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RIASSUNTO

Quando si affrontano i problemi relativi alla sperimentazione animale si pensa sempre alla
possibilita di trovare, soprattutto per ragioni etiche, delle alternative valide all’utilizzo di
animali vivi. La verita ¢ che al giorno d’oggi il modello animale oltre a non essere sostituibile
¢ addirittura un elemento fondamentale nella ricerca farmacologica. La difficolta ¢ dunque
rappresentata dal bisogno di conciliare etica morale ed esigenze richieste dalla ricerca
sperimentale, con uno sforzo costante di individuare nuovi metodi alternativi validi. Questa
possibile conciliazione trova una prospettiva chiara attraverso 1’applicazione del “Principio
delle 3R” ovvero Replacement, Reduction € Refinement ovvero tre diversi approcci da adottare
simultaneamente quando si redige ogni singolo progetto di ricerca: rimpiazzare il modello
animale per quanto sia possibile, ridurre al minimo il numero di animali utilizzati e perfezionare
al meglio tutte le procedure per garantire il livello minimo di sofferenza. In vista di un futuro
in cui le tematiche di benessere animale sono sempre piu argomento di dibattito, 1’utilizzo di
possibili modelli informatici, cosiddetti in silico, e ’approccio simultaneo di sistemi software
integrati con intelligenza artificiale, possono aprire la strada per metodi alternativi che
potrebbero simulare in maniera estremamente precisa i modelli biologici che ritroviamo negli
animali di laboratorio, senza esigere alcun sacrificio. Per queste motivazioni, oltre alla ricerca
di metodi alternativi, ¢ importante poter usufruire al meglio di tutti 1 vari strumenti di
diagnostica per immagini disponibili per le strutture che operano nel settore della
sperimentazione animale, adottando nuove tecnologie ¢ di conseguenza nuove tecniche di
imaging attraverso apparecchi in grado di fornire risultati concreti non solo a livello di ricerca
sperimentale ma anche nei confronti del principio delle “3R”, in questo caso ponendo come
obiettivo la Reduction nell’ottica di avere dei punti di miglioramento anche in Replacement e
Refinement che ne risultano innegabilmente influenzati. Tra questi sistemi di diagnostica per
immagini si afferma I’importanza dell’imaging ottico che negli ultimi anni viene sempre piu
utilizzato dai laboratori e gli strumenti che ne sfruttano la tecnica vengono sottoposti a un
continuo processo di miglioramento tecnologico da parte dei produttori. Tra questi moderni
macchinari spicca il sistema ottico di IVIS Spectrum CT che gioca un ruolo molto importante
nei confronti della Reduction in sperimentazione animale. In questa tesi sono infatti riportati tre
casi sperimentali che si sono avvalsi dell’utilizzo di IVIS dimostrando la validita e I’efficienza

di questo sistema di imaging.






ABSTRACT

When dealing with the problems about animal experimentation, everyone always thinks of the
possibility of finding viable alternatives to the use of live animals, especially for ethical
reasons. The truth is that nowadays the animal model not only cannot be replaced but is even
a fundamental element in pharmacological research. The difficulty is thus represented by the
need to reconcile moral ethics and the requirements necessary for experimental research, with
a constant effort to find new, valid alternative methods. This possible reconciliation finds a
clear perspective through the application of the principle of the ‘3Rs’ Replacement, Reduction
and Refinement, three different approaches to be taken simultaneously when drafting each
research project: replace the animal model as far as possible, minimize the number of animals
used and refine all procedures to the best possible level of suffering. In view of a future in
which animal welfare issues are increasingly a topic of debate, the use of possible computer
models, so-called in silico, and the simultaneous approach of integrated software systems with
artificial intelligence, may open the way for alternative methods that could simulate the
biological models found in laboratory animals extremely accurately, without requiring any
sacrifice. For these reasons, in addition to the search for alternative methods, it is important to
be able to take advantage of all the various diagnostic tools available to facilities operating in
the field of animal experimentation and to adopt new technologies and consequently imaging
techniques by means of devices capable of providing concrete results not only at the level of
experimental research but also with regard to the “3R” principle, in this case by setting
Reduction as the objective with a view to having points of improvement also in Replacement
and Refinement that are undeniably influenced by it. Amongst these imaging systems, the
importance of optical imaging is affirmed, which in recent years has been increasingly
considered by laboratories, and the instruments that exploit the technique are subject to a
continuous process of technological improvement by manufacturers. Prominent among these
modern machines is the optical system of IVIS Spectrum CT, which plays a very important
role in terms of Reduction in animal testing. In this thesis, three experimental cases are
reported that have made use of IVIS, demonstrating the validity and efficiency of this imaging

system.






1. INTRODUZIONE

1.1 Sperimentazione animale

1.1.1 Significato di sperimentazione animale:

“Sperimentazione Animale” ¢ un termine che viene impiegato per indicare 1’insieme dei
progetti di ricerca a scopo scientifico che necessitano I’utilizzo di animali vivi, in quanto
organismi complessi in grado di simulare o addirittura riprodurre fedelmente processi
fisiopatologici caratteristici della specie umana. Gli animali sono visti come modelli scientifici
che ricalcano la biologia umana per certi aspetti € che vengono quindi utilizzati a scopo
sperimentale sia in campo biomedico che farmacologico, con la finalita di garantire un
progresso nel mondo della medicina soprattutto umana. Nell’attivita di ricerca in tale ambito

troviamo istituzioni pubbliche e private tra cui le varie universita.

Non si dovrebbe mai parlare di sperimentazione utilizzando il termine “vivisezione”, in quanto
¢ una procedura che nell’UE non ¢ ammessa e che non rappresenta minimamente quelle che
sono le buone pratiche di laboratorio presenti al giorno d’oggi, volte infatti a tutelare nel

migliore dei modi il benessere animale.

1.1.2 Normativa di riferimento:

Esiste una normativa nell’Unione Europea che tratta della sperimentazione animale e che
oggigiorno stabilisce le regole fondamentali per le pratiche utilizzate in tale ambito. In Italia,
I’utilizzo di animali a fine scientifico ¢ regolamentato dal Decreto legislativo n. 26 del 4 marzo
2014, come attuazione della Direttiva n. 2010/63/UE “‘sulla protezione degli animali utilizzati
a fini scientifici”. Principi cardine del decreto sono la tutela del benessere animale e
I’applicazione del “principio delle 3R” da parte di chi lavora all’interno di tale campo di ricerca.
Tutti 1 progetti che prevedono 1’'uso di animali impiegati in sperimentazione devono essere
attuati secondo la normativa del D.lgs. 26/2014, devono essere autorizzati dal Ministero della

Salute e svolti in stabilimenti accreditati.



1.1.3 Obiezione di coscienza

Sempre restando in campo legislativo ¢ d’obbligo ricordare un importante diritto garantito al
lavoratore che svolge la propria mansione in ambito di sperimentazione animale in Italia, con
il titolo di “Norme sull’obiezione di coscienza in sperimentazione animale” secondo la Legge

n. 413 del 12 ottobre 1993. Gli articoli presenti sono quattro in totale ed ¢ importante citarli:

Diritto di obiezione di coscienza
Articolo 1: “I cittadini che, per obbedienza alla coscienza, nell'esercizio del diritto alle liberta
di pensiero, coscienza e religione...possono dichiarare la propria obiezione di coscienza ad

ogni atto connesso con la sperimentazione animale”.

Effetti della dichiarazione di obiezione di coscienza

Articolo 2: le possibili figure coinvolti in ambito sperimentale ovvero “I medici, i ricercatori e
il personale sanitario dei ruoli dei professionisti laureati, tecnici ed infermieristici, nonché gli
studenti universitari interessati...” non sono obbligati a prenderne parte se cid va contro la

propria coscienza.

Modalita per I’esercitazione del diritto

Articolo 3: descrive procedure e tempistiche per il lavoratore o studente che vuole esercitare il
diritto di obiezione di coscienze comunicandolo a chi di dovere; in questo articolo si sottolinea
come le strutture operanti in ambito sperimentale, pubbliche o private abbiano “...l'obbligo di

rendere noto a tutti i lavoratori e gli studenti il loro diritto ad esercitare l'obiezione di
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coscienza...” e oltre “...I’obbligo di predisporre un modulo...” per rendere valida questa

dichiarazione.

Divieto di discriminazione

Articolo 4: di fondamentale importanza, dichiara che chiunque eserciti il proprio diritto di
obiezione di coscienza non possa subire conseguenze negative dovute alla decisione presa e
qual ora avvenga un cambio di mansione, il lavoratore in questione, se dipendente, ha il diritto

di mantenere la stessa qualifica e retribuzione economica (sia nel pubblico che nel privato).



1.1.4 Principio delle 3R

Tutti i progetti sperimentali devono dimostrare 1’impossibilita di raggiungere il medesimo fine
di ricerca utilizzando metodi alternativi alla sperimentazione animale e questo porta
all’adozione del “Principio delle 3R” ovvero “Replacement, Reduction and Refinement”,
concetto introdotto nel 1959 da due accademici britannici, Rex Burch e William Russel nel loro
libro “The Principles of Humane Experimental Technique”. Questo principio riassume lo
sviluppo e I’applicazione dei cosiddetti metodi alternativi nel settore della sperimentazione
animale, atti a garantire la protezione e il benessere degli animali da laboratorio.

Con la pubblicazione del loro libro nasce un nuovo approccio nel mondo sperimentale che

prende in considerazione tre punti cardine fondamentali:

Replacement: la sostituzione di un soggetto animale laddove non sia necessario un suo
utilizzo per un determinato fine scientifico, basandosi piuttosto su modelli e strumenti
predittivi e su tecnologie di ultima generazione [1]. Si puo considerare 1’utilizzo di
colture cellulari in vitro, organismi con uno stadio di sviluppo inferiore o con minore
sensibilita, tessuti di origine umana, colture in silico ovvero simulate con software
informatici. Il rimpiazzo di specie animali ¢ forse il target pit innovativo di cui si

discute attualmente.

Reduction: la minimizzazione del numero di soggetti animali utilizzati nella ricerca
sperimentale con lo scopo di raggiungere wvalidi risultati ricavando dati
statisticamente significativi, inclusa la condivisione di informazioni tra laboratori
coinvolti in progetti simili attraverso una banca dati [1]. L’armonizzazione delle
collaborazioni tra istituti a livello internazionale e nazionale ¢ un punto importante
per determinare con precisione il numero di soggetti necessari all’interno di un
progetto di ricerca e condividere risultati su eventuali test farmacologici e progressi
raggiunti in campo biomedico. Ridurre vuol dire anche utilizzare procedure di
imaging non invasive per ottenere dati significativi che possono essere raccolti piu
volte, nel corso di un singolo progetto di ricerca, dai medesimi soggetti con lo scopo

di ridurre la variabilita dei dati stessi.



Refinement: concetto che fa riferimento alla minimizzazione delle sofferenze, del dolore
e dello stress del soggetto, prestando particolare attenzione alla salvaguardia del
benessere animale [1]. Si tratta quindi di effettuare test di ricerca volti alla riduzione
di situazioni di stress o di dolore per I’animale come, ad esempio, la somministrazione
di farmaci per vie meno stressanti come quella orale, il miglioramento delle
condizioni di stabulazione o metodiche di manipolazione meno impattanti nella

qualita di vita di un animale.

Le 3R non sono certo da considerarsi fini a s€ stesse ma 1’applicazione di una sola porta a
risultati concreti anche nelle altre, se per esempio viene applicato il principio di Refinement su
una specie animale, 1 soggetti coinvolti daranno risultati molto pimi accurati andando cosi a
soddisfare il principio della Reduction in quanto la variabilita ¢ stata ridotta. Tutto ci0 indica
come le 3R siano legate tra loro, nessuna ¢ superiore alle altre come valore e nonostante molti
individui considerino il Replacement come il vero e unico obiettivo nella ricerca sperimentale,
la realta dei fatti dimostra che il principio delle 3R ¢ da considerarsi in ogni suo aspetto per
portare a termine risultati concreti e coerenti con questo metodo di pensiero nato nel °59.

Alcuni ricercatori inoltre considerano I’introduzione di un'altra terminologia che amplierebbe
il vecchio principio che alcuni chiamano come principio delle 4R grazie all’introduzione di

Responsabilita (Banks R. E., 1995). Questo concetto indica la piena consapevolezza che

I’individuo che interagisce deve avere quando interagisce con gli animali e come ogni
procedura scorretta, manipolazione inadeguata o sofferenza inutile possano inficiare
negativamente sui risultati del progetto sperimentale. Responsabilita implica anche la corretta
comunicazione con il pubblico e la totale trasparenza delle informazioni nel rispetto delle

autorita.

Definizioni

1.1.5 Procedura:

Definizione: “qualsiasi uso, invasivo o non invasivo, di un animale ai fini sperimentali o ad
altri fini scientifici dal risultato noto o ignoto, o ai fini educativi, che possa causare all'animale

un livello di dolore, sofferenza, distress danno prolungato equivalente o superiore a quello

provocato dall'inserimento di un ago secondo le buone prassi veterinarie”.



In uno studio sperimentale ¢ fondamentale indicare I’insieme delle procedure attuate ai fini di

un progetto.

La finalita delle procedure (art. 5 D.Igs. 26/2014) include unicamente:
a) Ricerca di base.
b) Ricerca applicata o traslazionale.
¢) Sviluppo, produzione, prove di qualita, di efficacia o di innocuita di farmaci, mangimi,
prodotti alimentari e altre sostanze o prodotti.
d) Protezione dell’ambiente naturale.
e) Conservazione della specie.
f) Insegnamento o formazione.

g) Indagini medico-legali.

Le procedure non ammesse secondo I’articolo 5.2 del D.lgs. 16/14 comprendono:

a) Procedure con risultati destinati a scopi militari,

b) Protocolli tossicologici per lo studio di LD50 e LC50 fatta eccezione da eventuali
obblighi legislativi nazionali o internazionali.

¢) Produzione di anticorpi monoclonali attraverso induzione di ascite.

d) Ricerca per xenotrapianti.

e) Ricerca per sostanze di abuso.

f) Esercitazioni didattiche fatta eccezione per la formazione universitaria di medici e medici

veterinari.

