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Titolo

VALUTAZIONE DELL'EFFETTO PROTETTIVO DELLE CELLULE
STROMALI MESENCHIMALI (MSCS), DEGLI OLIGOSACCARIDI DEL
LATTE UMANO (HMO) E DELLE MATRICI FERMENTATE (MF) IN UN
MODELLO MURINO DI ENTEROCOLITE NECROTIZZANTE (NEC)

Background e
Obiettivo dello
studio

L'enterocolite necrotizzante (NEC) € una patologia caratterizzata da
ischemia e necrosi dell'intestino tenue che colpisce prevalentemente i
neonati prematuri di eta gestazionale inferiore alle 36 settimane e di
basso peso alla nascita (<1500g) (Lin and Stoll, 2006). Con un’incidenza
di circa il 5% nei neonati ricoverati in terapia intensiva neonatale, la NEC
rappresenta una delle principali cause di morbilita, associandosi ad una
mortalita del 25-30%, che pud arrivare fino al 50% nei pazienti sottoposti
ad intervento di resezione chirurgica del tratto necrotico.

Nonostante diversi fattori predisponenti siano stati identificati, la
patogenesi della NEC rimane ancora non del tutto Cchiara.
L’infammazione intestinale puod progredire verso una
infezione/inflammazione sistemica, con compromissione multiorgano e
morte. Nellambito della complessita multifattoriale, I'immaturita della
mucosa gastrointestinale, la disbiosi e I'esposizione a nutrienti, sono
considerati i principali determinanti della malattia.

La terapia medica € di supporto e prevede la somministrazione di
antibiotici ad ampio spettro, riposo intestinale, nutrizione per via
parenterale, supporto inotropo e ventilatorio (Papillon et al., 2013; Neu
et al., 2011; Bell et al., 1978; Lin et al., 2008; Shah et al., 2012,
Downard et al., 2012). L'intervento chirurgico € necessario in circa la
meta dei casi, per la rimozione della porzione necrotica. (Stey et al.,
2015; Yee et al., 2012; Stoll et al., 2010).

Nonostante i progressi nelle cure neonatali, solo un paziente su due con
NEC chirurgica sopravvive e la maggior parte di questi neonati presenta
complicazioni a lungo termine come sindrome dell’intestino corto, ritardo
nella crescita e outcome neurocognitivo avverso (Papillon et al., 2013;
Neu et al., 2011, Henry et al., 2008, Salhab et al., 2004; Hintz et al.,
2005). La degenza prolungata e l'aumentato rischio di morte intra-
ospedaliera contribuiscono allimpatto negativo della malattia in termini
socio-economici (Stey et al., 2015; Holman et al., 2006).

OBIETTIVI

Scopo del presente progetto € quello di individuare possibili strategie
preventive e terapeutiche in grado di ridurre i danni intestinali e cerebrali
indotti dalla enterocolite necrotizzante in un modello neonatale murino di
NEC.

Obiettivo primario

Valutare I'efficacia nel prevenire lo sviluppo della NEC dei seguenti
approcci:

e Somministrazione per via intraperitoneale di cellule mesenchimali
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stromali isolate da midollo osseo umano (hBM-MSCs);
e Aggiunta di matrici fermentate (post-biotici) al latte di formula;
e Aggiunta di oligosaccaridi del latte umano (HMO) al latte di
formula.

Obiettivo secondario
Valutare I'effetto dei differenti approcci, oggetto dell’obiettivo primario,
sui danni cerebrali secondari allo sviluppo della NEC.

Materiali e
metodi

Gli esperimenti saranno condotti su topi neonati appartenenti al ceppo
C57BL/6SnJ di eta compresa tra il secondo e sesto giorno di vita (PND
— post natal day - 2-6), nati spontaneamente per via vaginale.

