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ABBREVIAZIONI
AECs= Amniotic Epithelial Cells (Cellule Epiteliaimniotiche)
AFSCs= Amniotic Fluid Stem Cells (Cellule staminddi liquido amniotico)
AMSCs=Amniotic Mesenchymal Stem Cells (Cellule Stzti Mesenchimali da
membrana amniotica)
ANOVA= Analisi di Varianza
APC= Antigen-Presenting Cell (Antigene cellulare)
APGAR= Appearence (Colore delle mucose), Pulse g(feeza Cardiaca), Grimace
(Presenza dei riflessi), Activity (Tono MuscolarBgspiration (Frequenza Respiratoria).
ASCs = Adult Stem Cells (Cellule Staminali Adulte)
BMMSCs= Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells (Cellsd@minali mesenchimali da
midollo osseo)
CD-= Cluster of Differentiation molecule (Molecoledifferanziazione cellular)
CD= Cell Doubling (numero di duplicazioni cellulari
CMSCs= Chorion Mesenchymal Stem Cells (Cellule stafhmesenchimali da corion)
CT= Colture Time (tempo di coltura cellulare)
DMEM= Dulbecco’'s Modified Essential Medium (Mediurkssenziale Modificato
secondo Dulbecco)
DT= Doubling Time (tempo di duplicazione cellulare)
EDTA= EthyleneDiaminoTetracetic Acid (Acido EtilerdninoTetracetico)
EGCs= Embryo Germinal Cells (Cellule Germinali Erabali)
ESCs= Embryo Stem Cells (Cellule Staminali Embrigpna
FACS=Fluorescece-Activated Cell Sorting (separazionkileehttivate con fluorescenza)
FBS = Fetal Bovine Serum (siero fetale bovino)

FITC= Fluorescein IsoThioCyanate (Fluoresceina isGianato)



G= Gauge

g=Gravity (accelerazione di gravita)

GFP=Green Fluorescent Protein (Proteine Fluoresendi)

GVHD= Graft Versus Host Desease (Malattia del &afm contro I'ospite)

HLA= Human Leukocyte Antigen (antigene leucocitarmmano)

HSCs= Hempoietic Stem Cells (Cellule Staminali Eoiepiche)

hTGF{$1= human Transforming Growth Fact@d (Fattore di crescita trasformante
umano)

ICM=Inner Cell Mass (Massa Cellulare Interna)

ITS = Insulina-Transferrina-Selenio

LA=Liquido Amniotico

MSCs= Mesenchymal Stem Cells (Cellule Staminali é&hesimali)

Nt = numero finale di cellule

Ni = numero iniziale di cellule

Oct-4= Octamer-4

PBMSCs= Peripheral Blood Mesenchymal Stem Celldl{{gestaminali mesenchimali
isolate da sangue periferico)

PBS = Phosphate Buffered Solution (Soluzione saéingponata)

PCR = Polymerase Chain Reaction (reazione a cdtdleapolimerasi)
PRP=Platelet Reached Plasma (Plasma arricchitpiestrine)

Rpm= Rotazioni per minuto

SSEA= Stage Specific Embryonic Antigen (antigenbromale stadio-specifico)
TCM199 = Tissue Culture Medium 199 (terreno petuwral tissutale 199)

VEGF=Vascular Endothelial Growth Factor (fattoreciscita vascolare endoteliale)



INTRODUZIONE

Nell'ultimo decennio la ricerca sulle cellule stamali € divenuta un’area di grande
interesse data la potenziale applicazione in mealidgenerativa. La possibilita di riparare
organi danneggiati o di creanre vitro tessuti da trapiantare € oggi ormai una realta. La
cura della salute degli animali domestici, comeatlay cane e gatto, e i relativi prodotti
utilizzati per preservarne la salute e la longewitnno un forte impatto economico in tutto
il mondo. In particolare l'industria equina fruttgni anno 300 bilioni di dollari in tutto il
mondo (Grahaman 2003). Nonostante gli ingenti isicasgni anno vengono spesi nel
mondo circa 6.5 bilioni di dollari a seguito diurai e malattie di questi animali (Graham
2003). Oltre il 5% dei cavalli da corsa va incordrtesioni tendinee e legamentose durante
la propria carriera sportiva e solo il 25-50% desfii pu0 essere nuovamente utilizzato
dopo tali danni (Perkins 2005). Anche animali denpagnia come cani e gatti hanno un
grosso impatto economico, e ancor piu affettiva. qgesti motivi la medicina rigenerativa
sta suscitando un sempre maggiore interesse anchmbito veterinario, in particolare
perché, rispetto alle metodiche tradizionali, gérabbe un minor periodo di ricovero e
una maggior possibilita di recupero, portando aeienmaggiori sia per I'animale che per
I'economia (Tayfur Tecirlioglu 2007). Patologie nioche, neoplasie e lesioni sono spesso
di grave entita negli animali da compagnia ed imtipalare in soggetti anziani, i cui
proprietari sempre piu spesso richiedono nuovitesopffisticati trattamenti e strategie di
prevenzione. Tali patologie, cosi come patologetligarie 0 spontanee trovano riscontro
anche nelluomo: per esempio sono circa 95 le pgielgenetiche nell’equino, 220 nel
cane e 137 nel gatto che hanno un’elevata anatogigatologie genetiche umane (Online
Mendelian Inheritance in Animals 2007). Gli animdibmestici, sono quindi modelli

eccellenti per lo studio e I'applicazione della neeth rigenerativa alla prevenzione e cura



di patologie umane, molto piu di quanto non lo sigopo, utilizzato fino ad ora. In
particolare il cane puo essere preso quale modello studio di patologie cardiache (Vela
et al 2009) o spinali (Hiyama et al 2008); il gativece puo essere utilizzato per lo studio
di patologie virali o ereditarieMartin et al., 2002Jnentre il cavallo € il miglior modello per
patologie muscolo-scheletriche, quali osteoarttig si verificano spesso sia nella specie
equina che umana (Frisbie e Mcllwraith 2000; Kodbetts 2007).

Le fonti di cellule staminali piu utilizzate finoguesto momento, in queste specie,
sono rappresentate dal tessuto adiposo e dal mideieo. Entrambe, pero, presentano
diversi inconvenienti che potrebbero essere supezatiperando cellule staminali dai
cosi detti “tessuti di scarto”, ovvero quelli chenncomportano un prelievo dall’animale
invivo, evitando in tal modo procedure invasive sugliaaii.

In questo studio sono stati messi a punto protoabllisolamento di cellule
staminali mesenchimali da midollo osseo, tessuipogd, da sangue cordonale, gelatina
di Wharton e liquido amniotico nella specie equiNalla specie felina € invece stato
messo a punto un protocollo di isolamento di celsthminali mesenchimali da liquidi ed
invogli fetali. Per tutte le linee cellulari stutkasi € provveduto a verificarne la capacita
differenziativa in senso osteogenico, condrogeri@dipogenico e si & provveduto alla
caratterizzazione molecolare. Le cellule isolaterddollo osseo e tessuto adiposo sono
state utilizzate per il trattamento di lesioni teredin cavalli sportivi, mentre le cellule
isolate da liquido amniotico di cavallo sono statpiegate per il trattamento di piaghe

cutanee in un puledro setticemico.



PARTE GENERALE

1. L E CELLULE STAMINALI

1.1 Definizione e classificazione

Il termine di cellula staminale fu coniato per lanm volta nel diciannovesimo
secolo da Edmund Beecher Wilson che utilizzo tatenine quale sinonimo di cellula
germinale primordiale mitoticamente quiescente $dfil 1896). Nel 2000, Gehron e
Robey e Watt et al definirono le cellule stamingliali cellule immature o non
differenziate clonogeniche, ovvero in grado di pmod identiche cellule figlie.
L’autorinnovamento di queste cellule puo perpeiuamnfnitamente oppure per un
periodo di tempo limitato (Weissman 2000), risultarin una notevole amplificazione
del numero di cellule staminali. Caratteristica yliece della cellula staminale e la
divisione ineguale, che consiste nella formazioneetlule figlie, di cui una sara cellula
staminale e una, progredendo nel processo di @olugara precursore e perdera
progressivamente la capacita di proliferare (Ceelaral 2007). Questa cellula puo
moltiplicarsi e differenziarsi in fenotipi cellulache a loro volta danno origine ad una
progenie con diminuito potenziale differenziativino alla formazione di cellule
differenziate mature (Baksh et al 2004: Ryan &0&l5; Weissman 2000).

In cima alla piramide delle cellule staminali chsolo zigote e i discendenti delle
prime tre divisioni cellulari. Queste cellule sorwsi detteotipotenti, perché in grado di
formare un intero individuo e i trofoblasti delllapenta (Alison et al 2002; Fortier 2005;
Lee e Hui 2006). Dopo circa quattro giorni, all@addb embrionale di otto cellule, i

singoli blastomeri riducono il proprio potenzialéferenziativo, iniziano a formare la
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blastocisti caratterizzata da un accumulo di celichiamato embrioblasto o inner cell
mass (ICM), cellule da cui si sviluppa I'embrioriee cellule dell’embrioblasto sono
considerate cellul@luripotenti, ovvero cellule in grado di dare origine a quaiet le
linee cellulari dei tre foglietti germinali, ma chen possono formare un embrione in toto
poiché non sono in grado di dare origine a placentassuti di supporto (Conley et al
2004).

Molti tessuti adulti hanno invece al loro internellale staminalimultipotenti,
ovvero cellule in grado di produrre un numero latot di linee cellulari, appropriate alla
loro collocazione (Lee e Hui 2006). Alla base dglleamide si trovano invece le cellule
staminaliunipotenti, cellule in grado di generare solo una specificad cellulare e la

cellula matura che ne deriva e defimtalipotente (Cedar et al 2007).