Secondo I’articolo 15 del D.lgs. 26/14 le procedure vengono classificate secondo i criteri di
classificazione come:
a) non risveglio: se condotte su un soggetto sottoposto ad anestesia generale dalla quale
non puo riprendere conoscenza.
b) lievi: se causano dolore o sofferenza lievi e di breve durata.
c) moderate: se causano dolore o sofferenza moderate e di breve durata oppure se lievi
ma di lunga durata.

d) gravi: se causano dolore o sofferenza gravi oppure di grado moderato ma a lunga durata.



Vengono considerati nello stabilire la gravita delle procedure tutti gli interventi o le
manipolazioni pit gravi che rischia di subire I’animale e dal tipo di procedura (es. natura del
dolore, eventuali impedimenti comportamentali). Di solito 1’analisi della gravita avviene in pit
step: in fase di progettazione, in fase di attuazione del progetto e in fase terminale dove vengono

fatte considerazioni in vista di successivi progetti di ricerca.

La valutazione della gravita ¢ determinante anche nella scelta di riutilizzo degli stessi soggetti
in altre procedure (art. 16 D.lgs. 26/14) dove il parere del Veterinario Designato ¢ di primaria

importanza.

1.1.6 Specie ammesse

La sperimentazione animale ¢ autorizzata solo se vi € dimostrazione di non poter raggiungere

gli obiettivi prefissati con metodi alternativi convalidati.

Le specie ammesse ai fini della ricerca secondo I’articolo 1.3 del D.lgs. 26/14 del
comprendono:
a) Vertebrati vivi non umani, incluse forme larvali con alimentazione autonoma e forme
fetali di mammiferi dall’ultimo terzo di gravidanza.

b) Cefalopodi vivi.

Secondo questo articolo ¢ consentito 1’utilizzo con restrizioni di primati non umani ed ¢ vietato
I’utilizzo di scimmie antropomorfe, animali allo stato selvatico e specie in via d’estinzione (art.
7 D.1gs. 26/14). Il Ministero della Salute puo approvare eventuali deroghe solo se lo scopo delle
procedure attuate ai fini di un progetto sperimentale ¢ dimostrato come valido e necessario.
Inoltre, ¢ vietato I’impiego di animali selvatici o provenienti da canili o rifugi (art. 11 D.Igs.

26/14), escludendo sempre la concessione di eventuali deroghe.

1.1.7 Anestesia ed eutanasia

Si prende come riferimento per questa pratica ’articolo 14 del D.lgs. 26/14 dove viene indicato
I’obbligo di anestesia o analgesia per tutte le procedure che prevedono la possibilita di

provocare del dolore intenso al soggetto e al termine di tali procedure viene applicata ogni

azione che permette di ridurre al minimo le sofferenze di tali animali ad esempio 1’utilizzo di
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analgesici. Non ¢ possibile utilizzare farmaci che possono limitare eventuali manifestazioni di
dolore nei soggetti. Trattamenti appropriati o farmaci analgesici al fine di alleviare il dolore
dopo una procedura sono da ritenersi obbligatori se cid non compromette la finalita della
procedura stessa. Se al termine di tutte le procedure applicate al soggetto e se esso non ha piu
lo scopo di essere osservato per un determinato progetto di ricerca spetta al medico veterinario
la decisione di tenerlo in vita e sistemarlo in maniera adeguata oppure se procedere alla
soppressione nel caso in cui le condizioni di vita siano inaccettabili. Per quello che riguarda la
soppressione (art. 6 e allegato IV D.Igs. 16/14) essa ¢ attuata solo dal personale competente
(art. 23 D.Igs. 26/14) con metodi in grado di arrecare la minor sofferenza possibile e attuabile
solo negli stabilimenti autorizzati. In casi particolari I’eutanasia ¢ sotto la diretta responsabilita
del Veterinario Designato se la sofferenza da esso valutata sul paziente € ritenuta insostenibile.
Esistono deroghe sui metodi di soppressione ma devono comunque essere concessi dal

Ministero della Salute.

1.1.8 Progetto di ricerca scientifico

Come definito nell’articolo 3 del D.Igs. 26/14 un progetto € “un programma di lavoro con un
preciso obiettivo scientifico che prevede il ricorso a una o piu procedure, ...”.

Nel D.lgs. 26/14 viene implementato punto per punto tutto quello che riguarda sia
I’organizzazione del personale impiegato nella ricerca scientifica, ovvero la designazione
obbligatoria dei compiti lavorativi di ogni figura professionale, sia il corretto iter procedurale
di approvazione e svolgimento di un determinato progetto scientifico nel campo della
sperimentazione animale. Punto fondamentale secondo la normativa europea ¢ I’istituzione in
ogni organismo che opera in campo sperimentale (allevatori, fornitori, utilizzatori) con animali
vivi di un Organismo Preposto al Benessere degli Animali (OPBA) costituito
obbligatoriamente da un Responsabile del Benessere Animale (RBA), dal Veterinario
Designato e da un Membro Scientifico, quest’ultimo solo nel caso in cui lo stabilimento svolga

anche procedure cliniche sul soggetto animale. La consulenza su questioni relative al benessere

animale ¢ I’obiettivo principale a cui deve mirare ’OPBA.

1.1.9 Autorizzazione di un progetto di ricerca

L’OPBA ha il compito di redigere ogni singolo progetto di ricerca che dovra essere poi

sottoposto ad un giudizio di idoneita da parte del Ministero della Salute che se avra esito
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positivo potra essere approvato oppure negato se non conforme alla normativa europea di
riferimento. Il Ministero della Salute deve avvalersi del parere tecnico scientifico di altri enti
nazionali come I’Istituto Superiore della Sanita (ISS) e il Consiglio Superiore della Sanita
(CSS) attraverso i quali I’iter procedurale del progetto deve passare per essere approvato
all’OPBA, attualmente con una procedura che puo essere svolta online e che puo richiedere

fino a 55 giorni lavorativi di tempo per la convalida.

E importante aggiungere la creazione nel 2015 da parte del Ministero della Salute di una BDN
(Banca Dati Telematica) della Sperimentazione Animale dove oltre alla raccolta dati relativa
alle procedure e ai risultati delle ricerche scientifiche (qui ritorna I’applicazione del concetto di
Reduction) ¢ possibile anche fare domanda da parte dei vari stabilimenti per I’autorizzazione
dei progetti sperimentali, quindi per via esclusivamente telematica con esito positivo o negativo
comunicato tramite PEC. I dati della BDN sono inoltre confrontati a livello europeo dal
momento che le informazioni arrivano direttamente alla Commissione Europea con il

contributo di ogni stato membro.

1.1.10 Organigramma

Per quanto riguarda 1’organizzazione del personale all’interno di un progetto di ricerca
sperimentale in ambito animale abbiamo una grande varieta di figure professionali che sono

coinvolte e, secondo D.lgs. 26/14, ognuna di esse svolge un ruolo chiave:

- Membro scientifico: designato come scienziato o ricercatore con il compito di
comunicare alla comunita scientifica 1 risultati della ricerca attraverso le

pubblicazioni (art. 3 D.lgs. 26/14).

- Responsabile del Benessere Animale (RBA): persona fisica che si occupa del
benessere degli animali stabulati e del corretto funzionamento delle attrezzature in

uno o piu stabilimenti (art. 3 D.lgs. 26/14).

- Veterinario Designato: “Ciascun allevatore, fornitore o utilizzatore deve disporre
di un medico veterinario designato, esperto in medicina degli animali da laboratorio,
in possesso di requisiti di esperienza e di formazione specifica, che prescrive le

modalita per il benessere e il trattamento terapeutico degli animali” (art. 24 D.Igs.
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26/14). 11 compito del veterinario designato non si pud riassumere solo con questa
definizione in quanto i compiti svolti da questa figura professionale sono molto piu
complessi. Esso svolge un ruolo chiave nella scelta delle migliori procedure di
manipolazione, anestesia e analgesia da effettuare sugli animali per ridurne
significativamente dolore e stress, al tempo stesso ne diventa responsabile e
controllore; si impegna cosi nel corretto mantenimento del benessere e dalla salute
animale attuando una serie di misure volte ad alleviare le possibili sofferenze valutate

in ogni procedura.

- Responsabile del Progetto di Ricerca: persona fisica titolare dell’autorizzazione
del progetto che si occupa dell’elaborazione delle procedure e dei progetti oltre ad

essere responsabile scientifico e amministrativo (art. 3 D.Igs. 26/14).

- Tecnici di laboratorio

1.1.11 Topo da laboratorio

Dopo aver accennato le specie ammesse ai fini della ricerca che vengono elencate nell’articolo
1.3 e nell’allegato I del D.Igs. 26/14 ¢ importante soffermarsi sugli animali maggiormente
utilizzati all’interno della ricerca sperimentale, ovvero le specie murine, e piu precisamente i
topi (Mus musculus) che sono appunto oggetto di frequenti studi in laboratorio e che
rappresentano, assieme ai ratti (Rattus norvegicus), 1 pazienti che vengono sottoposti

maggiormente, data la mole ridotta, a sessioni di imaging sia in vivo che ex vivo.

[ topi condividono dei tratti genetici simili alla specie umana e cio li rende degli ottimi candidati
per gli studi sperimentali, oltre al fatto che la loro capacita riproduttiva e di maturita rapida li
rende impiegabili in una vasta gamma di esperimenti. I modelli murini possiedono un genoma
unico, riescono ad esprimere molti geni simili all’'uomo e sono in grado di contrarre

spontaneamente molte patologie che colpiscono anche I’uomo (es. diabete).
At fini della sperimentazione ¢ utile differenziare su base genomica i topi da laboratorio che

vengono utilizzati ricordando anche che nel 2002 ¢ terminata la completa lettura dell’intera

sequenza di DNA di questa specie: grazie alla manipolazione genetica ¢ possibile al giorno
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d’oggi ottenere topi transgenici il cui DNA ¢ stato integrato con sequenze straniere che
determinano I’espressione di nuovi geni (es. espressione di nuove proteine o recettori cellulari)
e ancora piu recentemente I’impiego di topi knock-out dove alcuni tratti del genoma sono
silenziati; queste moderne tecnologie hanno permesso di sostituire linee genetiche meno
standardizzate e di ottenere risultati comparabili tra piu progetti sperimentali che utilizzano
linee identiche. Al di 1a delle recenti scoperte in ingegneria genetica negli ultimi decenni, la
maggior parte dei ceppi detenuti all’interno degli stabulari ¢ di tipo inbred (es. Balb/c, C57B1,
AKR) dove 1 vari gruppi di topi sono il risultato dalla combinazione tra consanguinei (fratello
e sorella) per almeno 20 generazioni consecutive € sono omozigoti per piu del 99% dei loci

genici [3].

Alcuni ceppi che derivano da mutazioni occasionali di inbred risultano piu utili in alcuni sistemi
di imaging preclinico (es. imaging ottico con IVIS) e vengono definiti ceppi mutanti come lo
sono 1 topi nudi (es. nu/nu e Balb/c nude) che possono dare origine a linee con prole

fenotipicamente identica se la mutazione viene stabilizzata (Coli A., 2018).

1.1.12 Stabulario

Lo stabulario rappresenta lo stabilimento dove vengono allevati e stabulati gli animali che
prendono parte ai progetti di ricerca sperimentale, ciascun luogo di stabulazione presenta
parametri ambientali atti a garantire il miglior benessere fisico per le specie animali presenti

sulla base delle caratteristiche che le contraddistinguono.

Fondamentale ¢ il controllo automatizzato di: temperatura, umidita relativa, illuminazione e
ventilazione; questi parametri devono risultare costanti e precisi. Le gabbie o le vasche dove
sono alloggiati gli animali devono essere proporzionate alle dimensioni e alla numerosita di
questi, le relazioni tra individui della stessa specie devono essere consentite ¢ i casi di
isolamento sociale devono essere limitati alla minor durata possibile. Al fine di soddisfare le
esigenze comportamentali gli arricchimenti ambientali sono parte fondamentale della

stabulazione animale, contribuiscono positivamente all’attivita fisica, cognitiva e alimentare.
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1.2 L’importanza dei metodi alternativi

1.2.1 Cosa sono i metodi alternativi

I metodi alternativi in sperimentazione animale sono intesi come tutte quelle procedure a fine
scientifico volte a rimpiazzare 1’utilizzo di animali vivi, ridurre il numero di soggetti utilizzabili

o diminuirne lo stress e il dolore al minimo (D. H. Smith, 1978). Essi rappresentano la

realizzazione pratica del principio delle 3R. Le tecniche di imaging non invasive tra cui
I’imaging ottico fanno parte di quel gruppo di metodi sperimentali volti a rispettare questo
principio. La sfida diventa quindi trovare un compromesso che possa risultare utile nella ricerca
all’interno degli studi di sperimentazione animale in grado di includere modelli in vivo, in vitro
e in silico (computerizzati) per favorire Refinement, Reduction € Replacement. Questo obiettivo
¢ portato avanti dalla EURL ECVAM (European Union Reference Laboratory for alternatives
animal testing), un ramo del JRC (Joint Research Centre) a servizio diretto della Commissione

Europea.

Compito del’ECVAM ¢ quello di convalidare tutti i metodi alternativi che possano sostituire
I’utilizzo di animali vivi e per fare cio 1’obiettivo ¢ quello di promuovere il “principio delle 3R
condividendo pit informazioni possibili sul progresso in campo biomedico e sui risultati delle
ricerche sperimentali, collaborando anche con istituzioni extra europee come, ad esempio,
NICEATM in America e JaCVAM in Giappone. Esistono centri nazionali di ricerca per metodi
alternativi che sono sostenuti direttamente dallo stato come nel caso del NC3R® finanziato
direttamente dal governo britannico che opera da piu di vent’anni in campo sperimentale e che
pone le sue fondamenta nel perseguimento e nella divulgazione del principio delle 3R [1]. Le
stesse aziende farmaceutiche internazionali puntano attraverso grossi fondi economici a
contribuire con lo sviluppo di nuove tecnologie in ambito sperimentale che possano anche
salvaguardare I’immagine dell’azienda stessa, in un mondo in cui il tema dell’etica ¢ sempre

piu centrale e sempre piu discusso in molti aspetti della quotidianita.

