale)
rilasciate dalle BCM. Le cellule staminali scompapmentre i globuli bianchi richiamano le
cellule endoteliali e muscolari che ricostruiranheaso. L’inflammazione termina appena il
materiale viene riassorbito, lasciando il nuovo ovastegro. | monociti sono i veri
responsabili della riendotelizzazione del vasoppoocome accade nei neonati.

| risultati di Breuer e Shinoka sono stati realtzza topi immunodepressi, ma presto la FDA
dara la sua prima autorizzazione di protesi ingegrate sull’'uomo.

Questa tecnica potrebbe risolvere anche il probléinua’attesa del sostituto vascolare spesso

inconciliabile con la sopravvivenza del paziente [2

1.4 SCAFFOLD ELETTROFILATI

In generale le strutture fibrose stanno suscitaswlopre maggior interesse in quanto sono
simili alla matrice extracellulare e possono espeoeotte con una serie di tecniche differenti.
Tra le tante tecniche quella che sta emergenidelextrostatic spinningFigura 11). | molti
parametri che caratterizzano la tecnica offronmndirgossibilita di modificare Iscaffold
polimerico rispetto alle sue proprieta, alla strdate alle caratteristiche topografiche.
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Figura 11: Micrografia SEM di ECs seminate su scaffold elditaito in P(LLA-CL) dopo 7 giorni di cultura

L’ elettrospinningé un processo molto versatile, applicabile a muféi materiali polimerici
che possono essere ricondotti allo stato fluideogs. Esistono due metodi per ottenere i
polimeri allo stato fluido: la fusione e la dissolone in un solvente. Il processo di
elettrospinningda massa fusa €& applicabile solo ai polimeri tetastigi (polietilene,
polipropilene, poliestere, ecc), per i quali la paratura di fusione & decisamente inferiore
alla temperatura di degradazione, mente¢ectrospinning da soluzione polimeriche puo
essere applicato a tutti quei polimeri [18] cheaolgono in solventi preferibilmente volatili.

Polymer Fiber

Polycaprolactone

Polyurethane

Poly(L-lactic acid)

Poly(lactic-glycolic) acid

poly(L-lactic acid)-co-
poly(e-caprolactone)

Poly(ethylene oxide)

Poly(p-dioxanone-co-L-lactide)
block-poly(ethylene glycol)

Polyethylene terephthalate

Poly(vinyl alcohol)

Poly(methyl methacrylate)

Polycarbonate

Polystyrene

Collagen

Gelatin

Fibrinogen

Chitosan

Silk fibroin

Figura 12: Elenco di alcuni polimeri elettrofilabili
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Si possono usare diversi tipi di polimeri (Figui2):1sintetici, naturali, miscele di polimeri o
copolimeri. Si ottengono anche materiali compositceramici. Le nanofibre di polimeri
compositi si producono direttamente con il procedisglectrospinninginvece per i ceramici
ed i nanotubi di carbonio sono necessari trattanpest-processo.

Per quanto riguarda le applicazioni di ingegneesstitale i polimeri bioriassorbibili piu
promettenti sono risultati, come gia visto, il goicaprolattone) (PCL), I'acido polilattico
(PLA), lI'acido poliglicolico (PGA) o i loro copolireri.

Tra i polimeri naturali vengono invece annoveratiollagene, il fibrinogeno, le proteine della
seta, I'elastina e l'acido ialuronico. Questi, &fedienza dei polimeri sintetici, garantiscono

una buona biocompatibilita ma sono molto piu sehsibtrattamenti [15].

1.4.1 Acido polilattico, poli-caprolattone) e loro copolimeri

Il polietilenglicole (PGA), lacido polilattico (PA) e [I'e-policaprolattone (PCL)
appartengono tutti alla famiglia dei poliesterfatici biodegradabili (Figura 13 e Figura 14).

T T T
OCH,C OC|2HC O(CH,)sC
n CH3 n n
PGA PLA PCL

Figura 13: Poliesteri alifatici biodegradabili piut comuni

Polimero T,, (°C) T, (°C) Modulo (MPa)

PGA 225-230 35-40 7

PLLA 173-178 60-65 2.7
PDLLA amorto 55-60 1.9
PCL 58-63 —(65-60) 0.4

Figura 14: Principali proprieta termo-meccaniche dei poliasaéfatici biodegradabili piu comuni
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In particolare, I'acido polilattico e stato realitz per la prima volta da Carothers nel 1932,
con un processo di condensazione e polimerizzazioe#a in solvente e sotto vuoto spinto
dell'acido lattico. Carothers abbandono poi il paio a causa del punto di fusione troppo
basso per fibre e prodotti tessili e passo alluppo del nylon [19].

Il PLA e caratterizzato da un sostituente metiliaterale assente nel PGA, che riduce
I'affinita con I'acqua e quindi comporta una minaensibilita all'idrolisi. Impiega molti mesi

o0 anche anni a degradarsi e, per regolarne laiteldcdegradazione, puo essere fabbricato
come copolimero insieme al PGA.

La struttura & semicristallina, ma con un gradoriitallinita minore del PGA, intorno al 35%
(Tg ~ 65°C e la T~ 170°C). Il polimero, a causa della presenzandcentro chirale, ha due
forme enantiomeriche D- ed L-, la prima conferigoe stato amorfo al polimero. Percio nella
forma PDLLA la distribuzione casuale dei due domimicatena comporta una struttura
amorfa ed un aspetto trasparente, con velocitaedradlazione superiori (2-12 mesi). La
velocita di idrolisi, indipendentemente dal pesdeunolare del polimero, € legata al suo grado
di cristallinita e alla sua composizione [5].

Come copolimero con il PCL e stato utilizzato imnfia di P(LLA-CL), con resistenza attorno
agli 1-3 MPa, analoga ai tessuti dei vasi sanguigmiani. La biocompatibilita & stata
confermata dalla crescita di cellule HUVEC [3].

La sintesi avviene per polimerizzazione dell'adiditico. Quest’ultimo a sua volta puo essere
prodotto tramite processi fermentativi ad operaliteri del genere Lactobacillus [19]. Un
processo di sintesi attuale prevede l'estrazioneudcheri (destrosio essenzialmente, ma
anche glucosio e saccarosio) da farina di grantusedbabietole da zucchero o amido di
frumento e la successiva fermentazione ad acidwdatSi preferisce partire da zuccheri
raffinati piuttosto che dai meno costosi melassaiaro, poiché la purificazione dopo
fermentazione e piu costosa.

L'acido lattico € convertito nel dimero (lattidehecé purificato e polimerizzato (metodo
dell'apertura dell'anello) ad acido polilattico z@nbisogno di solventi (Figura 15). La
famiglia di polimeri nasce in parte dalla stereauba dell'acido lattico e del suo dimero.
Fermentato, I'acido lattico e per il 99,5% in foriaasomero e per lo 0,5% in forma D-

isomero.
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Figura 15: Vie diretta e tramite dimero per il PLA

La conversione a dimero puo essere controllatayene tre forme differenti: L-, D-, e Meso-
lattidi (Figura 16).

i i
- HO -~ HO - -
Destrosio e Y - . '
Doxtrass = %, OH )d'-,, ol
H CH, H4C H
Acido L-lattico Acido D-lattico
L-Lactic acid D-Lactic acid
/ {99.5%) \ / {0.5%) \
i i ]
.-"-'H-H"‘-\-\_.,h\‘ I:|-7‘ DH"H‘RH_J‘ I:-h' n-"ﬂﬂh“\-\_\_j :-h
L
L iy v o . O
LS wh e ,"" -, -
He® HCY Y He™ T
o o O
L-Lattide Meso-Lattide D-Lattide
L-Lactide Meso-Lactide D-Lactide

Figura 16: Sono possibili tre diversi lattidi

La polimerizzazione del lattide verso polimeri hcdi L-isomero da prodotti cristallini,
mentre quelli che contengono piu del 15% di D-isms®no piu amorfi. Il miglior controllo
della stereochimica che si realizza con la viadiglero spiega la superiorita dei prodotti
attuali rispetto a quelli di Carothers del 1932. resina PLA risultante pud essere estrusa
come le altre resine termoplastiche per formanefifilm, spunbond, ecc.

Fino agli anni ‘80 i costi proibitivi di produzior@vevano ristretto il campo di applicazione
del PLA al solo settore medico. Successivamentedrpssi tecnologici e 'abbassamento del

costo della produzione di acido lattico per vialdigica hanno ampliato il mercato del PLA

4 Sono filamenti estrusi, stirati e depositati sa snperficie mobile, a formare una rete[fonte: INONonwoven Glossary]
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anche a una scala di produzione commerciale pdicapioni diverse. Di recente il PLA é
stato riproposto come legante alternativo per remute cellulosici, per la facilita di
degradazione idrolitica rispetto all'acetato paliNto o ai copolimeri dell'acido etilenacrilico.

.....

nell'abbigliamento. [5, 20, 19].

Il poli(e-caprolattone), PCL, e stato ampiamente studiatnecbiomateriale in quanto si
degrada per idrolisi dei legami esterei ed e ridsgD nei tessuti senza rilascio di prodotti
tossici.
Inizialmente il PCL era conosciuto come materiatalbgradabilan vivo ad opera di funghi
filamentosi o Cryptococcus laurentii, un batteri@l dievito utilizzabile nel settore
dell'imballaggio Successivamente e stato scoperto che il PCL puadagi anche con
meccanismo idrolitico in condizioni fisiologiche iq, certe circostanze, pud essere degradato
enzimaticamente. La degradazione del PCL rilascidoas-idrossicaproico quale unico
metabolita e avviene in due fasi:

1. idrolisi non enzimatica in massa del legame estereo

2. frammentazione e rilascio delle specie oligomeriche
| frammenti di PCL sono degradati da macrofagi ecddule giganti in un processo che
coinvolge anche enzimi prodotti dai lisozomi.
I PCL e un polimero semicristallino con bassa terafura di transizione vetrosa, ¥ -60°C
e Tt ~ 60°C; la componente amorfa a temperatura anisntrova sempre nello stato
gommoso. Questa proprieta € insolita fra i piu conpoliesteri alifatici e contribuisce alla
notevole permeabilita del PCL a molti principi @ttPer queste sue caratteristiche
il PCL é molto usato nella progettazione di dispaisper il rilascio controllato di farmaci.
La sintesi del PCL puo avvenire attraverso difféiraneccanismi di polimerizzazione:
anionica, cationica, radicalica e di coordinaziorie. peso molecolare, l'indice di
polidispersione e la natura dei gruppi terminalpesidono dal tipo di reazione di
polimerizzazione.
Il PCL generalmente viene preparato per apertutaide® dell’s-caprolattone (Figura 17),
ring opening polymerizatiofROP), usando un alcool mono-, di-, multi-funzienaome
iniziatore in presenza di un centro di coordinaeianetallico (Sn, Zn, Al), tipicamente

originato da composti
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come Sn(etilesanoatdpli alcossidi metallici sono eccellenti iniziatakella polimerizzazione
anionica di monomeri eterociclici). La polimerizikaze anionica di tipo ‘vivente’ & il metodo
piu versatile per preparare il PCL e i suoi copelinton alte conversioni e con bassi indici di

polidispersione (Mw/Mn=1,2).

/\( Catalyst ﬂ
[ + H eat

0 - f_')—{{;'tlﬂ{—f_“

S n

e-Caprolactone PolyCaprolactone

Figura 17: Reazione di polimerizzazione del PCl per apertiganello (ROP)

Il PCL ha una biocompatibilita perfino superiorguella del PLLA, ma, essendo un materiale
semicristallino a bassagTha proprieta meccaniche scadenti e tempi di li@dazione
troppo lunghi, causati da un forte carattere idvafo e da un’elevata cristallinita. E
necessario, quindi, ovviare a questi inconvenisetiza sacrificare le proprieta di maggiore
interesse quali biodegradabilita, biocompatibilgééevata permeabilita a sostanze bioattive e
atossicita [3, 21].
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1.5 SCOPO DELLA TESI

Il presente lavoro di tesi si inserisce in un pttgedi ricerca piu ampio, che riguarda
I'ottenimento di un impianto vascolare bioriassbil@ di forma cilindrica e diametro
inferiore ai 6 mm. Sono note, infatti, le probleiolaé gia emerse con I'utilizzo dei materiali
impiegati per protesi di diametro maggiore. L'iddal progetto e di realizzare almeno due
strati che siano in grado di mimare il lume e Iatst medio di un vaso naturale. Gli sforzi
compiuti fino ad ora si sono concentrati nel riceek struttura dello strato interno del vaso,
sfruttando le potenzialita offerte dalla tecnicd’ @éectrospinning

Come polimeri biocompatibili sono stati considerhfolicaprolattone e un suo copolimero
70:30 (wt:wt) con I'acido polilattico.

Per rendere biomimetico kcaffoldelettrofilato sono stati aggiunti motivi RGD in o da
promuovere l'adesione di cellule endoteliali che] prosieguo dello studio, dovrebbero
essere seminate all'interno del vaso.

A tal fine sono stati utilizzati due peptidi di 88i denominati 2N3RGD e (GRGDSR) le

sequenze dei quali vengono riportate in Figura 18.

H-Phe(p-N)-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-ProlsArg-Gly-Asp-Ser-
Pro-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Phe(psNNH.

H-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-ProlsArg-Gly-Asp-Ser-Pro-Gly-Arg-
Gly-Asp-Ser-Pro-Lys-OH

Figura 18: Sequenza completa del peptide fotoattivabile 2N3R8B = 2671,7 Da (sopra) e del peptide
adesivo (GRGDSRI, PM = 2424,51 Da (sotto)

Tali peptidi presentano quattro motivi adesivi (AR&P) per singola catena. Studi

precedentemente svolti hanno dimostrato la maggfficacia di queste sequenze ripetute

nell’incrementare I'adesione cellulare rispettegienze piu corte o a peptidi ramificati [22].

La veicolazione del peptide all'interfaccia matkxiessuto biologico e stata operata con due

modalita differenti nel caso della matrice in PCL:

* legando covalentemente il peptide 2N3RGD alla digierdello scaffold mediante
attivazione tramite irradiazione UV dei gruppi azidtrodotti ai terminali della sequenza,;

» attraverso inclusione nella soluzione del polimationa del processo di elettrofilatura.
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Scopo della tesi risulta dunque valutare I'effetioquesti tipi di veicolazione di sequenze
peptidiche sull’adesione e la proliferazione dildel HUVEC provenienti da cordone
ombelicale umano.

L’utilizzo di due materiali differenti (PCL e P(LLAL)) per operare I'ancoraggio covalente
del peptide fotoattivo permettera un confrontodua diversiscaffoldpolimerici nella messa

a punto del sostituto biomimetico.

La tesi si articolera nelle seguenti fasi:

* Preparazione di matrici elettrofilate modificater @acoraggio covalente di peptidi di
sintesi:

1. purificazione del peptide fotoattivo 2N3R&DFmoc-protetto precedentemente
sintetizzato;

2. elettrofilatura di matrici di PCL e P(LLA-CL) in &zione DCM/DMF (70:30) (wt:wt).
L’ottimizzazione dei parametri dilectrospinninge stata necessaria per le matrici in PCL,
mentre nel caso del copolimero P(LLA-CL) si sonihadati i parametri riportati in un
lavoro di tesi precedente [23];

3. analisi morfologica al SEM delle matrici elettrofié;

B

adsorbimento del peptide alla superficie mediadadizionamento della stessa con
soluzioni acquose del peptide a tre concentrazibf@renti;

fotoattivazione dei gruppi azido mediante radiazidtraviolette a 366 e 254 nm;
caratterizzazione delle superfici con misure dicdogli contatto e XPS;

saggi di adesione di cellule HUVEC a 24 h in presemmeno di siero;

© N o 0

saggi di proliferazione a 3 e 7 giorni in assenzseato.

» Preparazione di matrici elettrofilate contenengigptide sintetico di sintesi (GRGD3R)

1. purificazione di aliquote del peptide (GRGD3R}¥intetizzato precedentemente;

2. elettrofilatura di una soluzione al 10 % in esafbisopropanolo secondo i parametri in
[24] arrichita del peptide (GRGDS) (1 mg/ml);

3. un lavoro di tesi parallelo [24] e hanno riguardatbo la concentrazione di peptide che
sembrava aver dato maggior beneficio all’adesioekcaso del peptide fotoattivo (1

mg/ml);

5 |l peptide denominato Fmoc-2N3RGD proviene a satawdalla conversione dei gruppi ammino in azitido@ttivabili) del peptide Fmoc-2NH2RGD.
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. valutazione della cinetica di rilascio del peptdkdla matrice in soluzione fisiologica a
37°C;
. saggi di adesione di cellule HUVEC a 24 h in presemmeno di siero;

. saggi di proliferazione a 3 e 7 giorni in assenzzeto.
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2. METODI

2.1 SINTESI PEPTIDICA SU FASE SOLIDA (SPPS)

La tecnicaSolid Phase Peptide SyntheqSPPS), messa a punto nel 1963 da Bruce
Merrifield, e attualmente il metodo piu vantaggiqsy la sintesi peptidica.
La produzione di un peptide con questa tecnicaaaehgeneralmente 5 passaggi:

1. ancoraggio al supporto solido e assemblaggio datiena;

2. sblocco dalla resina e rimozione dei gruppi proteth catena laterale;

3. purificazione;

4. eventuali modifiche chimiche post-sintesi;

5. caratterizzazione.
Diversamente da quanto avviene nelle cellule, ueseza peptidica € sintetizzata a partire
dall'estremita C-terminale verso I'N-terminale, cah gruppo carbossilico dell'ultimo
amminoacido della sequenza legato ad un supporidos@resina) tramite unlinker.
L’ancoraggio ad una matrice insolubile costituidagantaggio principale di questa tecnica in
quanto permette di condurre I'intera sintesi nstiesso recipiente, e di isolare il prodotto alla
fine di ogni ciclo attraverso semplice filtrazion@uesto comporta una ridotta perdita di
materiale dovuto ad una minore manipolazione edsenaibile riduzione dei tempi di lavoro,
grazie alla possibilita di automatizzazione detacpdura.
| due metodi piu comuni per la sintesi di catenptidiche tramite SPPS si basano sulla
reattivita dei rispettivi gruppi protettori del teinalea-amminico:

1. il t-Boc tert-butilossicarbonil), rimosso in ambiente acido;

2. I'Fmoc (N*-9-fluorenilmetilossicarbonil), rimosso in ambierttasico (Figura 19) [25,

26, 27].

t-Boc Fmoc

Figura 19: Struttura dei gruppi protettori del terminatlemminico,t-Boc e Fmoc
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La sintesi del peptide presentato in questa tesitada eseguita con strategia Fmoc.
L’assemblaggio della catena consiste in una sdrieictl di reazioni di deprotezione del
gruppo protettorer-amminico del residuo legato al peptide in creseitdi condensazione o
couplingtra il gruppoa-amminico e la funzione carbossilica attivata dinmovo residuo, con
formazione di un legame peptidico (Figura 20). @mnhminoacidi oltre al terminale-
amminico e a quello carbossilico, possono contemeratena laterale altri gruppi reattivi:
sara dunque necessaria una strategia di protezielie catene laterali con gruppi che
risultano stabili nelle condizioni di rimozione dgluppo protettorer-amminico della catena

principale, tale strategia va sotto il nome di pradne ortogonale.