TAOFOBLASTO!
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Fig.1.:Classificazione delle cellule staminali in basel@b potenziale differenziativo
(Gianaroli et al 2009)

1.2 Staminalita e caratteristiche fondamentali di unacellula staminale
La definizione di cellula staminale e staminalitaireé costante evoluzione; le

principali caratteristiche di una cellula staminaéessono perd essere cosi riassunte:
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1. Le cellule staminali sono cellule in grado di antantenersi dando origine,
ad ogni divisione cellulare, ad una cellula stad@reaun precursore cellulare (Cedar et al
2007) (Fig.2). Come riportato precedentemente, smilole clonogeniche e in grado di
andare incontro a differenziazione in una o piadicellulari (plasticita);

2. Le cellule staminali si trovano in microambienticcehie (niches), che,
attraverso la presenza di citochine e fattori dsdrizioni, interazioni cellula-cellula e
cellula-matrice ne impediscono l'eccessiva proéigone e la trasformazione in cellule
cancerogene. Grazie ai microambienti viene inadwatrollata la produzione di cellule
progenitrici e stimolata la riparazione tissutalgagdo necessaria (Moore e Lemischka
2006) (Fig.2). Al momento si presume che la nidaenthale sia presente in diversi tessuti
tra cui il midollo osseo, cervello, fegato, epidate; muscolo scheletrico, tratto
gastrointestinale, pancreas, occhi, sangue e pEptale, mentre sembrano essere assenti
nel tessuto cardiaco (Hipp et al 2008);

3. Le cellule staminali costituiscono una minima pataale delle cellule di un
organismo. Per esempio Bjerknes e Cheng (1999)aliarono che nel piccolo intestino di
topo sono 4-5 le cellule staminali presenti in mel vicino alla base della cripta. Allo
stesso modo, nel muscolo scheletrico sono circa%l mentre nel midollo osseo la
percentuale e dello 0.001-0.01% sul totale di &ellmononucleate isolate mediante
gradiente di Ficoll (Pittenger et al 1999; Marttra€2002);

4. Le cellule staminali hanno un ciclo cellulare lentba sono altamente
clonogeniche, come dimostrato da Wright (2000) tidanente alle cellule staminali

intestinali.
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Fig.2: Panoramica semplificata del destino della celitégaminale. (Vats et al 2002)

La staminalitdA pu0 essere determinata tramite reéifieazione in vitro,

determinazione di antigeni di superficie, determioae dell’espressione genica e proteica.

1.2.1 Determinazione mediante differenziazione

La possibilita differenziativa delle cellule staminé stata ampiamente studiata in
vitro e la maggior parte degli Autori considera dstrata la staminalita di una linea
cellulare qualora vada incontro alla differenzia®an almeno tre differenti tipi cellulari:
osteociti, condrociti e adipociti.

La differenziazione in senso osteogenico vienedtam dall’aggiunta al medium di
coltura 0.1uM di desametazone, 5MM di acido ascorbico (Mizuno e Hyakusoku, 2003).
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L'avvenuta differenziazione puo essere dimostratadiante quantificazione
dell'espressione del gene Runx2, gene che regosdebgenesi, oppure istologicamente
puo essere valutato I'incremento della attivitaladdbsfatasi alcalina o I'aumentato
deposito di sali di calcio mediante colorazion&dn Kossa o Alizarin Red (Pittinger et al
1999) Alla base della prima colorazione vi € una reazidhesostituzione. Le cellule
vengono trattate con una soluzione di nitrato dieato; I'argento cationico presente in
soluzione si sostituisce al calcio nel sale origméormando un sale d’ argento che viene
evidenziato riducendo I' argento ione ad argenttaitieo. La reazione € la seguente:

CaCQ+ AgNO,= Ag,CO,+ Ca(NQ),
Ag,CO,+ 2H, =2Ag + HO + CQ,

| sali di calcio in grado di reagire con il nitratb argento sono: il carbonato, il
fosfato, I' ossalato, il solfato, I' urato, il charo, il solfocianuro. Poiché il calcio € presente
nei tessuti dei mammiferi essenzialmente sotto & calcio carbonato e fosfato il
metodo €& da considerarsi idoneo a rilevarne laepms anche in cellule staminali
sottoposte a differenziazione osteogenica. | dépdiscalcio sono evidenziati dal colore
nero. L’Alizarin Red, antrachinone derivato, formman il calcio un complesso mediante
processo di chelazione, dando una colorazionefrangente. Tale molecola pero puo
andare incontro a reazione anche con magnesio, anagsg, bario, stronzio e ferro,
presenti pero solitamente in concentrazioni insidfiti per creare artefatti.

La differenziazione in senso condrogenico vienédauknte effettuata in pellet, con
medium addizionato con 6.2%/ml di insulina, 50 nM di acido ascorbico, QuM di
desametazone, 10 ng/ml hT@E-e 1% FBS (Mizuno e Hyakusoku, 2003). L'avvenuta
differenziazione pud essere valutata mediante m@tezione dell’espressione del gene
SOX9 oppure mediante istologia con colorazione éicBlu o Safranin O (Chang et al

2006). L’ Alcian blue, gruppo di coloranti basialwalenti, in soluzione di acido acetico
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al 3% (pH 2,5), colora sia i mucopolisaccaridi acigolfati che carbossilati
(glicosamminoglicani) e le sialomucine solfate e rboasilate (glicoproteine);
probabilmente forma legami salini con il gruppodacidei mucopolisaccaridi acidi. Il
colore blu & dovuto alla presenza di rame nellaegwé. La colorazione con Safranin O,
invece, colora da arancione a rosso mucine e glmosglicani.

La differenziazione adipocitica viene invece indattediante aggiunta al medium di
coltura di siero di coniglio al 15%, M di desametazone, 0.5 mM di isobutil-
metilxantina, 10 mM di insulina, 0.2 mM di indomeitaa, (Mizuno e Hyakusoku 2003;
Koch et al 2007). Per determinare l'effettiva difieziazione in senso adipogenico delle
cellule pud essere utilizzata la determinazione glmhe PPAR oppure puo essere
impiegata la colorazione Oil Red O che, basanddfa snaggiore solubilita del colorante

in sostanze lipidiche che in solventi, colora isswi depositi lipidici.

2 RN

X.
‘,__‘*" ;-'I' I"-_ - = iz w-
osteociti adipociti condrociti

Fig.3: Differenziazion e cellulare. Modificato da wwwgsiaaldrich.com

1.2.2 Determinazione mediante antigeni di superficie
Tutte le cellule di un organismo sono caratterezdtlla presenza sulla loro
superficie di proteine specializzate, dette recetio grado di legare o aderire ad altre

molecole di segnale. Esistono numerosi recettdferdinti per struttura e per i tipi di
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molecole a cui si vanno a legare. Solitamente lleleeutilizzano tali proteine di superficie
per comunicare con altre cellule adiacenti ed eami le loro proprie funzioni
nell'organismo. Gli stessi recettori di superfigeno presenti sulle cellule staminali; tali
recettori sono stati denominati in base alle mdee@mn cui entrano in legame e sono
spesso utilizzati per indicare uno specifico tipoallula staminale (Jackson et al 2001).
Da diversi anni e stato sviluppato un metodo dexeinazione di tali recettori che
prevede il legame di questi con molecole fluoreBcgunalora vengano attivate da un
raggio laser. Oggi i ricercatori hanno a disposizimumerosi markers che emettono luci
differenti per colore ed intensita. Una delle matbd maggiormente impiegate per la
lettura di tali emissioni prevede I'impiego di uitofluorimetro ed é dettdluorescece-
Activated Cell Sorting (FACS) (Bonner et al 19724erzenberg e De Rosa 2000) (Fig.4). |
ricercatori utilizzano spesso tale metodica pemlassp le cellule staminali da un pool di
cellule e per confermarne la staminalita. Ad oggic pochi i markers disponibili per
cellule di origine animale percio nella maggiortpadei casi vengono impiegati markers
umani che potrebbero pero falsare una eventualativgg a causa di una mancata cross

reazione.
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Le cellule in sospensione
vengono marcate conmarkers
flucrescenti specifici per cellule
stamninali indifferenziate
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Fig.4: Descrizione della metodica Fluorescence-Activatedll Sorting (FACS).
Modificato da http://stemcells.nih.gov

Una seconda metodica invece consiste nel visuatizd@missione di luce
fluorescente al microscopio. Tale tecnica & uiazsoprattutto per identificare la presenza
di cellule staminali all'interno dei tessuti e peele la preparazione di una sottile porzione
di tessuto e la marcatura delle cellule con marKeescenti che una volta attivati da

speciali fasci di luce e da reazioni chimiche earatino luci visibili al microscopio.
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1.2.3 Determinazione mediante espressione genica e gaotei

Tecniche genetiche e biologiche vengono ampiametiliezate per studiare come
una cellula allinterno dellorganismo si specializ Per questo i ricercatori hanno
identificato geni e fattori di trascrizione (proteiche si trovano all'interno della cellula e
regolano [lattivita genica) che sono specifici deltellule staminali. La tecnica
maggiormente impiegata € la reazione di polimerzaee a catenaPplymerase chain
reaction, PCR); grazie a questa € possibile determinare la peasdi uno specifico gene
che e attivo e gioca un importante ruolo nel gwdar differenziazione cellulare. Negli
ultimi anni anche in medicina veterinaria questaitea di determinazione della staminalita
sta assumendo sempre maggiore importanza (Tay&R2€07).

Recentemente i ricercatori hanno applicato all'grggia genetica I'utilizzo della
fluorescenza, inserendo all'interno di cellule staath geni chiamati proteine fluorescenti
verdi (Green Fluorescent Protein) o GFP (Eiges et al 2001). Tali geni si attivancosol
quando la cellula é indifferenziata, mentre si timaho una volta verificatasi la
differenziazione. Una volta attivati i geni indzemo la cellula staminale verso la
produzione di una proteina fluorescente di coloeedg (Fig.5). L'importanza di questa
metodica e dovuta al fatto che grazie ad essa e&ilpes verificare I'avvenuta

differenziazione di cellule staminali una volta i@tatein vivo in tessuti danneggiati.
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Cellule differenziate

Cellule Indifferenziate

Fig.5: Cellule staminali trattate con GFP. Modificato da
http://stemcells.nih.gav

1.3 Cellule staminali embrionali

Le cellule staminali embrionali (ESCs) vengono aselda embrioni allo stadio di
blastocisti (Martin GR 1981; Thomson 1998); in mafare e I'embrioblasto ad essere
ricco di cellule staminali, mentre il trofoblastbeclo circonda € in grado di portare alla
formazione dei soli annessi embrionali. Cellulenstali embrionali sono anche state
isolate con successo dalle gonadi di feti di 5-dffirmane e sono state denominate cellule
embrionali germinali (EGCs); con il progredire deflviluppo tali cellule porteranno allo
sviluppo di oociti e spermatozoi (Matsui et al 1p9Pe ESCs e EGCs sono cellule
pluripotenti in grado di generara vivo e in vitro tutte le linee cellulari fetali ed adulte
(Wiles e Johansson 1999) (Fig.6).
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Gastrula germinali