1.2.2 Processo di validazione

La validazione di un nuovo metodo alternativo ¢ composta da piu passaggi e presenta diversi

ostacoli lungo il percorso di convalida. Il nuovo metodo individuato (in ambito accademico o

aziendale) deve dimostrare una possibile finalita condivisa con altri progetti di ricerca e una
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correlazione affidabile a processi biologici in vivo osservati o nell’'uomo o negli animali, se
soddisfa tali requisiti deve dimostrare la propria riproducibilita piu volte nello stesso laboratorio
dove ¢ estato implementato oppure nello stesso laboratorio ECVAM con una serie di studi di
validazione pianificati in anticipo. Se questi step sono superati, viene richiesto al laboratorio
originale di redigere un elaborato contenente una serie di dati indicati da ECVAM che in caso
di approvazione fa revisionare il metodo da un gruppo interno di ricercatori appartenenti a
ESAC (ECVAM Scientific Advisory Committee); essi rappresentano 1’ultimo step in quanto se
1 pareri sono favorevoli il metodo puo essere ritenuto valido da ECVAM ed essere utilizzato dai

vari laboratori di ricerca a livello nazionale in tutti gli stati membri [2].

1.2.3 Ostacoli alla validazione

L’iter di convalida di ciascun metodo alternativo presenta una barriera gia di per sé in quanto ¢
un processo che puo richiedere molti anni prima di essere accettato dalla comunita scientifica
ma questo non rappresenta I’'unica problematica. Inoltre, i laboratori che operano da anni in
campo sperimentale difficilmente riescono a adattarsi a cambiamenti repentini che vanno a
sostituire il modello animale con un modello in vitro o in silico e cid ¢ dovuto principalmente
ad una incompleta formazione scientifica e ad una visione negativa, dovuta a pregiudizi, nel
cambiamento di metodi da sempre utilizzati che porterebbe a risultati falsati. Ma la barriera piu
grande alla validazione di nuovi metodi ¢ sicuramente la disponibilita finanziaria che
rappresenta un ostacolo anche in altri ambiti di lavoro oltre a quello scientifico; nonostante i
fondi stanziati nella ricerca aumentino con costanza, 1’Unione Europea dovrebbe investire
molto di piu per agevolare il progresso scientifico in campo sperimentale oltre al fatto che pure
I’aspetto legislativo dovrebbe correre di pari passo. Spesso i1 fondi per la ricerca sono garantiti
per la maggior parte da enti privati che vedono in tale investimento una crescita dell’immagine
aziendale e della produttivita stessa. Non esiste un’unica soluzione a tutto cid0 in quanto
I’argomento risulta complesso ma attraverso il lavoro di numerose organizzazioni della
comunita europea, tra cui ECVAM ed EFSA (European Food Safety Authority), la necessita di

trovare nuovi metodi alternativi € sempre piu discussa e rilevante.
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1.3 Tecniche di imaging ai fini della Reduction

L’utilizzo di strumentazione diagnostica per effettuare imaging in vivo permette di attuare
correttamente il principio della Reduction nell’ambito della sperimentazione animale; questi
sistemi rappresentano mezzi non invasivi e di grande precisione diagnostica grazie ai quali ¢
possibile garantire studi preclinici su piccoli animali rispettando cosi il principio delle 3R. E
possibile suddividere I’'imaging in vivo sui topi da laboratorio in due tipologie diverse: imaging
anatomico e imaging molecolare, quest’ultimo rappresenta un aspetto molto importante in
quanto permette di evidenziare funzioni cellulari e processi biologici molto specifici utilizzando
dei biomarker visibili alle sessioni di imaging come nel caso di IVIS Spectrum. I dati cosi
ottenuti attraverso questi strumenti di diagnostica sono dunque ricchi di informazioni sia a
livello anatomico che fisiologico e il numero di soggetti utilizzati puo essere ridotto
significativamente utilizzando studi di tipo longitudinale, ovvero composti da step diagnostici
dove al posto di sacrificare ogni volta un gruppo di animali, lo stesso gruppo viene studiato piu
volte in tempistiche differenti per valutarne i1 cambiamenti (morfologici e funzionali),
garantendo cosi un monitoraggio dinamico continuo. I principali sistemi di imaging in vivo
utilizzati negli ultimi decenni, soprattutto nei progetti che includono topi da laboratorio, sono:
ecografia (US), tomografia a emissione di positroni (PET) e tomografia computerizzata a
singola emissione di positrone (SPECT). tomografia computerizzata (CT), risonanza magnetica

per immagini (RMI) e imaging ottico (OI).

1.3.1 Ecografia

L’impiego dell’ecografo (US) in ambito veterinario cosi come in medicina umana ¢ ormai un
metodo consolidato, la versatilita e le diverse tecniche di ottenimento di dati in tempo reale
rendono questo strumento uno dei piu diffusi e utilizzati anche nella ricerca in campo
sperimentale soprattutto perché rappresenta uno dei metodi meno invasivi nel confronto dei
pazienti oggetto di studio oltre al fatto che ¢ uno strumento abbastanza economico, di rapido
utilizzo e che non si avvale dell’ausilio di radiazioni ionizzanti. Negli ultimi due decenni
I’ecografia, dapprima utilizzata su poche specie animali, ¢ stata perfezionata per I’impiego su
ratti e topi da laboratorio adattandone le diverse tecniche di imaging. Il principio su cui € basata
I’ecografia ¢ I'utilizzo appunto degli ultrasuoni ovvero onde sonore aventi frequenze non

percepibili dall’'udito umano (massimo 20 KHz) infatti quelle utilizzate da questo strumento
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sono solitamente comprese tra 2 e 15 MHz, a volte anche ben maggiori (20- 50 MHz). Questi
ultrasuoni vengono trasmessi da una sonda attraverso i tessuti che compongono 1’organismo
vivente e sulla base della densita che caratterizza i diversi tessuti e in base alla diversa velocita
di propagazione di queste onde in essi (331 m/s gas, 1540 m/s tessuti molli, 4080 m/s tessuti
duri) si ¢ in grado di misurare la differenza di impedenza acustica (prodotto della velocita per
la densita tissutale) tra due o piu tessuti adiacenti; tramite le onde sonore riflesse si andra poi a
ricreare su schermo un immagine dinamica su scala di grigi in tempo reale. L’ecografo ¢
composto da un sistema computerizzato centrale con la funzione di elaborare le immagini, da
un trasduttore (sonda) in cui sono presenti cristalli piezoelettrici in grado di emettere ultrasuoni
e diricevere le onde riflesse e da un monitor in cui vengono visualizzate le immagini ottenute.
La sonda ¢ la componente strumentale forse piu importante di questo sistema di diagnostica, ne
esistono molte tipologie sia per quanto riguarda forma e dimensioni sia per la frequenza
ricercata considerando che maggiore ¢ il valore di questa, minore ¢ la profondita raggiunta dagli
ultrasuoni nel distretto anatomico insonato. L’utilizzo nella ricerca sperimentale di agenti di
contrasto (e.g. microbolle nel circolo vascolare) in campo ecografico ha permesso di effettuare
studi di imaging a livello molecolare per quanto concerne il funzionamento cellulare, con una
risoluzione spaziale di 30-60 micron grazie ad alte frequenze con valori compresi tra 60 e 100
MHz. I limiti dell’ecografo dipendono sia dalla densita delle strutture insonate, riscontrando
difficolta nella visualizzazione di tessuti duri (ossa) e cavita contenenti gas (es. polmoni), sia

dall’abilita stessa dell’operatore (Lauber et al., 2017 — Cootney R.W., 2001). Tra le diverse

modalita di immagine ottenibili dall’utilizzo dell’ecografo su specie murine, troviamo:

- B-Mode (Brightness Mode): il piu comune formato immagine in scala di grigi a due
dimensioni che permette la visualizzazione in tempo reale di uno o piu organi target,
con informazioni riguardanti forma, dimensioni, densita tissutale ed eventuali
movimenti fisiologici o patologici. Nella ricerca su ratti e topi, ’'organo maggiormente
visualizzato in questa modalita ¢ il cuore, sia a livello strutturale che funzionale
(associato a M-mode e color Doppler), soprattutto per quanto riguarda spessore
parietale e diametro delle camere cardiache in modo particolare del ventricolo destro

nei casi sospetti di insufficienza cardiaca (Cootney R.W., 2001).

- M-Mode (Motion Mode): modalita di acquisizione ecografica utilizzata principalmente
per la valutazione del funzionamento cardiaco dove su schermo viene visualizzata in

2D la profondita tissutale (su asse Y) e la funzione tempo (su asse X). Nello studio
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ecocardiografico abbiamo modo di analizzare sull’asse delle ordinate lo spessore
parietale e la dimensione delle camere cardiache mentre sull’asse delle ascisse viene
evidenziato il cambiamento strutturale delle componenti cardiache dovuto ai cicli
diastolici e sistolici in funzione del tempo. Viene spesso utilizzata in studi che
analizzano situazioni patologiche riguardanti ipertrofia cardiaca e insufficienza cardiaca
indotte talvolta da farmaci per valutarne gli effetti collaterali (Cootney R.W., 2001 —
Lauber et al., 2007).

Doppler Imaging: si tratta di una funzionalita caratteristica di alcuni apparecchi
ecografici che permette di visualizzare la direzione e la velocita del flusso vascolare in
un determinato sito anatomico. Il funzionamento ¢ basato sulle onde riflesse da corpi in
movimento, in questo caso eritrociti, che avvicinandosi alla sonda riflettono onde con
frequenza maggiore mentre allontanandosi determinano onde a frequenza ridotta.
Questa differenza (denominata “Doppler shift”’) viene analizzata dal computer che
elabora su schermo la direzione e anche la velocita del flusso sulla base appunto delle
frequenze registrate. Il metodo migliore per effettuare questa valutazione ¢ tenere il
fascio di ultrasuoni provenienti dalla sonda il piu parallelo possibile al flusso sanguigno

(Cootney R.W., 2001 — Lauber et al., 2007).

Biomicroscopia ad ultrasuoni: sistema di imaging ecografico con una risoluzione
spaziale a livello microscopico che si avvale di sonde di tipo meccanico ad alta
frequenza (30 - 100 MHz) con acquisizione delle immagini in B-Mode e in Eco-
Doppler. La risoluzione assiale ottenibile da questo apparecchio ¢ pari ad un valore
compreso tra 19 e 60 micron e quella laterale tra 250 e 60 micron, mentre in modalita
color flow Doppler ¢ possibile distinguere il flusso sanguigno in vasi di 15 — 20 micron
didiametro. Le applicazioni cliniche di questo strumento sono principalmente I’imaging
di alterazioni a livello oculare come il glaucoma e a livello dermico come spessore
cutaneo, stati inflammatori e angiogenesi soprattutto in casi di melanoma murino

(Foster F.S. et al., 2000 — Cootney R.W., 2001 — Lauber et al., 2007).

Ecografia con mezzo di contrasto: si basa su una tipologia di studio ecografico che
utilizza un mezzo di contrasto composto da microbolle contenenti un gas inerte immesse

nel circolo sanguigno che permettono di riflettere maggiormente gli ultrasuoni emessi
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dalla sonda con lo scopo di evidenziare la perfusione ematica di determinati organi in

particolar modo a livello di miocardio (Cootney R.W., 2001 — Lauber et al., 2007).

Un importante fattore limitante dell’ecografia nella ricerca sperimentale ¢ 1’utilizzo
necessario di anestesia totale sulle specie murine che ne potrebbe compromettere i risultati
diagnostici ma si stanno sempre di piu perfezionando studi con sessioni ecografiche su

soggetti coscienti (Cootney R.W., 2001). La microecografia sui roditori in campo

sperimentale ¢ costantemente utilizzata e nonostante non possa fornire informazioni
dettagliate a livello molecolare come ¢ possibile ottenere ad esempio con PET o imaging

ottico, resta un sistema di imaging preclinico valido e in continuo sviluppo tecnologico.

1.3.2 PET e SPECT

La tomografia a emissione di positroni (PET) e la tomografia a singola emissione di positrone
(SPECT) rientrano all’interno degli strumenti di imaging clinico nel campo della medicina
nucleare, consolidati anche in ambito sperimentale animale e che rispettano pienamente il
principio di riduzione delle 3R in quanto fondamentali negli studi di tipo longitudinale in vivo.
Questi due strumenti rappresentano un tipo di esame diagnostico non invasivo che si avvale
dell’utilizzo di radiofarmaci ovvero sostanze biologiche iniettante (< 10% vol. ematico) nel
paziente, contenenti atomi in grado di emettere radiazioni, attraverso processi di decadimento,
che vengono captate ed elaborate in immagini diagnostiche. Queste molecole radioattive
permettono di compiere due diverse vie di ricerca diagnostica: la prima ¢ rappresentata dallo
sfruttamento di un legame tra il radio tracciante e una precisa molecola presente nell’organismo
che ne permette la visualizzazione mentre la seconda si basa sull’accumulo di un radio
tracciante dovuto a normali processi metabolici che permette di mettere in risalto un
determinato sito anatomico; le informazioni ricavate con questo strumento sono quindi di tipo
funzionale e riguardano uno specifico tessuto biologico, per questo motivo vengono integrate
con dati provenienti da altri sistemi di imaging di carattere anatomico che ne permettono una
localizzazione estremamente precisa. L utilizzo della tomografia a emissione di positroni ¢ utile
per la valutazione di molteplici processi metabolici compresa la misurazione del flusso
sanguigno o la composizione chimica di tessuti biologici. Nella ricerca sperimentale con piccoli
roditori si dovrebbe parlare di micro-PET e micro-SPECT ed essi rappresentano due metodi
altamente validi soprattutto negli studi longitudinali di oncologia su un singolo gruppo di

pazienti, dove I’integrazione con il sistema CT permette di effettuare imaging in vivo su modelli
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animali per studiare patologie riscontrabili anche nell’'uomo (Lauber et al., 2017 — Koo V. et

al., 2006). Troviamo quindi:

Micro-SPECT: si puo considerare come la versione 3D della scintigrafia planare e si
basa sulla rilevazione di fotoni gamma originati da radio traccianti come *’™Tc
(tecnezio), ’Ga (gallio), 2Tl (tallio),!!'In (indio), '*I (iodio). Attraverso la rotazione
su diverse angolazioni (per riprodurre la tridimensionalita) di camere gamma attorno al
paziente, questo sistema permette di captare fotoni derivanti anche da piu sostanze
radioattive somministrate assieme € a maggior emivita se confrontate con quelle
utilizzate nella PET. La gamma camera ¢ composta da un cristallo rilevatore (ioduro di
sodio o di cesio) in grado di captare 1 fotoni emessi € da un collimatore (piombo o
tungsteno) che ne permette il passaggio solo se questi hanno una direzione parallela alla
camera. [ cristalli rilevatori delle camere possono essere costituiti da materiali
semiconduttori differenti in grado di discriminare radioisotopi a bassa energia o diversi
tra loro per peso atomico. Le immagini ricavate in questa modalita negli apparecchi piu
recenti raggiungono una risoluzione pari a 0,5 — 0,7 mm in vivo. L utilizzo di SPECT ¢
finalizzato a ricerche per: apparato cardiovascolare (es. angiogenesi), cellule staminali,

oncologia e neurologia, sono compresi alcuni studi farmacologici (Lauber et al., 2017).