Protocollo sperimentale

L'induzione della NEC avverra riproducendo un modello neonatale
murino di enterocolite necrotizzante modificato rispetto a quello proposto
da Tian et al. (Tian et al., 2010). La NEC verra indotta utilizzando lo
schema di trattamento di 72 ore che prevede:

- separazione dalla madre a 72 ore di vita (PND3);

- alimentazione mediante gavage orogastrico con latte di formula,
ogni 3 ore, per un totale di 72 ore, in quantita giornaliere crescenti
(PND3: 30ul; PND4: 40 pl; PND5: 50ul);

- somministrazione per via orale di LPS dopo 18 ore dalla
separazione dalla madre;

- cicli di ipossia-ischemia-freddo ogni 12 ore, tramite esposizione per
1 minuto al 100% di azoto (N) e 10 minuti a + 4°C.

Gli animali verranno ripartiti nei seguenti gruppi:
- cellule mesenchimali stromali (hBM-MSCs)
- latte materno
- NEC + PBS (veicolo in cui sono risospese le cellule
mesenchimali stromali)
- NEC + hBM-MSCs 500.000 cellule/50ul di PBS
- NEC + hBM-MSCs 1.000.000 cellule/50pl di PBS
- NEC + C34 (1mg/Kg/die)
e matrici fermentate (post-biotici)
- latte materno
latte di formula
- NEC + maltodestrine (stabilizzanti dei postbiotici)
- NEC + postbiotici (due/tre differenti dosi)
NEC + C34 (1mg/Kg/die)
e oligosaccaridi del latte umano (HMO)
- latte materno
- latte di formula
- NEC + HMO (dueltre differenti dosi)
- NEC + C34 (1mg/Kg/die)
| trattamenti, e le relative tempistiche e modalita, cui gli animali
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appartenenti ai vari gruppi saranno sottoposti sono schematicamente
riportati in Tabella 1.

Al termine delle 72 ore dall'inizio del protocollo di induzione della NEC,
gli animali saranno sacrificati mediante decapitazione, si procedera al
prelievo dell'intestino e del cervello. Una parte degli organi prelevati
verra conservata e fissata per poter poi essere processata per I'analisi
istologica/immunoistochimica e parte sard congelata a -80°C per
successive analisi molecolari.

Parole Chiave

Prematurita, enterocolite necrotizzante, disbiosi, infammazione

Dati preliminari

Induzione della NEC ed effetto delle cellule mesenchimali stromali
(hBM-MSCs)

Gli esperimenti condotti per valutare [lefficacia delle cellule
mesenchimali stromali isolate da midollo osseo umano (hBM-MSCs)
sull'enterocolite necrotizzante hanno permesso di determinare I'efficacia
del modello neonatale murino nell’indurre la patologia.

L’analisi istologica condotta sugli intestini raccolti e colorati con
ematossilina/eosina ha evidenziato (Figure 1 e 2):

1. 'adeguatezza del modello nell'indurre la NEC;

2. lefficacia in maniera dose-dipendente delle hBM-MSCs nel ridurre
I'entita della NEC.

Nello specifico, gli intestini analizzati istologicamente sono stati
considerati positivi per la presenza di NEC in caso di attribuzione di uno
score istologico, secondo lo schema proposto da Tian et al. (Tian et al.,
2010) uguale o maggiore di 2.

Il modello neonatale murino utilizzato si € dimostrato in grado di indurre
la NEC nel 66.7% dei casi analizzati rispetto al gruppo di controllo
alimentato con solo latte materno, in cui é stata registrata una incidenza
pari allo 0% (NEC+PBS vs Latte materno, p=0.0015, Mann-Whitney
test) (Figura 2). Per quanto riguarda I'effetto dei trattamenti utilizzati al
fine di ridurre lincidenza dell’'enterocolite necrotizzante nei gruppi
oggetto di studio, il gruppo NEC+hBM-MSCs 500.000 (trattato con la
dose inferiore di cellule mesenchimali stromali) ha riportato un’incidenza
di NEC pari al 52.5% che, sebbene inferiore rispetto al gruppo non
trattato (NEC+PBS), non mostra perd una differenza statisticamente
significativa. 1l gruppo NEC+hBM-MSCs 1.000.000, in cui & stata
somministrata la dose maggiore di cellule mesenchimali stromali, e
invece risultata in grado di ridurre lincidenza della NEC in maniera
significativa rispetto al controllo non trattato (NEC+PBS) (Gruppo
NEC+PBS versus NEC+hBM-MSCs 1.000.000, p=0.0002, Mann-
Whitney test), riportando un’incidenza del tutto comparabile a quanto
ottenuto nel gruppo NEC+C34 (gruppo NEC+PBS versus NEC+C34,
p=0.0004, Mann-Whitney test) , cui & stata somministrata la molecola
C34, attualmente l'unica in grado di ridurre la severita della NEC indotta
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sperimentalmente inibendo l'attivita del TLR4, sia in vitro che ex-vivo
(Neal et al., 2013) (Figure 1 e 2). Entrambi i gruppi NEC+hBM-MSCs
1.000.000 e NEC+C34 hanno riportato un’incidenza della patologia dello
0%, comparabile con quanto riscontrato nel gruppo di controllo
alimentato con latte materno (Figure 1 e 2).