Zigote Elastocisti

Mesoderma
! + v .
muscolo muscolo  tubuli globuli  muscolo alveolociti cellule  cellule
cardiacoe  scheletrico renali rossi liscio tirvidee  pancreas

Fig.6: Origine e possibile sviluppo di cellule staminatitarionali.
Modificato da http://stemcells.nih.gov

Le ESCs sono in grado di andare in contro in Vitro a 300 duplicazioni, mentre le
EGCs possono proliferare solo per 80 duplicazidhiomson et al 1998). Tale differenza
sembra essere imputabile ad alti livelli dell'atévtelomerasica che persiste nelle ESCs
(Odorico et al 2001). | telomeri sono regioni nadificanti che costituiscono I'estremita
dei cromosomi lineari eucarioti, contenenti unausga ripetuta centinaia di volte (es. nei
mammiferi € AGGGT). L'enzima telomerasi ha la flor@ di aggiungere sequenze di basi
all'estremita dei cromosomi, impedendo cosi il lprogressivo accorciamento man mano

che la cellula va in contro a divisione (Wrightlea$ 2002).
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Fig.7: Telomeri. Modificato da http://stemcells.nih.gov

Negli animali la telomerasi € un enzima altameagwlato, la cui massima attivita si
registra appunto nelle prime fasi dello sviluppgagpoi scemando con la senescenza.
Oltre che dalla dimostrazione della pluripotentdaé capacita replicativa pressoché

infinita, le cellule staminali embrionali sono stataratterizzate utilizzando specifici

markers di superficie e molecolari (Tab.1).
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Nome del Marker

Significato

Fosfatasi alcalina

L'elevata espressione di questo enzima e assoaiatallule
indifferenziate pluripotenti

%%S?Eg; Des'gnat'on'SJRecettore di superficie specifico di cellule staatiipluripotenti
Cripto Gene che regola la produzione di fattori di cresait ESCs
(TDGF-1) ectoderma primitivo e cardiomiociti
GCTM-2 Anticorpo verso matrice extracellulare specifica

Fattore di trascrizione espresso unicamente da ESCs
Genesis pluripotenti

Fattore di trascrizione espresso unicamente da ESCs
Germ cell nuclear factor pluripotenti
Octamer-binding proteinFattore di trascrizione necessario per mantenerstdto di
(Oct-4) pluripotenzialita
Stage-specific
embryonic Glicoproteine espresso dagli embrioni a stadi prieeccellule
antigen-3 e 4 (SSEA-3;pluripotenti
SSEA-4)
Stem cell factor Proteina di membrane che migliora la proliferaziaedulare;
(SCF or c-Kit ligand) lega il recettore c-Kit
Telomerasi Enzima unicamente associato ad immigrtzdilulare
I_rgflalgar (TRA)-1-60 ¢ Anticorpi verso matrice extracellulare specifica
N Fattore di trascrizione espresso unicamente da ESCs

anog . )
pluripotenti

Tab.1: Markers cellule staminali embrionali

Le cellule staminali embrionali solitamente nedas® per la loro coltura in vitro di

uno strato di fibroblasti cosi detteeder layer, derivanti per lo piu da embrioni di topo e

yirradiati o chimicamente inattivati prima del loatilizzo in modo tale che non possano

replicare, ma possano produrre proteine e fattodrescita non ancora ben determinati,

fondamentali per mantenere le ESCs vive ed in utaio sindifferenziato quasi

infinitamente (Wiles e Johansson 1999). In asselZaeder layer, le cellule staminali

embrionali spontaneamente formano aggregati dafi @mbrioidi che contengono cellule

differenziate di ectoderma, endoderma e mesoderiWdey e Johansson 1999).
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Attualmente l'interesse dei ricercatori € rivolitaanessa a punto di sistemi di coltura che
non richiedano l'utilizzo di fibroblasti di topo, guali non solo richiedono dispendio
energetico ed economico, ma comportano anche eemischi infettivi. Una valida
alternativa sembrano essere la placenta o subdiratllagene, laminina o fibronectina
con vari terreni colturali (Miyamoto et al 2004; Aret al 2004). In ogni caso la coltura
viene prima intrapresa deeder layer, poi le cellule vengono espanse in terreni diuralt
senza fibroblasti.
Le cellule staminali embrionali sono state fontinditevole interesse clinico data la
loro potenzialita replicativa e differenziativa chquivale alla disponibilita potenziale di
tutti i tipi cellulari nelle quantita desiderateié@aroli L et al 2009). Tuttavia in medicina
la loro applicazione € pressoché stata accantoratasolo a seguito delle ripercussioni
etiche che accompagnano I'impiego di tali cellabe, anche a seguito dei diversi svantaggi
ad esse legati:
* Impiego, comegold standard di coltura di fibroblasti animali e il
conseguente rischio di contaminazioni con elentertrumani;
* Rischio di sviluppo di teratocitomi nel caso in ¢aipopolazione cellulare
trapiantata non sia completamente priva di ES@ssadito indifferenziato;
» Instabilita epigenetica delle cellule differenziatevitro;
* Rischio di rigetto delle cellule trapiantate, pa@hmente risolvibile
mediante trasferimento nucleare (Gianaroli et 2009)
Mentre cellule staminali embrionali di topo e uosano state isolate fin dai primi
anni '80, negli animali domestici, come cavalloyvinm, cane e gatto i primi lavori di
isolamento di tali cellule risalgono a circa 10 iafa ed ancora oggi, nonostante
'aumentato interesse, risulta difficoltoso, a @w®prattutto delle difficolta riscontrate

nell'approvvigionamento di oociti, qualitativamemnt®nei per la produzione embrionale in
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vitro, e di embrioni (Tecirlioglu et al 2007). Nalkpecie equina, Saito et al isolarono per
primi nel 2002 cellule staminali embrionali dallMCdi quattro ponies di razza Hokkaido.
Le cellule vennero mantenute in vitro su feedeetali fibroblasti bovini per 56 passaggi e
caratterizzate dimostrando la presenza di markaedteristici delle ESCs di topo e uomo,
come fosfatasi alcalina, Oct-4, SSEA. Nello stdasoro inoltre gli Autori differenziarono
positivamente le cellule in linee ematopoietichendoteliali (Saito et al 2002). Altri lavori
sono stati condotti successivamente su ESCs equottevate su fibroblasti murini
mitoticamente inattivati, ed in particolare Li étn@l 2006 dimostrarono come tali cellule,
a differenza di quelle umane, non vadano inconlti@ farmazione di teratocitomi una
volta impiantatdn vivo: caratteristica questa che le renderebbe partioelate adatte per
I'applicazione clinica se non esistesse l'attuaificdlta di reperimento di oociti ed
embrioni in questa specie (Li et al 2006). Nel cadeoggi esistono solo 4 lavori in cui
sono state isolate ESCs. Nel 2006 Hatoya et alrtepmo lisolamento di ESCs da
blastocisti di cane che mostravano markers spegtiali Oct-4, SSEA e fosfatasi alcalina.
Tali cellule inoltre si dimostrarono in grado drrigare corpi embrioidi e di differenziare in
linee neuronali, epiteliali e miocardiche (Hatoyaab2006). Schneider et al nel 2007 ne
dimostrarono invece la potenzialita differenziativdinee ematopoietiche; inoltre mentre i
primi Autori erano riusciti a coltivare le ESCs @dino al passaggio 8, i secondi sono
riusciti a mantenerle in coltura fino al passagd@-12 (Scheider et al 2007). Piu
recentemente, lisolamento da numerose blastoasamine di linee cellulari con
caratteristiche di cellule staminali € stato riptwtda un terzo gruppo (Hayes et al 2008).
Una di queste linee & stata mantenuta in coltura &l passaggio 34; tutte le linee
esprimevano markers quali Oct-4, Nanog, telomerasisono andate incontro a
differenziaziondn vitro (Hayes et al 2008). Gli stessi Autori riportanolire come anche

nel cane, cosi come gia dimostrato nel cavallosviduppo di teratomi a seguito di
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inoculazione in topi immunodepressi sia un’everntaalquanto rara (Hayes et al 2008).
Anche per la specie felina esistono ben pochi data l'isolamento di ESCs. Per primi
Serrano et al nel 2006 riportarono I'isolamentatali cellule da blastocisti prodoti@
vitro. Tali cellule risultarono positive per fosfatascalina, Oct-4 e SSEA. Nello stesso
anno anche Kehler et al (2006) isolarono ESCsaiendbrioni prodottin vitro chein vivo
dopo superovulazione. Di tali cellule non € perporiata né la caratterizzazione
molecolare né la differenziaziome vitro. Piu recentemente Yu et al (2007) hanno isolato
cellule staminali da ICM di blastocisti feline paitein vivo, risultate positive per fosfatasi
alcaline, Oct-4 e SSEA. Al contrario di cavalloane, in questa specie non esistono dati

circa la clonogenicita e la potenzialita neoplastelle cellule isolate.

1.4 Cellule staminali adulte

Le cellule staminali adulte (ASCs) sono celluleiffedlenziate collocate in particolari
“nicchie ambientali” presenti in diversi tessutomani il cui ruolo principale e quello di
mantenere lintegrita di tessuti specifici, in pestare quello di tessuti con turnover
cellulare molto elevato, quali pelle, midollo osseangue, 0Sso. Sono comunque presenti
anche in quei tessuti solitamente considerati peéreome il tessuto nervoso (Tab.2),
mentre sembrano essere assenti a livello cardiaco.