Gruppo protettore N

R o terminale
[l _ > Gruppo protettore in
._NH_C“_C_OH + “”ker_‘ catena laterale
Supporto polimerico
l Attacco al supporto solido
R, O

.—NH—CFll—ﬂ—O— |inker—‘

Y l Deprotezione della funzione amminica
o
NH—CH—C—0— Iinker—‘ Y
R, O

.—NH—CH—C—O— Gruppo attivato

Y Y Coupling

R, O R, O
P | | nker—@)
NH—CH—C——NH—CcH—C—o0—— linker

n deprotezioni €oupling

Ry O R, O R, O
LT o @
.—N—CH—C NH—CH——C—-NH—CH—C—0—— |inker
n-1
l Sbhlocco
Rn Ry [e]

Hy;N—CH—C NH—CH—C NH—CH——C——0H

n-1

Figura 20: Schema generale della sintesi peptidica su fasgasol
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Nel caso in cui si operi con la chimica Fmoc, aimiee della sintesi il peptide viene
generalmente sbloccato dal supporto solido peliigeazon acido trifluoroacetico TFA, con
rottura del legame che ancora il peptide alla ees@puesta operazione spesso comporta la

simultanea rimozione dei gruppi protettori in catdsterale [27] (Figura 21).

Cri)

o CH

A

3
OCHj HN o O
Nle
HsCO 0/\ﬂ/ N
o

Figura 21: Esempio di resina: struttura del supporto soRiltk amide MBHA resin

2.1.1 Conversione dei gruppi laterali ammino in azio

Prima di procedere allo sblocco della resina, atteozione del gruppo Fmoc e degli altri
gruppi protettori in catena laterale, il peptidersgina viene sottoposto alla conversione dei
gruppi ammino in azido. Infatti il peptide 2N3RGEpnsiderato in questo lavoro di tesi, €
stato sviluppato per funzionalizzare matfibrose elettrofilate tramite fotoimmobilizzazione.
La photoimmobilizationé un’applicazione particolare dehotoaffinity labeling una tecnica
che utilizza ligandi fotoattivabili soprattutto pédentificazione dei recettori di un farmaco.
Nella photoimmobilizationun photoprobe,cioé una sonda fotoattiva, viene utilizzato per
legare covalentemente la molecola su una supef#8ie

| marcatori di fotoaffinita utilizzati normalmens®no dei gruppi chimici, stabili in ambiente
acquoso, che per fotolisi formano specie radicaliche permettono loro di reagire con le
molecole di una matrice, indipendentemente dalksgmza di siti nucleofili o elettrofili. |
gruppi fotoreattivi piu comunemente utilizzati sogb a-diazochetoni, i chetort,3-insaturi,

le diazirine, le arilazidi e il gruppo p-nitrofeeil(Figura 22). Lo stato di singoletto o di

tripletto della specie generata dalla luce deteaminreazione preferita netosslinkingtra
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ligando e recettore [29]. La chimica dei radicafiene e carberfesebbene sia stata a lungo
investigata, non €& ancora del tutto chiarita. Dadléuali conoscenze si deduce che
I'intermedio reattivo carbene é piu reattivo ddteme. Tuttavia una piu elevata reattivita non
sempre rappresenta un vantaggio in quanto puondiei@re la predominanza di reazioni non
specifiche; in particolar modo si € osservato éhenhggioranza dei gruppi che portano alla

formazione di carbene non é adatta alla marcaiyseptidi [30].

N——N
)Q “
hv oo diazirine °

—Ns > —N /C ™~
azido nitrene carbene

+ /

N —N"~ hv

diazo

Figura 22: | gruppi azido, diazirina e diazo e le rispettipesie reattive generate per fotoattivazione

D’altra parte l'introduzione di gruppi azido avveerpreferenzialmente mediante arilazidi;
questi composti sono i marcatori meglio conosaigtti in combinazione con i peptidi poiché
risultano stabili alla maggior parte dei trattannewctdi o basici usati durante la sintesi.
Purtroppo, anche l'uso delle arilazidi non e déiotprivo di svantaggi. Tali gruppi non sono,
infatti, stabili a condizioni riducenti e quindi movanno esposti ad idrogenolisi o ai tioli;
inoltre dalla fotolisi delle arilazidi si formaneriilnitreni, che sono certamente molto reattivi,
ma che possono subire anche un riarrangiamentadaodeepina, intermedio a reattivita
limitata (Figura 23) [31].

% Esistono due differenti tipi di carbeni: il carlsesingoletto e il carbene tripletto. Il carbenegsietto & ibridato sped & planare, possiede due elettroni appaiati @rhitale p vuoto. Il
carbene tripletto pud invece essere sia planéreteplineare con ibridazione sp: caratteristicaween la presenza di due elettroni spaiati. | teirtsingoletto” e “tripletto” si riferiscono
propriamente alle configurazioni quantiche di spassibili per due elettroni: tre nel caso del &ifd e una per il singoletto, che ha elettroni senamtiparalleli. Normalmente lo stato di
tripletto € quello a piu bassa energia e quindigtabile in condizioni normali [http://en.wikipediag/wiki/Carbene, www.chimica.unipd.it/mariagalieieseverin/privata/...2006/bs8.pdf].
Il nitrene & lanalogo del carbene per I'N, che ¢geé monovalente e non divalente, come invece il € darbene. [http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrene e
http://clem.mscd.edu/~wiederm/advorgppt/carbenéls.pp
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singoletto del nitrene
altamente reattivo
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fenilazide

N
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—_—

deidroazepina
meno reattiva

Figura 23: Reattivita degli intermedi nella fotochimica delémilazidi.

Nel caso della sintesi del peptide 2N3RGD si éteatil inserire gruppi arilazide nei peptidi
sintetizzati.
In generale I'incorporazione di gruppi arilazide peptidi puo essere intrapresa in due modi:

1. per derivatizzazione di un peptide gia sintetizzatotale scopo sono usati agenti
eterobifunzionali, recanti un gruppo fotoreattivaure gruppo funzionale in grado di
stabilire un legame stabile con un peptide;

2. tramite sintesex-novodi un peptide fotoattivo per incorporazione di amoacidi gia
marcati durante il processo di sintesi. Per introglil gruppo azido, e possibile in tal
caso seguire due tecniche:

a. utilizzare un residuo di p-azidofenilalanina,
b. introdurre un residuo di p-nitro/p-amminofenilalaaida convertire in seguito in p-
azidofenilalanina [30] (Figura 24).
Per questa sintesi si € deciso di sintetizearaovail peptide fotoreattivo per introduzione di

un residuo di p-aminofenilalanina e successiva emsiwne in gruppo azido.

38



NH——Gruppo protettore

CH, O

_NH—CH—C—N~

sblocco dal gruppo
protettore

NO, NH, N3
H,/ catalizzatore NaNG,/ H*
_—> _—>
NaN;

(|:H2 <|:|) CH, O CH, O
NH—CH—C—N NH—CH—C—N NH—CH—C—N
e H O\ e H O\ e H O\
Phe(p-nitro) Phe(p-ammino) Phe(p-azido)

Figura 24: Vie sintetiche per ottenere un residuo di Pkefido) a partire da un residuo di Rtr@fmmino) o
Phep-nitro)

2.1.2 Sblocco del peptide dalla resina e rimoziortkel gruppo Fmoc

Quando si tratta il peptide su resina con la mésdekblocco, si puo ottenere la concomitante
liberazione delle catene laterali dai rispettivugpi protettori, oltre al distacco del peptide
dalla resina. La deprotezione delle catene latgyatiera specie altamente reattive (ad es.
carbocationi) che possono comportare delle readeocondarie indesiderate. L'uso, assieme
al TFA, di reagenti nucleofili noti comscavengergreagenti che hanno proprieta chimiche
simili a quelle delle specie da proteggere) riduncenodo rilevante queste reazioni collaterali.
La miscela discavengeryaria secondo gli amminoacidi presenti nella segaee in base al
tipo di gruppi protettori usati per le catene laterTipici scavengersono I'acqua, composti a
base di tioli e di fenoli.
La scelta della miscela di sblocco e il tempo Bsho dipendono soprattutto dalla natura e dal
numero di gruppi protettori in catena laterale.[27]
Per il peptide Fmoc-2N3RGD lo sblocco dalla resnk deprotezione delle catene laterali
avvengono secondo la seguente procedura:

1. il reattore con il peptide su resina viene lavaino DCM e posto a seccare per almeno

2h sotto vuoto (fino a peso costante);
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2. si trasferisce il peptide su resina in un pallon® esi addiziona della miscela di

sblocco costituita da 95% TFA, 2,5%,® MilliQ e 2,5% TES (trietilsilano, uno
scavengemeno maleodorante dei tioli);

la miscela viene mantenuta sotto agitazione magmatiemperatura ambiente per 2h,
tempo che pud essere incrementato in funzione whakro e tipo di gruppi protettori
presenti in catena laterale (in questo caso aunm@oizorzionalmente al numero di
gruppi protettori Pmc dellArg presenti nella seqee, che sono dei 2,2,5,7,8-

pentametilcroman-6-sulfonil);

. si elimina la resina tramite filtrazione su goocB &la soluzione contenente il peptide

viene portata a piccolo volume con un evaporatotante. Si precipita quindi il
peptide in seguito all'aggiunta di etere dietiliteddo (~ 4°C). Il precipitato viene

filtrato su gooch G4, seccato, sciolto igGHMIlliQ e liofilizzato.

La rimozione del gruppo protettore N-terminale Fincloe € la fase svolta effettivamente in

guesta tesi a partire dal peptide Fmoc-2N3RGD d8r#ato in passato all'interno del

laboratorio), & stata eseguita successivamentslallbaco del peptide dalla resina:

1.

2.

2.2

la miscela di sblocco 20% piperidina v/v in DMF 18 ml ogni mg di peptide) viene

lasciata 15min a reagire, agitando manualmentedlts;

si lascia svaporare e, quando la soluzione &€ quasicco, si aggiunge etere dietilico
freddo (~ 4°C) sotto agitazione con un’ancorettaymegica. Si filtra con gooch G4,

che viene seccato insieme al pallone sotto vuotolpe, e si preleva il peptide dal

filtro, lavando con acqua MilliQ per recuperarnessiduo.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA IN FASE INVERSA (RP-HPLC)

La purificazione dei peptidi sintetizzati & sta¢alizzata utilizzando la tecnica cromatografica
RP-HPLC Reverse Phase — High Performance Liquid Chromajayya

Il termine cromatografia riunisce un gruppo di intpati e differenti metodi in grado di

separare componenti assai simili da miscele corsgles

Il campione viene sciolto in una fase mobile (diggiido o fluido supercritico), che viene poi

fatta passare attraverso una fase stazionaria u©ibiés | componenti che vengono

maggiormente trattenuti dalla fase stazionariachgerad essa piu affini, si muovono piu
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lentamente con il flusso della fase mobile, meqtrelli debolmente trattenuti si muovono piu
rapidamente. A causa della diversa mobilita, quinddmponenti del campione si separano in
bande discrete e possono percio essere analizaalitagivamente e/o quantitativamente
oppure essere isolati e raccolti.
| vari metodi cromatografici possono essere clasgif (Figura 25) in base al tipo di fase
mobile e stazionaria o in base al tipo di equilddre i soluti instaurano tra le due fasi:

1) cromatografia di ripartizione o cromatografigulido-liquido

2) cromatografia di adsorbimento o cromatografialsdiquido

3) cromatografia a scambio ionico

4) cromatografia di permeazione gel

5) cromatografia di gel-filtrazione

Aumento della polarita

: o

Insolubile in acqua , Solubile in acqua
" Non polare ' Polare
' Polare non ionico |

Ripartizione
in fasc
inversa

Ripartizione
normale

Esclusione

Peso Molecolare

Gel permeazione Gel filtrazione

Figura 25: Applicazione dei 5 tipi di HPLC piu usati, in baslepeso molecolare e alla polarita dei composti da

Separare

~

In particolare, nella cromatografia liquida (LC) flase mobile e costituita da un liquido,
mentre la fase stazionaria puo essere: un solidon@ografia di adsorbimento), o un altro
liquido immiscibile adsorbito su particelle solioepaccate in una colonna (cromatografia di
ripartizione), o uno scambiatore anionico o catior(cromatografia a scambio ionico).

Solo alla fine degli anni '60 é stata sviluppataa uecnologia adatta alla fabbricazione di
piccole particelle, di grandezza variabile dai 518ium, per incrementare I'efficienza di

impaccamento delle colonne. Il nomeHigh Performance Liquid ChromatograpliPLC)
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serve quindi a distinguere guesta nuova tecnoldgiia cromatografia classica, ormai usata
guasi esclusivamente per scopi preparativi. Le rm@ovengono riempite con gel di silice
funzionalizzata (granuli 3-10m), lunghe tra i 10 e i 30 cm e con diametro imetna i1 3,9 e
gli 8,0 mm. La quantita di prodotto che puo esgendicata dipende, percio, da:

1. dimensioni della colonna (Figura 26),

2. specifiche di riempimento.
L'utilizzo di pompe a diverse centinaia di atmosfersulta necessario per forzare la fase

mobile attraverso la colonna e cosi evitare tempsgratamente lunghi [32].

Column Dimension
* Short (30-50mm) - short run times, low backpressure
* Long (250-300mm) - higherresolution, long run times

* Narrow (_ 2.1mm) - higher detector sensitivity
* Wide (10-22mm) - high sample loading

Figura 26: Effetto della dimensione delle colonne sulla crtygeafia HPLC [33]

Nello specifico, la RP-HPLC & una particolare croygeafia di ripartizione in cui la fase
stazionaria ha caratteristiche apolari: nel presétoro di tesi sono state utilizzate colonne
con gel di silice funzionalizzata con catene idrboache lineari di 18 atomi di carbonio.
Come fase mobile possono essere utilizzate miscelario titolo, composte da soluzioni
acquose e solventi organici, in generesCN (acetonitrile). L'interazione che permette la
ritenzione dei peptidi nella fase stazionaria éndudi tipo idrofobico (Figura 27).

C18 or Octadecylsilane (ODS)

Very nonpolar - Retentionis based on London (dispersion) interactions with
hydrophcbiccompounds.

Example Alltech Phase: Alltima™ C18

~\

) R

/ [\ ‘ .

2 [/‘*?"(CHz)ﬂCHa
~ R

]

Figura 27: Esempio di funzionalizzazione dei gel di silicenayuppi altamente idrofobici [33]

La cromatografia puo essere eseguita in modabizrasica (cioé con concentrazione costante
nel tempo) o impostando un gradiente. Nel seconalo cun aumento graduale della

concentrazione di acetonitrile rispetto all’acqnerémenta l'idrofobicita della fase mobile e
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determina la competizione tra questa e la fasaostaza, con conseguente desorbimento
dell’analita ad una data percentuale di acetoeirisuccessiva eluizione.

In genere i peptidi sono separati meglio in aml@eadido. Di conseguenza la maggior parte
delle fasi mobili contengono basse concentrazioraaido TFA (0.05% nel caso dei due
eluenti usati, che sono appunto LMl e HO MilliQ), il quale agisce come coppia ionica
incrementando la ritenzione, favorendo la solubilitei peptidi e riducendo le interazioni
elettrostatiche di questi con gli eventuali resigilanolici presenti sulla fase stazionaria; tale
composto, inoltre, non assorbe nella regione U\izatita per la rivelazione e viene
facilmente rimosso. E’ proprio la composizione ddihse mobile che di solito influenza
maggiormente la separazione rispetto al tipo di fazionaria utilizzata.

La soluzione contenente il campione puo esseredatta in testa alla colonna cromatografica
tramite iniezione o anche aspirazione. All'uscitla colonna cromatografica € posto un
rivelatore che puo essere di varia natura: glinsenti adoperati nel presente lavoro utilizzano
spettofotometri UV come detector impostati allaghezza d’ondaA( di 214 nm, ovvero in

corrispondenza del picco di assorbimento del legaepéidico.

2.3 SPETTROMETRIA DI MASSA (MS)

La spettrometria di massa (MS) € un metodo di sindlstruttivo qualitativo, ampiamente
usato in chimica organica, che permette di misurgsesi molecolari e di determinare la
formula di struttura di composti incogniti, anchisgbnendo di quantita esigue di campione.
Per prima cosa la molecola incognita deve esseigzata. Una volta creati gli ioni in fase
gassosa questi possono essere separati nell’ataligzo nello spazio o nel tempo, in base al
loro rapporto m/z (massa/carica).
Tutti gli spettrometri di massa richiedono peratd funzionamento un vuoto molto spinto,
per impedire, a seguito dell’'urto con i gas deftiasfera, una perdita di ionizzazione, e sono
costituiti essenzialmente da tre parti:

1. una camera di ionizzazione o sorgente;

2. un analizzatore;

3. unrivelatore.
Il campione in esame non deve essere necessargrperd e puo essere introdotto sotto
diverse forme fisiche: i gas si trovano gia netlenfa fisica adatta; i solidi e i liquidi devono
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prima essere vaporizzati; nei casi di sostanze potatili si ricorre a derivatizzazione. Per
introdurre il campione €& necessario avere un’iat@ifa per passare dalla pressione
atmosferica al vuoto [l 10° torr). Il campione viene ionizzato in una camer#dizzazione
per impatto con un fascio di elettroni, atomi, iamifotoni, in relazione alla tecnica di
ionizzazione impiegata. Alcune tecniche di ionizaa2 sono estremamente energiche, e
portano ad una frammentazione spinta della moleftelanichehard): la ionizzazione con
elettroni accelerati da un potenziale di 70 voliremetodo ad alta energia e porta ad una
estesa frammentazione, che lascia poco o nienlie idake molecolare. In assenza dello ione
molecolare, il peso molecolare e la struttura namosfacilmente determinabili. Questo fatto
ha portato alla messa a punto di tecniche di i@aimne a piu bassa energia, producendo un

numero inferiore di ioni (tecnicheof) (Tabella 3).