Micro-PET: ¢ un sistema che opera con radiazioni sia gamma che beta e offre una
migliore sensibilita a livello diagnostico, utilizzando radio traccianti differenti da
SPECT come ''C, *N, 0, "®F-fluorodeossiglucosio ma a minor emivita, per questo
sono in atto ricerche su composti a maggior emivita in grado di risolvere il problema.
In questo particolare sistema 1 traccianti emettono positroni che viaggiano fino ad
andare in collisione con un elettrone in un processo definito annichilazione dove le
cariche in gioco vengono rimpiazzate da due fotoni gamma a energia fissa (511 keV)
che viaggiano in direzioni opposte (180°). Lo strumento non ¢ composto da camere
rotanti ma da un unico anello composto da rilevatori che circonda appunto il paziente e
che manca di collimatori fisici per migliorare cosi la sensibilita diagnostica. La
risoluzione di immagine in questo caso puo raggiungere il valore di 1 mm. PET gioca
un ruolo importante nella ricerca oncologica, nello studio del ciclo vitale cellulare e
fornisce informazioni utili per la ricerca della funzionalita cardiovascolare e neurologica

(Lauber et al., 2017).
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PET risulta quindi essere maggiormente sensibile (fino a cento volte) rispetto a SPECT ma
presenta una minor risoluzione di immagine, inoltre, i radiotraccianti utilizzati in SPECT hanno
un’emivita decisamente piu lunga per sessioni di imaging continue e permettono di sfruttare
tipologie di radioisotopi immessi nell’organismo in maniera simultanea. La mancanza di
informazioni di tipo anatomico nelle immagini ottenute dai due sistemi ha portato alla necessita
di creare strumentazioni ibride (multimodali) che integrano PET o SPECT a CT in modo tale
da permettere sia un’evidenziazione delle componenti chimiche sia una locazione anatomica
grazie all’ ottimo contrasto dei tessuti molli dato per I’appunto dai sistemi di imaging integrati.
La combinazione che piu spesso viene utilizzata in uno strumento unico di imaging diagnostico

¢ PET/SPECT/CT (Tremoleda et al., 2015) che consente di effettuare studi oncologici e sulla

biodistribuzione molecolare dando informazioni di tipo morfologico che vanno a correggere in
modo automatico determinati errori quantitativi definiti errori di volume parziale, tutto cid non
sarebbe possibile senza I’applicazione della tomografia computerizzata. La prospettiva futura
per PET e SPECT prevede di integrare in maniera ancora piu efficiente il sistema di RMI nelle
sessioni di imaging, in un unico strumento del quale vi sono gia prototipi in via di sviluppo. Un
passo in avanti sarebbe possibile con I’incremento della sensibilita e della risoluzione
raggiungibili da PET/SPECT attraverso la commercializzazione di nuovi radiotraccianti (a
lunga emivita e sicuri) e nuovi materiali semiconduttori per i cristalli rilevatori. I costi che
richiedono questi strumenti sono un altro importante fattore limitante (Lauber et al., 2017 — Del

Guerra A. et al., 2007).

1.3.3 Tomografia Computerizzata

Si tratta di un sistema di imaging che utilizza I’interazione dei raggi X emessi dal macchinario
con la composizione atomica dei diversi tessuti del corpo del paziente per riprodurre immagini
3D; basandosi appunto sul differente grado di assorbimento dei fotoni riproduce immagini ad
alta risoluzione anche di campi visivi microscopici, utilizzando pero radiazioni a bassa energia
(data la dimensione dei soggetti) e a basso impatto, con un sistema che acquisisce immagini
anatomiche in pochi minuti riducendo lo stress causato al paziente. Questo mezzo ¢ composto
da un tubo radiogeno e da un rilevatore di raggi X posizionati ai lati opposti all’interno di una
struttura ad anello che ruotando esamina il corpo del soggetto posto su un lettino rigido a
movimento orizzontale. Considerando la mole di un topo da laboratorio il sistema micro-CT ¢
realizzato in moda tale da avere un punto focale minore rispetto ai sistemi utilizzati in una

normale clinica: il diametro di questo ¢ compreso tra 1 e 10 micron, ci0 favorisce nettamente il
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dettaglio e riduce la penombra nelle strutture anatomiche irradiate. La risoluzione spaziale che
ne deriva ¢ compresa tra i 10 e i 200 micron, quindi estremamente alta. I sistemi micro-CT
vengono utilizzati principalmente negli studi sperimentali su modelli murini mirati alla

valutazione di tessuti duri come le ossa per ricerche di tipo ortopedico (Tremoleda et al., 2015),

ma la loro utilita ¢ apprezzata anche per lo studio di funzionalita cardiaca e crescita tumorale.
Per sopperire al problema di scarsita di contrasto di immagine nei tessuti molli, ¢ molto comune
in CT I'utilizzo di soluzioni radio-opache per via endovenosa che permettono di evidenziare il
sistema vascolare e la perfusione di specifici organi, ma ¢ difficile fare uso di soluzioni
contenenti composti iodati in quanto nel topo il flusso sanguigno ¢ veloce ¢ il volume ematico
ridotto, per questo 1 sistemi usati in micro-CT sono stati sviluppati con un acquisizione di
immagine piu rapida (30- 60 fps) che permette di rilevare la distribuzione della soluzione

iniettata (Lauber et al., 2017). Inoltre, sono stati realizzati nuovi mezzi di contrasto ad alta

concentrazione di i0dio o soluzioni colloidali contenenti nanoparticelle di metalli quali oro (Au)
o bario (Ba), con un’emivita maggiore rispetto alle soluzioni iodate e con dimostrata assenza di

tossicita tissutale (Cai Q.Y. et al., 2007). In conclusione, il vantaggio principale dei sistemi

micro-CT ¢ rappresentato dall’alta risoluzione di immagine ottenibile (10 micron), soprattutto
dei tessuti duri, e dalla velocita stessa di ottenimento (10-15 minuti), ma le radiazioni ionizzanti
per quanto non siano in alcun modo letali risultano potenzialmente impattanti su processi
biologici e sulle risposte immunitarie dell’organismo animale, di conseguenza, sui risultati
finali ottenuti. Un altro aspetto negativo ¢ la limitata risoluzione d’immagine dei tessuti molli,
parzialmente risolta con I’ausilio di mezzi di contrasto (Lauber et al., 2007 — Koo V. et al.,

2006).

1.3.4 Risonanza Magnetica per Immagini

La MRI ¢ un sistema diagnostico non invasivo per 1’ottenimento di immagini in cui vengono
visualizzate precise sezioni anatomiche (assiale, coronale e sagittale) del corpo, in questo caso
animale, ed ¢ caratterizzata da un ottimo contrasto di immagine soprattutto per lo studio dei
tessuti molli, con una risoluzione spaziale che, per quanto riguarda la micro-MRI applicata ai
topi da laboratorio, raggiunge 1 10 micron. Il sistema in questione non richiede 1’impiego di
radiazioni ionizzanti; infatti, il funzionamento ¢ basato sulla generazione di un campo
magnetico esterno prodotto da un elettromagnete che orienta secondo la proprio direzione i
protoni dei nuclei degli atomi di idrogeno H" presenti nelle molecole d’acqua del corpo del

soggetto vivente analizzato; una volta disattivato questo campo i protoni emettono deboli onde
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elettromagnetiche, come forma di energia data dal normale riallineamento, che prende il nome
di risonanza, e dopo essere state captate da un ricevitore di onde radio vengono convertite da
un computer in immagini su scala di grigi la cui intensita corrisponde all’energia di risonanza
emessa dai tessuti del corpo aventi diversa densita [4]. Il campo magnetico esterno che viene
applicato ¢ misurato in tesla (T) e piu questo valore ¢ alto, maggiore ¢ la risoluzione di
immagine ottenuta. In campo sperimentale risultano ottimali valoridi 7 T e superiori, ma anche

valori minori compresi tra 1 T e 3 T risultano significativi all’interno di determinati studi di

ricerca (Lauber et al., 2017). Questo sistema prevede ’utilizzo in alcuni casi di un mezzo di

contrasto paramagnetico (ovvero in grado di influenzare la risonanza emessa dagli atomi di H+)
a base di gadolinio o di manganese (metalli rari) che devono essere chelati da altre molecole
che ne riducono la tossicita e poi miscelati in una soluzione acquosa prima di essere iniettati
per via endovenosa nel paziente. Viene quindi eseguita una risonanza pre-iniezione del mezzo
di contrasto e una risonanza post-iniezione del mezzo di contrasto. L’applicazione del sistema
MRI apre la strada a possibilita diagnostiche su diversi processi biologici del soggetto vivente,
bisogna perd distinguere tra risonanza magnetica strutturale utilizzata appunto per la
visualizzazione di determinate regioni anatomiche e la risonanza magnetica funzionale (fMRI)
per la visualizzazione di immagini che analizzano I’attivita cerebrale sfruttando la differente
proprieta magnetica dell’ossiemoglobina rispetto alla desossiemoglobina valutandone cosi la
concentrazione ematica. Per quanto riguarda la RM in campo sperimentale animale troviamo

altre modalita di imaging possibili oltre a quella di tipo funzionale:

- RM per immagini con contrasto dinamico migliorato (DCE — MRI) ¢ una tecnica
che attraverso il mezzo di contrasto va non solo ad evidenziare la perfusione ematica
nei vari distretti anatomici del soggetto ma pud misurare parametri a livello
microvascolare come la permeabilita endoteliale che sfrutta la dimensione di molecole

marcate e contenute nel mezzo di contrasto (Gordon et al., 2014 — Lauber et al., 2017).

- RM di diffusione (DWI) rappresenta lo studio della proprieta di diffusione relativa ad
uno specifico tessuto corporeo sfruttando il movimento randomico delle molecole
d’acqua al proprio interno attraverso la rilevazione della risonanza dei protoni nucleari

che le compongono, senza I'utilizzo quindi di mezzo di contrasto (Roland Bammer,

2003). Sia in umana che in sperimentazione animale questa metodica ¢ utile per il

rilevamento di forme ischemiche precoci nel SNC, ma sta risultando efficace anche
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nell’applicazioni in altri distretti anatomici per lo studio di differenziazione tumorale

(Lauber et al., 2017).

- RM con marcatura dello spin arterioso (ASL) ¢ una tecnica che sfrutta la risonanza
ottenuta dalla magnetizzazione delle molecole d’acqua all’interno del flusso arterioso,
sfruttando cosi un tracciante endogeno, e che pud fornire informazione utili sulla
funzionalita cerebrale, renale e cardiaca quantificando I’afflusso di sangue (ml di sangue
per g di tessuto al minuto) e mappando la circolazione ematica dell’organo considerato

(Lauber et al., 2017).

- Spettroscopia protonica di risonanza magnetica (MRS) ¢ una tecnica che permette
dirilevare in un tessuto determinate sostanze chimiche o metaboliti, in particolare quelli
ricchi di atomi di idrogeno (es. colina, creatinina), valutandone la concentrazione. Utile
per studi di farmacodinamica o riguardanti il metabolismo cerebrale (Lauber et al.

2017).

- RM iperpolarizzata: permette di indagare la farmacocinetica di substrati trasformati in
metaboliti da processi biochimici che avvengono normalmente all’interno
dell’organismo; 1’atomo che piu di tutti & preso in considerazione ¢ il *C (carbonio)
che, legato al piruvato, nelle fasi di sviluppo tumorale viene convertito in lattato e

consente lo studio oncologico (Lauber et al., 2017).

La versatilita nell’applicazione del sistema di micro-RMI in sperimentazione animale ¢
evidente, non solo questo fornisce informazioni di tipo anatomico ma ne fornisce molte di tipo
fisiologico con particolare attenzione ad aspetti di perfusione ed ossigenazione ematica,
elasticita tissutale, caratteristiche metaboliche e varie indagini molecolari, tutto cio con la totale
assenza di radiazioni ionizzanti. Il suo utilizzo applicato alla specie murina in ambito
sperimentale risulta fondamentale negli studi legati al sistema cardiovascolare, alla crescita e
alla differenziazione tumorale, con particolare attenzione allo sviluppo e possibili cambiamenti
del sistema muscoloscheletrico. Le limitazioni riscontrabili a RMI sono rappresentate dai costi
di installazione e dalle tempistiche procedurali; la sensibilita risulta minore rispetto all’imaging

ottico (Lauber et al., 2017 — Koo V. et al., 2006).
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1.3.5 Imaging Ottico

L’imaging ottico (OI) ¢ una modalita di diagnostica per immagini non invasiva applicabile su
soggetti in vivo/ex vivo e rappresenta un sistema di imaging in grado di effettuare studi
longitudinali su uno o anche piu animali contemporaneamente, fornendo dati con bassa
variabilita grazie a questo monitoraggio continuo che lo porta quindi a soddisfare pienamente
il principio delle “3R”, in particolar modo il concetto di Reduction. Attualmente esistono molti
strumenti in grado di ottenere immagini di tipo ottico, 1 piu diffusi nei laboratori sono 1 sistemi
IVIS prodotti dalla multinazionale americana PerkinElmer. Questi sistemi possiedono enormi
vantaggi nei confronti degli altri sistemi di imaging preclinico che possono essere presenti
all’interno di laboratori di sperimentazione animale; se consideriamo tali vantaggi,
nell’immagine ottica abbiamo: un alta capacita di ottenimento di dati significativi anche da piu
soggetti in contemporanea, 1’assenza di radiazioni ionizzanti potenzialmente nocive (sono
minimizzati 1 rischi per 1 pazienti), la relativa facilita di utilizzo per gli operatori e la doppia
possibilita di imaging ovvero sipuo scegliere tra due modalita: bioluminescenza e fluorescenza.
La caratteristica principale dell’imaging ottico si basa infatti sull’impiego di molecole aventi
proprieta chimiche peculiari riscontrabili nei fenomeni che coinvolgono la bioluminescenza
(BLI) ovvero la capacita di emettere luce visibile attraverso una reazione enzimatica (luciferasi)
e la fluorescenza (FLI) ovvero la capacita intrinseca di certe molecole (fluorofori) di assorbire
dapprima energia luminosa (eccitazione) e successivamente emettere luce visibile con diversa
lunghezza d’onda rispetto a quella assorbita (emissione). La finalita diagnostica di principale
interesse per 1’imaging ottico nella ricerca sperimentale ¢ lo sviluppo tumorale e la terapia
oncologica, ma I’impiego di questo sistema permette anche di effettuare studi funzionali su:
espressione genetica, sviluppo farmacologico e comportamento di patologie riscontrabili anche

nell’uomo, incluso lo studio di infezioni batteriche, virali e reazioni infiammatorie.