A differenza delle ESCs, le cellule staminali adulkono cellule considerate
multipotenti o unipotenti. Per molti anni le celustaminali ematopoietiche (HSCs),
cellule tra le piu studiate, sono state considgphgstiche per la loro capacita di mantenere
I'equilibrio tra mantenimento del comparto staméat produzione di un numero
sufficiente di cellule progenitrici in grado di piendere alla domanda di cellule ematiche
necessarie per il mantenimento della normale orasog¢Lemischka 2002; McCulloch

2003). Studi piu recenti su cellule staminali erpatetiche o isolate da altri tessuti, hanno
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portato ad un nuovo concetto di plasticita delldute staminali adulte, secondo cui tale
termine si riferisce alla capacita di una datautellstaminale, isolata da uno specifico
tessuto o organo, di acquisire il fenotipo di umaktellula di un tessuto o organo differente
e, in alcuni casi, di dare origine a linee mesoddns ectodermiche, neurali ed
endodermiche (Martin-Rendon e Watt 2003a) (TalS&condo diversi Autori (Martin-
Rendon e Watt 2003a,b; Wager e Weissman 2004)ctabeetto pud essere spiegato
utilizzando 5 differenti vie, anche se in realtaeccanismi che ne sono alla base non sono
ancora del tutto chiariti. La prima via consistdlanéransdifferenziazione, meccanismo
attraverso il quale la cellula staminale potenzeite potrebbe contribuire alla produzione
di diverse linee cellulari. | primi a suggerirlangostati Ferrari et al nel 1998 e Bjomson et
al nel 1999: i primi sottolinearono come le cellplesenti nel midollo osseo e nel sangue
periferico potessero contribuire alla riparaziorietabsuti non ematopoietici, mentre i
secondi dimostrarono che cellule staminali neyratevano prendere parte al produzione
di cellule ematiche. Questa conversione di lind&ulegi si verificherebbe direttamente,
grazie all'attivazione di un programma differenziatsilente che altera la specificita di
linea delle cellule (Fig.8A). Tale conversione teamente potrebbe verificarsi anche
attraverso dedifferenziazione di una cellula matarana cellula progenitrice immatura,
multipotente, seguita da una successiva redifféaeimne in altra linea cellulare (Fig.8B);
guesto meccanismo e stato evidenziato per la protia da Brockes e Kumar nel 2002, i
quali dimostrarono come attraverso la dediffereniai@de gli anfibi sono ingrado di
ricostruire arti amputati, coda, strutture ocukarcardiache. Per quanto riguarda pero le
cellule umane tale meccanismo non é ancora stéoachente e univocamente dimostrato
e ad oggi non vi é alcuna dimostrazioimevivo (Wager e Weissman 2004). Altra
possibilita € data dalla presenza, all'interno elstuti come midollo osseo 0 muscolo

periferico, di diversi tipi di cellule staminali mopolazioni di cellule progenitrici, incluse
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cellule ematopoietiche e non, precursori endotetlalmuscolari, che possono quindi
contribuire ad ognuna delle differenti linee callul(Fig.8C) (Wager e Weissman 2004).
Ancora potrebbero essere presenti cellule stamphatipotenti all’interno di tessuti quali

quelli sopra menzionati (Fig.8D) (Wager e Weissr2@04). Infine la plasticita potrebbe
essere spiegata attraverso il meccanismo di fusmmiilare (Fig.7E), meccanismo
coinvolto in numerosi processi fisiologici che ®rificano nei tessuti di un organismo
(generazione di miofibre multinucleate; formaziatietessuto granulomatoso, reazioni a

patologie virali etc.) (Wager e Weissman 2004).

Transdifferenziazio Dedifferenziazione Cellule staminali Cellule Plurip otenti Fugsione cellulare
ne multiple

n
/ \ ’ \ l & \ /
O @'
()
T XY XX O
Fig.8: Plasticita delle cellule staminali. Ovali ed esdgawssi/aroncioni/verdi=cellule
tissutali; Ovali blu=cellule pluripotenti. (WageNMéeissman 2004).
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Tipo Cellulare

Collocazione

Cellule o tessuti prodibi

Cellule staminali

Emopoietiche

Midollo osseo, sangue periferico

Midollo 0SS€eo, cellule ematich

linfoemopoietiche

Cellule staminali

mesenchimali

Midollo osseo, sangue periferic
tessuto adiposo, invogli e liquic
fetali

D
hi

'Osso, Cartilagine, tessuto adiposo, tend
muscolo, stroma midollare, cellule neurg

ini,
li

Egg:’;ﬁ staminali Sistema Nervoso Centrale Neuroni, astrociti, olegadtociti
Cellule staminalif Dentro o vicino ai dotti biliari s . .

. L Epatociti e cellule dei dotti
epatiche terminali
Cellule . staminali Isole pancreatiche Cellule beta
pancreatiche

Cellule staminali de

muscolo scheletrico

Fibre muscolari

Fibre muscolo scheletrico

Cellule staminali delld
cute

Strato basale dell’epidermide, bulk
follicolo pilifero

)CI‘Epidermide, follicolo pilifero

Cellule staminali - Cellule mucose e ciliate, pneumociti (di
o Mucosa tracheale, bronchioli, alveoli;

epiteliali del polmone tipolell

Cellule staminali| Cellule epiteliali collocate attornpEnterociti, cellule di Paneth, cellule

dell’epitelio intestinale

alla base di ogni cripta

mucose, cellule enteroendocrine dei villi

Tab.2: Cellule staminali adulte e loro principale diffeeéazione

A differenza delle cellule staminali embrionali,dellule staminali adulte hanno un

potenziale di replicazione finito, oltre il qualeom riescono piu a dividersi, ovvero

raggiungono uno stadio di cosi detta senescendacatym (Pittinger et al 1999). I

potenziale replicativo delle cellule & infatti dieanente correlato alla attivita telomerasica
(Brook e Gardner 1997; Thomson et al 1998; Rosleal 2004) che, come riportato
precedentemente € una caratterista di celluleirai gtadi di sviluppo embrionale (Wight e
Shay 2002; Rubin 2002).
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2. CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI

2.1 Generalita
Le cellule staminali mesenchimali (MSCs) adulte nemo scoperte da

Friedestenstein et al, nel 1966, che descrissesopapolazione di cellule, isolate dallo
stroma di midollo osseo di topo, clonogeniche, axlieralle piastre e in grado di andare
incontro in vitro a differenziazione in 0sso, tessuto adiposo elagirte. Negli anni
successivi venne effettuato un intenso lavoro ckroa su identificazione, isolamento e
caratterizzazione di tali cellule che evidenzio eola cellule staminali mesenchimali
risiedano all'interno non solo del midollo osseo amche della maggior parte dei tessuti
connettivi di un organismo come sangue periferi¢eaifler et al 2000), tessuto adiposo
(Zuck et al 2001), osso trabecolare (Sottile eR2@D2), derma (Chunmeng e Tianmin
2004), membrana sinoviale (De Bari et al 2003)yitlg sinoviale (Jones et al 2004),
tendini (Salingcanboriboon et al 2003), muscoloegatnico (Bosh et al 2000), cosi come
nel sangue, fegato e midollo osseo fetali (Campagh@l 2001; In't Anker et al 2003).
Altre popolazioni di cellule staminali mesenchimabno poi state isolate da sangue e
matrice di cordone ombelicale (Erices et al 200@&ng/et al 2004), villi placentari (Igura
et al 2004), liquido amniotico (Pieternella et @D3). Si puo quindi affermare che cellule
staminali mesenchimali risiedono virtualmente ittitgli organi e tessuti dopo la nascita.
In ogni caso la relazione tra queste cellule elgusblate dallo stroma midollare non é
ancore stata chiarita, e cellule MSC-simili possassere isolate anche da tessuti
patologici come dimostrato da Marinova-Mutafchiest al (2000). Cellule staminali
mesenchimali isolate da tessuti differenti mostreatteristiche fenotipiche simili, quali
I'adesione al fondo della piastra di coltura e lapgensione a proliferare e differenziare in
risposta a esposizione a vari fattori di cresdit@ane pero da chiarire se si tratta dalle

medesime MSCs. In uno studio effettuato nel 20Gk#&8§uchi et al), vennero comparate

29



cellule isolate da midollo osseo, periostio, siagwnuscolo scheletrico e tessuto adiposo: i
risultati dimostrarono come le cellule isolate dallnovia avessero una maggiore capacita
di differenziazione condrogenica, seguite da qusidate da midollo osseo e periostio
(Sakaguchi et al 2005). In uno studio successiatird@oulou et al (2006) riportarono
come la tecnica di isolamento, il medium e i swdisuli coltura, la densita di coltura, i
fattori di crescita, ma anche I'eta del donatoteeentuale presenza di patologie possano
influenzare I'espansione, la differenziazione epl@prieta immunogeniche di queste
cellule.

Tre diversi approcci sono stati descritti per Iesuento di MSCs e possono essere
impiegati separatamente o insieme per ottenerecaltara maggiormente omogenea. |l
metodo di isolamento piu tradizionale sfrutta laati@ristica delle MSCs di aderire alle
plastiche, mentre le altre cellule galleggiano {&wet al 1971): in questo modo quando |l
medium di coltura viene sostituito, le cellule @mtinanti vengono eliminate,
progressivamente |'eterogeneita della colturadsiae e dopo un certo numero di passaggi
restano solamente MSCs. Un altro protocollo diaswnto, utilizzato principalmente per
midollo osseo e sangue, prevede la centrifugazsangradiente di Percoll o Ficoll: in
questo modo le cellule vengono separate in baael@ald densita e vengono cosi isolate
cellule nucleate (Dazzi et al 2006). Entrambi questtodi non sono pero altamente
specifici e per questo devono essere affiancata daparazione con FACS, basata sulla
reattivita delle cellule a specifici anticorpi flescenti. Gli anticorpi utilizzati per
identificare le cellule staminali mesenchimali sananerosi e talvolta differiscono tra i
vari gruppi di lavoro rendendo difficoltoso il ceahto tra i risultati ottenuti. Secondo
quanto riportato dall'international Society for O©tfierapy, le cellule staminali
mesenchimali sono definite tali qualora, oltre ascere in colture aderenti alle piastre,

esprimano markers Cluster Designation (CD) 105, £BTD90 in percentuale superiore
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al 95% , mentre esprimano i markers CD34, CD45, £b1CD11b, CD79a o CD19 in
percentuale non superiore al 2% (Dominici et al&00

Le MSCs sono poi solitamente coltivate in monostrat medium di coltura
composto da glucosio, amminoacidi, ioni (calcio,gmesio, potassio, sodio e fosfati),
solitamente addizionato con 10% di siero fetaleimmva 37°C in atmosfera umidificata al
5% di CQ. Come accennato precedentemente, le cellule stéinmesenchimali, cosi
come stabilito dall’International Society for Cyterapy, sono in grado di andare incontro
a differenziazione osteogenica, condrogenica epogénica sian vitro (Muraglia et al
2000; Chen et al 2008) che vivo (Aslan et al 2006), fattore che rimane l'unicoleea
criterio di distinzione di queste cellule, secormi@nto riportato da Halleux et al (2001).
Anche se ancora esistono pareri discordanti, sectimagueste cellule siano in grado di
andare incontro a trans-differenziazione e dargirmia cellule viscerali del mesoderma,
neuro-ectoderma ed endoderma se sottoposte aispedabndizioni sperimentailn vitro

(Jiang et al 2002) (Fig.9).
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Fig.9: Origine e differenziazione di MSCs coltivate inrgi{Bajada et al 2008).
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Data la loro capacita differenziativa, le MSCs salieentate oggetto di diverse
ricerche nellambito della terapia rigenerativaaatui base risiede la possibilita di poter
avere a disposizione una popolazione cellulareurpalto tasso di moltiplicazione ed in
grado di differenziarsi nel senso del tessuto dggia¢o. Nell’ultimo decennio sono
infatti stati messi a punto i piu svariati protdcaerapeutici con MSCs. Orlic et al.
(2003) hanno mostrato come MSCs da midollo ossessgmw generare cellule
miocardiche mentre Stamm et al. (2003) hanno dimatistome queste cellule possano
essere utili per la riparazione di infarti miocaidiln tempi meno recenti, in campo
ortopedico, MSCs da midollo osseo erano state igapéenella riparazione di difetti ossei
(Quarto et al 2001), difetti focali della cartilagi articolare (Ponticiello et al 2000) e
difetti tendinei (Young te al 1998).

