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Astratto

La pelle umana ¢ una barriera significativa per la protezione dalla trasmissione di agenti patogeni.
I modelli di roditori utilizzati per indagare su agenti patogeni specifici per I'nomo che prendono di
mira la pelle vengono generati introducendo innesti di pelle umana a ceppi di roditori
immunocompromessi. L'immunopatogenesi indotta da infezioni ¢ stata studiata separatamente in
modelli di roditori umanizzati sviluppati con tessuto linfoide umano e trapianti di cellule staminali
ematopoietiche. Il co-innesto riuscito di pelle umana, tessuti linfoidi autologhi e cellule
immunitarie autologhe in un modello di roditore non ¢ stato ancora raggiunto, sebbene possa
fornire un mezzo per studiare la risposta immunitaria umana alle infezioni nella pelle umana. Qui,
presentiamo il topo NOD umano della pelle e del sistema immunitario (hSIS) -humanized 1L2RYy
nll (NSG) e Sprague-Dawley-Rag2t™2hera 2y tmIhera (SRG) modelli di ratto, co-innestati con

pelle fetale umana a tutto spessore, tessuti linfoidi fetali autologhi e cellule staminali
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ematopoietiche fetali autologhe derivate dal fegato. I roditori umanizzati con hSIS dimostrano lo
sviluppo della pelle umana a tutto spessore, insieme a tessuti linfoidi autologhi e cellule
immunitarie autologhe. Questi modelli supportano anche 1'infezione della pelle umana a seguito di
inoculazione intradermica con Staphylococcus aureus resistente alla meticillina associato alla
comunita . Il co-innesto di questi componenti della pelle umana e del sistema immunitario in un
unico modello di roditore umanizzato potrebbe fornire una piattaforma per lo studio delle

infezioni della pelle umana.

I«

Download PDF

introduzione

La pelle umana fornisce la prima linea di protezione dell'ospite contro i danni ambientali e la
difesa dell'ospite contro i patogeni ! *? . Diversi agenti patogeni emergenti, tra cui lo
Staphylococcus aureus resistente alla meticillina associato alla comunita (CA-MRSA), colpiscono
la pelle per infezioni e malattie ' *3+#+> . Inoltre, le malattie infettive trasmesse da vettori come la
malattia di Lyme e la febbre dengue vengono trasmesse tramite inoculazione nella pelle
rispettivamente da zecche e zanzare © Le interazioni tra cheratinociti, fibroblasti cutanei e cellule
immunitarie cutanee sono coinvolte nell'avvio della risposta immunitaria sistemica e
nell'abrogazione della replicazione e della diffusione del patogeno ad altri siti di replicazione ’ %
910" Pertanto, la pelle fornisce un bersaglio vaccinale ideale per indurre I'immunita contro vari
agenti patogeni, come dimostrato dallo sviluppo di diverse nuove tecnologie vaccinali dirette alla

11,12

pelle, inclusi 1 vaccini intradermici con cerotti cutanei .

I modelli in vivo per lo studio degli insulti ambientali e dei patogeni che prendono di mira la pelle
e le cellule immunitarie cutanee associate coinvolgono principalmente topi e ratti > . Questi
modelli di roditori hanno migliorato la comprensione meccanicistica delle malattie umane;
tuttavia, esistono differenze significative tra la pelle e il sistema immunitario dell'vomo e dei
roditori **1* . La microanatomia della pelle dei roditori differisce dalla microanatomia della pelle

umana a causa della mancanza di epidermide multistrato, delle ghiandole eccrine e apocrine e
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delle regioni papillare, reticolare e ipo-cutanea dello strato dermico 4. Anche la microanatomia
dei tessuti linfoidi primari e secondari umani differisce significativamente da quella dei tessuti
linfoidi dei roditori, con differenze significative nel rapporto tra polpa rossa e polpa bianca nella
milza e lobulazione del timo '°-!°!7 | E noto che il microambiente del tessuto linfoide, comprese
le cellule stromali, gioca un ruolo significativo nello sviluppo delle cellule immunitarie '® . Le
interazioni tra cellule immunitarie e cellule stromali in tessuti non linfoidi, come la pelle,
svolgono un ruolo significativo nel modulare le risposte immunitarie associate ai tessuti '*,
Possono formarsi divari traslazionali tra gli studi clinici eseguiti con modelli di roditori
tradizionali, evidenziando cosi la necessita di modelli di roditori umanizzati in grado di supportare

l'attecchimento sia della pelle umana che dei componenti del sistema immunitario ! .

Per affrontare il divario tra le specie tra roditori € umani, i ricercatori hanno innestato il modello
murino immunodeficiente NOD- scid IL2Ry nll (NSG), privo di linfociti maturi e cellule natural
killer (NK)) e possiede difetti nell'immunita innata, con varie cellule e tessuti umani 19.20° Definiti
topi NSG umanizzati, questi modelli mostrano sia la ricostituzione delle cellule immunitarie
umane che la crescita del tessuto linfoide umano e sono stati utilizzati per ricapitolare le
caratteristiche cliniche delle malattie umane (comprese le malattie associate alla pelle) 2! *2% 23
24.25 Diversi rapporti separati dimostrano che i topi immunodeficienti supportano I'attecchimento
della pelle umana 2° 27 . La pelle umana adulta derivata da rifiuti medici (chirurgia plastica
elettiva) 2®*2? o pelle ingegnerizzata derivata da colture tissutali (cheratinociti e fibroblasti) 2* *!
innesta con successo in topi immunodeficienti. Cellule mononucleate alogeniche di sangue umano
periferico adulto (PBMC) sono state introdotte in questi modelli per imitare le interazioni cellula
immunitaria umana-pelle con agenti infettivi >* > 2. Sebbene questi modelli murini dimostrino
l'attecchimento e lo sviluppo di successo della pelle umana trapiantata e siano suscettibili al
trapianto di PBMC allogeniche, dette piattaforme non sono attualmente accoppiate con
l'attecchimento di tessuti linfoidi autologhi che sono fondamentali per una risposta immunitaria de
novo. I modelli murini umanizzati che combinano la pelle umana, le cellule immunitarie umane e
le strutture linfoidi umane devono ancora essere stabiliti, nonostante il loro potenziale per lo
sviluppo di un sistema funzionale in vivo, che potrebbe consentire studi sulle interazioni pelle-
cellule immunitarie umane *° . I modelli murini umanizzati con sistema ematopoietico di origine

fetale umana e tessuti linfoidi autologhi sono ben consolidati ' -2 Inoltre, la pelle fetale umana a
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tutto spessore si innesta prontamente su topi immunodeficienti e si sviluppa in una pelle di tipo
adulto grazie alla sua elevata capacita rigenerativa >' 3> . Inoltre, la pelle fetale umana mostra
bassi livelli di espressione del complesso maggiore di istocompatibilita (MHC) I e II, che si
traduce in una ridotta immunogenicita rispetto alla pelle adulta 3! 32  Pertanto, i tessuti e le
cellule di derivazione fetale umana forniscono un mezzo fattibile per sviluppare un modello
murino umanizzato con pelle umana autologa e sistema immunitario.

