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METODEG  PER LYINATTIVAZICONE DI XENCANTIGENY  IN

DESCHIZIONE

-

11 preasente Lrovabd ha per un metodo per

Finattivazione di xenoant i

Riolagici, in particolare per

ir tassuti impiegabiil per ia
manifattura odi sostituiti bioprotesici, destinati
ad un utilizzso in CARPO clinice umans o}
vaterinario,

In particolars il trovats riguarda un metodo psr

garantire 1" inattivazione di zxenoant igent in

connettivali nativi &/ 0 Fissati,

atarcloght od omologhi, in particoliare

delifepitope alipha-Gal, in par
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cardicovascolari attraverso Mimpiege oi att

biclogichs individuate in compost i il
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polifenclici & forvro derivabi.

La produzions i sostituti bioprotesici &
attualmente un mercato  sogogetto ad una  forte
sapansione. I1 miglioramento in ambitoe olianico

delle procedurs chirurgiche,

complicazioni post-iantervento,

gestione di auovi farmaci immuno-me
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manifattura di  sostituiti bioprotesict

sostituti hioprotesi gia allestiti e destinati

- oy e o RO TRV S P, oy p e R VR S ey g e ey vy S e N
ad uso clinico umance o veberinario, comprende 1

- realizzare una soluzione a base di gcomposti

fenolici, polifencl o loro derivati, per la
inattivazione i aimens parte gegii epitopi

xenogenici da detti tessubi;
— dncubare 1 campioni da trattare neliie diverss

Ty e vy 4 " " 54 Coavvy ey T A Ayt 1 Fanres 14 :
goluziont & base di fenoii/poliifencli in

- sottoporre 1 tessuti trattati ad una serie

Il metodo comprands anche una sua
i valutazicone dell”avvenuta inattivazions
dellfepitopn alpha-Gal mediante comparaziocne  di

tessuti trattati/non trattati g tessuti porcini

Tv

knoclkout per il e dell” enzima alpha-

ﬂi

galattogiltransferasi.

Una simils procedura  pud

ssemplc come descritto nel Brevetto Italiano n”

FD2012A00005% & nel Prevettoe Eurcpec n'
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finale di 5Smi,

- mebtodo Til: Acido

compresa tra SmM e 5H0mM  (nel trowv

adottata quelila a 20nmM) /7 tampone sodio
con 600450 U/ml di Tirosinasi in vapporto [1:201;

— metodo T2: Acide Caffeico alla concentrazions
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mpresa tra bm
adottata guells a Z0nM) i §,2+0.1M di NaOH;
- metods T3: Agido Tannico alia ooncenbrazione
compresa ra {.1M ¢ 1.5M (nsl trovato € sta

adottata guellia a IM) in tampons sodic fozfate;

- metodo Td: Idrossitiro alila ancentrazions
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Al termineg deil’ incubaziones i campioni SGUG

sottoposti a duse lavagygi con soluzione isotonica

durata di 15 minuti ciasgunoe & un tberzo

1Ty Camnpons Aadioca o TF) a1 12 SAuraras i
281 - -‘:lf‘JEJ ong deidaltao a } geiia durata Gr

I

IE minuti.

|.u" -

La valutazions deila presenea
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eventusimente ancora attivi sullia superficie deil

. . : » CroEr o Sy
campioni trattati, 21 bkasa su una modifica del

metode illustrate dagli inventori e

B
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vemente 1 campioni i tessuto trattati e

N ' 2 e - - . i Eoa e
lavati, wvengono poesti in provetts a oul visns

agoiunto tampons TP fine ad un volums  finale

comprass tar 1000ulL = 1500ul,
fisne guingdil aggiunto un anticorps moneclionais di

topo  diretto contro  1lepitopo alp
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prasente esempis 51 tratts it oun glions IgM
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chiamato M85, alla concentrazione praferibile di

10501 v/v e incubato 1i tutto per minubi 1202310 a
O ogsobtto costante ma moderata agitazions,

Al termine i campioni  ven
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temperatura ambiente,

Durante Ifincubazionsg con 1Manticorpe MBS si
allgstisc una piastra a 96 pozzetti su cuil sl

117 A & ey o e ~
[ LAY A f_(ﬂ.l\.\ A faes 4

o s P : )
Con 100ul g —Gal/albumina

aarica a Sug/ml in tampone fosfato. La pilastra

NN Tr e ey d ey e S ST my
cosi viene incuba paer 50+10 ad



una hemperatura compresa bra

iy

&  preferibi stabilizzare i1 tutto

Verngono guindi effsttuati 3 favagyl

pozzetto di tampone o
ambisnte.