Oltre a quanto riportato fino qui, caratteristicadamentale delle MSCs € data dalla
loro scarsa immunogenicita e della scarsa perclentiiaoggetti con GVHD (Graft Versus
Host Desease) malattia da trapianto contro I'oqjbitg.10) a seguito di trapianti di cellule
da donatori non compatibili, come riportato da Htzwet al (1999) in soggetti con

osteogenesi imperfetta.
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Fig.10: Graft Versus Host Disease (Trapani e Smyth 2002).

| punti fondamentali da tenere presente nello studli questi fenomeni sono i
seguenti:
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- la risposta immunitaria dell’ospite; recenti stiddinno dimostrato come le MSCs
siano in grado di sopprimere la reazione linfo@abDi Nicola et al. (2002) hanno
evidenziato come la proliferazione di cellule T umaatimolate dalla presenza di linfociti
irradiati e cellule dendritiche, venga sensibilneedepressa dalla presenza in co-coltura
di MSCs. Inoltre, Le Blanc et al nel 2003 dimostray che le stesse MSCs sono prive
delle proteine HLA (Human Leukocyte Antigen) disda Il anche una volta differenziate
ed esprimono a bassi livelli proteine co-stimol&toevitando in questo modo di suscitare
una reazione linfocitaria;

- I meccanismi tramite cui le MSCs si dirigono veld@ona danneggiata; risultati
sperimentali mostrano chiaramente che MSCs ineettatmite infusione endovenosa
sono in grado di migrare fino al sito danneggi&foesta straordinaria capacita e stata
dimostrata in casi di fratture ossee, di infartoaardici (Shake et al. 2002), e di danni
ischemici al cervello (Wang et al., 2002). Quandwece le MSCs sono iniettate
localmente, come nel caso di una sospensione sastrata per via intra-articolare nel
ginocchio a seguito di un trauma, si sono rivelategrado di attaccarsi e riparare |l
menisco e la cartilagine nelle zone in cui questdtsre avevano subito i maggiori danni
(Murphy et al. 1999). | meccanismi che guidano tpiesllule verso il danno sono ancora
da chiarire; Wang et al. hanno dimostrato comealm@amiochina monocitaria espressa in
un danno ischemico cerebrale sia in grado di nohi@ le MSCs iniettate in prossimita
del danno stesso (Wang et al., 2002). Gli stessorilnanno inoltre osservato che la
suddetta chemiochina non era presente in cenaalli sna a seguito della lesione questa
molecola veniva prontamente espressa in granditig@gabe cellule staminali potrebbero
quindi essere inoculate in differenti siti: diret@nte nel sito lesionato (Fig.11-1); con

I'impiego di catetere arterioso (Fig.11-2); per gradovenosa (Fig.11-3) (Ka et al 2007).
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Fig.11: Diverse tecniche per la somministrazione terapaudi staminali (Ka et al 2007).

Rombouts e Ploemacher (2003), invece, hanno odeenane la capacita di
migrazione cali notevolmente in funzione del tempccui le cellule sono rimaste in
coltura.

Una volta migrate nel sito danneggiato le cellubvaho poi differenziare in un
fenotipo appropriato per rigenerare il tessuto éggmato. Ad oggi non si conoscono
ancora i meccanismi alla base di questo fenomergpl@ e gli unici studi disponibili

sono alquanto empirici (Arinzeh et al 2003).
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Fig.12:Possibili meccanismi secondo cui le staminali ppssagire nel sito danneggiato: (a) le cellule
soprawvivono nel tessuto del ricevente; (b) la@nea delle staminali stabilizza 'ambiente extradate;

(c) stimolazione dell’'angiogenesi; (d) induzionell@lemobilizzazione e dell'impianto di staminali
residenti nel tessuto; (e) fusione delle celluletiate col miocardio dell’ospite. (Ka et al., 2007

2.2 Cellule staminali mesenchimali da tessuti adulti

2.2.1 Midollo Osseo

La presenza di cellule non ematopoietiche nel nodosseo fu per la prima volta
suggerito da un patologo tedesco, Cohneim, ciréa dsi fa; Cohneim ipotizzo che |l
midollo osseo potesse essere una risorsa di fimtblmplicati nella riparazione di
numerosi tessuti periferici (Schipani e Kronenb&@09). Alla fine degli anni 60
Friedenstein et al (1966) dimostrarono come il nhadosseo di roditori contenesse cellule
fibroblastoidi in grado di formare colonie se oadie in vitro. Gli stessi Autori
(Friedenstein et al 1974) dimostrarono come quadtale una volta impiantate sotto cute
fossero in grado di formare 0sso o ricostruire itngambiente ematopoietico. Nel 1980
Castro-Malaspina et al isolarono le stesse celmehe da midollo osseo di uomo. Nel
1999 Pittenger et al dimostrarono inequivocabilradatmultipotenzialita di queste cellule,
gia denominate da Caplan et al Mesenchymal stelm (E91). Gli studi successivi si

focalizzarono principalmente sulle tecniche diasoénto e purificazione di queste cellule
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da quelle ematopoietiche, dato che le MSCs, sofitdenisolate dallo stroma midollare
sono solo 0,01-0,0001% delle cellule midollari maté (Sakaguchi et al 2005; Dazzi et al

2006), la cui restante parte € composta da HS@QsL@)i

- progenitori

o e /'\

C O Q Progenitorimieloidi ProgenitoriLinfoidi

b Chond Tend/Lig Ad Ob
e gl s 55 Mono Neut Baso Eos Ery Pit T NK

G708 £rgee- 000

Fig.13: Cellule staminali presenti nel midollo osseo (@his Schipani 2010)

Secondo recenti studi, si pud postulare che laepess di diverse popolazioni
cellulari all'interno del midollo osseo sia il risato di una migrazione di cellule staminali
durante I'ontogenesi e della presenza di un micloante che le attrae nel midollo osseo.
Infatti secondo quanto dimostrato da diversi Aui@tatajczak et al. 2003; Kucia et al.
2005), HSCs e non-HSCs sarebbero attratte da ifattemiotattici secreti dalle cellule
stromali del midollo osseo e da osteoblasti; inneldo le cellule colonizzerebbero il
midollo osseo alla fine del secondo o all’inizid te¥zo trimestre di gestazione nell'uomo.
Le cellule staminali non ematopoietiche presentinmeollo osseo giocherebbero un ruolo
fondamentale nell’omeostasi/turnover dei tessuifgrci e, qualora necessario verrebbero

rilasciate in circolo dal midollo in caso di danmo stress tissutale, facilitando la
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rigenerazione dei tessuti danneggiati (Kucia et2805). Il rilascio di MSCs dalla loro
nicchia all’interno del midollo osseo in circolo detta mobilitazione e i meccanismi
molecolari che ne sono alla base sono ancora plr aspetti sconosciuti (Fig.14). Una
ipotesi € quella secondo cui le citochine o le dbehine prodotte in condizioni
patologiche vengano rilasciate e in circolo e slinwle MSCs a lasciare il midollo osseo.
Un fattore che sembra avere un ruolo cruciale malbilitazione di MSCs é lo Stromal
cell-derived factor (SDF)-1, che interagisce corl@oole sovra espresse durante fenomeni
patologici (Zhang et al 2008); altri autori hannovace recentemente dimostrato
'importanza della glicoproteina CD44 nella mig@ze di MSCs verso un determinato
organo piuttosto che un altro (Sackstein et al 2008 studio di tali fenomeni risulta di
fondamentale importanza per lo sviluppo di strategrapeutiche basate sull'impiego di
cellule staminali al fine di migliorare la prolifezione e la sopravvivenza delle cellule

stesse.

Mobilitazionein circolo

_ A

Fattori
stimolanti

Reclhitamento

Integrazionee
maturazione

Fig.14: Mobilitazione di MSCs dal midollo osseo dopo datissutale (Li uet al 2009)
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Di fondamentale importanza per I'applicazione terdga € anche la scoperta da
parte di diversi Autori di un decremento nel numdrocellule staminali mesenchimali
all'interno del midollo osseo lungo il corso dellda di un individuo, con una riduzione
fino a 10 volte dalla nascita all'adolescenza e l'atidlescenza alla vecchiaia
(Haynesworth et al 1994). Questo decremento e |lpkralll'incrementare del periodo di
guarigione delle fratture ossee. In contrapposeiovece le HSCs restano costanti nel
corso della vita di un organismo (Caplan 2009).