TECNICHE HARD TECNICHE SOFT
lonizzazione elettronica Blectron lonizzazione chimica €hemical lonization
lonization (EI) (C

Bombardamento con atomi velocFast
Atom Bombardmer{FAB)
lonizzazione termosprayhermospray
lonization(TSP)
lonizzazione elettrospraymectrospray
lonization(ESI)
lonizzazione chimica a pressione
atmosferica AAtmospheric Pressure
Chemical lonizatiorfAPCI)
Desorbimento laser assistito da matrice|o
Matrix Assisted Laser DesorptigiMALDI)

Tabella 3: Classificazione delle tecniche di spettrometrimndssa in base al tipo di sorgente

Nel presente lavoro di tesi e stato utilizzato ustcumento ESI-TOF. La tecnica di
ionizzazione ESIKlectroSpray lonizationutilizza un gas inerte (di solito azoto) per fax®
un processo di nebulizzazione provocato da una fhfterenza di potenziale. La d.d.p. viene
applicata all’'ago metallico dell'iniettore, che gea goccioline cariche di soluzione (analita e
solvente). Le caratteristiche essenziali del’EBcsche:

1. laionizzazione si verifica a pressione atmosferica

2. si puo depositare una carica multipla sulla spewé&colare.
Questo processo avviene in soluzione (acquosaanicey, che viene poi nebulizzata in una

camera termostatata, ad 80 °C in genere, in cppkcato un campo elettrico (Figura 28).
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entrance plate at-4kV
puls positive molec ule

Figura 28: Rappresentazione schematica del processo di ammze che avviene in una sorgente ES

La nebulizzazione comporta la formazione di picagdecioline di solvente che contengono
delle specie ionizzate (analita carico). Nella sotg il gas inerte fluisce a bassa velocita per
favorire I'evaporazione del solvente, questo petendi trattare anche composti termolabili.
Con il procedere dell’evaporazione del solventegdecioline si rimpiccioliscono fino a che
la repulsione elettrica, aumentata a causa dedscente densita di carica, supera la tensione
superficiale della goccia. A questo punto la goatéo“scoppia” (la repulsione ha superato |l
limite di Rayleight), creando una corrente di iche vengono poi focalizzati da un gradiente
di campo verso I'analizzatore.

Una caratteristica peculiare di questa tecnicaunizzazione € di essere capace di provocare
la formazione di specie multicarica. Nelle tecniginecedenti, infattiz era sempre uguale ad
1, mentre nella tecnica ESI e possibile variarehania caricaz, per cui se si vogliono
osservare molecole molto grandi bisogna favorianietizzazione con una maggiore d.d.p.
L’analizzatore impiegato € di tipo TORinje of flight= a tempo di volo) e si basa sul
principio che ioni di differente valore m/z hanreo dtessa energia cinetica, ma differente
velocita. Occorre considerare, infatti, che gliiiancelerati dal campo elettrico nella camera

di ionizzazione possiedono un’energia cinetica pajuella fornita dal campo stesso:

1

~mu?=zV

2
dove m é la massa,la velocita, z la carica dello ione e V la diffezrardi potenziale. Lo ione
accelerato quindi acquista energia cinetica a spelseampo elettrico. Cosi gli ioni che hanno

il rapporto m/z minore arriveranno al rivelatorénpa di quelli piu pesanti, visto che la d.d.p.

e un parametro costante. L'analizzatore ha la fatiman tubo in cui viene fatto un alto vuoto
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e dove sono assenti sia campi elettrici che magnéti questo modo si riescono a misurare
valori di massa anche estremamente elevati e @iladta sensibilita.
All'uscita dell’analizzatore si trova il rivelatoreper la quantificazione degli ioni. La
maggioranza dei rivelatori funziona ad impattotebetico o per cattura ionica. Entrambi i tipi
richiedono una superficie che raccolga gli ionogealla carica venga neutralizzata. Si realizza
quindi un trasferimento di elettroni ed un flussacdrrente (TIC =Total lon Curren), che
puo essere amplificato ed infine convertito in egrele registrabile su carta o processabile
da un computer. Lo spettro multicarica (m/z vs nsty%) viene trasformato
matematicamente per deconvoluzione della gausslah@omputer, e genera lo spettro di
massa (m/z vs Intensity%) in cui appare il valoeeRIM della specie rispetto allabbondanza
relativa degli ioni analizzati. Le intensita decghi sono espresse in percentuali del picco piu
intenso, il cosiddettgicco base cui si assegna arbitrariamente il valore di 1i0Gotere
risolutivo (PR = mAm), o risoluzione, da una misura di quanto seresibitlifferenze di massa
e lo strumento utilizzato e dipende direttamentidaassa del campione analizzato.
Gli svantaggi dell'uso di questa tecnica sono:

1. lincompatibilita con l'utilizzo di tamponi non vatili e solventi organici apolari;

2. l'inibizione della ionizzazione con alte concentos saline.
| vantaggi sono, invece:

1. il buon utilizzo con analiti volatili e non volatilionici e/o polari;
le informazioni sul peso molecolare;
la scarsa frammentazione;

I'elevata sensibilita;

o & 0N

la determinazione di alti pesi molecolarielectrospraye in grado di ionizzare
biomolecole aventi massa fino a oltre® IDa., grazie alla formazione di specie
multicarica;

6. la possibilita di interfacciamento con la cromatdgr liquida, che ne ha garantito

un largo impiego per analisi biologiche e farmaunat [34, 35, 36].

2.4 ELECTROSPINNING

L’ electrospinninge una tecnica brevettata gia nel 1902 da J. Fegpaha il suo sviluppo

verso un’applicazione commerciale avviene con Arftormhals nel 1934. Con Norton, nel
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1936, viene ideato ancheslectrospinninga partire da un fuso, oltre che da una soluzione.
Dal '34 al '44 vengono registrati diversi brevetindirizzati alla produzione di filati.
Contemporaneamente nel 1938 due sovietici, N.D Raaen and .V Petryanov-Sokolov,
sviluppano i primi filtri, elettrofilando acetata dellulosa in un solvente a base di DCM ed
etanolo. | “Petryanov filters” verranno effettivante utilizzati per le maschere antigas.
I modello matematico che spiega questa tecnictat® studiato tra il '64 ed il '69 da Sir
Geoffrey Ingram Taylor.
Solo dai primi anni '90, tuttavia, diversi studidsanno dimostrato come molti polimeri
organici possano essere elettrofilati in forma amafibre. In particolare, a Reneker si deve
anche l'origine del termineetectrospinning [37]. Proprio in conseguenza di questi ultimi
studi, I'electrospinningha trovato un uso significativo nel campo delléggeria tessutale
negli ultimi dieci anni. Infatti la tecnica permetti ottenerescaffold polimerici con fibre
ultrafini (micron/nanofibre: 5um - 50nm [38]), iraglo di mimare le caratteristiche della
ECM attraverso l'applicazione di un forte campotteleo su un fluido costituito da un
polimero in soluzione o fuso. Oltre ai polimeri @spibile elettrofilare anche ceramici e nano
compositi, via precursori sol-gel [39].
L’apparecchiatura (Figura 29) é composta di:

1. una siringa, che contiene la soluzione polimere&léttrofilare;

2. una pompa, che dosa il fluido in uscita dalla giain

3. un generatore DCd{rect curren} di tensione ad alto potenziale (di solito < 30kV

[40]), collegato all'ago della siringa per mezzouti contatto elettrico (ifetuppuo
essere sia in polarita positiva che negativa [41]);

4. un collettore metallico, posto a terra, che haiteione di raccogliere le fibre.

Syringe Solution Needle  Jet

b
[

e
—— -”;ﬁﬁ \{
U

|
|
|

Tylor cone \.

High Voltage Collector

Figura 29: Rappresentazione schematica dell’appara@editrospinning43]
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| vantaggi dellelectrospinningsi possono riassumere in:

1. struttura a fibre, di diametro controllabile, chema quella dellECM ('ECM ha fibre
tra 50 e 500 nm);

2. alto rapporto superficie/volume delle fibre ultrafiche consente una significativa
adesione cellulare. In particolare sembra che eedsioni micrometriche siano piu
gradite alle cellule di quelle submicrometriche]{44

3. controllo dell’'orientazione delle fibre;

4. ampio range di materiali elettrofilabili [41,43].

2.4.1 |l processo

L’ electrospinning pu0d essere visto come un caso particolare dlfedfrospraying

L’ electrospraying(o electrospray, infatti, € un metodo di atomizzazione di fluiche ha
applicazioni nella spettrometria di massa e nelpmmdustriale dei rivestimenti superficiali
[37].

Se il fluido utilizzato per Electrospinningha un basso peso molecolare, il getto diventa
instabile prima di raggiungere il collettore ersisforma proprio in unspraydi piccole gocce
elettrostaticamente cariche. Utilizzando, invecelinperi fluidi, le forze viscoelastiche
stabilizzano il getto, permettendo la formazione fiissimi filamenti carichi che si
depositano in un intrico di fibre. | diametri soampiamente inferiori a quelli delle fibre
estruse e stirate con forze meccaniche (wet, angle spinning: Figura 30, dove il diametro é
di circa 10pum e oltrgy3].

bt Wil
g solidifying l Solution it
e filamants
pump ] T Spinnaret H NN Spinneres
Hom
Air
mlrr]m'd‘m! mp TV:I‘IH;IW
coagulating
hat
Wet Spinning Drv Spinning Melt Spinning

Figura 30: Tecniche meccaniche di filatura di fibre [43]
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In particolare il percorso del fluido pud essengsi in quattro regioni:

1. Formazione del cono di Taylor:
quando il potenziale elettrico supera un valordicori caratteristico della soluzione
polimerica, il fluido che esce dal capillare (I'ggambia forma e si trasforma in un cono
[37]. Questo & noto come cono di Taylor, ed é pitoddalla repulsione elettrostatica tra
le cariche elettriche che si accumulano sul polanene vince le forze legate alla tensione

superfiale e alla viscosita della soluzione (traaodo la forza di gravita e le forze

inerziali) (Figura 31) [39,45].

Mormal and Tangential A Surface
Electric Stress Tension

Viscosity

Electric Polarization Stress

Figura 31: Forze nel cono liquido [45]

2. Formazione del filamento (zona di stabilita):
incrementando ancora il voltaggio, un getto cagsoe dalla punta del cono (Figura 32)

ed il processo délectrospinningnizia.

Potenziale elettrico

Figura 32: Evoluzione del cono di Taylor allaumentare del gratiale elettrico fino alla formazione di un

filamento

3. Zona di instabilita:
un tempo si pensava che il responsabile della diname di diametro fosse il fenomeno

dello splaying cioé la frammentazione del getto in tanti filamesempre piu piccoli, che
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si verificherebbe a causa della repulsione eldttios. L'idea era apparentemente
supportata anche dalle immagini reali (Figura 33).

—1cm

Figura 33: Apertura del getto principale di una soluzione asgudi PEO (t < 1mg#6]

In realta losplaying pur avvenendo, non e responsabile di questo fenomnvece, in
base al modello attuale, esistono tre instabilitd competono I'una con l'altra (Figura
34):
a. l'instabilita di Rayleigh (0o non conduttiva assiaisetrica), anche dettaaricose
instability;
b. linstabilita conduttiva assialsimmetrica;
c. il whipping motion(movimento di frusta), non assialsimmetrica, andbgakink
instability. [45,46]

>

Figura 34: Instabilita di Rayleigh (A), instabilita condutévassialsimmetrica (B), instabilita 8iendinge
whipping motionC,D) [45]
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L'instabilita di Rayleigh & prevalente con bassi flussi e campi elettricidigende
soprattutto dalla tensione superficiale. Appena) pla densita di carica supera un valore
limite, I'effetto viene meno. Le altre due instadilinsorgono, invece, con 'aumentare del
campo elettrico.

L'instabilita conduttiva sembra essere la respoisatella formazione di gocce, sebbene
cio non sia confermato in letteratura. [45]

In ogni caso, almeno a potenziali e flussi suffitéenente alti, il fenomeno prevalente e
quello dellowhipping motion,movimento di frusta. Esso dipende dalla formazidne
piccole curvature nel gettdbénding che provocano la formazione di un momento
dipolare P(z) perpendicolare al getto stesso. tlogassume cosi un moto spiraliforme,
con raggio crescente, cioé il percorso complessiva forma di cono. La torsione cosi
impartita, insieme all'accelerazione del campotetet e alla repulsione elettrostatica
sono responsabili dellgtretching della fibra [47]. Questo stiro, associato ancha al
evaporazione del solvente, portera ad una riduzitshaliametro del getto. Nel caso dei
ceramici il calo del diametro dipende anche daliangparsa del polimero e dalla
cristallizzazione.

Solo con fotografie a tempi molto brevi di espasi (t << 1 ms [46]) € stato possibile
accorgersi delvhipping motion(Figura 35b). In particolare ci possono esserdamelle

ulteriori instabilita dibendinglungo il getto (Figura 35a) [45].

First Electrizal
Banding Instability

Second Bending

Third Bending Insbabil by
nstabil

Instability

VA @ (b)

Figura 35: Schematizzazione (a) e foto aehipping motion(b) [49]

7 L'instabilita di Rayleght - Plateau, a volte chiata anche instabilita capillare, & un'instabiligidodinamica dovuta allazione della tensione stipiale, che tende a destabilizzare un
sistema fluido per crearne uno con lo stesso volmmaeninore superficie. Un esempio classico di lnifta capillare & dato dalla rottura di un getidatma cilindrica in piccole gocce.
[http://it.wikipedia.org/wiki/Instabilit%C3%A0_di_&yleigh-Plateau]
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4. Collettore:
le fibre impattano e si depositano sul collettosegato a terra (ad esempio un foglio di
alluminio). Le cariche trasportate dal getto cortgpie cosi il circuito elettrico [45]. E’
stato dimostrato che le fibre elettrofilate possi®ml un piu basso grado di cristallinita, a
causa del rapido riarrangiamento delle catene emadisubito uno stiro elevato, dopo
evaporazione del solvente. La concentrazione dellazione o il voltaggio applicato non

hanno un’incidenza significativa sul grado di @iknita [46].

2.4.1.1 Tipi di collettore
Il collettore, oltre ad essere a piano staticoz@mntale/verticale) (Figura 36a), puo avere

diverse configurazioni (Figura 36Db,c).
vﬂ' \"«'* ’ﬁ 'p
l— ﬁ\j“!? P e :Qn
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Figura 36: Rappresentazione schematica di vari tipi di twlfe: statico (a), a disco rotante (b), coasgje)e
(18]

Nei casi in cui il collettore sia rotante (a dist@anche a cilindro), si ottengono fibre allineate
uniassialmente. E’ stato dimostrato che cio faweris migrazione cellulare sulla matrice, in

accordo con la teoria che le cellule hanno la masgdrobabilita di migrare in direzioni
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associate con proprieta chimiche, strutturali ogariche del substrato. L'allineamento delle
fibore e particolarmente interessante per applicazio cui sia richiesta un’orientazione
cellulare, come per i vasi sanguigni [18]. Un pesbh di questa tecnica € quello di regolare la
velocita di rotazione rispetto a quella di emissialelle fibre: se troppo bassa I'allineamento
sara ridotto, se troppo alta le fibre si romperaj#fj.

Un collettore coassiale, invece, e utile per proglfibrecore-shell Grazie a questa tecnica si
possono controllare lo spessore dehell, la resistenza meccanica e le proprieta di ritasci
Per questo le fibre cosi ottenute sono applicaleiiil rilascio di fattori di crescita e farmaci,

oltre che per lo sviluppo di sensori e di compqsgti latissue engineerinfl8].

2.4.1.2 Nuovi apparecchi per electrospinning

Una recente apparecchiatura (2003) chiamata Naespi (Figura 37), brevettata dalla
universita di Liberec, partner esclusivo della Blooas.r.o., ha sviluppato una tecnica piu
semplice dielectrospinning senza l'uso di capillari. In tal caso, infatticoni di Taylor si
creano a partire dal sottile film superficiale diuzione presente su un cilindro rotante. Cosi
lo strato di soluzione si riforma continuamenten dovantaggio che la distanza tra i coni di
Taylor viene regolata dal processo stesso, aumgmtiargualita delle fibre. A cio si aggiunge
una maggior capacita produttiva dell’apparecchicuesde caratteristiche offrono una

significativa possibilita allo sviluppo industriadell’electrospinnind49].

a b

Figura 37: Electrospinningda liquido a superficie libera di alcol polivirb a 32kV (a) e 43kV (b) [49]
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2.4.2 Parametri di processo

Ci sono molti parametri che influenzano il procedselettrospinninge la morfologia delle
fibre, che possono presentarsi con gocce, conglisce (Tabella 4). Questi possono essere
classificati in tre categorie: proprieta della sfune polimerica,Electrospinningsetup e
condizioni ambientali. A queste si aggiunge il tghccollettore utilizzato.

