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1995: Kim e Tseng riportano per la prima volta l’impianto di Membrana 
Amniotica umana (hAM) crioconservata per la ricostruzione di superfici 
corneali in modelli animali

INTRODUZIONE

Dal 2000 ad oggi: analisi degli effetti del processo di conservazione sulle 
proprietà in vivo della hAM

- crioconservazione
- congelamento
- omogeneizzazione
- liofilizzazione
- sterilizzazione



2000: Koizumi et al. Presenza di EGF, TGF-α, KGF, HGF, bFGF, TGF-β1, TGF-
β2, TGF-β3, KGFR, HGFR tramite RT-PCR ed Elisa test su hAM preservata a 
-80°C 30 gg 

2004: Nakamura at al. analizza in vitro e in vivo caratteristiche fisiche, 
immunoistochimiche e morfologiche di hAM liofilizzata 

2005: Bonci et al. analizza l’efficacia in vivo di una sospensione derivata da 
hAM omogeneizzata 

2008: Rodriguez-Ares et al. valuta in vitro e in vivo gli effetti della 
liofilizzazione e della crioconservazione su hAM in termini di caratteristiche 
istologiche e fattori di crescita

2010: Lim et al. confronta proprietà biologiche ed ultrastrutturali di un 
prodotto, commercialmente disponibile, di hAM decellularizzata e deidratata 
con quelle di hAM criopreservata 

INTRODUZIONE



SCOPO DELLA RICERCA

Caratterizzare in vitro una sospensione di 
tessuto derivata da hAM congelata, liofilizzata, 
polverizzata e sterilizzata (in termini di 
proteine totali e fattori di crescita) 



MATERIALI E METODI 

Isolamento

-45°C, 0,05 mBarr, 14 ore  → Dried-hAM

25 KGy, → Irradiated-hAM

1g/mL –80°C in DPBS → Frozen-hAM

3’, previo rafreddamento in azoto liquido 
→ Powdered-hAM

γ Irraggiamento

Polverizzazione

Congelamento

Liofilizzazione



MATERIALI E METODI 

Risospensione in DPBS → 10000 g 15’ 4°C → supernatante

Congelamento
Liofilizzazione
Polverizzazione
γ Irraggiamento

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

EGF
HGF
KGF
bFGF
TGF-β1

Bradford Protein Assay: 
quantificazione delle proteine totali



PROTEINE TOTALI

• Il campione congelato (F-hAM) mostra un rilascio di proteine totali nella 
sospensione di tessuto maggiore rispetto al campione liofilizzato (D-hAM) e 
polverizzato (P-hAM).

• La polverizzazione favorisce il rilascio di proteine totali rispetto alla sola 
liofilizzazione.

F-hAM: congelato (Frozen hAM)
D-hAM: liofilizzato (Freeze Dried-hAM)
P-hAM: polverizzato (Powdered-hAM)



FATTORI DI CRESCITA: METODI A CONFRONTO

F-hAM: congelato (Frozen hAM)
D-hAM: liofilizzato (Freeze Dried-hAM)
P-hAM: polverizzato (Powdered-hAM)



% ABBATTIMENTO FATTORI DI CRESCITA

F-hAM: congelato (Frozen hAM)
D-hAM: liofilizzato (Freeze Dried-hAM)
P-hAM: polverizzato (Powdered-hAM)

+15% +11% +16%

+91%+85%



EFFETTO DELL’IRRAGGIAMENTO

• L’irraggiamento non ha effetti sulla degradazione di EGF e, 
conseguentemente, sul contenuto della proteina.

P-hAM: polverizzato (Powdered-hAM)
I-hAM: irradiato (Irradiated-hAM)



DISCUSSIONE

• La liofilizzazione e la polverizzazione hanno un effetto negativo sul rilascio 
nella sospensione di tessuto di proteine totali e dei fattori di crescita 

• La polverizzazione favorisce il rilascio di proteine totali e dei fattori di 
crescita rispetto alla sola liofilizzazione

• La polverizzazione favorisce il rilascio di EGF rispetto al congelamento



DISCUSSIONE

• Le differenze osservate sono intrinsecamente dipendenti dal metodo di 
preparazione della hAM: il processo di polverizzazione può essere un modo 
per incrementare fortemente il rilascio delle proteine nella sospensione

• La caratterizzazione prodotta non è un indice di predittività dell’efficacia 
della sospensione, ma rappresenta un punto di partenza in termini di 
composizione del prodotto biologico



GRAZIE A TUTTI PER L’ATTENZIONE!



RUOLO DEI FATTORI DI CRESCITA 
NELLA RI-EPITELIZZAZIONE CORNEALE

EGF ruolo nelle interazioni (di cellule

FGFb epiteliali e mesenchimali) coinvolte

TGF-β1 nella guarigione

HGF prodotti dalle cellule mesenchimali

KGF accelerano la riepitelizzazione per azione 

paracrina



EGF mitogeno

TGF-β1 Stimola la sintesi di proteine della matrice extracellulare
Incrementa la sintesi degli inibitori delle proteasi
Up regola le molecole di adesione cellulare 
Sopprime la sintesi delle proteasi di degradazione della 
matrice
Controlla l’attività dei fibroblasti

FGFb

HGF

KGF

RUOLO DEI FATTORI DI CRESCITA 
NELLA RI-EPITELIZZAZIONE CORNEALE



CONGELAMENTO: EFFETTO DEL CRIOPROTETTORE

• Il crioprotettore (DMSO) nella fase di congelamento non ha effetti sul 
contenuto di EGF.

FS-hAM:  congelato per uso chirurgico (1g/mL in 80% DMEM, 10% albumina umana, 10% DMSO) 
Frozen for Surgical use- hAM

F-hAM: congelato (1g/mLin DPBS) Frozen hAM