In medicina veterinaria, cellule staminali mesenwli sono state isolate dal midollo
osseo di diverse specie di animali domestici trabmyino (Bosnakovski et al 2004),
pecora (Jessop et al 1994; Rhodes et al 2004; Zbhiad) 2004; McCarty et al 2009),
maiale (Ringe et al 2002; Vacanti et al 2005), cdteliyala et al 1997; Kamishina et al
2006; Csaki et al 2008), gatto (Martin et al 2082)avallo (Fortier et al 1998; Worster et
al 2000). Bosnakovski et al (2004), riportano guoento da midollo osseo di vitello di
una popolazione di cellule omogenee, fibroblasteisi che vanno incontro a
differenziazione osteogenica, adipogenica e corahiog; in quest'ultimo caso pero, gli
stessi Autori dimostrano come queste cellule vadaomntro a condrogenesi spontanea se
coltivate in pellet in medium privo di siero, serctee sia necessaria I'aggiunta di fattori di
crescita come TR, solitamente utilizzato per la differenziaziorstemgenica nelle altre
specie (Johnstone et al 1998). Nella specie ovipami studi riguardanti I'isolamento di
MSCs dal midollo osseo risalgono al 1994 (Jessopl €i994); McCarty et al (2009),
recentemente hanno poi dimostrato come l'incidefea,caratteristiche morfologiche e
differenziative delle cellule isolate da midolloses di pecora siano simili a quelle delle
BMMSCs umane. Gli stessi Autori sottolineano corfadtieb lato siano alquanto scarse le
conoscenze circa le caratteristiche molecolari Siggadi di tali cellule nella specie ovina,

dato anche il ridotto numero di anticorpi utilizdabpecifici per questa specie. Cosi come
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le BMMSCs umane anche quelle bovine si sono rieetatsere positive per CD44, CD166
e CD29, negative per CD31, CD45 e scarsamenteiywgier CD14 probabilmente a
seguito di una contaminazione da parte di macrdqfdgiCarty et al 2009). Altri anticorpi
come CD105, CD146, CD90 specifici per 'uomo nomrua cross-reazione con cellule
ovine (McCarty et al 2009). Ringe et al nel 2002plarono per primi cellule con
caratteristiche morfologiche e differenziative dimalle BMMSCs umane. Vacanti et al
(2005) dimostrarono come anche per il suino, coree a@tre specie, la capacita
proliferativa ed il numero di MSCs siano maggioricampioni di midollo osseo prelevati
da animali giovani. Entrambi gli Autori sottolineare lacune ancora esistenti circa la
caratterizzazione molecolare delle MSCs in qugstgie (Ringe et al 2002; Vacanti et al
2005). Nel cane la capacita osteogenica di cethdsenchimali isolate da midollo osseo
venne dimostrata per la prima volta nel 1997 daiy&dad et al; gli stessi Autori
evidenziarono pero come, a differenza delle celngsenchimali isolate da midollo osseo
umano, quelle isolate da midollo osseo di cane gyentb tale potenzialita gia dopo il
secondo passaggio in coltura e come non andasseontio a formazione di noduli
calcificati durante I'osteogenesi. Successivaméseki et al (2008) dimostrarono che
MSCs isolate da midollo osseo di cane potevano randaontro a differenziazione
condrogenica ed adipogenica mentre Kamishina €2G)6) evidenziarono come queste
cellule fossero negative per CD34 e CD45, mentperesno CD90 e CD105 cosi come le
BMMSCs umane. Martin et al (2002) isolarono cellaten morfologia fibroblasto simile
dallo stroma midollare di gatto anche se in numgferiore rispetto ad altre specie. Le
cellule isolate in questa specie si dimostraronarado di proliferare per un numero
inferiore di passaggi, rispetto a quelle isolatealtre specie, ma presentarono profilo
antigenico di superficie e potenzialita differetizia simili a quelli delle cellule isolate

nell’'uomo e nei roditori (Martin et al 2002). Nebpecie equina, infine, i primi ad isolare
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dal midollo cellule mesenchimali con morfologiarfiblasto-simile e in grado di andare
incontro a differenziazione condrogenica furonotieoet al (1998) e Worster et al (2000).
Recentemente, Vidal et al (2006) calcolarono usaas duplicazione cellulare di 1,4+0,22
giorni per queste cellule, caratterizzate da unaiale fase di riposo e successivo
incremento del numero di duplicazioni, come pereafipecie animali. A differenza pero
dell’'uomo, in cui il tempo di duplicazione e stationostrato essere maggiore nelle cellule
di adulto rispetto al neonato (Montjovent et al 200vidal et al (2006) non trovarono
invece differenze tra puledri e cavalli adulti; @edo gli Autori questo potrebbe essere
dovuto al numero di animali dei due gruppi, alesisa di colturan vitro che ottimizza la
crescita cellulare o all'effettiva mancanza di eiféinze, anche se ulteriori studi sono
necessari per avvalorare tali tesi (Vidal et al@0Mentre nel cane il numero di MSCs
isolate da midollo osseo & di 1 in 2,5 ¥ {Radiyala et al 1997) e nel gatto di 1 in 3,8 x
10° (Martin et al 2002), Vidal et al dimostrarono ineezhe nel cavallo il numero di cellule
isolate & di circa 1 in 4,2 x i0valore di gran lunga piu vicino a quelli ripoitat uomo e
topo (Phinney et al 1999). Le differenze riscomtrgotrebbero essere imputabili ai
differenti metodi impiegati per I'analisi quantitz, all’eta dei donatori impiegati nei
diversi studi o ad alcune caratteristiche intritngenelle varie specie. Come per altre specie
animali anche per la specie equina gli studi rélatia caratterizzazione molecolare delle
MSCs sono alquanto scarsi dato I'esiguo numeroommaercio di markers di superficie
specifici per questa specie; Arnhold et al (200ppntano come le cellule isolate da
midollo osseo equino siano positive per CD90 e madmcontro a differenziazione

osteogenica, condrogenica ed adipogenica.
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2.2.2 Tessuto Adiposo

Il tessuto adiposo € un tessuto altamente complesssistente in una mescolanza di
adipociti maturi, preadipociti, fibroblasti, celkuldel muscolo vascolare, endoteliali,
immunitarie e staminali (Weisberg et al 2003; XwakR005; Caspar-Bauguil et al 2005).
La frazione cellulare vascolare-stromale (Stromakaular cell Fraction: SVF) e oggi al
centro di numerose ricerche data la ricchezzalloleestaminali mesenchimali (Zuck et al
2002; Casteilla et al 2005; Katz et al 2005; PriMatcassus et al 2006). Le MSCs da
tessuto adiposo rappresentano una valida alteenaiivcellule autologhe o eterologhe
potendo essere ottenute rapidamente e in numevatelenediante digestione enzimatica
con collagenasi (Zuck et al 2001; Zuck et al 2aDi8ker et al 2005) e andando incontro a
differenziazione osteogenica, condrogenica e aeipicg (Lee et al 2004). Fattori
come l'eta del donatore, il tipo di tessuto, ladlgzazione (tessuto adiposo sottocutaneo o
viscerale), il tipo di procedura chirurgica util&n, le condizioni di coltura, I'esposizione
alla plastica, la densita di coltura e la formuba® dei media possono influenzare sia il
tasso di proliferazione che la capacita differeinzaedi tali cellule

Per quanto riguarda la procedura chirurgica impeegda localizzazione anatomica,
queste non influenzano il numero totale di cellateenibili dalla SVF (Oedayrajsingh-
Varma et al 2006; Smith et al 2006); mentre neftwoi dati sono ancora piuttosto scarsi,
nel topo e evidente come sia la composizione egbuthe la capacita differenziativa della
SVF sia eterogenea (Prunett-Marcassus et al 20@6pgni caso, dato che diverse
localizzazioni anatomiche di tessuto adiposo hapraprie caratteristiche metaboliche,
attivita lipolitica, composizione in acidi grassi espressione genica, queste possono
influenzare le caratteristiche a lungo termine clhpione trapiantato. Per esempio nel
coniglio & stato evidenziato come il potenzialeeogenico di MSCs isolate da grasso

viscerale sia maggiore rispetto a quello di MS@$aie da grasso sottocutaneo (Peptan et
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al 2006). Probabilmente le cellule, anche una viviaferite mantengono certe proprieta
del sito di origine; ulteriori studi saranno neegsger dimostrare se differenti fonti
anatomiche di MSCs (sottocute periferico, sottocatilominale, omento) mostrano
differenze metaboliche e comportamentali dopo iarapllulare. D’altro canto invece, la
frequenza della proliferazione e il tempo di dugtione cellulare sono influenzati dalla
tecnica chirurgica utilizzata per il prelievo. Ogdgsingh-Varma et al (2006) hanno infatti
dimostrato come migliori siano i risultati quandgtielievo viene effettuato con resezione
piuttosto che con aspirazione ecoguidata.

Per quanto riguarda I'eta, € stato dimostrato aheapacita di adesione alle piastre e
di proliferazione sono maggiori in campioni prelié\da donatori giovani, ma la capacita
di differenziazione si mantiene anche con 'aumentkell’'eta (Shi et al 2005).

Il materiale ottenuto mediante aspirazione contieeule vitali e puo essere
utilizzato direttamente per I'applicazione terapeaio per I'isolamento cellulare (Pu et al
2005; Tapp et al 2009), mentre il tessuto prelevagaliante dissezione chirurgica deve

essere sottoposto a microdissezione in pezzi gedladezza di 0,5-1 chiFig.15).
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Fig.15: Procedura di isolamento e coltura di cellule statimesenchimali da tessuto adiposo (Schéffler
e Buchler 2007)

‘ Tessute Osseo

In ogni caso occorre considerare come la procediuisolamento possa influenzare
la vitalitd e la capacita differenziativa delle laoid: lotti differenti di collagenasi e la
velocita di centrifugazione possono anche influemzia qualitd delle cellule isolate
(Schaffler e Buchler 2007). Ancora importante edénsita con cui le cellule vengono
messe in coltura e il medium utilizzato: Lee ehal 2004 e successivamente Smith et al
nel 2006 dimostrarono come una bassa densita tlirachccompagnata dall’utilizzo di
Dulbecco’s Modified Medium (DMEM) quale terreno abltura faciliti la proliferazione e
la differenziazione delle MSCs.

Anche se l'espressione dei markers molecolari gedicie e I'espressione genica

delle MSCs da tessuto adiposo sembrano esserei sindjuelle del midollo osseo



(Gronthos et al 2001; Musina et al 2005) esistdooree differenze molecolari. Wagner et
al (2005) analizzarono I'espressione genica duteldlerivate da tessuto adiposo, midollo
osseo, cordone ombelicale e normali fibroblastiABtori trovarono 25 geni sovrapposti e
maggiormente espressi nelle MSCs rispetto ai filagih ma non trovarono differenze
fenotipiche tra le tre linee di MSCs utilizzando pemnello di 22 antigeni di superficie. Al
contrario, invece, trovarono diverse sequenze miffic tra MSCs da tessuto adiposo,
BMMSCs e cellule del cordone ombelicale. Lee €2@D4), identificarono invece 24 geni
sovra-espressi nelle prime rispetto alle BMMSCsescdssero differenti espressioni per
otto markers di superficie in queste cellule. Irtaado con i dati raccolti, gli Autori
ipotizzarono che meno dell’1% dei geni venisse esgo differentemente tra MSCs da
tessuto adiposo e BMMSCs.