EFFETTO DI UN
CATEGORIE DI PARAMETRI D:';E':E_:_E:EZA AUMENTO SUL
PARAMETRI PROPRIETA DIAMETRO
DELLE FIBRE
. R concentrazione,
Viscosita eso molecolare g
PROPRIETA DELLA Conducibiia P
SOLUZIONE clettrica costante dielettrical <
POLIMERICA -
Tensione . .
. viscosita >
superficiale
Voltaggio / leggermente®<
Portata di
. / leggermente >
ELECTROSPINNING | __POmpaggio
SETUP Distanza ago - / <
collettore
Diametro®
/ >
dell'ago
CONDIZIONI Umidita / /
AMBIENTALI Temperatura / <

Tabella 4: Parametri di processo e loro influenza sul diamdalle fibre della matrice elettrofilata

2.4.2.1 Proprieta della soluzione polimerica
Le proprieta della soluzione dipendono dalla sis&ogita, conducibilita elettrica e tensione
superficiale. Chiaramente esse sono legate siaalgteristiche del polimero che a quelle del

solvente.

1. Viscosita:
la viscosita della soluzione polimerica € uno deigmetri che piu influenza il diametro e
la morfologia delle fibre. Dal suo valore dipententita delle forze viscoelastiche che si
oppongono alleplayingdel gettoLe forze viscoelastiche sono strettamente correlide

struttura (lineare, ramificata o reticolata) delimero e al suo peso molecolare. Quindi

8 Sebbene in [42] sia detto il contrario, studi rethanno dimostrato come tendenzialmente vi siaalm del diametro medio con laumentare del vajtag52].
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per ogni sistema considerato esiste un intervalloodcentrazione limite: al di sotto di
questo, i concatenamentch@in entanglementssono troppo limitati per favorire il
processo di filatura e si formano gocce, mentrediadopra, la goccia di soluzione si
asciuga prima che il getto inizi a trascinare kediaccelerate dal campo elettrico verso il
collettore.

Per incrementare la viscosita della soluzione 6i gumentare il peso molecolare oppure
la concentrazione del polimero in soluzione. Auraadb la viscosita aumenta, pero,
anche il diametro delle fibre, perché la soluziopeone piu resistenza allo stiro da parte
del campo elettrico, e di conseguenza il getttediibzza e fa un percorso piu corto [42].
Va sottolineato che un polimero con un maggior gradi cristallinita avra
tendenzialmente una viscosita minore di uno amerédp che il numero déntanglements
sara inferiore. Inoltre per comprendere 'andameleita viscosita bisognera conoscere le
temperature di transizione vetrosa, per capire tpuanobili siano le catene polimeriche a
temperatura ambiente.

Le fibre elettrofilate hanno tipicamente una disidione unimodale. Invece, per soluzioni
di PEO molto concentrate (e quindi viscose), eastaservata una distribuzione bimodale.
Era presente una seconda popolazione di fibreuootiametro approssimativamente tre
volte piu grande rispetto alla popolazione primaeiaio € stato attribuito a fenomeni di

splaying[18].

. Conducibilita elettrica:

'aumento della conducibilita della soluzione prosmauna maggiore repulsione di carica
del getto, e quindi un maggior stiro delle fibreeaecrescono di diametro. [42]

Uno degli approcci per incrementare la conductbildella soluzione e quello di
aggiungere dei sali [51] o usare un solvente pndattivo [52], come ad esempio la N,N-
dimetilformammide DMF, che infatti ha costante dieica elevatas(= 36,7) [44, 52].

. Tensione superficiale:

al fine di produrre le nanofibre la carica eletirionposta deve superare la tensione
superficiale della soluzione. Durante il processeldctrospinningavviene lo stiramento
del getto al quale la tensione superficiale si oy@pcausando la formazione di gocce o di
fibre con gocce. Affinché questo fenomeno non alhbigo conviene quindi avere una

soluzione con tensione superficiale bassa, otienibitre che con un opportuno solvente,
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anche aumentando la viscosita della soluzionettinfaquesto modo glentanglements

tra solvente e polimero prevengono la formaziondwditer[42].

2.4.2.2 Electrospinning setup
| parametri disetupsono legati al processo produttivo delle nanofésono: il voltaggio, la

portata, la distanza dal collettore e il diamett)’drifizio.

1. Voltaggio:
'aumento del voltaggio provoca una maggiore rdpuks elettrostatica del getto, che

risentira di uno stiro maggiore. Si ottengono, fertbre piu sottili (Figura 38).

Fiber Diameter vs. PCL%
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Figura 38: Legame tra diametro delle fibre, concentraziomel&aggio [51]

Ad elevate differenze di potenziale i diametri ddibre tornano invece a crescere, a causa
della difficolta che ha il solvente ad evaporare éa. per il PEO, che e poco viscoso, al

7% wt dipolimero in HO, 9kV sono gia un potenziale elevato) [18].

2. Portata di pompaggio:
portate elevate generano un aumento della dimemsi@tiie fibre. Infatti queste non
hanno tempo sufficiente per permettere al solvedn&vaporare [42]. Comunque questo

parametro non é cosi influente come altri.

3. Distanzatra il foro e lo schermo:
variando la distanza tra il foro e lo schermo d$iuenza il tempo di percorrenza e la

potenza del campo elettrico. Se la distanza e tadibtgetto ha un tempo minimo a
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disposizione per asciugarsi prima di arrivare dlletitore, ma anche l'intensita del campo
elettrico aumenta incrementando l'accelerazione detto. Per questo motivo la

dimensione delle fibre aumenta [42].

. Diametro dell’orifizio:

un ago con un diametro interno minore riduce il etondi gocce (Tabella 5) ed anche il
diametro delle fibre. La goccia che si trova alfemita dell’ ago ha dimensioni minori e
la sua tensione superficiale aumenta. A parita aliaggio, c’e bisogno di una forza
coulombiana maggiore affinché il getto si formi, ncaonseguente diminuzione
dell'accelerazione del getto. Serve quindi piu terpprché venga stirato ed assottigliato

prima di arrivare al collettore. [53]

DIAMETRO (mm) CARATTERISTI(;:(E)CDEEIS_;I(E) FIBRE E DEL
1.2 (G18) Gocce sulle fibre e occlusione dell'ago
0.8 (G21) Occlusione occasionale dell’'ago
0.7 (G22) Rara occlusione dell'ago
0.4 (G27) Nessuna occlusione

Tabella 5: Effetto del diametro dell’orifizio sulle carattstiche delle fibre e del processo per una soluzane
5% wt di P(LLA-CL) (70:30) a 12kV

2.4.2.3 Condizioni ambientali

| parametri ambientali influenzano la morfologidlelébre ed il campo elettrico esterno.

1. Umidita:

al crescere dell'umidita cresconodenensione, il numero e la distribuzione dei potles
superficie delle fibre [42]. Allo stesso tempo, ac@enda del polimero, 'aumento
dell'umidita provoca una crescita o una diminuzioe¢ diametro delle fibre. Ad esempio
per il PVP (o analogamente per il PEO), il diametata a causa della minor velocita di
solidificazione (Figura 39). [54]
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2. Temperatura:

incremento della temperatura della soluzione hae deffetti contrapposti per

I elettrospinning in quanto aumenta la velocita di evaporazione sid¥ente, per cui
cresce la dimensione delle fibre, ma diminuisceisaosita, con effetto opposto (Figura
39) [42, 54]. Chiaramente la temperatura non pserestroppo aumentata se si usano nel

processo enzimi o proteine.
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Figura 39: Effetto della temperatura e dell'umidita (RH: 2@amante, 30% quadrato, 45% triangolo) per due

materiali a diverse concentrazioni e TCD (distamga-collettore) [54]

2.4.3 Applicazioni dell'electrospinning

Quando i polimeri fibrosi passano da diametri neetrici a nanometrici emergono molte
nuove caratteristiche, tra cui due sono ritenutggrmamente significative: maggior rapporto
superfice/volume (fino a mille volte superiore BHp a quello delle microfibre) e proprieta
meccaniche e strutturali superiori (maggiore rigidd forza tensile in relazione al diametro).
Inoltre, lavorando in specifiche condizioni contceolimeri, si riesce ad inserire nelle fibre

un grado di porosita elevatissimo con dimensiongae controllabile.
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Cosmetic Skin Mask Application in Life Science Tissue Engineering Scaffolding
Skin cleansing Drug delivgry calz'rier . Porous membrane for skin
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Figura 40: Potenziali applicazioni dellectrospinning

Applicazioni industriali dellélectrospinningcoprono i seguenti campi: microelettronica,
produzione e accumulo di energia, salute, biotexne) ambiente, difesa e sicurezza [55]
(Figura 40) [55]. Esse rimangono, pero, ancoraasefsperimentale e solo in qualche caso
sono gia commercialmente prodotte, come i filtri gea e liquidi [57, 57].

Un recente utilizzo commerciale in campo biomedioguello dellAVflo™ per I'emodialisi,

la prima protesi di accesso vascolare a sfruttar@roprieta di una matrice elettrofilata,
insieme alla NovaMesh™, rete per ernia ventrale.eltrambi i casi il materiale e

policarbouretanico [58].

2.5 MICROSCOPIO ELETTRONICO A SCANSIONE (SEM)

Il microscopio elettronico a scansione (SEM), digpde in commercio dal 1965, € uno
strumento ora molto diffuso con un vastissimo cangpoapplicazioni. La sua buona
risoluzione e la notevole profondita di fuoco carteeo di osservare ad alti ingrandimenti
con sorprendente tridimensionalita la topografigoesficiale di differenti campioni.

L’immagine viene prodotta facendo compiere ad utiledascio di elettroni un movimento

di esplorazione (scansione) di una porzione di Siggee del campione e rappresentando sullo
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schermo di un tubo a raggi catodici (CTR) o su subea cristalli liquidi (LCD) l'intensita
con cui gli elettroni (secondari, retrodiffusi, ceengono emessi in funzione della posizione.

Il principio di funzionamento dello strumento (Frgutl):

Elactron Electron Gun
-

M agnetic
Lans

ToTV
Scanner

= Secondary
Electron
Datecior

Specimen

Figura 41: Schema a blocchi di un microscopio elettroniceansione

1. sfrutta I'emissione di un fascio elettronico datpadi un filamento (di tungsteno o
altro materiale piu efficiente comeRs) per effetto termoionico, accelerato da un
campo elettrico applicato tra il flamento stessat¢do), mantenuto ad un elevato
potenziale negativo, e I'anodo, collegato a massa.

2. |l fascio viene focalizzato lungo una colonna settoto (attorno a I®torr), mediante
un sistema di lenti elettromagnetiche (tipicameatie lenti condensatrici e una lente
obbiettivo), per ottenere un fascio finale di seeianolto ristretta (tipicamente 10 nm
in strumenti standard e 1 nm in strumenti ad adt@luzione). Le tensioni acceleratrici
vanno da 1 a 50 kV, mentre le correnti degli ebgitr focalizzati sono
approssimativamente dell’ordine dei200% A.

3. |l fascio di elettroni focalizzati analizza la sufpgie del campione per l'effetto di due
coppie di bobine di deflessione incorporate nebiettivo, che lo fanno muovere
secondo righe parallele e successive e gli fannodgesplorare una piccola zona

quadrata o rettangolare. Un sistema di moviment&zipermette di spostare il
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portacampioni relativamente alla sonda per vardiareona del campione in esame,
nonché per variarne I'angolo di inclinazione.

4. Con un opportuno rivelatore viene raccolto il ségnad esempio gli elettroni
retrodiffusi, la cui intensita e utilizzata per nubate la luminosita dellgpot di un
tubo a raggi catodici (CTR).

La posizione dellspotsullo schermo del tubo a raggi catodici viene cotasa dallo stesso
generatore che alimenta anche le bobine di deflessiellospotdel CTR. Si ottiene cosi un
sincronismo tra la scansione del campione da ket sonda e quello dellgpot sullo
schermo del CTR, e quindi I'immagine finale € unappa dell'intensita di emissione degli
elettroni secondari di corrispondenza biunivocajtpyper punto, fra lo schermo fluorescente
e un area della superficie del campione. L’ingraredito e dato semplicemente dal rapporto
tra le dimensioni lineari dellimmagine sul CTR e@efle della zona esplorata. Percio al
massimo si avra un 20000x (= 0,2 mm/10 nm) sestauzione massima del SEM € 10 nm e
tenendo conto che I'occhio umano ha un potereutsa di circa 0,2 mm. Con il microscopio
ottico (OM), invece, non si va normalmente oltd€DO0x.

Una delle caratteristiche piu conosciute della oscopia elettronica a scansione ¢ la facilita
di preparazione dei campioni. In molti casi si heha fare con campioni che risultano buoni
conduttori sia di elettricita sia del calore e doa si alterano per effetto del vuoto. In tal caso
e sufficiente ridurre il campione a dimensioni dtadali e fissarlo sul piattino portacampioni
mediante un adesivo a bassa tensione di vaporepezao di nastro biadesivo. A seconda
della delicatezza del campione si pu0 precedentem@nuovere la polvere o la sporcizia
mediante un lavaggio ultrasonico. | solventi ugatquesti trattamenti devono, pero, essere
inerti e non lasciare tracce.

| campioni da esaminare devono essere sufficienmtemeonduttori o resi tali mediante
deposizione per evaporazione di un film sottilergitallo (tipicamente oro, come in questo
caso, 0 anche grafite). Un campione non condutiafatti, si caricherebbe elettricamente
causando distorsioni e contrasti anomali nellimmagLo strato deve essere il piu uniforme
possibile in modo da non alterare o oscurare lagadia superficiale del campione.

Al termine della preparazione il piattino col caompe viene posto sul portacampioni dello
strumento, che si posiziona sotto la colonna insgte che funge da anticamera temporanea.
Dopo circa un minuto il vuoto nell’anticamera eldedtesso ordine di grandezza di quello

della colonna per far arrivare il fascio di eletirprimari al campione. [60]
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26 XPS

La spettroscopia fotoelettronica indotta da raggKRSY & un metodo analitico che permette
di determinare le specie chimiche presenti sulleedicie di un campione. Fa parte delle
spettroscopie elettroniche, insieme alla spettqoiscoAuger (AES), che si basa
sull’eccitazione con elettroni o talora raggi Xeviando I'emissione di elettroni secondari, e
a quella fotoelettronica ultravioletta (UPS), cadiazione UV (poco usata).

L’XPS e largamente utilizzata sia nell'ambito dgblara ricerca scientifica che in ambito
applicativo/industriale (studi sulla corrosione,sidazione, catalisi € microelettronica). Il
fenomeno che sta alla base di questa tecnica disiaad'effetto fotoelettrico (Figura 42):
atomi colpiti da fotoni X monocromatici (di enerdi@) emettono fotoelettroni, le cui energie

cinetiche (E) dipendono dai livelli energetici diali sono stati estratti.

%, ~ E=hv-®-BE
<+

hv 10,5
0, Electrons

E= electron kinetic energy @ =work function
BE=Electron binding energy hv=photon energy

Figura 42: Principio di funzionamento dell’XPS: I'effetto fodtettrico (equazione riferita ad un elettrone)

Attraverso la misura dell'energia cinetica dei &éttroni € quindi possibile valutare I'energia
di legame degli atomi di origine (BE) e stabilire maniera esatta I'elemento chimico di
provenienza. Siccome l'energia cinetica dell’etatr viene misurata con uno spettrometro di
elettroni, si introduce un fattore di correzionettd funzione lavoro®), per tenere conto
dell'intorno elettrostatico nel quale I'elettrong@énerato e misurato.

La tecnica XPS permette la determinazione nondelle specie chimiche presenti, ma anche
della natura dei legami nei quali sono coinvoltediaete I'analisi della posizion€kemical
Shiff dei picchi fotoelettronici rispetto ai valori talati e riferentesi alle specie atomiche

pure.

9 In alternativa pud essere chiamata anche spetpiselettronica per analisi chimiche (ESCA).
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In particolare la scansione da 0 a 1000 eV pernditidentificare e quantificare, con un
margine di errore del 10%, gli elementi presemniuekce le scansioni a livello dei singoli
elementi permettono la determinazione dell’'esatiergia di legame, e quindi dello stato di
valenza di ogni atomo (ad es3;OCys...). In tal caso i valori non sono espressi in iarm
assoluti, ma sono dei rapporti relativi (ad eg/@Q,).

L'informazione ottenuta & strettamente legata anipstrati atomici (3-50 A), il che fa
dell’XPS una delle principali tecniche di analigpsrficiale. Infatti solo gli elettroni prodotti
nei pochi monostrati superiori del campione harampdssibilita di emergere dalla superficie
con energia inalterata. La maggioranza degli @ettperde invece energia tramite collisioni

anelastiche [60, 61].

2.7 MISURE DI ANGOLO DI CONTATTO

L’angolo di contatto ) e lindice della bagnabilita di una superficidjecdetermina la
capacita di un liquido di distribuirsi su di essa.
Il metodo consiste nella misura dell’angolo tradagente al profilo di una goccia, depositata
sulla superficie del campione, e la superficie ssed0 strumento che misura I'angolo di
contatto € composto da tre elementi:

* una piattaforma che ospita il campione;

e una sorgente di luce ;

* unatelecamera interfacciata ad un computer.
Ad una estremita della piattaforma si trova la eatg di luce, mentre all’altra estremita si
trova l'ottica di misura. Ursoftwareconsente di catturare le immagini e di misuraaedolo
di contatto del liquido sulla superficie solida.
La tensione superficiale € il risultato direttoldedquilibrio tra le forze atomiche o molecolari
che esistono tra due fasi diverse. Se si consigieaamolecola posta sulla superficie, essa é
attratta verso l'interno, dove puo essere circandi® molecole contigue che esercitano un
campo uniforme. Di conseguenza la superficie dimateriale possiede una tensione (0
energia libera) superficiale maggiore rispetto irtrno del corpo, e quindi tendera a
minimizzare la propria area. Il valore dell'angalbcontatto e associabile dal punto di vista
termodinamico alle tensioni superficiali solido-gasc), solido-liquido {s.) e liquido-gas
(yLe) (Figura 43a), secondo I'equazione di Young:
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Vse = VsL Ve cosf=0

Nel caso di campioni ad uso biomedico, il paramgiito importante € la bagnabilita del

materiale. La goccia d’acqua posta sulla superficgma del campione tende ad allargarsi
guando la superficie & bagnabile, viceversa, asaumeforma sferica quando la superficie
non e bagnabile (Figura 43b).