I ratti sono una delle principali specie modello per studi a lungo termine (piil di un anno) * ;
pertanto, modelli di ratti umanizzati che combinano pelle umana, cellule immunitarie umane e
strutture linfoidi umane vengono esplorati per I'uso in studi in vivo a lungo termine sulle
interazioni pelle-immunitaria umana. I rapporti hanno dimostrato che i ratti nudi (con
immunodeficienza moderata) supportano l'attecchimento e lo sviluppo della pelle umana adulta
(pelle a spessore parziale), sebbene il rigetto immunitario mediato dall'ospite si verifichi entro
pochi mesi >*>3°-3% | Le prove suggeriscono anche che i ratti nudi supportano l'attecchimento e lo
sviluppo del prepuzio neonatale a tutto spessore °’ . Recentemente, un ratto immunodeficiente,
denominato Sprague-Dawley-Rag2 ™2hera [[ppytmihera (GRG) rat, & stato sviluppato per supportare
l'attecchimento di cellule e tessuti umani in un modello di roditore piu grande e di maggiore
durata; questo modello manca di cellule T, B e NK mature % 3% . Ad oggi, i modelli di ratti
umanizzati co-innestati con pelle umana a tutto spessore e tessuti linfoidi autologhi e cellule

immunitarie (comprese le cellule immunitarie cutanee) devono ancora essere sviluppati e stabiliti
28,40 ,41 ,42

Qui, utilizziamo 1 modelli di topo NSG immunodeficiente e di ratto SRG per generare modelli di
roditori con pelle umana, insieme a tessuto linfoide autologo e cellule immunitarie autologhe,
denominati topi NSG e ratti SRG della pelle umana e del sistema immunitario (hSIS). Roditori
adolescenti hanno ricevuto co-trapianti di pelle fetale umana a tutto spessore, tessuti linfoidi
autologhi e cellule staminali ematopoietiche autologhe. Inoltre, gli xenotrapianti di pelle umana
sono stati inoculati con CA-MRSA per stabilire la suscettibilita di questi modelli di roditori

umanizzati con hSIS ai patogeni della pelle umana.

Risultati

https://www.nature.com/articles/s41598-020-71548-z#Sec7 4/32



21/12/2020 Sviluppo di modelli di topo e ratto umanizzati con pelle umana a tutto spessore e cellule immunitarie autologhe | Rapporti scientifici

Il modello murino NSG umanizzato con hSIS supporta lo sviluppo di pelle umana a tutto
spessore, tessuti linfoidi autologhi (timo e milza) e cellule immunitarie umane

Abbiamo precedentemente dimostrato che i topi NSG supportano lo sviluppo di tessuti linfoidi
umani (timo e milza) insieme a cellule immunitarie autologhe dopo 1'attecchimento di tessuti fetali
e cellule staminali ematopoietiche autologhe '’ . Diversi rapporti hanno dimostrato che i topi
immunodeficienti supportano lo sviluppo della pelle umana dopo 1'attecchimento della pelle fetale
umana **»* . Qui, ipotizziamo che i topi NSG supporteranno il co-innesto di pelle fetale umana a
tutto spessore, tessuti linfoidi fetali autologhi e cellule staminali ematopoietiche autologhe.
Inoltre, ipotizziamo che i topi NSG faciliteranno lo sviluppo della pelle umana e del tessuto
linfoide, oltre a consentire la ricostituzione sistemica delle cellule immunitarie umane nei tessuti
umani trapiantati e nel sangue. Abbiamo elaborato milza fetale umana, timo e organi epatici in
pezzi da ~ 1 mm 3 e abbiamo isolato CD34 * umano autologocellule staminali ematopoietiche dal
fegato fetale, quindi trapiantate i tessuti e le cellule staminali ematopoietiche in topi NSG irradiati.
I tessuti della pelle umana sono stati ottenuti dal cuoio capelluto e dal dorso dei donatori € sono
stati utilizzati nello sviluppo di innesti di pelle umana con e senza capelli nel modello murino,
rispettivamente. La pelle fetale umana a tutto spessore ¢ stata processata attraverso la rimozione
dei tessuti adiposi in eccesso attaccati allo strato sottocutaneo della pelle, quindi innestata sopra la
gabbia toracica, dove la pelle del topo era stata precedentemente asportata. In tre coorti, il
successo complessivo del sistema immunitario umano e dello sviluppo e del mantenimento della
pelle autologa a tutto spessore per dieci settimane o piu ¢ stato superiore al 75% (Figura
complementare 1). Analisi lordo del xenotrapianto pelle umana nel modello HSIS-NSG del
mouse a partire dalle due settimane post-trapianto dimostra la guarigione della ferita e la
maturazione in adulti come la pelle umana, che ¢ evidente a settimane dieci post-trapianto (Fig. 1
A, supplementare Fig . 2 ). Una limitazione della pelle umana nel modello murino hSIS-NSG ¢ lo
sviluppo di pelle secca (con conseguente indurimento) e i primi segni di perdita di capelli murina
(suggestivi di malattia del trapianto contro l'ospite) a 20 settimane dal trapianto (Figura
supplementare . 2 ). La pelle umana in topi HSIS-NSG sviluppa anche appendici pelle umana,
con capelli umani evidente a 12 settimane post-trapianto (Fig. 1B). Analisi lordo della milza e
timo umano xenotrapianti in topi NSG HSIS-umanizzato alle settimane dieci post-trapianto
dimostrato la crescita di quei tessuti linfoidi sotto la capsula renale (Fig. 1 C) !7 . Oltre a

https://www.nature.com/articles/s41598-020-71548-z#Sec7 5/32



21/12/2020 Sviluppo di modelli di topo e ratto umanizzati con pelle umana a tutto spessore e cellule immunitarie autologhe | Rapporti scientifici