Inoltre mentre le BMMSCs sono fenotipicamente oriven definite, alcune lacune
restano per le cellule isolate da tessuto adipQaeeste cellule esprimono i markers di
superficie stabiliti dalla International Society {Gytotherapy, ma e stato dimostrato come
alcune di queste molecole siano maggiormente espram l'aumentare dei passaggi di
colturain vitro: infatti 'espressione di CD44, CD29, CD73, CD9CPB105 raggiunge il
90% al passaggio 4 di coltura (Gronthos et al 26Gitz et al 2005). Altri markers, come
quelli ematopoietici quali CD11,CD14, CD35 e CD44iducono o0 vengono persi con
'aumentare dei passaggi colturali, portando cdf aelezione di una popolazione
cellulare omogenea. Come le BMMSCs, le cellule dgioe adiposa non esprimono
antigene HLA e hanno proprieta immunosoppressive keh rendono disponibili per
trapianti allogenici e fonte alternativa alle cldi origine midollare (Puissant et al 2005).
Per questo alcuni Autori ipotizzano un loro podsibmpiego nel trattamento della GVHD

(Fang et al 2006; Yanez et al 2006).
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Per quanto riguarda la capacita differenziativa lsanesistano alcune differenze
rispetto alle cellule da midollo osseo. Infatti, sen vi sono differenze per quel che
riguarda la differenziazione osteogenica, questeda esistono per quella condrogenica
che sembrerebbe essere inferiore per le cellutexvazione adiposa (Huang et al 2005;
Solchaga et al 2005). D’altro lato pero, le cellderivanti dal tessuto adiposo vanno in
contro a differenziazione anche in cellule non dgioe mesodermica. Alcuni Autori
hanno dimostrato come queste cellule abbiano wategotenziale angiogenico e siano in
grado di ripristinare il flusso ematico dopo ischml pari delle cellule midollari (Planate
et al 2004; Moon et al 2006). Incubando le MSCsoudigine adiposa in presenza di
sostanze neurogeniche, sono poi in grado di dagenera fenotipi neuronali positivi alla
colorazione per le proteine acide gliali fibrillGFAP) e altre sostanze neuronali (Safford
et al 2002). Timper et al (2006) invece riuscircadlifferenziare le cellule staminali
mesenchimali di origine adiposa in fenotipi panticeandocrini in grado di sintetizzare
ormoni come insulina, glucagone e somatostatimaefado cosi uno spiraglio per la cura
del diabete mellito di tipo I. Ancora le MSCs quarabltivate in opportune condizioni di
coltura, sono andate incontro a differenziazionecétule epatocito-simili esprimenti
albumina e fetoproteina e in grado di produrre (80 et al 2005). In fine, anche se le le
cellule isolate da tessuto adiposo non sono inarhdndare incontro a differenziazione
ematopoietica, sembrerebbero pero fornire un inapéetsupporto nella differenziazione di
progenitori ematopoietici in cellule mieloidi e fiaciti B (Corre et al 2006). Mentre la base
molecolare della differenziazione in linee celluldr origine mesodermica € ormai nota,
gli eventi molecolari chiave e i fattori di trasgdne che danno inizio alle differenziazioni
di queste cellule in altre linee cellulari non sosmocora stati identificati. Per questo i
ricercatori stanno concentrando gli sforzi nel dificare questi meccanismi e rendere cosi

davvero fattibile una terapia cellulare di patoéogpatiche pancratiche e nervose.
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Anche in medicina veterinaria il tessuto adiposm assumendo sempre maggiore
importanza quale fonte di cellule staminali mesenah utilizzabili nella medicina
rigenerativa. Nella specie equina per esempio,den@antaggi dati dall'impiego di tessuto
adiposo quale fonte di MSCs é dovuta alla maggioilita di prelievo e ai minori rischi
per la salute dell’animale rispetto al prelievo rdidollo osseo che comporta a volte
l'insorgenza di pneumotorace o pneumoderma (Ackermailden 1958; Durando et al
2006) quando effettuato dallo sterno e una poseziaschiosa per I'operatore sia per il
prelievo dallo sterno che dalla cresta iliaca. Afedenza delle BMMSCs, le cellule
staminali isolate da tessuto adiposo in questaispen presentano una fase di risposo e
sono caratterizzate da una maggior capacita prafifa (Vidal et al 2007; Colleoni et al
2009). Vidal et al (2007) isolarono da 140,000 &,680 cellule/ml di tessuto adiposo,
variabilita che riflette differenze donatore dipente. Gli stessi Autori riportano anche
I'esistenza di differenze intraspecifiche, dato ¢héeempo di duplicazione delle MSCs
isolate da tessuto adiposo di cavallo € di duengianentre nelluomo e di 4 giorni
(Mitchell et al 2006). Dal punto di vista differaativo esistono alcune differenze tra le
cellule isolate da midollo e quelle isolate dawssdiposo nella specie equina; Vidal et al
(2007) dimostrarono come per l'induzione osteogerdelle MSCs da tessuto adiposo
siano necessari un numero maggiore di giorni duca] anche se successivamente i noduli
ossei si formano piu rapidamente rispetto alle BMMSSuccessivamente gli stessi Autori
(Vidal et al 2008) avvalorarono l'ipotesi avanzata Kisiday et al (2008), secondo cui,
anche nel cavallo come gia dimostrato nell’'uomogiirtuet al 2005; Solchaga et al 2005),
le cellule staminali mesenchimali derivanti da nlimoosseo hanno una maggior
potenzialita di andare incontro a differenziazimomdrogenica. Come per le BMMSCs,
anche per le cellule mesenchimali da tessuto adigogso alquanto esigui | dati relativi

alla caratterizzazione molecolare. RecentementMaltos Carvalho et al (2009), hanno
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dimostrato la positivita di tali cellule a CD90 dassaggio 1 al 4 di coltura utilizzando
markers specifici per ratto. Le stesse cellule susudtate positive a CD44, positivita che
aumenta con l'aumentare dei passaggi; nessunaoneamivece € stata rilevata per il
CD13. Nel cane i primi ad isolate cellule stamimaésenchimali da tessuto adiposo furono
Kang et al nel 2008: gli Autori dimostrarono conai tcellule, morfologicamente e
fenotipicamente simili a quelle umane, fossero adgr di andare incontro a
differenziazione osteogenica, adipogenica e neleofRecentemente Vierira et al (2010)
ottennero una percentuale di isolamento di celkiEminali mesenchimali da tessuto
adiposo di cane del 100% e queste al passaggiacdlidra si dimostrarono positive per
CD29, CD44, CD90, mentre erano negative per CD4b H)% positive per CD34,
probabilmente a seguito di una contaminazione dlaleesndoteliali. Gli stessi Autori
(Vierira et al 2010), oltre ad evidenziare le paiahta differenziative delle cellule isolate,
dimostrarono come le cellule andate incontro aediffiziazione adipogenica contenessero

un minor numero di vacuoli lipidici rispetto a gli@kresenti nelle cellule umane.

2.2.3 Sangue Periferico

Cellule mesenchimali multipotenti possono esseoéaie da sangue periferico di
donatori adulti (PBMSCs) come cellule fibroblastou$i caratterizzate da unita formanti
colonie simili a quelle midollari. In realta la gmErta di tali cellule nel sangue é precedente
all'isolamento di MSCs dal midollo osseo; le priosservazioni infatti risalgono all’inizio
del ventesimo secolo quando Maximov et al (19028)9solarono leucociti in grado
diventare cellule fibroblasto-simili e dare poigine a tessuto connettivo. L'esistenza nel
sangue periferico di unita formanti colonie con prreta clonogenica e capacita di
sopravviveran vitro per molti passaggi colturali venne poi conferntddastudi successivi

(Paul 1958); venne pero ipotizzato che queste lediibroblasto simili potessero essere il
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risultato di una contaminazione del sangue da pdireammenti di tessuto connettivo
durante il prelievo ematico (Kalus et al 1968).iTsdspetti risultarono pero infondati
grazie ad esperimenti condotti in maschi adulticdniglio (Allgbwer et al 1968) e
porcellino d’India (Luria et al 1971) in cui venrenfrontato il numero di colonie
fibroblasto-simili presenti nel sangue dopo prelieyetuti e dopo un singolo prelievo. Gli
Autori infatti non trovarono una correlazione ttanumero di colonie e il numero di
punture cardiache. Ad oggi cellule staminali mebkenali sono state isolate dal sangue
periferico di soggetti adulti di maiale (Maximow 28 Luria et al 1971; Kuznetsov et al
2001), coniglio (Allgbwer et al 196847), cane (Kleat al 1983; Huss et al 2000), topo
(Kuznetsov et al 2001), ratto (Wu et al 2003), davéKoerner et al 2006), uomo (Paul
1958; Fernandez et al 1997; Kuznetsov et al 20@blle, anche se in quest’ultimo caso e
stata confermata la contaminazione da parte dites®nnettivo (Rangan 1967).

Una volta esclusa la contaminazione con tessutmettivo, rimane ancora un
mistero come queste cellule possano entrare nejusameriferico. Una semplice
spiegazione potrebbe essere la loro migrazionendiillo osseo o da altri tessuti. Diversi
studi dimostrano come le cellule midollari espaes&ivo raggiungano vari tessuti sani 0
danneggiati cosi come il midollo osseo stesso dofusione sistemica (Pereira et al
1995;Gao et al 2001; Devine et al 2002; Wu et 852F-rancois et al 2006). In ogni caso
la migrazione delle cellule verso tessuti extragést o midollo osseo non supporta
direttamente I'ipotesi di una migrazione spontadelle cellule dal midollo, anche se altri
studi effettuati su topo e ratto suggeriscono wandio di MSCs tra sangue periferico ed
organi (Piersma et al 1985; Wu et al 2003).