Hydrophobic Hydrophilic
Drop Drop

y w6

| high contact angle low
\ poor adhesiveness good
(a) poor wettability good  (b)

Figura 43: Angolo di contatto: tensioni superficiali di intectda (a) e caratteristiche di una superficie idbida

e di una idrofilica (b)

In pratica, se cof si indica I'angolo di contatto, sono possibili sieuazioni:
e 0=0°, la superficie & completamente bagnabile;
* 0°<6<90°, la superficie & parzialmente bagnabile;
* 6>90°, la superficie non & bagnabile.
Angoli di contatto bassi (e quingi, elevate) sono auspicabili per un biomateriale deteba

essere colonizzato dalle cellule [61].

28 SAGGIIN VITRO

| saggi biologici vengono eseguiti a partire daw@ cellulari. In generale I'isolamento delle
cellule segue le seguenti fasi:

1. distruzione contatti cellula-matrice e cellula-o&ltramite digestione enzimatica;

2. sospensione o coltura cellulare eterogenea: sekezel tipo cellulare;

3. coltura cellulare omogenea;
Dopo lisolamento si procede alla coltivazione (kKam 44) delle colture cellulari, che si

suddividono in:
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1. primarie: se derivano direttamente dalla dissooraidi un tessuto od organo. Hanno
caratteristiche biochimiche che si avvicinano maggente a quelle in vivo, ma la
loro vita € limitata e, per la realizzazione di getii a lunga scadenza, € necessario
prevedere diversi isolamenti [62];

2. secondarie, terziarie,...: se le cellule in colturarichno da colture precedenti
(subcoltivazione);

3. linee cellulari: sono, invece, cellule in gradoreplicarsi indefinitamente in coltura.

Derivano da colture primarie di tumori o da mangzabni genetiche di colture

primarie non tumorali (immortalizzazione) [64].

ey T 5 o
(=g
R e
SRR

cells prodiferate confluemn monolayer: cells fresh medium pumped Moy f medium stimulates
na longer proliferste across cells ol prodiferation

Figura 44: Proliferazionen vitro: per alcuni tipi di cellule (come le HUVEC) allarfluenza c’e inibizione per

contatto cellula-cellula e si forma un monostréaqyroliferazione puo essere stimolata con nuogmg65]

In questo lavoro di tesi si fa riferimento a calHHUVEC ottenute da cordone ombelicale
umano, provenienti sempre dal terzo stadio di caltu

La conta del numero di cellule da seminare si eféeal microscopio ottico, con la camera di
Burker (Figura 45). Questa € costituita da un vefpesso, in cui é ricavata una camera
capillare. La parete superiore della camera e cemapda un vetrino bloccato da due graffe
laterali. Al microscopio diventano evidenti una isedi linee ortogonali tra loro, che

delimitano delle aree e quindi dei volumi.

Ridges lhlal suppart ml:-versllp

Sample added here; care must be
taken not to allow overflow; space
between coverslip and slide is 0.02 mm
(5;mm). Whole grid has 25 large
squares, a total area of 1 mm?and

a total volume of 0.02 mm?,

Figura 45: Camera di Burker
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Figura 46: Griglia utilizzata nel conteggio con camera di lgir(a) e particolare di un quadrato ad angolo (b)

1. Prima del conteggio si devono staccare le celld#adpiastra ed eliminare gli
aggregati cellulari mediante trattamento enzimaticeahimico (ad es. si usa una
soluzione di tripsina, che degrada le proteine diseone della matrice, ed EDTA,
chelante di C4 e M¢*, indispensabili per I'adesione [66]); [67]

2. si trasferisce quindi una piccola quantita di sospme cellulare in entrambe le
camere del vetrino (con il coprioggetto montata@rnpettendo il riempimento della
camera per capillarita;

3. partendo dalla prima camera, si contano le celfelequadrato centrale da 1mm e nei
4 quadrati da 1 mm agli angoli (Figura 46(a)). &rtigolare, si considerano anche le
cellule in alto e a sinistra che toccano la linemtale del perimetro di ciascun
guadrato, non, invece, le cellule che toccano naalicentrale in basso e a destra
(Figura 46(b)). Si ripete la procedura per la sdeotamera;

4. se si contano meno di 200 o piu di 500 cellule X@iquadrati (20-50 cellule per
singolo quadrato) bisogna aggiustare opportunameateconcentrazione della
sospensione;

5. il calcolo effettivo si esegue tenendo conto clesa@in quadrato dell'emocitometro,
con il coprioggetto in posizione, ha un volume di Gnn?, cioé 10* cn?. La

concentrazione di cellule per ml sara allora:

Cellule per ml = conteggio medio per quadrato tofatdi diluizione x 16[68]
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2.8.1 Test di vitalita cellulare:MTT Test

L’MTT teste un saggio colorimetrico, introdotto da Tim Mosmarel 1983, utilizzato per
stimare il numero di cellule metabolicamente attiS8epossono cosi indagare I'adesione e la
proliferazione delle cellule cosi come la citotogai Tuttavia per essere certi della capacita
delle cellule di replicarsi dovremmo eseguire adngsio un test che valuti la quantita di
DNA.

L'MTT valuta la vitalita delle cellule servendosi dn agente ossidante cromogeMdT{T
bromidg corrispondente ad un sistema policiclico@GeBrNsS) (Figura 47) dotato di un
anello tetrazolico che puo essere facilmente mdd#ile succinato deidrogenasi cellulari o da
altri sistemi di trasporto elettronico, formandgoer apertura dell’anello tetrazolico - un
composto cromoforo azotato detto formazano, il guippo funzionale caratteristico €
R'NH-N=CR-N=NR® (Figura 48).

Il formazano forma dei cristalli insolubili nell’dorente intracellulare a cui le membrane
risultano sostanzialmente impermeabili; € quindirnpssa l'entrata della molecola
cromogena nella cellula, ma non l'uscita del foraraz se questo € stato correttamente
metabolizzato. Cio significa che le catene di toasp elettronico sono ancora
metabolicamente attive, cioé dotate di potere edte:.

La trasformazione del’MTT vede un viraggio dellalecola da giallo a blu scuro - violetto.
Le cellule appaiono cosi visibili con tale colorguendi e sufficiente aggiungere un solvente
come l'isopropanolo o il DMSO per dissolvere la neama cellulare e liberare il formazano
in tutta la soluzione. Dalla lettura dell'assorbaratlo spettrofotometro ELISA si potra cosi
stimare il numero di deidrogenasi e catene di trdsp mitocondriali attive e quindi

indirettamente il numero di cellule vitali nel caimpe. [69,70]
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Figura 47: MTT bromide composto organico ridotto dai mitocondri
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Figura 48: Schema del processo di apertura dell'anello zetieo

| cristalli solubilizzati sono quantificati di s con metodo colorimetrico alla lunghezza
d’'onda di 570 nm (assorbanza del colorante ridotemjche se l'intervallo accettato e
comunque 550-600 nm [70].

Va tuttavia tenuto conto che la soluzione finalefalimazano é instabile a temperatura
ambiente, quindi si raccomanda di eseguire le mifad un tempo standardizzato e di
mantenere i campioni a 4°C se bisogna misurareguipioni contemporaneamente. Infatti e
stata rilevata una significativa differenza tra pamni analizzati ad intervalli di 15 minuti a

temperatura ambiente. Al contrario cio non si osser4°C. La stessa diluizione da utilizzare
deve essere scelta opportunamente per minimizedfetto di una variazione nel numero di

cellule e quindi ad esempio in Figura 49 si soredteda 1+7 e la 1+9. [71]
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Figura 49: Esempio di curva standard di diluizione
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Si utilizzano curve standard di calibrazione (cmuedui utilizzata e stata elaborata in un
precedente lavoro di tesi) [23] per quantificarenado assoluto il numero di cellule presenti.
Nel caso si voglia studiare la citotossicita, gailmente si definisce citotossica la

concentrazione che uccide il 50% di cellules)@71].

29 T-TEST DI STUDENT

Il t-test di Student (pseudonimo di William SealgsSet [73]) € un metodo di analisi statistica
per verificare se due gruppi di dati abbiano lassde distribuzione (Figura 50). Cio
corrisponde ad affermare che i due gruppi hannstdasa media i e la stessa variasfza
Queste sono le due ipotesi su cui si basa ilne#ig forma classica.

La distribuzione t di Student e definita come:

X-Y _ X-Y

t= =
oiin+aiin, o} +o;

dove X e Y sono le medie di X...,Xn € Yi,...,Y, ,cioé due gruppi di variabili aleatorie
indipendenti ed identicamente distribuite, di leggirmali (0 gaussiai® rispettivamente
N(px, ox?) e N(iy, ov?), in cui p = media & = varianza.

Se valgono le due ipotesi sull'uguaglianza di ¢,esi pud anche scrivere che Xy +oZ; e
Yi =M +cW;, con Z e W indipendenti e di legge N(0,1)). Quindi t diventa:

_ X-Y _ o(Z -W) _ (Z-w)
Joiin+aiin, Joi(oiin+aiin) oiin+aiin,

t

Da questa formulazione si nota come t dipenda saldeggi normali e dal numero di

campioni i ed n. Si puo dimostrare che in realta la distribuzidne legata soltanto al

10 a distribuzione gaussiana & detta anche normpalehé moltissimi fenomeni possono essere destsittina curva gaussianaGauss-like(cioé simile). Si tratta di una curva dalla
classica forma a campana che ha un massimo a@tienmedia dei valori misurati e puo essere pitemanstretta a seconda della dispersione dei vatimino alla media. La dispersione
si misura con la deviazione standard, e una dediprieta della gaussiana & che il 68% delle misonaziifferisce dalla media meno della deviaziotendard, mentre il 95% meno di due
deviazioni standard. Quindi maggiore € la deviazistandard, piu la gaussiana & "aperta" e pitacfiossibilita che la media (il punto piu alto) r&ia rappresentativo di tanti casi.
[http://www.albanesi.it/Notizie/curva_di_gauss.htm]

X oo — 00 < I <00
OV 2T (dove p = media e = deviazione standard o scarto quadratico medio)
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numero di gradi di libertd = m + n, — 2. Quest’ultima formula deriva dal fatto che per
calcolare la varianza di n campioni si divide per @infatti non si divide per n, perché non si
sta considerando la varianza dell’intera popolaziona solo di un gruppo di campioni) ad es.

per X,...,Xn campioni si dimostra che:

La t di Student e, percio, il rapporto tra la difieza delle medie e la deviazione standard di
guesta differenza. Se due campioni venissero g&dlssa popolazione, sarebbe improbabile
che t avesse dei valori alti. In particolare sigieeun livello o di accettabilita del test, detto
anche errore di prima specie, che rappresentalzapilita di sbagliare nell’accettare I'ipotesi
dell'uguaglianza delle due distribuzioni. Di solito biologia si usa ua del 5%. Il motivo e
che, scegliendo um piu piccolo, la t critica ammissibile sarebbe magg e quindi
diminuirebbe la possibilita di distinguere differensignificative piu piccole, se fossero
presenti. Si parla in questo caso di errore disgaspeci@.
La potenza di un test si misura, allora, com@ tioe come la probabilita di non fare un
errore di seconda specie. Essa dipende da:

1. I'a che si e disposti a tollerare: al crescere dumenta la potenza del test;

2. la variazione W - py che si vuole misurare: al suo crescere aumernaténza;

3. lataglia n del gruppo considerato: al suo cres@menta la potenza.

A seconda det e deglia, sono tabulate le varie t, che calano alllaumentia e div. [75]

control treatment

group group
mean mean

Figura 50: Distribuzioni idealizzate per i campioni di corltooe trattati [74]

In questa tesi il t-test & stato utilizzato perfoomtare i dati del controllo (il materiale dello
scaffold) con quelli del campione trattatscéffold irradiati o trattati con peptide legato

covalentemente o inglobato). L'obiettivo e quelloagcertare se ci sia effettivamente una
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differenza statisticamente significativa tra il tmflo e loscaffoldtrattato, per 'adesione e la
proliferazione cellulari. In questo caso le duet@so di partenza sono adeguate, visto che
comungue a priori non si puo sapere se ci sardalififeaenza significativa né tra le medie né
tra le varianze. Inoltre I'evoluzione di un ceriaggio biologico e sicuramente indipendente
da quella di un altro.
Nella pratica si puo utilizzare ad esempio un fgli lavoro excel, inserendo in tal caso la
funzione TEST.T (matrice dati 1; matrice dati 2¢laptipo), dove:
e matrice dati 1 e 2 = medie prima e seconda sedatiti
chiaramente le due matrici devono essere compa@asgeuna da almeno due elementi,
altrimenti si divide per zero (essendo n-1 = Oanditviazione standard del campione);
e coda=102 (comein questo caso):
a seconda che il test sia unilatero (se non irdaresl esempio che un dato sia
superiore alla media) o bilatero (se interessa reedpiale sia la significativita
indipendentemente dal fatto che la differenza sstjya o negativa);
e tipo =1, 2 (come in questo caso) o 3:
1, se il test & accoppiato, cioe i due gruppi di s@no tra loro dipendenti; 2 e 3, se
invece sono indipendenti, rispettivamente con giadevarianza uguale o diversa tra i
dati.
Va sottolineato che il valore finale restituitoagdrobabilita che i due gruppi di dati abbiano la
stessa media, e non l'errolecommesso. Percio, per osservare una differenréfisajiva,
bastera trovare un valore p < 0,05, cioé minoke di
Nel caso i gruppi considerati contemporaneamergsefo, invece, piu di due, il t-test non
sarebbe piu applicabile con questa formulaziorfattina probabilita di compiere almeno un
errore di prima specie nell’eseguire k test di Student sarebbe para.aAd esempio con 5
gruppi di dati si avrebbero 15 test possibili (cleecombinazioni semplici £3), e quindi
addirittura un k = 75%, per. = 5%. In altri termini, piu della meta delle volteisultato del
t-test sarebbe errato.
Per risolvere questo problema:
1. di solito si utilizza il t-test di Bonferroni, chmpone di avere un livello di errore =
a/k per ciascuno dei k test eseguiti. Cio compotta terrore di prima specier
commesso saf# < ko' = a;
2. in alternativa si puo impiegare I'F-test di Fischdircui il t-test € un caso particolare.

Dove i due stimatori t ed F sono legati dalla rigiae F = £ [75].
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3. PARTE SPERIMENTALE

3.1 MATERIALI

| materiali impiegati nei laboratori del Dipartintendi Processi Chimici dell’lngegneria,
elencati in base alla ditta produttrice, sono:
* Sigma-Aldrich(Steinheim, Germania): acetonitrile, 1,1,1-3,33afkioro-2-propanolo
(HFIP).
» Sigma-Aldrich(St.Louis, USA): policaprolattone (PCL),/Mhedio 60 kDa;
e Biosolve (Valkenswaard, Olanda): piperidina, diclorometar®CM), N,N-
dimetilformammide (DMF), acido trifluoroacetico (Al
e Carlo Erba(Milano, Italia): anidride fosforica, sodio fostebibasico.
« Prolabo(Parigi, Francia): dietiletere, cloruro di sodio.
e PURAC biochem (Gorinchen, Holland): copolimero acido lattice-a@pttone
(P(LLA-CL)), PURASORB PLC 7015 Ratio M/M %70/30.

| materiali impiegati presso i laboratori del Préf.P. Parnigotto e della Prof.ssa M. T.
Conconi del Dipartimento di Scienze Farmaceutieéiencati in base alla ditta produttrice,
sono:
« Promo Cell (Hidelberg, Germania): terreno selettivo per dellendoteliali MV2
(terreno base).
* Gibco-Invitrogen CorporatiorfMilano, Italia): soluzione tampone sodio-fosfato.
« BD Biosciencesg(Franklin Lakes, NJ USA): fibronectina, piastetritissue-culture
e Sigma soluzione MTT (3-(4,5-dimetiltiazolo-2-il)-2,54&niltetrazolobromuro), BSA
(Serum Bovine Albumin collagenasi 1V, antibiotico e antimicotico (foufazione:
10000 unitd/ml di penicillina G, 10 mg/ml di strepticina solfato e 25g/ml di
amfotericina B), .
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3.2 STRUMENTAZIONE

1. Cromatografia RP-HPLC:

* HPLC Waters 600 Controllemunito di rivelatore UV/Vis modell®Vaters 2487 Dual
A Absorbance DetectolJtilizzo per cromatografie semipreparative;

 HPLC Waters 600Emunito di autocampionatore modello 717 e di ata@le UV/Vis
modelloWaters 2487 Dual Absorbance Detectot’acquisizione e l'integrazione dei
dati sono state eseguite dal progranttngpower(Waters) Utilizzo per cromatografie
analitiche.

Le cromatografie semipreparative e analitiche hascapi diversi: le prime servono a

separare quantita maggiori (dell'ordine delle decdi milligrammi), le seconde sono

utilizzate per caratterizzare i peptidi ottenuiscdiminandone la purezza.

Le colonne utilizzate sono le seguenti:

« Delta-Pak HR G SP (15pm, 100 A, 7,8x 300 mm), dellaWaters per le
cromatografie semipreparative dei peptidi Fmoc-288Re 2N3RGD;

« Nova-Pak HR G SP (6um, 60 A, 7,8< 300 mm), dellaVaters per le cromatografie
semipreparative del peptide (GRGDJER)

« Vydac Gg 238TP54 monomeric analitica (@n, 300 A, 4,6x 250 mm), delleGrace
per le cromatografie analitiche del peptide FmoBRED;

« Vydac Gg 218TP54 protein & peptide analitica (&, 300 A, 4,6x 250 mm), della
Grace per le cromatografie analitiche dei peptidi 2NIRE& (GRGDSPK.

L’acqua MilliQ utilizzata in cromatografia vienegparata in due fasi: prima é distillata

con un sistema messo a punto dalla dig&chinato (Mestre, Italiale quindi desalificata

e privata degli organici con il sistema Milli@/aters.