supportare la crescita dei tessuti milza e timo umano, il modello NSG topo umanizzato HSIS-
sostiene la ricostituzione dei nodi linfatici immunodeficienti-murino e milza (Fig. 1 C) 7
L'analisi istochimica della pelle umana in topi NSG umanizzati con hSIS dimostra lo sviluppo
dello xenotrapianto di pelle umana; microanatomia della pelle umana alle settimane dieci post-
trapianto ¢ paragonabile a quella di un adulto umano, con strati multipli di cellule presenti
nell'epidermide (Fig. 2A, complementare Fig. 3 ). Lo xenotrapianto di pelle umana ha mostrato
piu strati di cheratinociti umani (AE1 / AE3, anticorpo pan-citocheratina + cellule)
nell'epidermide e fibroblasti dermici (anticorpo anti-fibroblasti + cellule) nel derma (Fig. 2 B).
Inoltre, la pelle umana esposta ripopolamento umano cellule immunitarie (CD45 umani * cellule),
comprese le cellule di Langerhans (+ cellule hCD207), macrofagi (hCD68 +), e le cellule T
(hCD3 +) (Fig. 2 B, complementare Figg. 4 ¢ 5). La pelle umana nei topi NSG umanizzati con
hSIS mostrava anche una sovraregolazione delle cellule muscolari alfa-lisce actina positive (0.
SMA *) (cioe cellule dei vasi sanguigni *°) durante la rivascolarizzazione e la guarigione della
ferita (~ 2 settimane dopo il trapianto), seguita da una riduzione delle cellule a-SMA * nella pelle
guarita (~ 10 settimane dopo il trapianto) (Fig. 2 B). Analisi istochimica dimostra lo sviluppo dei
tessuti co-trapiantati umane linfoidi (milza e timo) nella capsula renale (~ 10 settimane dopo il
trapianto) (Fig. 2 C) !7 . Tessuto del timo umano in topi NSG HSIS-umanizzato presenta cellule T
(umani CD3 ™ cellule) ricostituzione, con poche cellule B nel tessuto (Fig. 2 C) 17,4647
Ricostituzione dei macrofagi (CD68 umano *cellule) nel tessuto timo umano ¢ limitato al midollo
(Fig. 2 C) 174647 1] tessuto della milza umana nei topi NSG umanizzati con hSIS mostra la
ricostituzione dei macrofagi, con macrofagi prevalentemente nella polpa rossa (Fig. 2 C) '°-16 11
tessuto milza umana in topi NSG HSIS-umanizzato esibisce T e B ripopolamento cellulare
(umana CD3 * e CD20 * cellule), con i linfociti prevalentemente nella polpa bianca (Fig. 2 C) '° .
Analisi delle PBMC nei topi NSG HSIS-umanizzato ha mostrato cellule ricostituzione
immunitario umano (cellule hCD45 +) (Fig. 3A, B). Vari sottotipi di cellule immunitarie umane
(hCD45 +), vale a dire, cellule T af (cellule T haf3 con un rapporto CD4: CD8 medio di 1,34: 1),
cellule T yd (yd T), cellule NK (hNK), cellule B (hB) , monociti (HMO) e granulociti / neutrofili
polimorfonucleati (HPMN) sono state ricostituite nel sangue periferico del modello NSG topo
HSIS-umanizzato (Fig. 3 C, D), con l'analisi eseguita usando controlli per analisi appropriato

citometria a flusso (complementare Fig. 6 ).
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Figura 1
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Sviluppo di pelle umana e tessuti linfoidi nel modello murino NSG umanizzato con
sistema immunitario e pelle umana. Il trapianto di pelle umana a tutto spessore
(derivato dal cuoio capelluto per la pelle con capelli o derivato dal dorso per la pelle
senza capelli) sul dorso ( A, B) e sui tessuti linfoidi autologhi nella capsula renale ( C
) dei topi NSG risulta I'attecchimento e lo sviluppo della pelle umana a tutto spessore
e dei tessuti linfoidi. ( A ) Foto lorde rappresentative a O (il giorno del trapianto), 2, 4
e 10 settimane dopo il trapianto, con pelle di topo intatta come controllo (n = 4 per
gruppo). ( B) Il trapianto di pelle umana a tutto spessore da regioni con follicoli piliferi
significativi (cuoio capelluto) nel modello murino di NSG umanizzato con pelle e
sistema immunitario umano risulta nello sviluppo di capelli umani, come mostrato in
foto rappresentative grossolane a 12 settimane dopo il trapianto (n = 6). (C ) Foto
grossolane rappresentative di tessuti linfoidi umani (milza e tessuti del timo) e tessuti
linfoidi umanizzati (linfonodi murini immunodeficienti ricostituiti e milza) a dieci

settimane dopo il trapianto (n = 4).
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figura 2
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Sviluppo di pelle umana e cellule immunitarie nel modello murino NSG umanizzato
con pelle umana e sistema immunitario. ( A ) L'analisi istologica rappresentativa
(H&E) della pelle umana in topi NSG umanizzati con pelle umana e sistema
immunitario (n = 4) dimostrano lo sviluppo della pelle umana di tipo adulto,
compreso il derma, I'epidermide dello strato multicellulare (> 5 strati) e busta
cornificata. L'analisi istologica rappresentativa (H&E) della pelle del topo mostra uno
strato sottile di cellule epidermiche, con uno strato dermico sottile. ( B) Diverse
cellule della pelle umana sono presenti nella pelle umana, inclusi cheratinociti (cellule
AE1/ AE3 +, cellule hCitocheratine +), fibroblasti dermici (cellule TE7 +, cellule
hFibroblast +), cellule immunitarie cutanee (cellule hCD45 +) e cellule di Langerhans
(hCD207 +); Le cellule dei vasi sanguigni che esprimono I'actina muscolare alfa
(cellule ha-SMA +) sono presenti nello xenotrapianto di pelle umana e si espandono
durante la guarigione della ferita e si contraggono dopo la guarigione (n = 4). Le
frecce nere indicano cellule IHC + rappresentative. ( C) L'analisi istologica e
immunoistochimica rappresentativa della milza umana e del timo (entrambi sotto la
capsula renale) in topi NSG umanizzati con pelle e sistema immunitario umani
dimostrano lo sviluppo di quei tessuti linfoidi a dieci settimane dal trapianto, con
macrofagi umani (hCD68 +), Cellule T (hCD3 +), cellule B (hCD20 +) presenti nei

tessuti (n = 4) Barre della scala: 200 um.