Altre Strutture Dr. Stefano Gatti, Centro di Ricerche Chirurgiche Precliniche
dell’lstituto Fondazione IRCCS Ca’ Granda Ospedale Maggiore Policlinico, Milano
coinvolte
Altri Enti Prof. Maria Ester Bernardo, MD, PhD
coinvolti IRCCS San Raffaele Scientific Institute, San Raffaele Telethon Institute
for Gene Therapy (TIGET) Peadiatric Inmunohematology and Bone
Marrow Transplantation, Milano
Prof. Felipe Garrido, MD
Clinica Universidad de Navarra - NICU, Department of Pediatrics -
Madrid — Spain
Prof. Maria Rescigno, MD, PhD
Unita di Immunologia delle mucose e Microbiota
Humanitas Research Hospital — Pieve Emanuele (Milano)
IRG IRG: DKUS digestive kidney and urological system
SS SS: GMPB Gastrointestinal Mucosal Pathobiology
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TIPO QUANTITA’ E MODALITA’ TEMPO

DI DI DI
TRATTAMENTO SOMMINISTRAZIONE SOMMINISTRAZIONE
Somministrato per os mediante gavage in dosi crescenti Somministrato ogni 3 ore a
Latte di Formula (PND3, 30ul; PND4, 40ul; PND 5, 50ul) partire dal PND3 per 72 ore
Disciolto in acqua sterile p.p.i. € somministrato per os alla Somministrato dopo 18 ore
LPS dose di 3 mg/Kg dalla separazione dalla
madre
Veicolo (PBS sterile 1X) 50ul somministrati per via i.p. Somministrato al PND2
Cellule Mesenchimali 500.000 — 1.000.000 cellule/50ul di PBS sterile 1X Somministrate al PND2
Staminali (hnBM-MSCs) somministrati per via i.p.
Matrici Addizionate al latte di formula somministrate per os Somministrate ogni 3 ore a
Fermentate / Postbiotici mediante gavage partire dal PND3 per un
totale di 72 ore
Addizionati al latte di formula e somministrati per os Somministrato ogni 3 ore a
Oligosaccaridi del latte mediante gavage partire dal PND3 per 72 ore

umano (HMO)

Risospeso in acqua sterile p.p.i e somministrato per os alla Somministrato una volta al
C34 dose 1 mg/Kg/die giorno per 3 giorni dal PND3

Tabella 1. Schema dei trattamenti. Per ogni trattamento sono indicate le dosi e le modalita di
somministrazione unitamente ai tempi di somministrazione previsti per ognuno di essi.

Latte materno NEC+PBS NEC+hBM-MSCs NEC+hBM-MSCs NEC+C34
(500.000)

Grado 0 Grado 3 Grade 2 Grade 0 Grado 0

Figura 1. Analisi istologica mediante colorazione con ematossilina/eosina e relativa
attribuzione del grado di NEC istologica rilevata.
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Figura 2 Incidenza della NEC. In rosso € indicata la percentuale assoluta di incidenza
della NEC in ciascun gruppo. Per i gruppi NEC+PBS e NEC+hBM-MSCs ¢ indicata la
percentuale di incidenza di ogni grado istologico di NEC superiore a 2. Un grado
istologico pari o superiore a 2 & stato considerato positivo per la presenza di NEC. Per
ciascun gruppo € indicato il numero di intestini analizzati.
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