2. Spettrometria di massa:
le analisi di massa sono state effettuate dal DotDalzoppo del Dipartimento di Scienze
Farmaceutiche dell’Universita di Padova. Lo strutoattilizzato € un ESI-TOF, modello
Mariner System 5220 dell’Applied Biosystem (PerkKimer, Analytical Instruments,
Norwolk, CT, USA).
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Electrospinning

L’elettrofilatura degliscaffoldé stata eseguita presso il laboratorio del ProfMddesti

del Dipartimento di Processi Chimici dell’Ingegraeriniversita di Padova. L'apparato

per I'elettrofilatura risulta cosi composto:

* generatore di alto voltaggiG@amma High Voltage

e siringa da 2,5 ml con ago in acciaio inox smussafy (diametro int. 0,4 mm):
Terumq

* pompa:New Era Pump Systems, Inc

e piastra quadrata in acciaio inox ricoperta da uglidodi alluminio come collettore

Vero e proprio.

. Analisi al SEM:

le immagini delle matrici elettrofilate in questsi sono state eseguite presso i laboratori
del Prof. Ramous del Dipartimento di Processi Cbingell'Ingegneria dall'ing. K.
Brunelli, utilizzando:

* metallizzatorePOLARON Sem Coating System

* microscopio a scansione elettroni€ambridge Stereoscan 440 SEM

Le immagini sulle matrici di PCL per l'analisi drgliferazione a 3 giorni delle cellule
sono state invece eseguite al CUGAS di PadaS# Jeol 6490)

Irradiazione dei campioni:
la lampada UV impiegata per lirradiazione dei c@np condizionati con peptide
fotosensibile € uJVSL-15, CHECCHINATO A. (Venezia,ltalia)

Analisi XPS:
le analisi sono state effettuate dalla Dott.ssalieci del Dipartimento di Fisica,

Universita Roma Tre.

. Misure di angolo di contatto:

le misure sono state eseguite dalla Prof.ssa V.o8i#lan del Dipartimento di Fisica dei

Polimeri, Universita “Paul Sabatier” di Toulousedég 9 (Francia)



8. pHmetro:
il pHmetro usato per la misura del pH della solneicsodio-fosfato nelle cinetiche di
rilascio € unFE20/EL20 METTLER TOLEDO

9. Spettrofotometro:

lo spettrofotometro per piastre ELISA e Wicroplate autoreader EL 13 (Bio-Tek

Instruments, Winooski, V.T)
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3.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

3.3.1 Purificazione dei peptidi

» Purificazione del peptide Fmoc-2N3RGD

Sono state eseguite sette corse semipreparatifasasunversa, utilizzando circa un centinaio
di mg per volta di prodotto grezzo sintetizzatgpnecedenza Le condizioni utilizzate sono:
colonna = Delta Pak HR;&SP; flusso = 4,0 ml/min; eluente A = 0,05% TFAH30 MilliQ;
eluente B = 0,05% TFA in G&N; gradiente = 0-15% B in 2 min e 15-55% B inr@in;
rivelatore spento.

Le corse analitiche di controllo sono state esegsgicondo le condizioni di seguito riportate:
colonna = Vydac ¢ 238TP54 monomeric analitica; flusso = 1,0 ml/ngluente A = 0,05%
TFA in H,O MilliQ; eluente B = 0,05% TFA in C¥CN; gradiente = 29-39% B in 20 min;
rivelatore a 214 nm. Le frazioni migliori sono staiunite e liofilizzate.

e Deprotezione del gruppo Fmoc

La rimozione del gruppo protettore Fmoc e statanotta trattando il peptide Fmoc-2N3RGD
con una miscela al 20% v/v di piperidina in DMF 16 ml ogni mg di peptide) per 15 min
sotto blanda agitazione. Il peptide é stato reatpguortando la miscela di reazione a piccolo
volume in evaporatore rotante, precipitando cotildtere freddo sotto agitazione, e filtrando
con gooch G4. Il precipitato é stato seccato sattio per 1h.

* Purificazione del peptide 2N3RGD

Si sono effettuate tre semipreparative utilizzangtoa 10 mg per volta di 2N3RGD, nelle
stesse condizioni sopra riportate nel paragrafaififazione del peptide Fmoc-2N3RGD”,
salvo che con diverso gradiente = 0-13% B in 2 enr8-23% B in 40 min.

Le varie frazioni sono state sottoposte a corséteha e riunite secondo il grado di purezza.
Le condizioni impostate per le analitiche sono:onolh = Vydac & 218TP54 protein &
peptide analitica; flusso = 1,0 ml/min; eluente 85% TFA in HO MilliQ; eluente B =
0,05% TFA in CHCN; gradiente = 13-23% B in 20 min; rivelatore & 2im.

Alla fine delle riunioni, dall’integrazione del teiato cromatografico, € stato calcolato che

una frazione aveva purezza maggiore del 91,7%5m@).
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L'identita del componente principale della frazionggliore e stata accertata mediante
spettrometria di massa ESI-TOF: si nota la cornslenza tra la massa teorica del peptide
(2671,70 Da) e quella sperimentale dopo deconvohegz{2671,18 Da) (Figura 51).

Mariner Spec /3:5 (T /0.35:0.70) -1:2 (T -0.35:0.70) ASC[BP =668.8, Mariner Spec /3:5 (T /0.35:0.70) -1:2 (T -0.35:0.70) ASC[BP =668.8, 729
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Figura 51: Spettro di massa (ESI-TOF) della frazione di pmaemaggiore, prima della riunione: spettro intero

(a), particolare dello spettro, in cui si osselvaaiterndell’[M+H] ** (b); spettro finale dopo deconvoluzione (c)

La frazione migliore ottenuta é stata a sua vaitaita con frazioni gia disponibili a grado di
omogeneita paragonabile. In tal modo si sono otiéd)24 mg di peptide puro al 91,4% di
purezza (22,24 mg) (Figura 52). Le condizioni daltalitiche sono sempre le stesse descritte
sopra per il 2N3RGD. Questa frazione e stata méta per funzionalizzare gicaffold dei

saggi a 24 h.
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Figura 52: Cromatografia analitica in RP-HPLC della frazioimafe al 91,4% di purezza del peptide 2N3RGD,
ottenuta iniettando 2(l. Il peptide eluisce &t= 7,024 min

Da un’analoga purificazione del peptide, recuperiipo la fase di condizionamento delle
matrici, & stata ottenuta una nuova frazione @#%5ji purezza (7,83 rﬁb, poi impiegata nei
saggi a 3 e 7 giorni (utilizzati 5,7 mg).

» Purificazione del peptide (GRGDSR)

Si e operata la purificazione con due semiprepadt 25 mg per volta), utilizzando frazioni
del prodotto a grado di omogeneita medio alto (828 gia disponibili da sintesi su fase
solida eseguita in precedenza. Le condizioni ingieshelle semipreparative sono state:
colonna = Nova-Pak HRgSP; flusso = 4,0 ml/min; eluente A = 0,05% TFAH$O MilliQ;
eluente B = 0,05% TFA in GI€N; gradiente = 0-4% B in 2 min e 4-12% B in 32nmi
rivelatore a 214 nm.

Le varie frazioni sono state caratterizzate tramatiese analitiche e riunite secondo il grado di
purezza. Le condizioni impostate per le analitisbro le stesse del 2N3RGD, salvo che con

diverso gradiente = 4-14% B in 20 min.

1 La quantita effettiva utilizzata nella purificanie corrisponde a circa meta della soluzione diperu dei saggi a 24 h, la restante parte non & ataiora purificata.
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La purezza della frazione migliore (27,96 mq) ailteta del 97,4%. La forma allargata del
picco sembrava tuttavia presentare alcuni flesslice, forse, di specie differenti dal peptide

desiderato, ma che co-eluiscono con lo stesso 1@ iR).

4] N 9,651 min
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Figura 53: Cromatografia analitica in RP-HPLC della frazioneafe al 97,4% di purezza del peptide

(GRGDSP)4K, ottenuta iniettando f0 il peptide eluisce at= 9,651 min

L’analisi di massa ha evidenziato che si trattavaird artefatto: si nota, infatti, I'ottima
corrispondenza tra la massa teorica del peptide4(34 Da) e quella sperimentale dopo
deconvoluzione (2424,15 Da) (Figura 4).

Errore. L'origine riferimento non & stata trovatapettro di massa (ESI-TOF) della frazione di prae27,4%
del peptide (GRGDSEK, corrispondente al cromatogramma in Figura 53:ttep intero (a); spettro dopo

deconvoluzione (b)

3.3.2 Preparazione deglscaffold elettrofilati

3.3.2.1 Electrospinning
Le soluzioni di PCL e P(LLA-CL) (70:30) (wt:wt) eetla soluzione di PCL + 1 mg/ml di
(GRGDSP)K in esafluoroisopropanolo sono state elettrofilaecondo le impostazioni

riportate (Tabella 6 e Tabella 7).
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CONCENTRAZIONE FLUSSO E
MATERIALE GAP | SOLVENTE | VOLTAGGIO AGO
POLIMERO DURATA
PCL (60 kDa) 25% wt 15cm DCM:DMF
(70:30) (wtwt) 8 kv im/xilh| G27
) mi/h x
PLLACL) 10% wt 10cm| (P=132€095
(70 wt : 30 wt) g/mi)

Tabella 6: Parametri di elettrofilatura delle soluzioni di PEIP(LLA-CL) in DCM/DMF (70:30) (wt:wt)

1 mg/mi
(GRGDSP)K

(p = 1,596 g/ml)

CONCENTRAZIONE FLUSSO E
MATERIALE GAP | SOLVENTE | VOLTAGGIO AGO
POLIMERO DURATA
PCL (60 kDa)
HEIP
PCL (60 kDa) + 10% wt 15 cm 16 KV 1mhx1h| G27

Tabella 7: Parametri di elettrofilatura delle soluzioni di P@LHFIP

| solventi organici utilizzati hanno caratterisectiverse tra loro:

» il DCM é un solvente volatile dei polimeri, a bassstante dielettrica (fF= 40°C,e ~

9);

* la DMF € un non solvente dei polimeri, altobolleateon un valore elevato €i{Tep =
153°C,e ~ 37);

* [I'HFIP € un solente per polimeri e peptidi piuttsolatile e possiede un valore di

intermedio (Tp=59°C,e ~ 17).

Ogni campione elettrofilato € stato prodotto a terapura ambiente e immediatamente

Y

essiccato per 1h sotto vuoto, per favorire I'evapmme dei residui di solvente.

3.3.2.2 Analisi morfologica al SEM
* PCL e P(LLA-CL) da funzionalizzare covalentemerda 2N3RGD

In un lavoro di tesi svolto in precedenza [23] teutture osservate al SEM del P(LLA-CL)
risultavano gia ottimali (Figura 54a). Non altretta si poteva dire per le strutture degli
scaffoldin PCL, contrassegnate dalla presenza di numegosee che interrompevano la

continuita delle fibre (Figura 54b).
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Nel P(LLA-CL) le fibre sono orientate casualmentajiametro varia in umange compreso
trai 600 nm e i 2um e la larghezza delle maglie generate dall'infeececiproco delle fibre
varia tra i 3,5um e i 20um.

La scelta delle variabili per migliorare la strutudel PCL € stata effettuata sulla base di
alcune prove sperimentali. Il criterio utilizzatestato quello di aumentare la concentrazione
di PCL in soluzione e la distanza ago-collettotenendo invariati gli altri parametri. Infatti,
provando a raddoppiare il voltaggio, non € statzomtrata una significativa differenza
morfologica. In particolare va osservato che laossta della soluzione contenente PCL sara
piu bassa di quella del P(LLA-CL), visto che la @ratura di transizione vetrosa del PCL &
notevolmente piu bassa. Percido probabilmente ladgraquantita di gocce dipendeva da
questo fatto. La distanza invece € stata aumentata compensare leffetto di una

concentrazione maggiore sulla dimensione dellefibr

(b)

Figura 54: Micrografie SEM di P(LLA-CL) (70:30) (wt:wt) (a) BCL (b) elettrofilati a partire da una soluzione
al 10% wt di polimero in DCM/DMF (70:30) (wt:wt) tenute nelle stesse condizioni sperimentali; ainalis

eseguite presso il Dipartimento di Geofisica datiérsita di Padova, trattando i campioni con gedt23]

Va segnalata anche I'importanza assunta dal fajl@aluminio nel determinare le superfici
su cui effettivamente é stato depositato il poliondralluminio deve avere una superficie il
piu possibile uniforme, per evitare disomogeneéBandistribuzione di carica del foglio.

Per I'analisi al SEM gliscaffold elettrofilati sono stati sottoposti a metallizzaz con un
sottile strato di oro. Le morfologie di PCL 25% wi DCM:DMF (70:30) (wt:wt) non
sembrano risentire di evidenti artefatti morfologntrodotti dall'oro stesso (Figura 55).

81



EHT-15.00 kU “Wp= 15 mn g= 500
2opm  — Detector= SE1

EHT=15.80 KV WD= 135 mm Mag= 6.00 K X

3pm — Photo No. Detector= SE1 (b)

Figura 55: Micrografie SEM, a diversi ingrandimenti (a,b), ICL elettrofilato a partire da una soluzione al
10% wt di polimero in DCM/DMF (70:30) (wt:wt)

Il risultato, per quanto non esente da alcune goeeglenzia una distribuzione bimodale
(come atteso dall’'uso di un’alta concentrazionpadimero), che ha dimensioni delle fibre sia
tra 1-3 um che di poche centinaia di nm. Inoltresta un addensamento di fibre, a formare
una superficie rugosa visibile ad occhio nudo.

E’ stato dimostrato che fibre di pochi um sono famorevoli per le cellule delle fibre
nanometriche, per quanto 'ECM abbia una dimensaamepresa tra 500 e 50 nm [44].

E’ gia stato dimostrato che il trattamento dei ceampcon peptide 2N3RGD e la successiva
irradiazione della superficie per operarerbss-linking non alterano la struttura della matrici
[23].
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» PCL arricchito di peptide (GRGDSR)

Lo scaffolddi PCL e stato elettrofilato a partire dai paramiebpostati in un lavoro di tesi
parallelo (Figura 56).

Tutte le fibre sono lisce e non presentano gocdearhetri variano tra 100 e 200 nm [24], a
maglie piuttosto fitte.

Non é stato ancora possibile indagare se la stauttu modifichi con lintroduzione del
peptide durante l'elettrofilatura. Tuttavia, da diteseguiti sulle stesse strutture di PCL
funzionalizzate con peptidi auto-assemblanti alibYeso, € stato dimostrato che non c’e una
modifica macroscopica della struttura matrice [R¥esumibilmente sara analogo il risultato

per un arricchimento di 1 mg/ml ovvero a percentyasi nove volte inferiori.

Figura 56: Micrografie SEM di PCL elettrofilato a partire daa soluzione al 10% wt di polimero in HFIP;
analisi effettuate presso il Dipartimento di Pra@t&himici dell'Ingegneria dell’'Universita di Padayvtrattando i

campioni con grafite [24]

3.3.2.3 Preparazione dei dischetti

Per poter eseguire i saggi in pozzetti da 24 ptato fiecessario ricavare dei dischetti di
dimensione opportuna. Alcuni sono stati utilizaditettamente (dischetti in materiale puro o
con peptide inglobato), altri sono stati sottoposti trattamento di irradiazione o di

funzionalizzazione e irradiazione (Tabella 8).
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CASO 2N3RGD CASO (GRGDSP)K
PCL e P(LLA-CL)puri
PCL e P(LLA-CL)irradiati con UV
PCL e P(LLA-CL)+ 0,01 mg/ml peptidt
PCL e P(LLA-CL)+ 0,1 mg/ml peptide PCL +1 mg/ml peptide
PCL e P(LLA-CL)+ 1 mg/ml peptide

PCL puro

Tabella 8: Tipologie di dischetti impiegati nei saggi

1.
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Punzonatura:

gli scaffold in copolimero P(LLA-CL) non possono essere pun#iodaettamente. |l
motivo € che il copolimero si ritira una volta imree in acqua o comunque in soluzione
acquosa. Cio era gia stato osservato in una tesiegente [23], dove c’erano stati
distacchi durante le prove preliminari dei sagglduici con il rischio di infiltrazione
delle cellule al di sotto dellscaffold

Per il distacco della matrice & stato immerso ipalmmero in un cristallizzatore
contenente acqua MilliQ. La matrice é stata laacaatontatto con I'acqua MilliQ per il
tempo minimo necessario al distacco spontaneo demmbo del film polimerico. Se il
foglio elettrofilato non viene lasciato a lungofiigo, bastano pochi minuti. Nel caso la
matrice non si stacchi spontaneamente, si pud #gevdinfiltrazione dell’'acqua
sollevando leggermente un lembo. Il polimero staxéastato depositato su un altro foglio
di alluminio, sul quale e stato posto ad essicCRuétavia nel trasporto della matrice da un
foglio di alluminio all'altro va posta attenzioneelhevitare la naturale tendenza del
copolimero ad arrotolarsi e accartocciarsi. All@ssb tempo non bisogna stirare il
copolimero, che altrimenti potrebbe risultare tropgottiie o accorciarsi, una volta
punzonato e staccato dopo essiccazione.

La matrice & stata essiccata per 30 min sotto vimtpresenza di s ed € stata
punzonata nonché privata delicatamente dell’allimnin

Per quanto riguarda i campioni in PCL, la produgiokelloscaffoldpuo essere effettuata
per punzonatura diretta della matrice depositataalettore di alluminio, non essendoci
problemi di ritiro. Per questo motivo I'allumini@n viene staccato dal PCL.

Il numero di campioni che si possono ottenere déoghio elettrofilato & variabile: nelle
tre condizioni dielectrospinningsi riescono ad ottenere, nei casi migliori, 10dXhetti

per il copolimero, mentre per i due tipistiaffoldin PCL il numero é 2-3 volte maggiore.



Chiaramente la maggior distanza dell’ago dal caolietdurante Blectrospinningaumenta

la superficie su cui il polimero viene depositato.

Condizionamento e irradiazione dei dischetti:

nel caso si intenda legare covalentemente e sagéniiente il peptide alla matrice di PCL
o di P(LLA-CL), si utilizzera il 2N3RGD. Dopo unaima fase in cui il peptide viene
fatto adsorbire alla superficie (condizionaments),attivano, mediante irradiazione, i

gruppi azido per formare legami covalenti tra page matrice (Figura 57).