https://www.nature.com/articles/s41598-020-71548-z#Sec7 8/32


https://www.nature.com/articles/s41598-020-71548-z/figures/2

21/12/2020

Figura 3

A Total PEMCs

<1 5% 0.3%

mzD45

P bk, el
| ¥

s 8 =z &

P
!u;lq. a

L

Percent Human CD45+
of total PEMCs

O

FSC-H

cD3

Sviluppo di modelli di topo e ratto umanizzati con pelle umana a tutto spessore e cellule immunitarie autologhe | Rapporti scientifici

FSC-H

Human T cells Hurnan y& T calls
"% =
: 17.8%
E : 'ﬁ{’h BO.8% E = i
(S| U o ‘ 8
£ | g =|-
hCD3 hCDd hy& TCR
Human B celis Human NK cells D
“1 & 100+
ShE | el, .
13 o
— 0 H 804 ,
" T: K =i E?
. e 6% O .
A B | |eleaf]  tee] B0, -~
= i S~ = "y : S B
CD19 hCDS56 £ 40 . .
Human Granulocytes Human Monocyles g . .
1 W' q [+ -
1 14.9% i ; o 204
i = { = = L]
_, [} 3 %_ — L] . *
i = i | D [ I e 3
: s | B i W ¥ - o m - Z
{ @ T Z 2z £ £ 3
1 F 14,5% o = £ = T
— —_— g {j:J =

CDBBb

CcD14

Sviluppo di cellule mononucleate di sangue periferico umano nel modello murino

NSG umanizzato con pelle e sistema immunitario umano. ( A ) L'analisi

rappresentativa della citometria a flusso della ricostituzione delle cellule immunitarie

umane (hCD45 +) nelle cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) di topi

NSG umanizzati dalla pelle e dal sistema immunitario umani a 10-12 settimane dopo

il trapianto dimostra livelli elevati (> 10%) di cellule immunitarie umane nel sangue. (

B ) Quantificazione della ricostituzione delle cellule immunitarie umane (n = 22; 3

esperimenti indipendenti) in PBMC di topi umanizzati con hSIS a 10 settimane dal

trapianto. ( C) L'analisi rappresentativa della citometria a flusso di PBMC umane

(hCD45 + PBMC) in topi umanizzati con pelle umana e sistema immunitario a 10-12

settimane dopo il trapianto dimostra livelli facilmente rilevabili di vari tipi di cellule
immunitarie umane (cellule B-hCD19 + hCD3- PBMC umane, Cellule a3 T-hCD3 +
PBMC umane, hCD4 + cellule T, hCD8 + cellule T, hydTCR + cellule T- hyd TCR +
CD3 + PBMC umane, cellule natural killer (NK) -hCD57 + hCD3- PBMC umane,
monociti (hMo) -hCD14 + CD3- PBMC umane e granulociti (hPMN) -hCD66b +

hCD3- PBMC umane). ( D ) Quantificazione dei sottotipi di cellule immunitarie umane
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(n=4) in PBMC umane (hCD45 + PBMC) di topi umanizzati con pelle umana e

sistema immunitario a 10-12 settimane dopo il trapianto.

Figura 4
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Sviluppo di pelle umana e tessuti linfoidi nel modello di ratto SRG umanizzato con
pelle umana e sistema immunitario. Il trapianto di pelle fetale umana a tutto spessore
sul dorso ( A, B) e sui tessuti linfoidi fetali autologhi (timo e fegato) nella capsula
renale ( C) diratti SRG provoca I'attecchimento e lo sviluppo della pelle umana a
tutto spessore e del linfoide primario tessuto (timo) (n=4). (A ) Le foto grossolane
rappresentative a O (il giorno del trapianto), 3, 20 e 36 settimane dopo il trapianto
dimostrano |'attecchimento e lo sviluppo della pelle fetale umana (utilizzando la pelle
del donatore ottenuta dal dorso). ( B) Trapianto di pelle fetale umana a tutto
spessore, derivata da regioni con follicoli piliferi significativi (cuoio capelluto), su ratti
SRG con (pannello sinistro) (n = 2) o senza (pannello destro) (n = 2) co-trapianto di
timo e le cellule staminali ematopoietiche determinano lo sviluppo di capelli umani
come mostrato in foto grossolane rappresentative a sei mesi dal trapianto. Nel
pannello di destra, pelle umana autologa dal dorso e dal cuoio capelluto & stata co-
trapiantata per dimostrare che i capelli umani crescono solo nel tessuto della pelle
umana con follicoli piliferi preesistenti (cuoio capelluto; identificato con una scatola
nera). ( C) Foto macroscopiche rappresentative dei tessuti linfoidi (timo umano nella

capsula renale e milza di ratto) nove mesi dopo il trapianto dimostrano lo sviluppo di
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tessuti linfoidi rispetto al ratto SRG non trapiantato (n = 4). | cerchi neri indicano i

tessuti del timo umano.
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Sviluppo della pelle umana e delle cellule immunitarie nel modello di ratto SRG
umanizzato con pelle umana e sistema immunitario. L'analisi immunoistochimica
rappresentativa della pelle umana nel ratto umanizzato con pelle umana e sistema
immunitario (n = 4) dimostra lo sviluppo della pelle umana, compreso il derma,
I'epidermide multistrato (> 5 strati) e I'involucro cornificato, che sono pelle umana
adulta (Adult-hSkin) (n=2) ( A). Varie cellule della pelle umana sono presenti nella
pelle umana, inclusi cheratinociti (cellule AE1/ AE3 +, cellule hCitocheratine +),
fibroblasti dermici (cellule TE7 +, cellule hFibroblast +), cellule immunitarie cutanee
(cellule hCD45 +) e cellule di Langerhans (hCD207 +; le frecce nere indicano Cellule
IHC +) (n = 4). ( B) L'analisi istologica e immunoistochimica rappresentativa del timo
umano (sotto la capsula renale) nel ratto SRG umanizzato con pelle e sistema

immunitario umano dimostra lo sviluppo del tessuto del timo umano a nove mesi dal