1.3.6 IVIS Spectrum CT

Il sistema IVIS (In Vivo Imaging System) Spectrum CT (vedi fig. 1) ¢ una piattaforma di
imaging non invasivo (in vivo) di tipo ottico utilizzata per lo studio preclinico in ambito
sperimentale negli animali da laboratorio, in particolare nei topi e nei ratti, ed ¢ in grado di
acquisire tipologie differenti di immagine attraverso due chiavi di lettura ottica ovvero la
bioluminescenza (BLI) e la fluorescenza (FLI). In alcuni sistemi IVIS ci puo essere il supporto

di micro-CT a basso dosaggio per la ricostruzione tomografica che amplia ulteriormente le
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possibilita diagnostiche. Il numero di soggetti scansionabili simultaneamente nella camera di
imaging puo arrivare fino a N=10 per i topi e N=2 per iratti su alcuni dispositivi. IVIS Spectrum
¢ composto da un sistema ottico che include centralmente la camera di imaging con una
fotocamera montata nella parte superiore e alla base un’unita di raffreddamento termoelettrico
con una batteria per I’alimentazione del sistema; per 1'utilizzo di questo sistema ¢ integrato un
computer (con installato il Living Image Software) a cui ¢ connesso un monitor ad alta
risoluzione per la corretta visualizzazione delle immagini elaborate. La parte strumentale
adibita all’anestesia gassosa del paziente ¢ presente sia come camera di induzione esterna al
sistema sia come sistema di mantenimento anestetico all’interno della camera di imaging. La
componente ottica, la parte piu delicata, ¢ composta da una fotocamera CCD (Charge Coupled
Device) raffreddata (-90°C) ultrasensibile alla luce, da N=10 filtri di emissione, da N=18 filtri
di eccitazione (per 1 vari gradi di lunghezza d’onda richiesti) e da una fonte luminosa fissa
posizionata all’interno della camera di imaging. Questi filtri operano in un campo di onde
elettromagnetiche che vanno da lunghezze d’onda proprie della luce visibile (da 400 a 700 nm)
a quelle vicine ai valori dell’infrarosso (NIR near infrared, da 700 nm a 1300 nm). Esistono
principalmente due modalita di ottenimento delle immagini in un sistema IVIS: una scansione
semplice in 2D e una scansione piu complessa in 3D con un sistema che combina 1 dati di BLI
o FLI con 1 dati ricavati da una componente che utilizza la tomografia computerizzata con
radiazioni ionizzanti a basso dosaggio, trasmesse orizzontalmente rispetto al paziente; questi
dati vengono integrati con il software di imaging in vivo che permette di ottenere una
visualizzazione anatomica completa nei soggetti analizzati. In questi sistemi integrati con
micro-CT, come IVIS Spectrum, puo essere utilizzato un mezzo di contrasto (e.g. ExiTron in
sistemi PerkinElmer) che, dopo I’inoculo per via endovenosa ¢ dopo un periodo di tempo
definito sulla base del tipo di agente, puo evidenziare differenti distretti organici (in particolare

fegato, milza, reni).

I soggetti utilizzati, o piu precisamente, i topi da laboratori presi in considerazione in uno studio
che richiede IVIS, sono selezionati per un corredo genetico specifico (es. BALB/c e nu/nu),
vengono nutriti con diete selezionate (causa di possibili interferenze in FLI) e stabulati in
condizioni prestabilite, il tutto per arrivare ad ottenere la miglior risoluzione di immagine dal

sistema ottico (Tseng J. C. et al, 2023 — Lauber et al, 2017 — Koo V. et al, 2006).
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Fig. 1 Sistema di imaging ottico IVIS Spectrum CT di PerkinElmer.

1.3.7 Imaging in bioluminescenza

La bioluminescenza ¢ un fenomeno che sfrutta una reazione biochimica gia presente in natura;
alla base di questo fenomeno vi € un enzima, la luciferasi, presente in alcuni organismi viventi
(sintetizzato da funghi, batteri e insetti) che funge da catalizzatore in determinate trasformazioni
chimiche che sfociano con la produzione di luce visibile. In questo caso non vi € necessita di
eccitare alcuna molecola con una fonte luminosa esterna come in FLI. I modelli murini utilizzati
in questo studio richiedono I’espressione genetica dell’enzima luciferasi delle lucciole (piu
diffusa della luciferasi di Renilla, un celenterato) che attraverso una reazione chimica ossida il
substrato rappresentato dalla D-luciferina innescando cosi il fenomeno della bioluminescenza
(emissione di fotoni), il quale necessita anche dell’utilizzo di ATP e ossigeno intracellulare.
L’espressione genetica della luciferasi ¢ una tecnica ormai perfezionata dai laboratori che si
occupano di codifica del DNA nei topi da laboratorio e puo essere indotta o dalla nascita (topi
transgenici predisposti all’espressione di questo enzima) o attraverso I’inoculo di agenti virali
o cellule tumorali contenenti questa particolare sequenza genetica che verra poi copiata e
tradotta a livello intracellulare. Nell’animale i gruppi cellulari che esprimono questo specifico
enzima possono essere cosi visualizzati e le eventuali trasformazioni a livello morfologico di
queste cellule rappresentano il target di ricerca di un determinato studio sperimentale. Il
substrato D-luciferina viene somministrato ai pazienti, inizialmente anestetizzati tramite gas
inalatorio (isoflurano al 2%), per via intraperitoneale (o IM) circa 10 — 20 minuti prima delle

sessioni di imaging per permetterne la biodistribuzione; il topo durante questa attesa ¢ gia posto
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in camera di imaging pronto per essere scansionato. La bioluminescenza si manifesta come
segnale luminoso unicamente in presenza della luciferasi e non presenta segnali di disturbo in
background come nel caso della fluorescenza, per cui risulta essere molto piu sensibile e
dettagliata. Per ottenere immagini in 2D viene aperto il filtro di emissione in quanto ¢
fondamentale evitare qualsiasi tipo di interferenza. Per le scansioni in 3D, invece, viene attuata
una tomografia computerizzata iniziale e vengono successivamente effettuate in serie delle
scansioni in 2D con filtri di emissione adatti alla captazione di fotoni a diverse lunghezze
d’onda (560, 580, 600, 620, 640 nm), ottenendo cosi immagini bidimensionali in
bioluminescenza elaborate dal software che le sovrappone alle scansioni con CT (vedi fig. 2)

per la ricostruzione anatomica completa del paziente (Tseng J.C. et al., 2023).

3D bioluminescence imaging:
Diffuse Light Imaging Tomography (DLIT)

The optical camera acquires
a series of 2D luminescence \ Emission filter wheel
imapes “"Fh d'ﬂere"t, { with multiple filters
emission filters, ranging
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Figura 2 Rappresentazione di una scansione ottica in BLI che unisce bioluminescenza (2D) e
tomografia computerizzata (3D) a basso dosaggio di raggi X. Il primo sistema lavora
verticalmente mentre micro-CT emette fotoni in senso orizzontale rispetto al paziente. Nella
scansione 3D i filtri di emissione sono impostati per captare lunghezze d’onda di diverso valore

ai fini della ricostruzione tomografica (Tseng J.C. et al., 2023).
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1.3.8 Imaging in fluorescenza

La fluorescenza ¢ un fenomeno che si verifica sottoforma di energia luminosa prodotta da agenti
chimici definiti fluorofori una volta colpiti da una fonte luminosa, che li attiva su valori di
lunghezza d’onda caratteristici di ciascun agente. Per ottenere le immagini in fluorescenza ai
soggetti vengono iniettati solitamente per via endovenosa degli agenti chimici sulla base di cid
che si vuole analizzare (tessuto target), viene poi effettuata anestesia inalatoria al 2 - 2,5% di
isoflurano in una camera esterna a IVIS e, non appena saturata con gas anestetico, 1 soggetti
vengono trasferiti all’interno della camera di imaging. Esistono diverse tipologie di agenti
fluorofori che consentono di ottenere questo tipo di immagini, per quanto riguarda quelli
utilizzati con sistemi IVIS PerkinElmer troviamo qualche esempio: FolateRSense 680,
BombesinRSense 680, MMPSense 680, Annexin-Vivo 750, GastroSense 750. Per
I’ottenimento di immagini in 2D vengono usati i filtri di emissione ed eccitazione con lunghezza
d’onda ottimale per attivare 1’agente di fluorescenza utilizzato nel soggetto. Il filtro di
eccitazione modifica la lunghezza d’onda della fonte luminosa che lo attraversa e viene
impostato con parametri adeguati all’agente fluoroforo utilizzato mentre il filtro di emissione
(inattivo in BLI) riceve il segnale luminoso derivante dallo stesso agente fluoroforo (eccitato)
e lo trasmette alla CCD camera trasformandolo cosi, attraverso un software integrato, in
un’immagine visibile su monitor. Quindi per ogni agente di fluorescenza utilizzato troviamo
dei profili unici da impostare sia nel filtro di emissione che in quello di eccitazione, cosi da
permetterne 1’attivazione e il rilevamento a fini diagnostici. L’ottenimento di immagini 3D
avviene come nel caso di BLI, ovvero con una ricostruzione tomografica resa possibile da
micro-CT, in questa modalita il filtro di eccitazione lavora dal basso rispetto all’animale
scansionato (vedi fig. 3). L’agente fluoroforo utilizzato permette di ottenere immagini con
contrasto di fluorescenza e risulta molto utile ed estremamente versatile per studi sull’animale
riguardanti: I’aspetto vascolare ovvero la perfusione ematica nel soggetto, eventuali molecole
target in quanto il colorante fluorescente ¢ in grado di legarsi con esse in maniera specifica (ad
esempio una proteina o un peptide) e fungere cosi da biomarker oppure, come terza opzione, lo
stesso agente chimico che viene utilizzato pud essere coinvolto in una specifica reazione
enzimatica di cui lui stesso ne rappresenta il substrato e una volta attivato e divenuto altamente

fluorescente, si rende visibile alla strumentazione ottica (Tseng J.C. et al., 2023).
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3D trans-illuminating fluorescence imaging:
Fluorescence Imaging Tomography (FLIT)
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Fig. 3 In questa immagina viene rappresentata la scansione ottica bidimensionale in
fluorescenza (FLI) integrata al sistema micro-CT di ricostruzione anatomica con radiazioni
ionizzanti a basso dosaggio a direzione orizzontale. In questo caso entra in gioco il filtro di
eccitazione che permette di attivare I’agente fluoroforo con un segnale luminoso a determinata

lunghezza d’onda (Tseng J.C. e al., 2023).

1.3.9 Comparazione tra BLI e FLI

La prima sostanziale differenza tra BLI e FLI sta nel metodo di ottenimento delle immagini:
I’emissione di luce da parte di un determinato tessuto biologico nella bioluminescenza ¢ una
proprieta intrinseca, ovvero ¢ determinata dall’espressione genetica dell’enzima luciferasi
mentre nel fenomeno della fluorescenza deve essere introdotto all’interno dell’organismo
animale uno specifico agente (fluoroforo) che richiede I’attivazione da parte di una fonte di
energia luminosa esterna. La seconda importante differenza tra BLI e FLI ¢ rappresentata dal
range di bersagli molecolari a cui 1 due sistemi possono essere applicati, ovvero se parliamo di
BLI abbiamo una grande sensibilita e specificita nello studio preclinico ma una limitata scelta
di organi target da poter visualizzare mentre se consideriamo FLI troviamo una maggior
complessita procedurale ma un ampia gamma di possibilita nella visualizzazione di tessuti

target ma anche di singole molecole, quindi uno studio altamente mirato.

Un altro punto fondamentale che differenzia i due sistemi ¢ la quasi totale assenza di disturbi

al sistema ottico che caratterizzano la bioluminescenza (Choy G. et al., 2003), in quanto in un
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soggetto predisposto all’espressione cellulare dell’enzima luciferasi non abbiamo fonti anomale
di energia luminosa che possono interferire nell’acquisizione delle immagini; al contrario se
parliamo di fluorescenza ci sono tanti fattori in grado di falsare i risultati ottenuti, tra gli

elementi piu importanti bisogna considerare 1’interferenza luminosa derivante dal cibo (pellet)

con cui vengono alimentati normalmente i topi detenuti negli stabulari (Tremoleda et al., 2015).
Nello specifico la presenza nell’apparato gastrointestinale di erba medica contenente derivati
della clorofilla, con lunghezze d’onda comprese tra 650 nm e 700 nm puo creare un cosiddetto
“background di disturbo” alla lettura ottica in quanto risulta avere proprieta fluorescenti.
Importante ¢ sottolineare che all’interno di uno studio intrapreso in un progetto di ricerca, 1 topi
da laboratorio possono essere nutriti con mangimi contenenti o non contenenti erba medica
(alfalfa free), legalmente commerciati, scelti appunto sulla base delle modalita diagnostiche
utilizzate. L’eccitazione luminosa utilizzata per attivare 1’agente fluoroforo potrebbe anche
innescare un fenomeno di auto-fluorescenza da parte dei tessuti del soggetto animale
contribuendo ulteriormente alla perdita di dettagli d’immagine. Per ottimizzare la qualita
d’immagine evitando il fenomeno di disturbo luminoso in background quando si pratica FLI 1
tempi di esposizione alla fonte luminosa sono molto piu brevi (10 secondi) rispetto a quelli usati

in BLI che puo richiedere qualche minuto (Tseng J.C. et al., 2023 — Koo V. et al, 2006).