Adsorbimento Irradiazione UV Funzionalizzazione
covalente

Figura 57: Fasi del processo di funzionalizzazione covalgeterradiazione UV dei gruppi azido

Condizinamento:

il condizionamento dellecaffoldcon peptide fotoattivabile di adesione é statettfaito
preparando tre soluzioni a diversa concentraziorgeptide: 1 mg/ml ( = 0,37 mM), 0,1
mg/ml e 0,01 mg/ml.

Per ogni soluzione sono stati precedentementeipoaiti dischetti sul fondo dei pozzetti
di una piastra per colture da 24 pz e poi sond stdizionati 300ul di soluzione
peptidica a ciascun campione. Il tutto & stato tassiiato 1h a temperatura ambiente e al
buio. Terminata la fase di condizionamento i campsmno stati essiccati sotto vuoto con
P,Os per 1 h. La soluzione rimanente nelle piastre aliuca € stata recuperata e
liofilizzata. Il recupero del peptide é stato confato mediante una corsa cromatografica

analitica.

Irradiazione:

al fine di operare la reazione fotochimica che paita funzionalizzazione covalente dello
scaffold,i campioni sono stati irradiati con lampada UV:Z 2im per 30 min e a 366 nm
per 30 min. | dischetti di P(LLA-CL) sono statiadiati da entrambe le facce, per essere

sicuri di esporre alle cellule la faccia approiat
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La distanza tracaffolde lampada e stata impostata a circa 1 cm. | camnpasi prodotti
sono stati conservati sigillati in frigo e al buio.

3.3.3 Analisi XPS e misure di angolo di contatto gi scaffold condizionati con
peptide 2N3RGD

* Analisi XPS

Le superfici degliscaffold ottenuti da soluzioni di DCM/DMF (70:30) (wt:wtpso state
analizzate al’XPS per verificare I'effettiva preza del peptide 2N3RGD nei casi in cui la
superficie sia stata condizionata. La misura easéseguita dopo opportuni lavaggi della

superficie per eliminare il peptide adsorbito notoéttivato.

MATERIALE SEGNALE | ATTRIBUZIONE ZE(EY EE (@) el

misurata riferimento

PCL C, c-C 285.0 285.0

5 C, Cc-0 286,7 286,54

! Cs 0-C=0 289.0 289,08

-[(?H2)4-C33-0-C23Fb-]n 0, o-C 5322 532,24

0, 0=C 533.6 533,54

P(LL ACL) C, c-C 285.0 285.0

20 | C, Cc-O 287.1 286,98
I o=

(. o ?H } Cs 0-C=0 2892 289,06

3 LoH 0, 0-C 5322 532,24

3 +PCL 0, 0=C 533,7 533,54

Tabella 9: Formule chimiche di PCL e P(LLA-CL) con indicatrispettivi tipi di atomi, che presentano un

segnale diverso a seconda dei legami

| segnali rilevati con scansione 0-1000 eV sonaigpondenti a quelli di riferimento per i
diversi legami (Tabella 9).

Dal confronto con il materiale puro (Tabella 10)ezge la presenza di azoto nei campioni
condizionati con il peptide per entrambi i tipi staffold | rapporti N/C ed N/O crescono
allaumentare della concentrazione di peptide, cenmota dal grafico in Figura 58.
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MATERIALE CJ/C; | CJC; | 04O, | CIO| NIC | NIO
PCL 8,6 1,5 1,6 | 52 / /
PCL + 1mg/ml 2N3RGD 6,3 1,7 15| 44 0023 o1
PCL + 0,1mg/ml 2N3RGD 6 1,6 1,5/ 45 0008 0,083
PCL + 0,01mg/ml 2N3RGD 7 1,6 2,4 4 0005 002
P(LLA-CL) 3,5 1,2 12 | 2,85 / /
P(LLA-CL) + 1mg/ml 2N3RGD 2,8 1,2 1,4 27 002 0706
P(LLA-CL) + 0,1mg/ml 2N3RGD 3 1,2 1,4 29 00125 033
P(LLA-CL) + 0,01mg/ml 2N3RGD 3,2 1,2 14| 25 0,00670,017

Tabella 10: Rapporti relativi degli elementi presenti nei vaeaffold | rapporti si riferiscono ai diversi tipi di
segnale riportati in Tabella 9
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Figura 58: Analisi XPS: aumento dei rapporti C/O (a) ed N/Q dgbcrescere della concentrazione di peptide
per PCL (PC in figura) e P(LLA-CL) (PCPLLA in figay

* Misure di angolo di contatto

Le misure di angolo di contatto sono state esegiggositando una goccia di soluzione
fisiologica (PBS) sulla superfici P(LLA-CL) (70:3@vt:wt) in DCM/DMF (70:30) (wt:wt)
ottenuto nelle varie condizioni. Le misure sondesiseguite in triplo. Dalle figure (Figura
59) emerge in tutti i casi una grande idrofobidtgperficiale, con minime differenze (valori
riportati in Tabella 11). In particolare l'irradimme UV sembra aumentare leggermente
I'idrofobicita, che viene compensata significativame dal peptide solo alla concentrazione
minore (0,001 mg/ml).

Le misure sulla superficie di PCL sono ancora ims@p tuttavia analogamente non ci si

aspetta una significativa differenza si@affoldcondizionati con peptide e non.
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(e)

Figura 59: Immagini di gocce di PBS su P(LLA-CL) (a), P(LLA-ELtradiato con UV (b), P(LLA-CL) + 0,01
mg/ml (c), P(LLA-CL) + 0,1 mg/ml (d) e P(LLA-CL) 4 mg/ml (e): si evidenzia la grande idrofobicitdlae

superficie
CAMPIONE | Onedi0 (°) | Deviazione standard (°)
Controllo 118,9 0,52
uv 122,9 1,06
0.01 mg/ml 118,3 1,19
0.1 mg/ml 120,4 0,99
1 mg/ml 122,3 0,53

Tabella 11: Misure di angolo di contatto su P(LLA-CL) nellesdise condizioni riportate in Figura 59
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3.3.4 Cinetica di rilascio del peptide (GRGDSRK dalla matrice di PCL

| test di rilascio nel tempo di (GRGDSR)e stato eseguito su tre matrici di PCL + 1 mg/ml
di peptide immerse in soluzione fisiologica, faceta media dei risultati.

Ogni matrice elettrofilata & stata ritagliata mdmente in modo da poterne stimare I'area
superficiale. | film polimerici sono stati staccatal foglio di alluminio e pesati. Le zone
scartate durante il taglio sono state a loro vditiaccate e pesate per poter calcolare la
frazione effettiva impiegata nei test. Questa éaspmi posta sul fondo di una provetta, e
addizionata di 1 ml di soluzione fisiologica a 37 ftecedentemente preparata (sodio fosfato
10 mM e NaCl 150 mM in O MilliQ, portata a pH 7,4) [76]. Un millilitro ena quantita
sufficiente ad immergere tutto szaffolde a rilevare un segnale adeguato in RP-HPLC.

Sono stati prelevati 115 ul di soluzione ogni oea lp prime cinque ore, e altri 115 pla 15 h
e a 4 giorni. Per ciascun prelievo sono stati addati alla soluzione 115 pl di soluzione
fisiologica. Dei 115 pul prelevati, 100 ul sono dueffettivamente iniettati in RP-HPLC.
Dall’area sottesa al picco di assorbimento sonie steavate le quantita di peptide rilasciato
in nmol, grazie alla retta di taratura ottenutacpteentemente analizzando quantita di peptide

note (Figura 60).

Retta di Taratura (GRGDSP),K

o
Q40000000
'S 35000000 /
= 30000000 —
@ 25000000 L
P 20000000
£ 15000000 —
o
2 /
10000000
s -~ y = 1413384x
5000000 il
et / Rz2=1
< 0 . . . . .
0.00 5.00 10,00 15.00 20.00 75.00 30.00

Q.ta di peptide (nmol)
Figura 60: Retta di taratura della quantita di peptide rilaszi

Le nanomoli di peptide rilasciato ad ogni preliesono state calcolate sommando alla
quantita rilasciata a quella certa estrazione aneheguantita perse in tutti i 115 pl

precedentemente estratti. Ad esempio dopo 3 Itaicelata la quantita di peptide nei 100 pl,
riferendola al volume della soluzione (1 ml) e@e sommate le quantita presenti nei 115 pl

dopo 2 e dopo 1 h.
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Le quantitd sono state convertite in percentualpejtide rilasciato. Questo calcolo e stato
effettuato anche tenendo conto della percentuagcte di peptide elettrofilato rispetto a
quella effettivamente depositata sul collettore0@4y e alla porzione dicaffoldutilizzata nel
test (~64%). La quantita di peptide iniziale € ltsta quindi circa la meta rispetto al

milligrammo utilizzato nella preparazione dellawsmbne. Il tutto viene riportato in Tabella

12, insieme alla frazione di nmol di peptide / ngLP

Massa Massa ;;Aeizstg Massa
teorica F:g; ?;a totale Meiﬁz u'rri)l(iazszit?a MASSA | Moli Superficie nmol PEP
Prove | scaffold scaffold pe . PEP. pep. considerata '
pCL 2 scaffold PCL in % utilizzata in % (mg) (nmol) (crmd) su mg PCL
PCL (mg) della 9
(mg) della
(mg) teorica totale
a 115,160 65,226 80,360 69,781 0,455 187,731 145,940 2,336
b 176,555 | 113,530 64,303 82,960 73,073 0,470 193,805 188,55 (0,57% wt
c 110,940 62,836 75,440 68,001 0,427 176,237 160,78 del PCL)
Media / 113,210 64,122 79,587 70,285 0,451  185,924155,090 2,336

Tabella 12: Massa del peptide presente nalbaffolddurante il test di rilascio

Il test di rilascio (Figura 61), dimostra che laagtita di peptide (GRGDSH in soluzione

arriva ad una concentrazione costante gia a 15nhsotb poco piu di un terzo di peptide

rilasciato. | dati da cui si € rielaborato il gafisono riportati in Tabella 13.

Testdi rilascio di (GRGDSP),K
39
36
33

o

30
27
24

21 A
18
15

Q.ta rilasciata in %

12

Lo R T )

5 10 15 20 25 30 3% 40 45 50 55 60 65 YO 75 80 85 90 85
t(h)

a 100

Figura 61: Test di rilascio nel tempo di (GRGDSP)4K

12655,02 mg di massa teorica di PCL / 3,71 ml di smwella soluz. di HFIP x 1 ml/h x 1 h di electriosing
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S ta ta ta S
. Q.ta . Q . Q Q Q.ta
Tempi per le Area immessa | iniettata letta L. L. L.
: prelevata . realiin | Q.taril. | Q.taril. Dev.
varie prove | sottesa al in con RP- | con 13 .
. da provetta soluz: % Media% | St.%
picco provetta HPLC HPLC
(nl) (nmol)
(ul) (ul) (nmol)
a 2955897 65 115 50 2,001 41,847 22,280
1h b 3955988 115 115 100 2,799 27,989 14,909 19,1 3,8
c 5337673 170 115 100 3,777 37,765 20,117
a 6362699 115 115 100 4,502 49,987 26,6R7
2h b 4091631 115 115 100 2,895 32,168 17,185 22,6 49
c 5803609 115 115 100 4,106 45,223 24,090
a 5958345 115 115 100 4,21¢ 52,160 27,785
3h b 5338575 115 115 100 3,777 44,320  23,6p8 25,4 2,2
c 5272756 115 115 100 3,731 46,396 24,714
a 5631950 115 115 100 3,98% 54,583 29,075
4h b 5323706 115 115 100 3,767 48,598 25,866 26,4 2,4
© 4544110 115 115 100 3,215 45,815 24,404
a 5587014 115 115 100 3,953 58,832 31,339
5h b 4935260 115 115 100 3,492 50,141 26,709 28,4 2,5
© 4828121 115 115 100 3,414 51,411 27,385
a 6225112 115 115 100 4,404 68,118 36,285
15h b 6041348 115 115 100 4,274 61,943 33,007 34,2 1,8
© 5930723 115 115 100 4,196 62,711 33,4p5
a 5629308 115 115 100 3,98 68,757 36,65
(3692) b 6015197 115 115 100 4,256 66,713 35,587 35,6 1,0
© 5580977 115 115 100 3,95 65,20 34,7\[30

Tabella 13: Quantita di peptide mediamente rilasciata nel teoquyemtificata via RP-HPLC

Se non si tenesse conto della progressiva diluezidovuta alla sostituzione di 115ul di
soluzione contenente il peptide con altrettanti RBS puro, I'andamento della curva
risulterebbe anomalo, con una speciepliiteau al 22% circa. Né I'uno né l'altro caso
corrispondono propriamente alla situazione preseeiesaggi, dove il terreno non viene
cambiato né a 24 h né a 3 giorni, ma solo nel eagaiorni (due volte). Tuttavia il dato del

33% e sicuramente un valore utile, per quanto attlio, ad interpretare i risultati ottenuti nei

saggi.

3.3.5 Coltura di cellule endoteliali

Le cellule HUVEC sono state estratte dal cordondedivale umano attraverso digestione
con Collagenasi IV, enzima che digerisce il collmeomponente il tessuto connettivo e che

permette di disgregare i legami fra le cellule.Néeseguita una serie di lavaggi ripetuti, sia

13 5j & tenuto conto della diversa quantita preledatin provetta nei casi 1a e 1c (dove sono stefepati valori diversi per errori di pipettatunagpetto ad 1ml di soluzione teorico,

nonché della diversa quantita letta via RP-HPLCcasb 1h_a
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internamente che esternamente alla vena, con Unai@me tampone sodio-fosfato (PBS).
Questa soluzione viene addizionata con 2-3% dbemitto e di antimicotico, per eliminare
eventuali coaguli di sangue. Il cordone e statamatato per introdurre all'interno della vena
una soluzione 0,1% (w/v) di collagenasi IV in PEBBS€ lasciato incubare con I'enzima per 15
minuti a 37C in atmosfera umidificata. Terminato il periododitjestione, le cellule estratte
sono state raccolte tramite lavaggio con 3-5 niédieno selettivo per cellule endoteliali MV
(terreno base). Questo terreno specifico, secoadstiuzioni del produttore, € completato

dall’aggiunta dei seguenti fattori:

Siero Fetale Bovino (FCS) 5%
human Epidermal Growth Factor (hEGF) 5.0 ng/ml
Idrocortisone (HC) 0.gg/ml
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 0.5 ng/m
human basic Fibroblast Growth Factor (hbFGF) l/enhg
R3 IGF-1 20 ng/ml
Acido Ascorbico (AA) Iug/ml
Antibiotico/antimicotico 1%

Il terreno cosi composto é definito completo.

La sospensione cellulare isolata € stata centitidugd 500 giri/minuto per 5 minuti egkllet
risospeso nel terreno sopraindicato, € stato sémima una piastra Petriissue-culture
precedentemente condizionata con una soluziondminkctina (1pg/cnf) in PBS. | saggi
condotti sono stati effettuati in triplicato impatdo cellule endoteliali provenienti da colture
al 3° passaggio.

Va infine sottolineato che i cordoni consideratby@ngono da due donatori diversi (il primo
donatore e lo stesso della tesi precedente): lalealel primo cordone, al 3° passaggio, si
sono ad un certo punto esaurite. Solo nei sagdilaeéseguiti sula matrice con (GRGDJP)

il cordone utilizzato é stato lo stesso. L'utilizdocellule da sorgenti diverse incrementa la
variabilita del dato, anche se permette di valuiarenodo piu soddisfacente la risposta
biologica in vista di un impiegim vivo. Il tempo a disposizione della tesi non ha consedt
effettuare almeno tre saggi in tutte le condizidmiparticolare, la preparazione dei campioni
del caso 2N3RGD é risultata piu lunga, visto chievaaige un numero di passaggi superiore:
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si & dunque scelto di ripetere il saggio a 7 giomaece che a 3, poiché risultava fornire dati
piu significativi (Tabella 14).

DURATA Numero di saggi caso Numero di saggi caso
SAGGIO 2N3RGD (GRGDSP)K
24 h 3
3 giorni 1
7 giorni 2 3

Tabella 14: Prospetto dei saggi effettuati

3.3.6 Saggi di adesione/proliferazione HUVEC sscaffold elettrofilati di P(LLA-

CL) e di PCL funzionalizzati con motivi adesivi R@®

La valutazione della vitalita cellulare e della [fevazione delle colture di cellule endoteliali
seminate suglscaffolde stata effettuata mediante I'impiego di un saggitwrimetrico, che
utilizza sali di tetrazolo, quale il 3-(4,5-dimé&tlizolo-2-il)-2,5-difeniltetrazolobromuro
(MTT). Il test MTT sfrutta la riduzione del compostetrazolico di colore giallo in cristalli
viola di formazano, trasformazione operata dall@mgenasi presenti nelle cellule vitali
metabolicamente attive. | cristalli che si formarsultano insolubili in ambiente acquoso e
devono essere estratti dalle cellule. Uno dei paotocolli prevede I'uso di un solvente
organico, il 2-propanolo, eventualmente acidificattn 0,04 M HCI. La determinazione
quantitativa avviene tramite lettura spettrofotameata 570 nm.

| dischetti, su lamina d’alluminio (PCL) o senzg(PA-CL)), sono stati posti sul fondo di
una piastra per colture da 24 pozzetti fissandwii @nellini, e sono stati trattati per 10 minuti
con una soluzione all’'80% d’etanolo, al fine dirdizzarli. Al termine, dopo ripetuti lavaggi
con PBS all'1% di antibiotico/antifungineo (2 vgltsono state seminate le cellule endoteliali
sui campioni ad una densita di copertura del poaZdtametro 2 cm) di 3,2xf@ellule/cn?

(3 e 7 giorni) o di 6,5x10cellule/cnt (24 h). E’ stato utilizzato 1 ml per seminare
rispettivamente 50 mila e 100 mila cellule per mittz Nei saggi con a 24 h, ovvero nel caso

dei saggi di adesione, é stato usato sia il terkdYie completo di fattori di crescita che quello

4 Dove per il caso P(LLA-CL) si & potuto tener contdle medie anche dei risultati del saggio esegutla tesi precedente, essendedaffolduguale [23].
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MV, mediumbase, mentre I'incubazione a 3 e 7 giorni € gtatdratta solo in MY base,
arricchito dell'1% di FCS e AF, sostituendo dopgi@rni per 2 volte il terreno con 1 ml di
fresco.