https://www.nature .com/articles/s41598-020-71548-z#Sec7 11/32


https://www.nature.com/articles/s41598-020-71548-z/figures/5

21/12/2020 Sviluppo di modelli di topo e ratto umanizzati con pelle umana a tutto spessore e cellule immunitarie autologhe | Rapporti scientifici
trapianto, con cellule immunitarie umane (CD45 + umano), compresi ( C) alti livelli di
cellule T (hCD3 +) e macrofagi (hCD68 +) (n = 4). ( D) La milza di ratto nel modello
di ratto SRG umanizzato con pelle e sistema immunitario umano (n = 4) viene anche
ricostituita con cellule immunitarie umane (Humans CD45 +); Ratto SRG non
trapiantato (NTP) (n = 2) e stato utilizzato come controllo della colorazione. Barre

della scala: 200 um.
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Lo xenotrapianto di pelle umana su ratti SRG supporta I'infezione da CA-MRSA. Lo
Staphylococcus aureus resistente alla meticillina (CA-MRSA) associato alla comunita
e stato inoculato in xenotrapianto di pelle umana (iniezione intradermica) su ratti
SRG umanizzati (pelle umana) (n = 9) per dimostrare che lo xenotrapianto di pelle
umana supporta l'infezione da CA-MRSA. ( A ) L'analisi grossolana dei tessuti
cutanei € stata esaminata in ratti SRG umanizzati (pelle umana) inoculati con CA-
MRSA (n = 9) e confrontati con pelle umana infetta con CA-MRSA (credito
fotografico della pelle del paziente CA-MRSA: S. Camazine) ; Come controllo per
determinare le lesioni cutanee ¢ stata utilizzata anche pelle umana di controllo sana

in ratti SRG umanizzati (pelle umana) (n = 5). ( C) Le lesioni cutanee nei ratti SRG
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umanizzati (pelle umana) inoculati con CA-MRSA (n = 9) supportano una carica

batterica CA-MRSA elevata misurata sei settimane dopo l'infezione.

Il modello di ratto SRG umanizzato con hSIS supporta lo sviluppo di pelle umana a tutto
spessore, tessuti del timo e cellule immunitarie umane

Sebbene i topi umanizzati abbiano fornito piattaforme in vivo per la modellazione di malattie
umane, la breve durata della vita e le piccole dimensioni / volume del tessuto dei topi sono una
limitazione importante per gli studi a lungo termine e preclinici, rispettivamente. Abbiamo
ipotizzato che un modello di roditore immunodeficiente piu grande, con una durata di vita piu
lunga, vale a dire il ratto, sosterrebbe lo sviluppo di un modello in vivo per studi a lungo termine
(> 6 mesi) e fornirebbe un grande volume / dimensione del tessuto. Abbiamo inoltre ipotizzato
che il co-trapianto di pelle fetale umana a tutto spessore, tessuti autologhi del timo fetale, tessuti
epatici fetali autologhi e cellule staminali ematopoietiche autologhe derivate dal fegato fetale nel
ratto SRG consentirebbe lo sviluppo di un modello contenente pelle umana, autologa timo e
cellule immunitarie umane autologhe, chiamate ratto SRG umanizzato con hSIS.? pezzi) sono stati
impiantati nelle capsule renali di ratti SRG irradiati e quei ratti sono stati immediatamente
trapiantati utilizzando cellule staminali ematopoietiche autologhe. Il tessuto adiposo in eccesso ¢
stato rimosso dalla pelle del feto umano e il tessuto € stato successivamente innestato sulla gabbia
toracica, dove la pelle del ratto era stata precedentemente asportata. I ratti SRG sono stati
trapiantati usando pelle umana piu cellule staminali ematopoietiche umane CD34 + e tessuto del
timo, o solo con pelle umana; Il 100% dei ratti ha innestato e sviluppato con successo i tessuti
umani trapiantati (Figura 7 supplementare ). Tuttavia, una ricostituzione delle cellule immunitarie
umane del sangue nei ratti trapiantati non ¢ stata osservata in nessun gruppo che utilizzava questa
metodologia di trapianto (dati non mostrati). L'analisi grossolana della pelle umana nei ratti
trapiantati con cellule staminali ematopoietiche umane CD34 + piu timo e pelle ha dimostrato la
guarigione della ferita, a partire da tre settimane dopo il trapianto, e la maturazione nel tempo in
pelle umana simile ad un adulto (Fig. 4 A). La pelle umana trapiantato su SRG (con o senza il
tessuto linfoide inclusa + cellule staminali ematopoietiche CD34) anche sostenere lo sviluppo di

appendici pelle umana (capelli) (Fig. 4B). L'analisi grossolana dei tessuti linfoidi nei ratti SRG
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umanizzati con hSIS a nove mesi dal trapianto ha mostrato la crescita del tessuto timico umano
nella capsula renale e I'aumento marginale delle dimensioni della milza di ratto (Fig. 4 C). La
pelle umana nei ratti SRG umanizzati con hSIS ha mostrato lo sviluppo di cheratinociti umani
multistrato (AE1 / AE3, anticorpo pan-citocheratina + cellule) nell'epidermide e fibroblasti
dermici (anticorpi anti-fibroblasti + cellule) nel derma, entrambi paragonabili alla pelle umana
adulta (Adult-hSkin) e differiscono dalla pelle di ratto (Fig. 5 A, Figura supplementare 8 ). La
pelle umana nei ratti SRG umanizzati con hSIS ha mostrato una ricostituzione delle cellule
immunitarie umane (cellule hCD45 * ), comprese le cellule di Langerhans (hCD207* Cellule),
paragonabili a pelle umano adulto (Adult-Hskin) (Fig. 5 A). L'analisi istochimica del tessuto del
timo umano in ratti SRG umanizzati con hSIS a nove mesi dal trapianto dimostra lo sviluppo del
timo, inclusa la presenza di lobuli timici (Fig. 5 B). Tessuti umani timo nella cella immunitario
umano HSIS-umanizzati SSR ratto mostre (CD45 umano * cellule) ricostituzione, comprese
cellule T (CD3 umani * cellule) e macrofagi (umani CD68 * cellule) ricostituzione (Fig. 5 B, C).
Inoltre, le cellule T timiche umane mostrano una risposta delle citochine alla stimolazione
utilizzando sfere CD3 / CD28 (Figura complementare 9). Le cellule immunitarie umane nel ratto

SRG umanizzato con hSIS ricostituiscono anche la milza di ratto immunodeficiente (Fig. 5 D).