Il primo lavaggio &€ lasciabo agire per 5

t"

Fyy e SN N e o O Y R PR Ay 2 ) o <
due suscessivi per 3 minuti,

i bklocking viens fettuato con

pozzatto gi ihumina sig

e 2
‘__n_\« ~F )

(I)
ﬁ,

incubazionse oLty minuti
ambients,
avaggli coms sopra.
siry goio
prelevato

rampions trattato.

Ii carion in prastra viensg LSsguita

un’ intera

incubagzio:

campicone. Segue

minubi 120210 ad una

. N
S &

anche

tutto a 37°0.

30°C & 40°C,

30 & Le

300uL

G0+10 & ¢

al buic. Successivamente =i es

pozzatto sono aggiunti

dopo centrifugazions

'S »\»\\11\ n,\) :L

T oy ey s iy N Y U VA T ] ~p o T TS T
Vengono guindi effettuati 3 lavaggl come zopra od
soluzions i




all’eny

ima

di tale anticorpo ides sone risultates

11:1000%, {1:500} & t1:1007,
preferibiimente & stats adottata guella intermedia
T1:5001).

]

La wiene

piast ne  ouinai i

inoubat

a

nuovaments pe

minuti 60x10 ad una temperatura compresa tra 30%0
- 40°%C, anche se ¢ preferibiis stabiiiszssare i1l
tutte a 37°C,

Vengonoe guindi effettuati 3 lavaggl come sopra. Si
aggiungons 100ul per pozzetto di una scluzione oi
sviluppo per 17enzima perossidasi, a oui ssgue
17 incubaziont della pilastra per minuti 521 al

buico,

Successivamente vengono aggi

A1 una soluzione di o ostop oo
51 proceds alla letturs

unt i

stituita da M oe
della  pilastra in un

iattore di piastrs a 450 nm,
La percs Adi  dnattivazione dellfepitopo in

oggetto & determinabile attraversoe 11 gonfronto
tra il numero di epitopi otbtenutor in un tessuto

di controllo costituito da tessuto vascolare di
animali nockout:  per 17 ant alpha-Gatl in

tessuti
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nattamente inferiore agli aitri protocolill

studiat i, riportand comse miglicor risultateo una

inattivazions limitata a ciroca i3 43%
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In Figura 2 & possibils riconoscere coms i1 metodo
nellia  sua variante applicativa TE con 1 seiil
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derivati deilifAcidn Cinnamico evidenzi un’ ottima

+
l..; -
<
[
bees

azione inattivante nei oonfron

w
[
&
|..).
451
b
f“’
ot
F
O
[
|,.).
=
[}
)]
s
[
£
o
(W

90 = i1 B8%, similmente
dal metodo nelis varianti T3 (Figura 3,
tuali i dinattivazione compresse tra 1780 e
il 100%) & T4 {(Figura 4, percentuali di
inattivazions comprese tra 1789 & 11 95%).
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Lfuse previsto del kit ¢ wolte al trattamento

i

autonomo di sostituti bioprotesicit gia

con un metodo

conae i1i btrovato conme Sopra

utbiie per

'S

3
)
2
3

ciiniche & ospedall,

trovato

[
F..;

$Si & in pratica constatato coms

raggiunga il compito & gli soopi preposti.

In particoiare, con il trovato =i @& messeo a punto
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un metodo per Minattivazions di

tessuti bicologic ed in particolare dell’epitopo

aipha—-Gal in tessuti destinati alla produzions di

sostituti hicoprotesi

inico /0 veterinario.
[ 13 5
Inoitre, oon il brovato si & messo a punte un

et odo per attivare i suddetti antigeni

1IN Cormme

Guindi, gon il trowvato si & messo a punto un
metode potenzialimente in grado di non determinare,

dopo un impianto di o un tessuto trattate con tale
metods, un aumento degli anticorpi anti alpha-Gal

ciroolanti
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