In certe situazioni per risolvere un eventuale problema di auto-fluorescenza e fluorescenza
derivata da cibo il software di Living Image utilizza una funzione chiamata “Spectral

Unmixing” (SPUM) (Tremoleda et al., 2015) che permette di riconoscere e differenziare

autonomamente 1 segnali luminosi derivanti da auto-fluorescenza/cibo/agenti fluorofori (vedi
fig. 4) attraverso I’attivazione di piu filtri di emissione e di eccitazione contemporaneamente

(Tseng J.C. et al., 2023).
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Fig. 4 In queste scansioni condotte con IVIS Spectrum CT in 2D FLI su differenti modelli
murini si nota come il Living Image Sofware attraverso la funzione di Spectral Unmixing riesca
a distinguere, a partire dall’immagine in alto, i segnali luminosi derivanti da auto-fluorescenza,
fluorescenza da alimento alfalfa (tratto gastrointestinale) e fluorescenza da agente fluoroforo,

in questo caso BR680 e TV750 su due diversi siti di inoculo (Tseng J.C et al., 2023).

1.3.10 Preparazione del paziente

La depilazione del topo da laboratorio in uno studio preclinico di imaging ottico che utilizza il
sistema IVIS ¢ di primaria importanza, indipendentemente dal colore del pelo in quanto la sola
presenza di questo ¢ coinvolta in fenomeni di dispersione ¢ di assorbimento della luce che

possono inficiare sull’ottenimento di immagini (Tremoleda et al., 2015). D’obbligo ¢ quindi la

depilazione del soggetto, sia con la rasatura che con prodotti depilatori chimici, per ottenere
risultati quanto piu reali possibile. Inoltre, ¢ consigliato 1’impiego di topi nudi (ad esempio
ceppi nu/nu) per questi particolari studi. E risultata una perdita di segnale luminoso di quasi il
50% comparando lo studio sul medesimo soggetto pre e post depilazione, sia per quanto
riguarda BLI che FLI. In particolare, negli studi che utilizzano la fluorescenza, la presenza di
pelo molto scuro e la depilazione stessa se fatta con creme depilatorie possono interferire molto
nel risultato finale del processo di imaging, questo perché la momentanea inflammazione

cutanea che ne deriva pud generare segnali luminosi di fluorescenza non voluti. Solitamente la
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rasatura viene fatta 24h prima per evitare I’insorgere di tale fenomeno. La stessa procedura di
depilazione per favorire I’imaging a livello bidimensionale (vedi fig. 5) ¢ praticata anche con
nell’imaging in 3D dove ¢ fondamentale la corretta rasatura dell’animale, infatti la scansione
tomografica con micro-CT attraverso il software di imaging risulta essere piu precisa se il
soggetto ¢ privo di peli; questo vale non tanto per la ricostruzione anatomica, che risulta
comunque precisa, ma per la rilevazione luminosa del tessuto target che in un soggetto depilato

¢ pit accurata (Tseng J.C. et al., 2023). E importante considerare che la piattaforma su cui

vengono posizionati 1 pazienti ¢ riscaldata per permettere loro di mantenere la giusta
temperatura corporea durante 1’intera sessione di imaging ed evitare cosi problemi di ipotermia,

soprattutto se si tratta di topi nudi (Tremoleda et al., 2015).

Epi-illuminating fluorescence images (2D) Bioluminescence images (2D)

No depilation With depilation No depilation With depilation

Epemeescmen

Fig. 5 Esempi di scansioni in 2D con IVIS Spectrum, senza ausilio di micro-CT, in fluorescenza
(a sinistra) e in bioluminescenza (a destra). Nelle immagini troviamo due diversi soggetti
scansionati pre- e post- rasatura della zona addominale. In entrambi 1 casi si nota come la
mancanza di pelo nelle zone interessate possa migliorare 1’intensita del segnale luminoso che

riceve la CCD camera (Tseng J.C. et al., 2023).

1.3.11 Posizionamento e area scansionata
Il posizionamento del paziente all’interno della camera di imaging, al pari della depilazione, ¢

un importante step che precede le sessioni di imaging con il sistema IVIS. Gli organi target o

le sedi anatomiche di interesse diagnostico devono essere posti il piu vicino possibile rispetto
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alla camera CCD di acquisizione ottica in quanto il segnale luminoso risulta molto piu forte e
nitidi; € necessario quindi il corretto posizionamento sia nei vari gradi di inclinazione laterale
sia nelle posizioni dorsale o ventrale per favorire I’acquisizione di immagini diagnosticamente
utili e poco variabili da paziente a paziente. Il corretto posizionamento incide nella qualita
d’immagine ottenuta sia nella fluorescenza (fig. 6) che nella bioluminescenza (fig. 7). I segnali
luminosi ricevuti dalla camera in caso di uno scorretto posizionamento del paziente possono
risultare anche totalmente assenti dando cosi risultati negativi all’interno della ricerca. La
qualita di immagine nel caso di FLI ¢ il risultato anche dell’area anatomica che si vuole
scansionare, ¢ preferibile in caso si consideri un organo target di visualizzare un’area maggiore
rispetto ai margini di questo, in quanto la ricostruzione spaziale fornisce risultati piu accurati e

ripetibili, quindi meno variabili (Tseng J.C. et al, 2023).

Prone Side Tilted Supine
180° 90° 45° 0°

CT surface

Epi-
fluorescence

Fig. 6 Esempi di scansioni bidimensionali in fluorescenza FLI che dimostrano quanto la
posizione del corpo del paziente possa incidere nel risultato finale di imaging. Il paziente
scansionato ¢ un singolo modello murino nu/nu (topo nudo) a cui ¢ stato iniettato per via
endovenosa un agente fluoroforo (IntegriSense750), con un tempo di attesa tra iniezione e
sessione di imaging di 24 ore. L’immagine nel riquadro rosso dimostra la posizione ottimale

per la visione corretta della massa tumorale. (Tseng J.C. et al., 2023).
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HCT116/luc intrasplenic inoculation

Fig. 7 Esempi di scansioni bidimensionali in bioluminescenza BLI di uno stesso modello
murino (nu/nu) a diversi gradi di rotazione del corpo. Al soggetto sono state innestate cellule
umane adibite all’espressione genica della luciferasi (HCT116/luc) direttamente nel tessuto
splenico e dopo due giorni sono state effettuate le sessioni di imaging. Si puo notare come il
posizionamento a 90° (riquadro rosso) fornisce in questo caso il risultato migliore in termini
qualitativi mentre con angolazioni differenti (225°, 270°, 315°) il segnale luminoso risulta

debole o addirittura assente (Tseng J.C. et al., 2023).

1.3.12 Limitazioni strumentali e obiettivi diagnostici

I dati ricavati in BLI e FLI forniscono un valore quantitativo del segnale luminoso (radiance)
rilevato in un determinato distretto anatomico. Questi distretti sono denominati ROI (Region
of Interest) e il software di imaging ne calcola la forma e le dimensioni in maniera accurata
quantificando il numero di fotoni per secondo (p/s) emessi da queste aree, comparandoli
nell’immediato con tutti i soggetti presenti nella camera di imaging. Spesso la lettura del
segnale luminoso ¢ limitata dai tessuti corporei interposti tra la CCD camera e il tessuto target
ma la funzione di ricostruzione tomografica pud aggirare questo errore di attenuazione. E
importante considerare i limiti di profondita che possono essere raggiunti nell’imaging ottico e
che caratterizzano BLI e FLI; i segnali luminosi di risposta dei fluorofori o quelli emanati dalla
reazione della luciferasi possono essere attenuati da varie componenti tissutali, tra cui

I’emoglobina nel letto vascolare, e subire fenomeni di riflessione, rifrazione e assorbimento che
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fanno perdere intensita all’energia luminosa emessa. Nel caso di FLI per limitare questa
problematica 1’utilizzo di onde con lunghezza d’onda NIR (near infra-red) permette di
effettuare studi a maggior profondita tissutale dal momento che queste subiscono meno i

fenomeni di attenuazione rispetto alla luce blu o verde. I segnali derivanti dalla fluorescenza in

genere risultano essere piu forti di quelli derivati dalla bioluminescenza (Choy G. et al., 2003).

Nonostante queste limitazioni di penetrazione tissutale, i progetti di ricerca che includono
sistemi per I’imaging ottico comprendono studi in vivo per la valutazione di: farmacodinamica
per diversi agenti terapeutici, fasi del ciclo cellulare, processi infiammatori, malattie
neurodegenerative, cardiovascolari e sviluppo tumorale. Lo sviluppo chemioterapico e
I’oncologia rappresentano il principale target di ricerca in campo sperimentale (Gary D. et al.,

2008).

L’imaging ottico permette di effettuare uno studio longitudinale su un numero limitato di
modelli murini ricavando dati utili su sviluppo tumorale, trattamenti antitumorali e formazioni
metastatiche in maniera non invasiva. Gli aspetti valutati in campo oncologico sono
principalmente margini, massa ¢ volume del tumore primario o secondario, soprattutto se le
alterazioni si collocano a livello sottocutaneo; BLI risulta molto piu sensibile nella ricerca
metastatica in quanto, come gid accennato, non presenta i tipici segnali di disturbo presenti in
fluorescenza, la quale richiederebbe, a parita di utilita diagnostica, un volume di crescita
maggiore della massa tumorale. Anche il monitoraggio dell’efficacia terapeutica di un agente
antitumorale ¢ di primaria importanza, gli effetti di questo si possono osservare sin dall’inizio
di un progetto sperimentale, traendo cosi informazioni non ottenibili in maniera cosi precoce

da altri sistemi di imaging in vivo (Choy G. et al., 2003).
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1.4 Obiettivi del lavoro

Nella mia ricerca sul processo di miglioramento della Reduction apportato dall’adozione del
sistema IVIS Spectrum CT in diagnostica per immagini nell’ambito di sperimentazione animale
ho voluto prendere in esame alcune casistiche derivanti da pubblicazioni esistenti e da progetti

di ricerca terminati ma non ancora pubblicati.

In questi tre esempi che ho scelto di portare ¢ evidente come la ridotta numerosita degli animali
utilizzati all’interno degli esperimenti possa comunque fornire risultati diagnostici concreti e

soddisfacenti con delle variabili minime per ogni sessione di imaging portata a termine.

Il primo progetto sperimentale mi ¢ stato indicato da una ricercatrice del Dipartimento di
Scienze del Farmaco dell’Universita degli Studi di Padova ed ¢ stato realizzato presso il
Dipartimento di Oncologia ed Emato-Oncologia dell’Universita di Milano con relativa

pubblicazione avvenuta nel 2021.

In questo progetto la diagnostica per immagini ¢ stata effettuata con IVIS Spectrum in
fluorescenza (FLI) su modelli murini che sono stati monitorati sia in vivo che ex vivo,
dimostrando come questo sistema di imaging ottico possa consentire un adeguato studio di tipo
longitudinale con risultati concreti anche nel post-mortem sul medesimo gruppo di topi

utilizzato durante ciascuno step sperimentale.

Per raccogliere le informazioni relative al secondo e al terzo progetto sperimentale mi sono
avvalso del supporto e dei dati forniti da una ricercatrice del Dipartimento di Scienze
Chirurgiche, Oncologiche e Gastroenterologhe dell’Universita di Padova che ha anche
ricoperto il ruolo di Responsabile del Progetto di Ricerca in entrambi i casi sperimentali da me

descritti.

Il secondo progetto sperimentale tratta di uno studio svolto all’Universita di Padova e
approvato nel 2024, non ancora pubblicato e dalla durata prevista di quattro anni. Nel progetto,
che ¢ stato suddiviso in sei fasks principali da portare a termine, i ricercatori si sono avvalsi

dell’utilizzo di IVIS Spectrum in bioluminescenza (BLI) portando alla riduzione del numero di
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topi necessari calcolati per portare a termine gli obiettivi dei tasks 1, 2 e 5, evitando il sacrificio

di un considerevole numero di animali.

Il terzo progetto di ricerca si ¢ sempre svolto all’Universita di Padova ed ha avuto inizio nel
2019 dopo regolare approvazione. Si tratta di un progetto terminato ma non ancora pubblicato,
durato cinque anni. Nel progetto ¢ stato considerato 1’utilizzo del sistema IVIS Spectrum in

bioluminescenza (BLI) per effettuare gli studi di imaging in modo longitudinale.

Nell’esempio portato troviamo 1’applicazione del concetto della Reduction attraverso 1’utilizzo
di imaging ottico gia nel primo dei quattro obiettivi preimpostati nell’esperimento che tratta nel
particolare di uno studio di biodistribuzione sia cellulare che farmacologica su gruppi omogenei

di topi.
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MATERIALI E METODI

2. Analisi di casi sperimentali che prevedono I’utilizzo di IVIS

2.1 Trapianto di vescicole extracellulari autologhe per il targeting specifico del

cancro

Questo studio sperimentale svoltosi all’Universita di Milano ¢ basato sulla ricerca per
I’utilizzo di vescicole extracellulari di origine esogena in grado di trasportare specifiche
macromolecole con attivita antitumorale che si potrebbero dimostrare un efficace arma
biochimica nella terapia del cancro. Queste vescicole sono veicolate nel sangue e attraverso
la marcatura con un agente fluoroforo ne viene evidenziata la biodistribuzione all’interno
dell’organismo in vivo ed ex vivo, con risultati finali che dimostrano un tropismo selettivo
di queste vescicole esogene per le cellule tumorali presenti nei topi da laboratorio in questo

caso affetti da cancro del colon-retto (CRC) derivante da xenotrapianto.