Il xenotrapianto pelle umana in immunodeficienti modelli di roditori supporti comunita
associata alla meticillina-resistente Staphylococcus aureus infezione

L'infezione da Staphylococcus aureus resistente alla meticillina (CA-MRSA) associata alla
comunita rappresenta una significativa minaccia per la salute pubblica > ; quindi, i modelli in vivo
che consentono lo studio delle infezioni della pelle umana sono importanti. Al fine di dimostrare
che gli xenotrapianti di pelle umana fetale derivati dalla pelle nei roditori immunodeficienti
forniscono un mezzo per indagare sulle infezioni della pelle umana, abbiamo inoculato
(intradermico) gli xenotrapianti di pelle umana di tipo adulto con CA-MRSA USA300. Abbiamo
osservato lesioni nella pelle umana nei ratti SRG inoculati con CA-MRSA, che erano paragonabili
alle lesioni nei pazienti con CA-MRSA; tali pelle umana lesioni nei ratti esposti crescita batterica
CA-MRSA (Fig. 6). L'inoculazione di CA-MRSA nello xenotrapianto di pelle umana nel modello
murino NSG a 10-12 settimane dopo il trapianto, supporta anche la crescita batterica (Figura 10

supplementare ).
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Discussione

I modelli di roditori sono le piattaforme principali per indagare su infezioni, lesioni e malattie
associate alla pelle umana '°>% . Sebbene i modelli di roditori forniscano informazioni sui
meccanismi delle malattie umane e sulla risposta / difesa dell'ospite contro gli agenti infettivi
associati alla pelle, esistono diverse limitazioni nei modelli di roditori 10.43" & ben noto che la
pelle umana presenta differenze strutturali significative rispetto alla pelle di roditori '*>** . Queste
differenze strutturali potrebbero svolgere un ruolo critico nelle interazioni pelle-microbi e nella
segnalazione immunitaria cutanea, con conseguenti differenze significative nella difesa
antimicrobica dell'ospite e nella risposta infiammatoria tra la pelle umana e quella dei roditori' *2 .

Queste differenze potrebbero anche avere un impatto significativo sulla traduzione dei risultati

meccanicistici dai modelli tradizionali di roditori all'uomo.

Nel tentativo di affrontare le differenze di specie tra i modelli tradizionali di roditori di malattie
della pelle umana e malattie della pelle negli esseri umani, abbiamo innestato pelle umana, tessuti
linfoidi autologhi e cellule staminali ematopoietiche autologhe in roditori immunodeficienti (ratti
SRG e topi NSG). La pelle umana innestata nei roditori immunodeficienti ha sviluppato una
struttura microanatomica che somigliava alla pelle umana adulta. Cheratinociti umani e fibroblasti
dermici, che facilitano lo sviluppo di epidermide e derma multistrato, rispettivamente, erano
presenti nella pelle umana sia dei ratti che dei topi umanizzati con hSIS. Per stabilire che lo
xenotrapianto di pelle umana su ratti immunodeficienti ¢ suscettibile agli agenti patogeni umani,
abbiamo infettato la pelle umana innestata con CA-MRSA tramite inoculazione intradermica. Lo
xenotrapianto di pelle umana nel modello di ratto hSIS supporta l'infezione da CA-MRSA. La
pelle umana nel modello murino umanizzato hSIS supporta anche l'infezione da CA-MRSA,
sebbene l'infezione sembri indurre una morte rapida entro tre giorni. Prince et al. hanno riferito
che 1 neutrofili umani ei macrofagi derivati dai monociti sono un bersaglio per la leucocidina
Panton-Valentine (PVL) associata a CA-MRSA in topi umanizzati con cellule immunitarie umane
e xenotrapianto di timo*®; quindi, una maggiore infiammazione potrebbe mediare le morti rapide.
Nel modello murino NSG umanizzato con hSIS, abbiamo osservato livelli facilmente rilevabili di
monociti / macrofagi umani nel sangue e nella pelle umana. Studi futuri studieranno le interazioni

tra le perturbazioni delle cellule immunitarie umane e CA-MRSA nella pelle infetta. Una
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limitazione del modello murino umanizzato con hSIS ¢ la breve finestra sperimentale (<2,5 mesi)
per l'infezione, poiché 1'essiccamento dello xenotrapianto di pelle umana (con conseguente
indurimento) e 1 primi segni di perdita di capelli murina (indicativo di malattia del trapianto
contro l'ospite ) sono evidenti circa cinque mesi dopo il trapianto. I ratti SRG umanizzati con hSIS
non mostrano segni di malattia da trapianto contro 'ospite, anche a nove mesi dopo il trapianto;

quindi,

Diverse popolazioni di leucociti mediano la risposta immunitaria umana; il modello murino
umanizzato hSIS supporta lo sviluppo di cellule immunitarie innate e adattive. Il sangue periferico
dei topi umanizzati con hSIS viene ricostituito con linfociti, granulociti, monociti, cellule
dendritiche e cellule natural killer. Inoltre, il modello murino umanizzato con hSIS supporta lo
sviluppo del timo umano e dei tessuti della milza. La presenza di questi tessuti linfoidi primari e
secondari umani, insieme allo sviluppo di cellule immunitarie innate e adattive, pud consentire a
questo modello di ricapitolare le risposte immunitarie umane antigene-specifiche de novo a
un'infezione della pelle. E interessante notare che il modello di ratto umanizzato con hSIS ha
mostrato una ricostituzione marginale delle cellule immunitarie umane nel sangue periferico,
nonostante 1'evidenza della ricostituzione delle cellule immunitarie umane nella pelle e nel timo
umani, cosi come la milza di ratto. Una variante transgenica del modello di ratto SRG, che
trasporta la proteina di regolazione del segnale umano alfa, un regolatore negativo della fagocitosi

dei macrofagi, potrebbe facilitare la ricostituzione delle cellule immunitarie umane nel sangue*” -