A 4 h dal termine dell'incubazione a 37°C, sondistggiunti 100ul di soluzione MTT nei
pozzetti (5 mg/ml in PBS), affinché il compostogegnetabolizzato dalle cellule. | cristalli di
formazano derivanti dalla trasformazione del’MT®ne stati solubilizzati con 200l di
isopropanolo sotto blanda agitazione meccanica2fpemin al buio. La lettura dei valori
d’assorbanza é stata eseguita a 570 nm in piaatB6 gz con spettrofotometro ELISA. Per
ogni dischetto sono state lette tre estrazioni @uzmone di 50ul ciascuna. Per ogni
condizione sono state valutate la vitalita e ldifsn@zione cellulari dopo 24 h e 3 e 7 giorni.

| risultati per ogni saggio sono la media di trenpgoni. Di ogni saggio e stata poi fatta la
media dei valori, espressi sia in %, rispetto ahg@ne di materiale puro, che come numero
di cellule vitali adese al campione. La conversidaeassorbanza a numero di cellule é stata
fatta con la retta di taratura ottenuta nella pescedente, di equazione [23]:

numero cellule = 1,8 - 2&umero cellule

La retta di taratura € stata ottenuta seminanguasire da 24 pozzetti quantita note di cellule,
lasciando in incubazione a 37 °C per 5 h e suoccassEnte eseguendo M T Test

L’analisi statistica sui risultati finali dei saggistata effettuata, infine, con il t-test di Stuile
rispetto al controllo in materiale puro non traitgh < 0,05).

Prima di eseguire i saggi di proliferazione, sotadesfatte alcune prove a 2, 3, 4 e 7 giorni su
PCL (elettrofilato in DCM/DMF) in terreno completper valutare quali fossero i tempi piu
indicativi. In Figura 62 si puo osservare il tipigodamento di crescita esponenziale (il fattore
0,1337 ad esponente rappresenta il tasso di eamite), dove ogni punto sperimentale
corrisponde alla media di due dischetti.

Come tempi piu significativi sono stati presi imsalerazione 3 e 7 giorni. La scelta del tipo
di terreno (base o completo) € stata fatta sukie lolauna prova ulteriore su altri due dischetti
di PCL (Figura 63).
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Proliferazione nel tempo in MV2 completo su
PCLin DCM/DMF
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Figura 62: Proliferazione nel tempo su PCL (elettrofilato i€M/DMF), utilizzando terreno MV2 completo

Dalla Figura 63 si puo osservare che il terrencebagn incide significativamente sulla
proliferazione e cio aiutera a distinguere I'effettero e proprio della presenza del peptide,
evitando allo stesso tempo di avere fenomeni dileenza. Inoltre il terreno base limita gli
effetti di differenziamento cellulare, che dareltberigine a sovrastrutture (formazione di
pareti capillari,...), inibendo la proliferazione.

Effetto del terreno a tempi diversisu
PCLin DCM/DMF
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Numero cellule
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MV2 BASE+1%FCS MV2 COMPLETO
Wm3gg m/gg

Figura 63: Effetto del terreno sulla proliferazione a 3 e @rgi su PCL (elettrofilato in DCM/DMF)
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Le immagini scattate al SEM (Figura 64) hanno evzikto unospreadingnon sempre
ottimale sulla superficie dellscaffolda 3 giorni. Cio, perd, non deve far pensare chatque

conformazione assunta delle cellule debba necessanite ripresentarsi a 7 giorni [77]

. ..
X1,000 10pm 0001 PCL72h

X150 100pm 0002 PCL72h (b)

Figura 64: Immagini al SEM a diversi ingrandimenti (a,b) desglaffoldin PCL (elettrofilato in DCM/DMF) a 3

giorni dalla semina di cellule HUVEC

Non esistono ad oggi molti dati in letteratura duds biologici eseguiti su matrici
biomimetiche di polimeri elettrofilati. | contriha di Andukuri et al. [78] valuta I'adesione di
cellule HUVEC su unoscaffold elettrofilato di PCL reso biomimetico per trattartee
superficiale con peptidi autoassemblanti contensetjuenze adesive: I'adesione a 2 h su

alcune matrici biomimetiche viene incrementata3B8b rispetto al controllo.
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e Saggi di adesione a 24 h

| risultati dei saggi di adesione sono stati riasismei due casi: con terreno MVWase (Figura
65) e con terreno MYcompleto (Figura 66), esprimendo i dati sia in euondi cellule adese

che in confronto percentuale rispetto al controllo.

Adesione in numero di cellule a 24h in MV2 base
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Figura 65: Adesione in numero di cellule e in % rispetto abtcollo a 24 h in terreno MV2 base (* = p < 0,05)

Per quanto riguarda l'uso di tre tipi di substrditiersi, I'adesione delle cellule HUVEC agli
scaffolddi PCL in DCM/DMF e di P(LLA-CL) premia sempre ntgagrmente il copolimero,
mentre il PCL in HFIP da risultati contrastanti tesreno base, in cui il dato € il migliore dei
tre tipi di substrati, e completo, dove ¢ il peggicSembra pero degno di nota che il numero
di cellule che aderiscono al solo policaprolattaméerreno base sia molto diverso tra i due
tipi di PCL: ~ 10000 cellule per PCL elettrofilatia soluzione DCM/DMF e ~ 20000 cellule
per PCL elettrofilato in HFIP. Sembrerebbe che &rice di PCL elettrofilata in alcol risulti
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maggiormente gradita alle cellule e ci0 potrebbeuire in futuro a valutare la
funzionalizzazione covalente di questa matrice.taMia vanno osservati anche i risultati
ottenuti a 3 e 7 giorni per comprendere le potdiaidi questascaffold

Il trattamento con radiazione UV su P(LLA-CL) e PGLDCM/DMF sembra apportare delle
modifiche positive allscaffold che vengono rilevate dalle cellule.

In assenza di siero l'ancoraggio covalente del igepproduce un incremento molto
significativo dell’adesione a 24 h. Nel caso deftamtrice di PCL reticolata con la
concentrazione maggiore di peptide adesivo (1 mdbrdcaffoldbiomimetico € in grado di
incrementare I'adesione di 2,5 volte rispetto ah mik@attato. Questa matrice risulta avere in
assoluto il numero di cellule adese piu elevatoaldgamente la matrice di copolimero
funzionalizzata con la concentrazione maggiore @ptide incrementa di circa 1,8 volte
I'adesione iniziale al non trattato. Le concentoatiinferiori inducono effetti meno marcati
per entrambe le matrici.

Adesione in numero di cellule a 24h in
MV2 completo
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Figura 66: Adesione in numero di cellule e in % rispett@ahtrollo a 24 h in terreno MV2 completo (* = p <

0,05)
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L’aggiunta di terreno completo nel saggio di adesia 24 h produce un appiattimento delle
differenze evidenziate, segno di una competizioade sequenze segnale peptidiche legate
alla superficie e I'adsorbimento di proteine adesivappiattimento € piu marcato nel caso
del copolimero mentre I'adesione alla matrice diLRsettrofilato in DCM/DMF pretrattata
con la concentrazione maggiore di peptide si maatggnificativamente piu elevata rispetto
al controllo: I'incremento di adesione, anche nethadizione meno favorevole della presenza
di terreno completo, e del 60% rispetto al contxoll

Nel caso delle matrici ottenute inglobando il pgpt{GRGDSPK nella matrice polimerica si
assiste ad un incremento di adesione a 24 h delri&p#ito al controllo (PCL) in assenza di
terreno completo: il dato appare modesto se cotdtoral +150% dell'adesione al PCL
funzionalizzato covalentemente con il peptide 2NBR&Ha concentrazione di 1 mg/ml.

Nel caso delloscaffold di PCL con inglobato il peptide di adesione, ghperimenti in
presenza di terreno completo non portano a sosfamaodifiche del dato: pur essendo
maggiori le cellule adese al controllo, in questsal’incremento per l'arricchimento con |l
peptide risulta comunque del 20%. Essendo il rikadalla matrice limitato, si puo ipotizzare

che 'effetto anti-adesivo del peptide in soluzigiselti modesto.

e Saggi di proliferazione a 3 e 7 giorni

| risultati dei saggi di proliferazione sono ripatitin Figura 67 e Figura 68.

Va sottolineato che a 3 giorni e stato eseguit@ 30t saggio su PCL elettrofilato in
DCM/DMF e su P(LLA-CL), mentre per PCL in HFIP nens stati fatti tre. | dati sono
percio ancora indicativi.

In generale il numero di cellule presenti sui ampioni, trattati € non, risulta comparabile.
| tre tipi di substrati sembrano comunque differira loro, ma questa volta e il PCL in
DCM/DMF a fornire I'adesione migliore. Nel confranton il PCL in HFIP, tuttavia, puo
influire I'utilizzo di cellule provenienti da corado diversi nei tre saggi rispetto al singolo
saggio del PCL in DCM/DMF, che pero rimane in ogaso migliore del dato ottenuto
utilizzando la matrice di P(LLA-CL).
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Proliferazione in numero di cellule a 3 giorni
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Figura 67: Proliferazione in numero di cellule e in % rispedd controllo a 3 giorni (terreno MV2 base) (* = p
< 0,05)

Il trattamento con UV del PCL elettrofilato in DCBMF sembra, in controtendenza con
I'adesione, alterare in qualche modo il substradadendolo meno gradito alle cellule. La
presenza dei peptidi pare ovviare a tale penalianazsoltanto alla concentrazione maggiore
(2 mg/ml), senza perd apportare nessun significativglioramento. L'effetto degli UV e
invece trascurabile nel caso del P(LLA-CL), dove asserva un leggero calo della
proliferazione. | peptidi incrementano di parecclo proliferazione rispetto al controllo
(+140%), che pero rimane analoga in valore ass@luRCL in DCM/DMF.

Il PCL con peptide inglobato sembra aumentare gelo10% la proliferazione rispetto al

controllo, ma il dato non é significativo, vistedite deviazioni standard.
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Proliferazione in numero di cellule a 7 giorni
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Figura 68: Proliferazione in numero di cellule e in % ridpedl controllo a 7 giorni (terreno MV2 base) (p=
<0,05)

A 7 giorni sembra esserci una differenza tra matreticolata e non riguardo al numero di
cellule presenti, in favore della prima, anche sedati non risultano significativi.
Probabilmente cio & imputabile anche all’'uso ddooi diversi.

In particolare sembrerebbe che I'effetto della matdi PCL in DCM/DMF e di quella in
P(LLA-CL) sulla proliferazione sia analogo. Alloesso tempo il valore € pero leggermente
migliore di quello della matrice di PCL in HFIP. iGlcaffoldirradiati con UV confermano,

invece, di essere substrati meno graditi alle =ellu
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Per tutti gliscaffoldgli incrementi riguardano il trattato alla maggommcentrazione peptidica
e arrivano a circa un 20% in piu del controllo. @idvero anche per concentrazioni di 0,1
mg/ml. Solo il P(LLA-CL) arriva ad un +40% per &so a concentrazione maggiore.

| risultati a 3 e 7 giorni sono stati infine rietalti per evidenziare anche I'andamento della

crescita cellulare nel tempo (Figura 69) (non vemgdportate le significativita rispetto al
controllo, analoghe alle precedenti).
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Figura 69: Proliferazione nel tempo in numero di cellule enrispetto al controllo per i tre tipi di substrat
(terreno MV2 base)

Apparentemente si nota una differenza tra l'incretmenel caso deglscaffold di PCL
elettrofilati in HFIP rispetto a quelli elettroftisin DCM/DMF. Il PCL in DCM/DMF ed il
P(LLA-CL) evidenziano, infatti, un aumento signéto/o nel numero di cellule, passando da
3 a 7 giorni. Il dato, comunque, & ancora provwisde’ invece certo che il PCL elettrofilato
in HFIP non sembra avere una struttura cosi premigttper quanto riguarda la proliferazione
cellulare, seppure favorisca I'adesione.

Il trend di proliferazione percentuale a 3 a 7 giorni emizila come per ogni caso l'incremento
sia costante. Solo il PCL in DCM/DMF sembra avebituun aumento consistente, ma i
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punti sperimentali a 3 giorni sono poco significatessendo basati su un solo saggio, peraltro
con un appiattimento consistente tra controll@#dto con peptide.

In generale cio puo essere evidenziato anche matamente [79], confrontando 'aumento
percentuale tra campione trattato e controllo per73giorni: se le due percentuali coincidono
significa che il tasso di crescita delle due popiolai di cellule & lo stesso, indicando una
continuitd nell’efficacia del peptide o nella pemnzdzione realizzata dagli UV. Infatti per
andamenti esponenziali, come sono le cineticherelctta cellulari, due rapporti uguali

corrispondono alle stesse differenze tra grafioi identico andamento:

eﬂTRATTATdsgg

% — NTRATTATG399 — NTRATTATG—O NTRATTATG—O e(ﬂTRATTATo_#CONTROLLo)t:-:gg
399 -

d’CONTROLLdSQQ

CONTROLLG-3gg NCONTROLLO—O I\ICONTROLLO—O

e{‘TRATTAT& 99

%, = NTRATTATG799 — NTRATTATGO NTRATTAT(}O e(luTRATTATO_luCONTROLLO)t7gg
399 -

e/‘CONTROLdeg

CONTROLLG-7gg NCONTROLL(}O I\ICONTROLLO-O

No, Nagg€ Nrgg = numero di cellule a tempi di 0, 3 e 7 giorni pattato o controllo;
W = tasso di crescita (numero di ecuplicazioni’'neia di tempo);
tagg € bgg = tempi a 3 e 7 giorni.
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5. CONCLUSIONI

In questo lavoro di tesi e stata indagata I'effiaadi peptidi adesivi contenenti motivi RGD
nel migliorare l'adesione e la proliferazione dillgde endoteliali HUVEC, per la
realizzazione di vasi sanguigni di piccolo calibra.tesi & la continuazione di un progetto piu
ampio e ha il suo contributo originale nell'impiedopeptidi di sintesi per otteneseaffold
elettrofilati di tipo biomimetico.

Le principali conclusioni alle quali si & giunti $8pno essere brevemente riassunte come

segue:

1. L'utilizzo dell’elettrofilatura ha permesso di atiere matrici polimeriche con una struttura
fibrosa in grado di mimare la matrice extracellaldre fibre ottenute in questo lavoro di
tesi hanno diametri compresi tra 148 e qualche centinaio di nm.

2. Le reazioni che convertono i gruppi azido in speadicaliche permettono I'ancoraggio
covalente del peptide 2N3RGD alle matrici come eanfito dai dati XPS.

3. Le matrici biomimetiche ottenute per ancoraggio atemte non presentano maggior
bagnabilita rispetto a quelle non funzionalizzate.

4. Per quanto riguarda le proprietd adesive in terrdrase dei trescaffold non
funzionalizzati, il miglior risultato e quello d€ICL in HFIP. Se si confrontano invece i
dati di adesione ottenuti sempre a 24 h in terremmpleto si comportano meglio le
matrici ottenute da soluzioni di DCM/DMF.

5. L'irradiazione degliscaffoldelettrofilati da soluzioni di DCM/DMF sembra soetieffetti
contrastanti favorendo I'adesione ma inibendo tij@razione rispetto al controllo. Tale
effetto potrebbe essere dovuto ad una reticolazimhatta dalla rottura dei legami singoli
C-C in sequito all'irradiazione che andrebbe a perare la migrazione cellulare.

6. In tutti i casi trattati I'arricchimento dellscaffoldcon i peptidi porta ad un incremento
dell'adesione cellulare, sia in terreno base chdeimmeno completo. Il risultato piu
eclatante e quello del PCL ottenuto da soluzionB@M/DMF e funzionalizzato con |l
peptide 2N3RGD mediante la soluzione peptidicatagtia concentrazione: I'adesione
viene incrementata del 150% in terreno base e @ @& terreno completo rispetto alla
medesima superficie non funzionalizzata. Questo @asicuramente molto importante,
poiché dimostra un aumento consistente dell’adesioncondizioni che mimano quelle

presentin vivo nelle quali loscaffoldverra utilizzato al termine della sperimentazione.
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7. L'inclusione del peptide (GRGDSK) nella matrice di PCL elettrofilata da una solumo
di HFIP da risultati meno rilevanti: si ottiene incremento dell’adesione a 24 ore del
20% rispetto al controllo in entrambi i terreni.

8. La proliferazione a 3 e 7 giorni viene incrementata presenza delle superfici
biomimetiche ma in maniera minore rispetto ai datidesione. In particolare a 7 giorni si
osserva un incremento del 20% per le matrici di BR@Lfunzionalizzate covalentemente
che contenenti i peptidi adesivi, mentre si ossearvancremento del 40% nella matrice di
P(LLA-CL) funzionalizzata alla concentrazione maggidi peptide (1 mg/ml).

9. | dati nel loro complesso sembrano indicare chesdalta migliore nella strategia di
veicolazione dei peptidi alla superficie impiantai@ I'ancoraggio covalente di tipo
specifico. L'utilizzo di peptidi con fotomarcatgrermette di orientare le catene peptidiche
sulla superficie dellescaffold e soprattutto evita I'impiego dei gruppi funzianeklle
catene laterali per ottenere il legame covalentelaonatrice, preservando tali gruppi per
I'interazione con le integrine cellulari.

Gli sviluppi prossimi di questa ricerca comprendastudi sulle proprieta meccaniche delle

matrici reticolate con i peptidi, la conferma dcwahi dati sperimentali di proliferazione e

analisi morfologiche delle cellule adese ai vagaffold Verranno eseguiti inoltre

approfondimenti sull’effetto delle radiazioni sulkruttura delle matrici con modifica dei
tempi e delle lunghezze d’onda impiegate.

| risultati ottenuti incoraggiano a proseguire ilgercain vivo o con semina in dinamico su

bireattore, non solo considerando I'applicaziongasi di piccolo calibro, ma anche quella a

vasi di calibro maggiore caratterizzati da un ftusmatico piu elevato, dove la maggior forza

di adesione promossa dai peptidi potrebbe risufiegeiosa.
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