Il progetto sperimentale si ¢ svolto inizialmente con un prelievo ematico da pazienti umani
affetti da CRC al quarto stadio con lo scopo di isolare dal plasma le vescicole extracellulari
tramite centrifugazione e, oltre al prelievo ematico, si ¢ deciso di effettuare un trapianto
autologo di tessuto tumorale dai pazienti umani, in particolare di metastasi epatiche
derivate da CRC primario, su modelli murini, denominati cosi PDX (patient derived
xenograft). Le vescicole EV isolate sono state legate con un agente fluoroforo, in questo
caso verde indocianina (ICG), che ha permesso di svolgere sessioni di imaging con IVIS
Spectrum, sia in vivo che ex vivo. In tutte le procedure di imaging i modelli murini sono
stati anestetizzati per via inalatoria con isoflurano per effettuare scansioni di 5 minuti in
posizione dorsale e altri 5 minuti in posizione laterale. Le sessioni di imaging ex vivo hanno
richiesto la soppressione dei pazienti tramite dislocazione cervicale e asportazione
immediata degli organi principali. I pazienti umani, di entrambi 1 sessi (N=8), che hanno
accettato il consenso informato per lo svolgimento del progetto erano affetti da CRC al
quarto stadio ed erano gia programmati per un intervento di rimozione delle metastasi

epatiche.
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Sono stati svolti esperimenti preliminari su modelli murini per verificare la diversa affinita
delle EV di pazienti umani sani (N = 5) e malati (N = 3), per realizzare cid sono stati
utilizzati 8 modelli murini (C57BL/6 wild type) per confermare che I’affinitd (homing)
delle EV plasmatiche derivi unicamente da quelle ricavate dai pazienti malati. Sono state
iniettate per via endovenosa un totale di 10”8 particelle caricate con ICG con scansioni con

IVIS iniziate 24 h dopo questa iniezione, sia in vivo che ex vivo.

Dopo aver confermato 1’attivita di homing (affinita al tessuto tumorale) delle EV negli
esperimenti preliminari con I’utilizzo di IVIS per le sessioni di imaging (vedi fig. 8), si¢
potuti partire con il progetto sperimentale principale dopo approvazione da parte del
Ministero della Salute e con la supervisione del Comitato Nazionale del Benessere Animale

(Villa A. et al, 2021).

Fig. 8 Sono qui rappresentate 4 immagini a scopo esemplicativo ottenute con IVIS Spectrum
in FLI sia in vivo sia ex vivo (rispettivamente colonna sinistra e colonna destra) di due modelli
murini con linee cellulari MC-38 che evidenziano nelle immagini A e C delle scansioni con
esito negativo nel soggetto a cui sono state iniettate EV con ICG da pazienti umani sani mentre

nelle immagini B e D troviamo un altro modello murino ma a cui sono state iniettate EV da
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pazienti malati, con risultato positivo alla fluorescenza nel tessuto tumorale (Villa A. et al.

2021). W = tessuto adiposo bianco.

Inizialmente sono stati trapiantati su otto gruppi con N =2 topi SCID (immunodeficienti) di
sesso femminile con 6-8 settimane d’eta dei campioni di tessuto tumorale derivante da
metastasi epatiche di pazienti umani affetti da CRC, nel medesimo giorno che prevedeva
I’asportazione; il campione tissutale con un volume pari a 100 mm® ¢ stato impiantato a livello
sottocutaneo nella regione del fianco dei modelli murini. Circa 6 settimane dopo lo
xenotrapianto la dimensione tumorale ha raggiunto dimensioni significative (300-400 mm?*)
solo su sei topi € 24 ore dopo il trattamento con EV caricate con ICG sono iniziate le sessioni
di imaging in vivo (fig. 9) e successivamente ex vivo (fig. 10) utilizzando 1l sistema IVIS
Spectrum (di PerkinElmer) con filtri adatti per ICG.

Su sei topi testati nell’esperimento con EV da pazienti umani malati, I’imaging con IVIS ha
dimostrato la positivita del tropismo delle PDEV per il sito tumorale, con una distribuzione
omogenea della fluorescenza nella massa tumorale indotta. Le PDEV si sono dimostrate

quindi altamente selettive, efficaci e non tossiche per I’organismo (Villa A. et al., 2021).

Fig. 9 Fluorescenza di ICG emessa in vivo su sei soggetti murini coinvolti nel progetto di

ricerca, le scansioni dimostrano I’accumulo di EV contenti ICG nei siti tumorali PDX e
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nell’area retro-cervicale dove ¢ avvenuto 1’inoculo solo in alcuni soggetti come alternativa

all’iniezione EV (Villa A. et al., 2021).
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Fig. 10 Organi isolati dai precedenti sei soggetti murini (fig. 9) che dimostrano alla scansione
ottica in FLI ex vivo ’accumulo selettivo (homing) delle EV nel sito tumorale. WAT: tessuto

adiposo bianco (Villa A. et al., 2021).

L’utilizzo di IVIS non solo ha consentito di ricavare immagini diagnostiche di rilevanza negli
esperimenti preliminari, per verificare I’attivita di homing delle PDEV, ma si ¢ rivelato
estremamente utile per le scansioni seriali dei topi a partire dalle 24h successive all’inoculo di

PDEV contenenti indocianina per rendere possibile la fluorescenza all’10.

IVIS Spectrum ha permesso di studiare in maniera longitudinale i sei topi aventi dimensione
tumorale significativa ai fini sperimentali ed ¢ risultato utile anche negli studi ex vivo dove
gli organi isolati degli stessi soggetti iniziali potevano essere comunque visualizzati attraverso
la fluorescenza (FLI), permettendo cosi di compiere un sacrificio minimo di topi nel pieno
rispetto del principio di Reduction, dal momento che lo stesso gruppo ha fornito dati per
I’intera durata della parte finale del progetto. Se si considera anche I’esperimento preliminare
riguardante lo studio dell’attivita di homing delle PDEV il numero di topi che sono stati

risparmiati in questo progetto risulta pari a 14.
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2.2 Nuovi approcci terapeutici contro il mesotelioma pleurico maligno nel topo

Questo studio sperimentale svolto presso il Dipartimento di Scienze Chirurgiche Oncologiche
e Gastroenterologiche dell’Universita di Padova ¢ finalizzato alla valutazione su modelli murini
dell’efficacia antitumorale di due diverse molecole, nel particolare di un bioconiugato tra acido
ialuronico e Paclitaxel (HA-PTX) e dell’anticorpo coniugato al farmaco (ADC) Sacituzumab
govitecan (IMMU-132), nei confronti del mesotelioma maligno della pleura (MPM). Nei
pazienti umani questo tipo di neoplasia maligna oltre che rara viene diagnostica solo

tardivamente ovvero quando si presenta in uno stadio gia avanzato.

Attualmente I’approccio terapeutico si basa per le forme meno gravi (epiteliodi) su un
trattamento che utilizza cisplatino in associazione con pemetrexed mentre per le forme piu
aggressive (sarcomatoidi) si considera ['uso di molecole anticorpali inibitorie dei checkpoint
immunitari (anti PD-1 e CTLA-4). Queste terapie presentano comunque un’efficacia limitata e
per questo motivo vi ¢ necessita di trovare nuovi composti molecolari a migliore attivita
antitumorale. Il coniugato HA-PTX attualmente ¢ gia utilizzato in clinica per il trattamento in

situ del carcinoma della vescica e nel trattamento di altre tipologie tumorali (Montagner [.M. et

al., 2014 — Banzato A. et al., 2008). HA infatti funge da carrier di PTX riconoscendo e legando

particolari recettori (e.g. CD44) espressi dalle cellule tumorali (Montagner I.M. et. al., 2013).

Il Sacituzumab ¢ un ADC diretto contro I’antigene target TROP-2 e coniugato alla molecola
citotossica SN-38, gia presente in clinica per il trattamento delle pazienti con tumore a

mammella metastatico triplo negativo (Carey L.A. et al., 2022) con un proprio recettore

cellulare target (TROP-2) ma mai testato per MPM. Questi due bioconiugati aprono cosi la
strada a due nuovi approcci di terapia antitumorale contro questa particolare forma di neoplasia

maligna.

In questo progetto, durato 4 anni, sono stati inizialmente previsti un totale di 836 modelli murini
sia. NSG (immunodeficienti) che Balb/c (immunocompetenti), da utilizzare nelle varie

procedure. Il progetto ¢ stato suddiviso in sei diversi obiettivi (task) da raggiungere:

Task 1) Valutazione dell’efficacia di HA-PTX in modelli xenograft (n =152 NSG)
intraperitoneali.
Task 2) Valutazione dell’efficacia di HA-PTX in modelli xenograft (n = 76 NSG)

intrapleurici.
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Task 3) Valutazione dell’efficacia di HA-PTX in modelli PDX (n =228 NSG) sottocutanei.
Task 4) Valutazione dell’efficacia di HA-PTX in modelli singenici (n = 76 Balb/c)

Task 5) Valutazione dell’efficacia di ADC in modelli xenograft (n = 76 NSG) L.P.

Task 6) Valutazione dell’efficacia di ADC in modelli PDX (n = 228 NSG) sottocutanei.

Nel progetto sperimentale si ¢ deciso di utilizzare il sistema di imaging in vivo IVIS Spectrum
con immagini ottenute attraverso bioluminescenza (BLI). Nei casi di coinvolgimento di
modelli murini xenograft derivati da impianto di linee cellulari (intrapleurici e intraperitoneali)
¢ stata valutata la crescita tumorale e 1’efficacia terapeutica con cadenza settimanale grazie
all’utilizzo di IVIS con il duplice scopo di valutare I’attecchimento del tumore, al fine di iniziare
1 protocolli terapeutici con ADC e HA-PTX e di valutare I’effetto dei vari trattamenti sulla
crescita neoplastica. L effetto di queste molecole ¢ stato paragonato alla somministrazione della
forma libera del singolo principio attivo (Paclitaxel e SN-38). I topi utilizzati nel progetto sono
di entrambi 1 sessi con un’eta compresa tra sei e otto settimane. Tutti 1 protocolli sperimentali
sono stati impostati per avere una durata complessiva pari a otto settimane, con valutazioni

diagnostiche effettuate settimanalmente.

Per raggiungere le finalitda impostate del primo obiettivo si ¢ prevista la somministrazione di
HA-PTX in modelli murini xenograft (NSG) di cui si € calcolato un numero totale di soggetto
paria 152, divisi in 8 gruppi da 19. Di questi 8 gruppi, 4 sono stati inoculati con linee cellulari
di mesotelioma H2052 mentre 1’altra meta con la linea MSTO-211H, entrambe inoculate per
via intraperitoneale in un volume pari a 500 microlitri ed entrambe modificate geneticamente
per consentire 1’espressione dell’enzima luciferasi. Questa tipologia di inoculo potrebbe
condurre allo sviluppo di ascite da parte dei soggetti (Yamaoka N. et al., 2010 — Blanquart C.
et al., 2020 — Hoda M.A. et al., 2011).

Per ogni linea cellulare, 1 topi sono stati suddivisi in 4 gruppi (n=19), il primo ha ricevuto
glucosata al 5% (soggetti non trattati), il secondo HA-PTX a 200 mg/kg, il terzo HA-PTX a
50 mg/kg e il quarto PTX nella sua forma libera a 10 mg/kg. Nello specifico la dose di HA-
PTX a basso dosaggio corrisponde a 10 mg/kg di Paclitaxel equivalenti mentre quella ad alto
dosaggio di HA-PTX ¢ equivalente a 40 mg/kg di Paclitaxel sempre nella sua forma libera. Le

somministrazioni loco regionali sono state effettuate in sede intraperitoneale settimanalmente.
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Prendendo in considerazione il gruppo di soggetti a cui ¢ stata iniettata per via intraperitoneale
la linea cellulare H2052, la crescita successiva della massa tumorale ¢ risultata visibile solo
dopo 30 giorni e a partire da questo momento sono iniziati i vari trattamenti ogni 7 giorni (vedi

fig. 11), seguiti dalle scansioni con IVIS, per una durata totale di 8 settimane.

H2052 eGFP/luc End of

3x105i.p. experiment
Treatments and BLI scans
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day 0 30 37 44 51 58 65 72 79 86 93 100 107 400

Fig. 11 Rappresentazione schematica degli intervalli temporali a cadenza settimanale dei vari
trattamenti e delle successive scansioni in BLI con IVIS Spectrum. La linea cellulare di
mesotelioma H2052 ¢ stata iniettata per via intraperitoneale con 30 giorni di anticipo rispetto

all’inizio dei trattamenti per consentirne la crescita.

Le dosi sono state somministrate settimanalmente cosi come le scansioni con IVIS con 5
soggetti per singola sessione di imaging, per un totale di 4 scansioni per singolo gruppo,

composto appunto da 19 individui.

Sipuo notare (vedi fig. 12) come la somministrazione del bioconiugato HA-PTX nei due diversi
dosaggi (50 mg/kg e 200 mg/kg) e Paclitaxel nella sua forma libera abbiano contrastato
efficacemente la crescita tumorale se confrontati con i risultati ottenuti nei topi non trattati dove
¢ avvenuto il decesso di alcuni soggetti. I trattamenti con HA-PTX ad alto dosaggio sono

risultati 1 piu efficaci.
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Fig. 12 In questa sequenza di scansioni in vivo con IVIS Spectrum in BLI vi ¢ I’esempio di tre
differenti intervalli temporali suddivisi per ciascuna colonna (42, 92 e 122 giorni dopo I’inoculo
del tumore) in cui il medesimo gruppo di 5 modelli murini (riga orizzontale) ¢ stato scansionato
post trattamento dopo I’innesto iniziale della linea cellulare H2052-eGF/LUC. Nella prima riga
troviamo 1 soggetti non trattati (glucosata 5%), nella seconda riga troviamo 1 soggetti trattati
con free PTX a 10 mg/kg, nella terza i soggetti trattati con HA-PTX a 50 mg/kg e nella quarta
quelli trattati con HA-PTX a 200 mg/kg. Si puod notare come nella scansione a 122 giorni
dall’inoculo del tumore, vi sia la mancanza di un topo nel gruppo dei non trattati (Untreated) a

causa della morte del soggetto.
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Per quanto riguarda I’utilizzo del sistema IVIS Spectrum esso ha rappresentato uno strumento
diagnostico di fondamentale importanza in questo progetto, in particolare nei modelli murini
con innesto cellulare per via intraperitoneale e intrapleurica. Infatti, grazie a questo specifico
sistema di imaging in vivo, la valutazione dell’iniziale crescita tumorale e dell’efficacia dei
trattamenti sull’inibizione dello sviluppo tumorale ¢ stata effettuata a diverse tempistiche gli
stessi topi. Con altre tecniche diagnostiche sarebbe stato necessario sacrificare volta per volta,
quindi a cadenza settimanale, 1’intero gruppo di soggetti per poter studiare ’efficacia dei

composti utilizzati.