50

In sintesi, segnaliamo lo sviluppo di modelli di topo NSG umanizzato e di ratto SRG che
incorporano tessuto linfoide umano e pelle umana autologa a tutto spessore con cellule

immunitarie cutanee. I topi NSG umanizzati con hSIS e i ratti SRG potrebbero fornire un mezzo

per studiare le infezioni della pelle 27 »48>31+92,53,54.,55,56,57, 58,59, 60

Metodi

Costruzione di roditori umanizzati con pelle umana e sistema immunitario
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Roditori adulti (8-10 settimane) maschi e femmine gravemente immunodeficienti, vale a dire topi
del ceppo diabetico non obeso (NOD) (Jackson Laboratory, codice 005557) e ratti del ceppo
Sprague Dawley (SD) (Hera Biolabs), portatori di mutazioni nell'interleuchina -2 subunita gamma
del recettore (IL2RY), cosi come nella proteina chinasi, DNA-attivato, subunita catalitica
(PRKDC) (solo topi) o gene di attivazione della ricombinazione 2 (RAG2) (solo ratto) sono stati
ottenuti dal fornitore e allevati nel Struttura della divisione delle risorse animali da laboratorio
(DLAR) presso I'Universita di Pittsburgh. I tessuti fetali umani sono stati ottenuti dalla Health
Sciences Tissue Bank dell'Universita di Pittsburgh. I tessuti fetali umani per la costruzione di
roditori umanizzati sono stati manipolati e processati in condizioni di livello 2 di biosicurezza.
Roditori maschi e femmine sono stati myoablated tramite radiazioni gamma utilizzando
irradiatore di cesio-137, con topi che ricevono una dose di 150 rad e ratti che ricevono una dose di
500 rad. Topi maschi e femmine mioablati sono stati trapiantati con feto-timo umano, fegato e
milza nella capsula renale, CD34 autologo™ cellule staminali ematopoietiche (tramite iniezione
retroorbitale di 0,2 x 10 © cellule) ' e pelle fetale umana a tutto spessore sul pannicolo carnosus
del dorso asportato dalla pelle del topo °' > %293 | Ratti maschi e femmine Myoablated sono stati
trapiantati con fetale umano-timo e fegato nella capsula renale, autologhe CD34 * cellule
staminali ematopoietiche (mediante iniezione retroorbital di 0,5 x 10 ¢ cellule), e autologo cute
fetale umana tutto spessore (meno di quattro giorni vecchio) sul pannicolo carnosus del dorso
asportato di pelle di ratto ' -2>3 In alcuni casi, i roditori sono stati trapiantati solo con pelle
fetale umana a tutto spessore. I roditori sono stati alloggiati in condizioni prive di patogeni

specifici e alimentati con cibo irradiato e acqua autoclavata.

Ricostituzione delle cellule immunitarie e saggi funzionali

Per valutare la ricostituzione delle cellule immunitarie umane nei punti temporali indicati, il
sangue periferico ¢ stato raccolto dagli animali e 1 leucociti sono stati analizzati utilizzando la
citometria a flusso !’. In breve, il sangue periferico & stato raccolto dai roditori e miscelato con
acido etilendiamminotetraacetico (EDTA) 20 mM in un rapporto 1: 1 e 1 leucociti monocellulari
sono stati preparati tramite lisi dei globuli rossi utilizzando il tampone ammonio-cloruro-potassio
(ACK). Per valutare la ricostituzione immunitaria umana nello xenotrapianto di pelle umana nel

modello murino umanizzato hSIS, il tessuto cutaneo umano ¢ stato asportato da un topo
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umanizzato hSIS. I campioni di pelle sono stati tagliati in piccoli e digeriti con collagenasi. Il
derma ¢ stato separato dall'epidermide ed ¢ stata creata una sospensione monocellulare di tessuto
dermico utilizzando un dissociatore gentleMACS (Miltenyi Biotech). I tessuti epidermici sono
stati sottoposti a tripsinizzazione per ottenere una sospensione unicellulare. e sospensioni
monocellulari sono state colorate con un kit di colorazione delle cellule morte Aqua Fixable LIVE
/ DEAD (ThermoFisher Scientific) e anticorpi coniugati con fluorocromo (anti-topo CD45-
BioLegend Cat. No. 103126, anti-human CD45-BioLegend Cat. No. 304014 ), fissato con
formalina e analizzato su un analizzatore cellulare BD LSRFortessa ™ — citometro a flusso (BD
Biosciences). I dati sono stati analizzati utilizzando il software FlowJo (Dako). I leucociti sono
stati selezionati in base alle misurazioni della dispersione frontale e laterale. Leucociti unicellulari
e Vivi sono stati selezionati per ulteriori analisi della percentuale di leucociti umani (anti-CD45
umano I leucociti sono stati selezionati in base alle misurazioni della dispersione in avanti e
laterale. Leucociti unicellulari e vivi sono stati selezionati per ulteriori analisi della percentuale di
leucociti umani (anti-CD45 umano I leucociti sono stati selezionati in base alle misurazioni della
dispersione frontale e laterale. Leucociti unicellulari e vivi sono stati selezionati per ulteriori
analisi della percentuale di leucociti umani (anti-CD45 umano* , hCD3 * ,hCD4 * ,CD8 * ,
hydTCR * ,hCD19 * ,hCD14 * ,hCD16 * ,hCD66b * ) e leucociti di topo (anti-mouse CD45 ).
L'analisi delle varie popolazioni e sottoinsiemi di cellule immunitarie umane ¢ stata controllata sui
leucociti umani. Le cellule T umane sono state anche isolate dal tessuto del timo in ratti SRG
umanizzati tramite selezione immunomagnetica utilizzando un anticorpo anti-CD3 umano
(EasySep ™ Human CD3 Positive Selection, n. Catalogo 17951, Stemcell Technologies) e trattate
senza (veicolo) o con Gibco ™ Dynabeads ™ Attivatore T umano CD3 / CD28 (Cat. No.
111.61D, ThermoFisher Scientific) in presenza di IL2 ricombinante e BD GolgiPlug (BD
Biosciences) per 12 h. L'espressione delle citochine umane (hTNFa e hIFNvy) nelle cellule T
umane ¢ stata analizzata utilizzando l'analizzatore di cellule BD LSRFortessa ™ — citometro a

flusso (BD Biosciences), ei dati sono stati analizzati utilizzando il software FlowJo (Dako).