I topi utilizzati durante I’intero progetto sperimentale sono risultati essere 836 in totale, un
numero calcolato per garantire dei risultati statisticamente significativi, sacrificando il minor

numero possibile di soggetti a fini della Reduction.

Il sistema IVIS ¢ stato determinante per le sessioni di imaging effettuate nei tasks 1, 2 e 5.
Questi 3 obiettivi hanno richiesto rispettivamente n=152, n=76 e n=76 topi NSG, per un totale
di 304 animali. Prendendo come esempio il task 1, questo ha richiesto per la linea cellulare
innestata (H2052) un gruppo di individui pari a 76, suddivisi in 4 gruppi omogenei che hanno
subito ciascuno un diverso trattamento. La durata dell’esperimento ¢ stata di otto settimane. Se
considerassimo il sacrificio di ogni gruppo di soggetti per ciascuno step sperimentale, compresa
la valutazione iniziale della crescita tumorale a 30 giorni dall’inoculo, avremmo sacrificato 19
individui a settimana, per un numero pari a 152 individui per singolo trattamento ovvero
608 animali in totale. Questo calcolo ¢ il medesimo sia nell’altro di 76 individui utilizzati nei
tasks 1 sia in quelli appartenenti ai tasks 2 ¢ 5 dal momento che il singolo gruppo di controllo

per trattamento ¢ composto sempre da 19 soggetti.

E evidente la differenza numerica di topi sacrificati che risulterebbero in questo progetto
sperimentale se non si fosse utilizzato il sistema IVIS. Questo sistema diagnostico ha difatti
permesso di rispettare il principio della Reduction garantendo ’applicazione di uno dei tre

cardini delle 3R.
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2.3 Studi preclinici per lo sviluppo di nuove combinazioni di cellule killer indotte
da citochine (CIK), anticorpi monoclonali e immunotools per la terapia di tumori

ematologici

Questo studio sperimentale svoltosi nuovamente presso il Dipartimento di Scienze Chirurgiche
Oncologiche e Gastroenterologiche dell’Universita degli studi di Padova ¢ mirato alla
valutazione di nuovi metodi terapeutici per la cura di tumori ematologici attraverso una terapia
cellulare adottiva con cellule CIK (citokine-induced killer cells) in combinazione con anticorpi

monoclonali (mAb) e immunotools.

Questa combinazione ¢ stata effettuata per permettere alle cellule CIK un targenting potenziato
nei confronti degli antigeni CD19 e CD20 senza cosi la necessita di una modifica genetica a
livello cellulare. Questi antigeni vengono espressi abbondantemente da linfomi a cellule B
derivanti da linee cellulari o stabilizzati a partire campioni di pazienti umani provenienti dalla

UOC (Unita Operativa Complessa) di Ematologia dell’AULSS 8 (VI).

Attualmente 1 protocolli terapeutici gia implementati nella lotta contro le forme tumorali
prevedono I'utilizzo o di anticorpi monoclonali o terapie cellulari adottive come CIK, linfociti

T CD8" e cellule NK (Giraudo L. et al., 2015, Pittari G. et al., 2015). Tra le terapie antitumorali

promettenti che utilizzano linee cellulari esiste 1’associazione CIK-CAR (chimeric antigen
receptor) ma essa rappresenta una complessita ben maggiore rispetto alla combinazione con

mADb, in quanto richiederebbe una manipolazione genetica a livello cellulare (Maude S.L. et al.,

2015). L’associazione tra mAb e CIK potrebbe dimostrarsi quindi I’alternativa vincente.

Per la realizzazione di questo progetto si € previsto, oltre ai test in vitro iniziali, di utilizzare
modelli murini NSG per uno studio in vivo in grado di simulare fedelmente la crescita tumorale
ed eventuale comparsa di metastasi oltre che alla valutazione della corretta terapeutica.
L’innesto delle linee cellulari tumorali e dei campioni tumorali € avvenuto per via sottocutanea

o endovenosa con soggetto in anestesia.
La durata di questo progetto di ricerca ¢ risultata pari a 60 mesi ed ¢ stato previsto Iutilizzo di

1380 topi NSG (NOD/SCID/IL2ryKO), di entrambi i sessi con eta compresa tra le sei e le

otto settimane, suddivisi in eguale numero durante i 5 anni di sperimentazione (276
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esemplari/anno). La decisione di utilizzare n=1380 topi (Mus musculus) ¢ il risultato di un
calcolo di un’analisi di potenza con numeri staticamente significativi ai fini della realizzazione
del progetto, dove si € preso in considerazione il numero minimo di soggetti da sacrificare nel
rispetto del principio di Reduction. Oltre a cid, le molecole utilizzate per la terapia antitumorale

sono state selezionato dopo aver dimostrata la massima efficacia nei test in vitro.

Sempre nel rispetto della Reduction ¢ stata presa la decisione di avvalersi del sistema
diagnostico di imaging ottico, nel particolare di IVIS, per consentire un monitoraggio
longitudinale nei vari gruppi di topi, sia per quello che riguarda lo studio della crescita tumorale
sia per la risposta dell’animale alla terapia. L’utilizzo di IVIS anche in questo caso permette di
non sacrificare il singolo gruppo ad ogni step diagnostico, diminuendo drasticamente il numero

di soggetti utilizzati.

Durante la realizzazione di questo progetto vengono inoltre impostati obiettivi intermedi che

andranno poi a stabilire il risultato finale:

1) Analisi della biodistribuzione di cellule CIK in combinazione con mAb/immunotools.

2) Generazione e caratterizzazione di modelli murini PDX con linee cellari di linfoma
a cellule B esprimenti CD19/CD20.

3) Valutazione dell’efficacia terapeutica delle cellule CIK combinate con mAb e
immunotools su modelli murini in vivo innestati con linee cellulari esprimenti
CD19/CD20.

4) Valutazione dell’efficacia terapeutica delle cellule CIK combinate con mAb e
immunotools su modelli murini in vivo innestati con linee cellulari di tumori primari

esprimenti CD19/CD20.

I topi utilizzati in questo progetto sperimentale vengono suddivisi in differenti gruppi di
valutazione di cui fanno parte anche 1 topi non trattati considerati unicamente per I’imaging
diagnostico di crescita tumorale. I diversi protocolli terapeutici che vengono considerati
prevedono I’utilizzo o di mAb non associati o dell’associazione di cellule CIK con mAb,

somministrati sempre per via endovenosa.
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I topi sono stati quindi suddivisi in cinque gruppi principali (Untreated, CIK, CIK +
mAb/immunotools con antigene aspecifico, CIK + mAb/immunotools contro CD19/CD20,
mAb/immunotools solo contro CD19/CD20) e ogni gruppo di trattamento sara testato in
quattro diverse tipologie di modello tumorale (PDX con inculo per via sottocutanea o

endovenosa, linea cellulare con inculo sottocutaneo o endovenoso).

Sono stati cosi calcolati 10 topi per singolo gruppo sperimentale, moltiplicando 1 5 gruppi
sperimentali con le 6 tipologie di composto si € calcolato un numero di 30 gruppi sperimentali

che moltiplicati a loro volta per 10 risulta dare n=300 topi per modello tumorale, quindi 1200.

Considerando anche le precedenti analisi di biodistribuzione che richiedono n=72 topi e la
creazione di pazienti PDX con sviluppo tumorale adeguato che richiede il sacrificio di 108

soggetti, il numero totale di topi arriva a 1380.

A scopo esemplicativo, viene riportato di seguito uno degli esperimenti effettuati nell’ambito
di questo progetto di sperimentazione. In questo esperimento topi inoculati per via sottocutanea
con linee cellulari di linfoma a cellule B esprimenti CD19/CD20. Dopo tre giorni dall’inoculo,
quando la massa tumorale ¢ visibile, 1 topi iniziano 1 vari protocolli terapeutici con singola
somministrazione endovenosa iniziale e con successive scansioni IVIS eseguite in

bioluminescenza per il monitoraggio dell’accrescimento tumorale.

Le scansioni sono state effettuate con cadenza giornaliera fino a 3 giorni dopo I’inizio della
terapia, dopodich¢ sono state effettuate a 9, 14, 18, 21 e 28 giorni (vedi fig. 13). Alla fine del

periodo di valutazione, i soggetti sono stati sacrificati.
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Day 3

Day 9

Fig. 13 Scansioni in serie effettuate in BLI con IVIS che evidenziano attraverso la
visualizzazione di ROI lo sviluppo tumorale. I soggetti scansionati sono topi NSG di sesso
femminile di sei settimane d’etd a cui sono state somministrate per via endovenosa linee
cellulari (n=10° cellule/topo) contenenti il gene per ’espressione della luciferasi (Raji-luc
cells). Le scansioni sono poi avvenute a 3, 9, 14, 18, 21 e 28 dalla somministrazione iniziale.

Alcune scansioni sono assenti nei giorni 21 e 28 causa decesso dell’animale.
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Come si puo notare nella figura precedente 1 topi sono stati suddivisi in gruppi diversi a seconda

del protocollo terapeutico utilizzato. I gruppi sono stati suddivisi in:

- Untreated (controllo)

- tredosia 3, 6,9 gg di Tafasitamab (1 mg/kg TAFA)

- tredosia 3, 6,9 gg di Obinutuzamab (0,1 mg/kg OBI)

- tredosia3, 6,9 gg con CIK (10"7 cellule)

- tredosia3, 6,9 gg con CIK + TAFA (10"7 cellule + 1 mg/kg)
- tredosia3, 6,9 gg con CIK + OBI (10”7 cellule + 0,1 mg/kg)
- singola dose al terzo giorno di CAR-T (3 x 106 cellule)

In figura, per semplicita, sono rappresentati solo alcuni topi per ciascun gruppo sperimentale.
L’esperimento infatti comprende un numero di soggetti pari a n=10 per gruppo. Il numero
totale di topi utilizzati per questo singolo esperimento ¢ quindi pari a 70. Alcuni soggetti
dei gruppi Untreated, TAFA, OBI, CIK e delle associazioni di CIK sono deceduti prima del

termine del periodo in cui sono avvenute le scansioni.

Considerando che senza 1’utilizzo di IVIS in bioluminescenza i singoli topi avrebbero dovuto
essere sacrificati ad ogni step diagnostico, si puo calcolare che 1’utilizzo di questo sistema di
imaging abbia risparmiato il potenziale sacrificio di 420 topi, con una differenza numerica di

animali pari a 350 se confrontati con i1 70 utilizzati realmente.

L’utilizzo del sistema IVIS dimostra ancora una volta come la sua applicazione in campo
sperimentale possa non solo fornire dati utili ai fini del progetto stesso ma permetta anche la
realizzazione di studi longitudinali evitando il sacrificio per ogni step diagnostico dei soggetti
lungo I’intero decorso dell’esperimento (in questo caso uno degli obiettivi intermedi del

progetto) nel pieno rispetto della Reduction.
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3. RISULTATI

Nel primo progetto sperimentale I’utilizzo di IVIS Spectrum in FLI ha permesso di effettuare
studi longitudinali di imaging in due step fondamentali del progetto di ricerca, consentendo
scansioni che hanno fornito risultati significativi sia nei soggetti in vivo che ex vivo, evitando
cosi il sacrificio di n=14 topi e dimostrando I’utilita di questo sistema di imaging ottico anche

nel post mortem.

Nel secondo progetto sperimentale 1’utilizzo di IVIS Spectrum in BLI in diagnostica € risultato
fondamentale per il raggiungimento degli obiettivi prefissati nei tasks 1, 2 e 5 del progetto
stesso. A scopo esemplicativo in termini di Reduction si € visto che per il raggiungimento del
primo obiettivo sono stati necessari 152 modelli murini NSG di cui una meta composta da
individui con innesto di linee cellulari di mesotelioma H2052 (n=76) e 1’altra meta con innesto
di linee cellulari MSTO-211H (n=72). Considerato il potenziale sacrificio a fine diagnostico di
n=608 modelli murini con innesto di linee cellulari di mesotelioma H2052 (task 1) se non si
fosse utilizzato il sistema IVIS, si puo calcolare una differenza numerica pari a n=536 topi che

sono stati risparmiati.

Nel terzo progetto sperimentale ¢ stato scelto di utilizzare IVIS Spectrum in BLI per effettuare
le scansioni di imaging diagnostico necessarie a fornire dati utili durante [’intera
sperimentazione. Si ¢ calcolato che nello studio iniziale di biodistribuzione, ovvero il primo
obiettivo intermedio da raggiungere all’interno del progetto, siano stati risparmiati in totale
n=350 topi grazie all’utilizzo dell’imaging ottico richiedendone infatti solo n=70 topi suddivisi

in 7 gruppi di trattamento e monitorati longitudinalmente.
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4. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

L’imaging ottico preclinico in vivo su modelli murini in progetti di ricerca sperimentale offre
una possibilita diagnostica con una modalita di immagine non invasiva e relativamente veloce
nell’esecuzione che rispetta pienamente le finalita stabilite dal “principio delle 3R”, in

particolar modo il concetto della Reduction.

In particolar modo IVIS Spectrum permette di visualizzare in un preciso arco temporale
determinati processi fisiopatologici in un soggetto vivente con una raccolta dati efficace,
permette di ridurre il numero di soggetti necessari al progetto di ricerca in quanto lo stesso
gruppo di animali puo essere studiato piu volte nel tempo e in maniera simultanea diminuendo
cosi la variabilita dei risultati ottenuti. Inoltre, questo sistema ¢ meno impattante sulle
condizioni di vita del soggetto rispetto ad altre strumentazioni utilizzate in diagnostica e riesce
a determinare in maniera anticipata la gravita di eventuali processi patologici prima dell’inizio

della sintomatologia.

Le possibilita diagnostiche offerte dall’utilizzo di questo sistema di imaging includono
un’ampia gamma di tipologie di ricerca: oncologica, genetica, progressione di patologie,

farmacologica e infezioni da microorganismi.

E chiaro come I’applicazione di questo strumento sia fondamentale nel campo della ricerca
sperimentale con modelli animali di piccole dimensioni e di come i risultati ottenuti siano
conformi al principio delle 3R soprattutto nell’applicazione del concetto della Reduction grazie
alla raccolta di dati diagnostici significativi utilizzando un numero ridotto di soggetti che
restano in vita per tutta la durata di un progetto sperimentale e che permette la realizzazione del

cosiddetto studio longitudinale.
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