Analisi delle cellule immunitarie grossolane [ in situ

L'analisi complessiva dei tessuti ¢ stata eseguita utilizzando una fotocamera (8 megapixel), con gli

animali sottoposti a eutanasia o anestetizzati prima della fotografia. Campioni di tessuto indicati
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da roditori umanizzati o umani (pelle umana adulta di un maschio di 77 anni, BioChain, numero
di catalogo: T2234218 o pelle del seno di una femmina adulta, Repository di biospecimazioni
dell'Universita di Pittsburgh), sono stati fissati con formalina e, successivamente, incorporati in
paraffina. Le sezioni fisse incluse in paraffina sono state colorate tramite ematossilina ed eosina o
tramite anticorpi umani indicati '’(anti-human CD45-Biocare Medical Cat. No. CME PMO16AA;
anti-human CD3-Biocare Medical Cat. No. CME 324 A, B, C; anti-human CD68-Biocare Medical
numero di catalogo CM 033 A, B, C ; anti-human CD20-Biocare Medical numero di catalogo
ACR 3004 A, B; anti-human alfa-actina muscolare liscia; anti-pan citocheratina, clone AE1 /
AE3, numero di catalogo Biocare Medical SKU: 011; anti-fibroblasti umani, clone TE7 , Numero
di catalogo Millipore Sigma CBL271; anti-human CD207, numero di catalogo Dendritics:
DDX0362). L'immunoreattivita degli anticorpi ¢ stata determinata mediante incubazione con

substrato DAB (MACH 2 Detection Kit, Biocare Medical) e controcolorazione con ematossilina.

Infezione da CA-MRSA nella pelle umana nei roditori immunodeficienti

Gli xenotrapianti di pelle umana sui roditori immunodeficienti (ratti SRG e topi NSG) sono stati
inoculati con CA-MRSA USA300 * tramite iniezione intradermica con 1 x 10 ® CFU per i ratti e
1 x 10 % CFU per i topi; roditori non trapiantati sono stati inoculati tramite iniezione sottocutanea
allo stesso dosaggio. Dopo tre giorni, porzioni di pelle umana o di roditore di uguale peso sono
state asportate e la carica batterica ¢ stata determinata in base al numero di unita formanti colonie
(CFU); 1l ceppo batterico CA-MRSA ¢ stato confermato tramite reazione a catena della

polimerasi (PCR).

Approvazione etica

Tessuti fetali umani deidentificati all'eta gestazionale di 18-20 settimane sono stati ottenuti da
interruzione della gravidanza indicata dal punto di vista medico o elettivo tramite il Magee-
Womens Hospital of the University of Pittsburgh Medical Center (UPMC), con 1'Universita di
Pittsburgh, Health Sciences Tissue Banca. Il consenso informato scritto delle donatrici materne ¢
stato ottenuto in tutti i casi, in base a un protocollo rivisto e approvato dall'Institutional Review
Board (IRB) dell'Universita di Pittsburgh; linee guida approvate e regolamenti federali / statali

sono stati rispettati per tutte le procedure. L'uso di tessuti fetali umani deidentificati per costruire
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roditori umanizzati ¢ stato riesaminato e approvato dall'ufficio IRB dell'Universita di Pittsburgh.
L'uso di tessuti fetali umani de-identificati non ha costituito la ricerca su soggetti umani come
definito dai regolamenti federali [45 CFR 46. 102 (d o f) e 21 CFR 56.102 (c), (e) e (1)]. L'uso di
cellule staminali ematopoietiche derivate dal fegato fetale umano ¢ stato esaminato e approvato
dall'Human Stem Cell Research Oversight (hRSCRO) presso I'Universita di Pittsburgh. L'uso di un
agente biologico (CA-MRSA), DNA ricombinante e animali transgenici sono stati esaminati e
approvati dal Comitato Istituzionale di Biosicurezza (IBC) presso 1'Universita di Pittsburgh. Tutti
gli studi sugli animali / protocolli sperimentali sono stati esaminati e approvati dal Comitato
istituzionale per la cura e 1'uso degli animali presso 1'Universita di Pittsburgh e sono stati condotti
seguendo le linee guida approvate, che aderiscono alle linee guida NIH per l'alloggiamento e la
cura degli animali da laboratorio. L'uso di cellule staminali ematopoietiche derivate dal fegato
fetale umano ¢ stato esaminato e approvato dall'Human Stem Cell Research Oversight (hNSCRO)
presso 1'Universita di Pittsburgh. L'uso di un agente biologico (CA-MRSA), DNA ricombinante e
animali transgenici sono stati esaminati e approvati dal Comitato Istituzionale di Biosicurezza
(IBC) presso 1'Universita di Pittsburgh. Tutti gli studi sugli animali / i protocolli sperimentali sono
stati esaminati e approvati dal Comitato istituzionale per la cura e l'uso degli animali presso
I'Universita di Pittsburgh e sono stati condotti seguendo le linee guida approvate, che aderiscono
alle linee guida NIH per l'alloggiamento e la cura degli animali da laboratorio. L'uso di cellule
staminali ematopoietiche derivate dal fegato fetale umano ¢ stato esaminato e approvato
dall'Human Stem Cell Research Oversight (hSCRO) presso 1'Universita di Pittsburgh. L'uso di un
agente biologico (CA-MRSA), DNA ricombinante e animali transgenici sono stati esaminati e
approvati dal Comitato Istituzionale di Biosicurezza (IBC) presso 'Universita di Pittsburgh. Tutti
gli studi sugli animali / 1 protocolli sperimentali sono stati esaminati e approvati dal Comitato
istituzionale per la cura e 1'uso degli animali presso 'Universita di Pittsburgh e sono stati condotti
seguendo le linee guida approvate, che aderiscono alle linee guida NIH per 1'alloggiamento e la
cura degli animali da laboratorio. e animali transgenici sono stati esaminati e approvati dal
Comitato Istituzionale di Biosicurezza (IBC) presso 1'Universita di Pittsburgh. Tutti gli studi sugli
animali / 1 protocolli sperimentali sono stati esaminati e approvati dal Comitato istituzionale per la
cura e l'uso degli animali presso 1'Universita di Pittsburgh e sono stati condotti seguendo le linee
guida approvate, che aderiscono alle linee guida NIH per I'alloggiamento e la cura degli animali

da laboratorio. e gli animali transgenici sono stati esaminati e approvati dal Comitato Istituzionale
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di Biosicurezza (IBC) presso I'Universita di Pittsburgh. Tutti gli studi sugli animali / 1 protocolli
sperimentali sono stati esaminati e approvati dal Comitato istituzionale per la cura e 1'uso degli
animali presso I'Universita di Pittsburgh e sono stati condotti seguendo le linee guida approvate,

che aderiscono alle linee guida NIH per 1'alloggiamento e la cura degli animali da laboratorio.

Disponibilita dei dati

I set di dati generati durante e / o analizzati dagli autori durante questo studio sono disponibili

presso l'autore corrispondente su ragionevole richiesta.
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