Le unita formanti colonie hanno una frequenza ewraente bassa nel sangue
periferico; la loro frequenza viene indicata confécienza (CFE) definita come la

percentuale di colonie formate rapportata al numdrocellule messe in coltura
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(Friedenstein et al 1970). Molti Autori hanno cd#to la CFE in colture primarie ed hanno
evidenziato come questa vari da specie a speci@anmole tra i soggetti di una stessa
specie; inoltre I'efficienza delle cellule isolata sangue periferico € risultata essere molto
piu bassa di quella di cellule isolate da midolksen (Friedenstein 1980; Kuznetsov e
Gehron Robey 1996). Per esempio, nelluomo solitamsi formano colonie in numero
variabile da 5x19a 1x10 , mentre la presenza nel sangue periferico & nmiltbassa,
anzi spesso le colonie sono inesistenti (WixlealeR003) e inoltre sembra essere piu
difficoltosa la loro colturain vitro (Reading et al 2000), probabilmente perché spesso
originate da una singola cellula (Gronthos et &8)9Questa infatti richiederebbe fattori
di crescita differenti o in concentrazioni maggiaspetto a quelli necessari alle BMMSCs
(Kuznetov et al 1997).

Dal punto di vista fenotipico, le PBMSCs presentaoarsi livelli di CD34, tipico di
cellule emopoietiche, CD14, proprio dei macrofagi Gb45, marker leucocitario
(Kuznetsov et al 2001, Fernandez et al 1997; Tendet al 2005). Tali cellule inoltre
presenterebbero scarsi livelli di CD117 (c-Kit) (Cad et al 2002) e non esprimerebbero
antigene leucocitario (HLA)-DR (Conrad et al 200@)d@reau et al 2005), CD31 e
neurofilamenti (Kuznetsov et al 2001), mentre eslidbero differenti markers tipici di
cellule staminali mesenchimali (Kuznetsov et al2dernandez et al 1997; Tondreau et al
2005).

Per quanto riguarda la capacita differenziativgulste cellule esistono studi sim
vitro chein vivo che dimostrano come esse possano andare incodiffer@nziazione in
senso osteogenico, condrogenico e adipogenico (eluak2000; Kuznetsov et al 2001;
Wu et al 2003; Tondreau et al 2005). Altri studnha invece dimostrato come le PBMSCs
possano essere precursori anche di altre lineela®llcome linee neuronali (Conrad et al

2002, Tondreau et al 2005), ematopoietiche (Langal et999) e possano migliorare
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significativamente il flusso ematico periferico ‘anigiogenesi (Huss et al 2004). La
maggior facilita con cui puo essere prelevato hgsee rispetto al midollo osseo e la
potenzialita differenziativa rende queste cellusgbili candidati per la terapia cellulare e
I'ingegneria tissutale.

In medicina veterinaria, cosi come in medicina umade cellule mesenchimali del
sangue periferico hanno attirato l'attenzione deercatori soprattutto per la maggior
facilita di prelievo del sangue rispetto al midotleseo o al tessuto adiposo, ed al minor
dolore sofferto dal donatore dopo il prelievo. Nstamte questi aspetti gli studi negli
animali domestici sono in numero ancora esiguolaNgiecie equina Koerner et al (2006)
per primi isolarono cellule mesenchimali da sangesferico di soggetti adulti; gli Autori
riportarono una ridotta percentuale di isolamemiari solo al 36,4%, rispetto a quella
ottenuta nel midollo osseo, pari al 100%. Inoltrenostante morfologicamente le cellule
apparissero normali, a partire dal passaggio ®lii@ andarono in contro a senescenza,a
causa della necessita di un substrato colturaleifgqme secondo quanto ipotizzato dagli
stessi Autori (Koerner et al 2006). Le cellule &elsi sono dimostrate in grado di andare
incontro a differenziazione osteogenica e adipageniallo stesso modo di quelle isolate
da midollo osseo, ma, come gia descritto in medicimana da Kuwana et al (2003), non a
differenziazione condrogenica in pellet e scarsamionostrato sia in presenza che in
assenza di T@R (Koerner et al 2006). Recentemente Giovanninalef2008), hanno
invece dimostrato come, in condizioni adeguate antth MSCs isolate da sangue
periferico di cavallo possano andare incontro gedéhziazione condrogenica, anche se piu
lentamente rispetto a quelle isolate da midolleeossali differenze farebbero presumere
che le cellule isolate dal sangue periferico n@maile stesse presenti nel midollo osseo,
cosi come gia ipotizzato nel topo da Da Silva Miseet al (2006) e da Kern et al (2006)

nelluomo. In ogni caso, i dati raccolti da Giovamnet al (2008) aprono la strada
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all'impiego del sangue periferico quale fonte dilde staminali mesenchimali da

utilizzare nell’ambito della medicina rigeneratiequina.

2.3 Cellule staminali mesenchimali da tessuti extra-enribnali

2.3.1 Sangue cordonale

Il sangue prelevato dal cordone ombelicale e oggsitderato una delle maggiori
fonti di cellule ematopoietiche per trapianto abagco (Grewal et al 2003). Diversi studi
hanno infatti dimostrato come il sangue cordon&epsl ricco di cellule CD34 positive
rispetto al midollo osseo (Browmeyer et al 1989).dtesso e stato ipotizzato anche per le
cellule staminali mesenchimali; i primi tentativi idolamento di tali cellule dal sangue
cordonale sono pero stati del tutto negativi (Melnest al 2001; Gutierrez-Rodriguez et al
2000) o con una percentuale di isolamento di appett®o (Erices 2000; Lee et al 2004).
Piu recentemente Kern et al (2006), confrontandeeteentuali di resa in termini di cellule
isolate da midollo osseo, tessuto adiposo e sarmmguwdonale hanno riportato una
percentuale del 100% per i primi due e solo del g&%il sangue cordonale. Gli Autori
hanno imputato tale differenza al fatto che memtreun individuo adulto le cellule
staminali risiedono all'interno dei tessuti, neiofénvece sono ancora in circolo, cosi come
precedentemente affermato da Erices et al (200@)tnen Biebak et al (2000) hanno
sottolineato quali fattori cruciali nell'isolamenttb MSCs da sangue cordonale, non solo le
condizioni di colturan vitro, in particolare presenza di siero e pH del medima anche il
tempo che intercorre tra il prelievo del campiorla sua processazione in laboratorio che
non dovrebbe eccedere le 15 ore. La ridotta peraéndi isolamento di MSCs da sangue
cordonale, viene comunque accompagnata da una onagegpansione cellulare rispetto

alle altre linee: Chang et al (2006) osservarormvaiocita di proliferazione maggiore per
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le cellule cordonali rispetto a quelle midollaric@nferma di quanto gia affermato circa le
differenze tra cellule fetali ed adulte. La lungmezmedia dei telomeri nelle cellule
cordonali € infatti di 12,0 kb, rispetto ai 10,0 d¢télle cellule midollari (Chang et al 2006).
Per quanto riguarda invece la caratterizzazioneecatdre, le cellule staminali di sangue
cordonale esprimono i markers tipici delle MSCs ancs negative per i markers
caratterizzanti le cellule ematopoietiche (Bieb8K4#). Le MSCs si sono anche dimostrate
positive per I'Oct4, fattore di trascrizione pretem cellule indifferenziate con un elevato
potere proliferativo e tipico delle cellule stamin@mbrionali (Tondreau et al 2005). Dal
punto di vista differenziativo le cellule staminahesenchimali da sangue cordonale
presentano alcune differenze rispetto alle BMMSKientre Tondreau et al (2005) ne
dimostrarono, dopo 2-3 settimane di coltura, |fedénziazione osteogenica, adipogenica e
condrogenica caratterizzata da vacuoli lipidici,pati di calcio e di matrice
condrogenica, Kern et al (2006) e Chang et al (R€6@6rtarono una maggiore potenzialita
osteogenica accompagnata da una mancata o ridiffiéaeniziazione adipogenica dei
campioni trattati. Secondo quanto riportato da Kesh al (2006), la mancata
differenziazione adipogenica potrebbe essere inbdatal fatto che gli adipociti si trovano
solo in midollo osseo e tessuto adiposo di organigdulti, mentre sono assenti nel
midollo osseo fetale e I'adipogenesi aumenta caanntientare dell’eta delle cellule del
donatore (Gimbel et al 1996). Migliorando le tetwiccolturali e di isolamento, il sangue
di cordone ombelicale pu0 essere considerato opaditta fonte alternativa di MSCs.

In medicina veterinaria gli studi circa il posseilsolamento di cellule staminali
mesenchimali da sangue cordonale sono ancora gtmtesigui. Nel 2005, Fuchs et al
isolarono da sangue cordonale di ovino cellule mesenali e ne dimostrarono la validita
per la ricostruzione cartilaginea mediante terapiaulare. Nel 2006, invece, Carline et al e

I'anno successivo Kumar et al (2007) isolaronoutelstaminali mesenchimali da sangue
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cordonale di maiale. Gli Autori dimostrarono conai tcellule esprimessero markers
embrionali quali Oct-4, Sox2, Nanog (Carlin et &08) e mesenchimali come CD29,
CD49b e CD105, mentre fossero negative per maskaxgpoietici quali CD45 e CD133
(Kumar et al 2007); le cellule isolate andaronoltieoincontro a differenziazione
osteogenica, adipogenica e condrogenica. Nellaespgaina, nello stesso anno Kock et al
(2007) per primi isolarono dal sangue cordonaléuleeladerenti fibroblasto-simile, con
una percentuale di successo del 57%. Gli Autoremssono la comparsa di colonie a
partire dal giorno 3 di coltura; le cellule vennarmantenute in coltura per 10 passaggi
successivi e il tempo di duplicazione cellularaultis variabile da 0.49 a 1.22 giorni di
coltura. Gli stessi Autori riportano poi I'avvenutdifferenziazione osteogenica,
condrogenica ed adipogenica delle cellule isolakeontrario di quanto riportato da Koch
et al (2007; 2009), secondo Reed et al (2008)llaleenesenchimali da sangue cordonale
andrebbero incontro a scarsa differenziazione ggipica, come gia dimostrato anche per
le MSCs isolate da sangue cordonale umano (Changl €006; Kern et al 2006).
Recentemente, Koch et al (2009), hanno evidenziatoe la potenzialita condrogenica
delle MSCs cordonali sia maggiore rispetto a qudiile BMMSCs. Infatti in queste
cellule I'espressione genica di markers condrogeénitettamente superiore, cosi come la
concentrazione nel medium di coltura della prot€dixRAP e le deposizione di matrice
cartilaginea extracellulare (Kock et al 2009). Taikkerenza potrebbe essere legata sia alla
diversa eta dei donatori , ma anche ad una eféetfitfferenza tra le due popolazioni
cellulari. Data la mancanza di markers di stamiaapecifici per la specie equina, resta un
punto interrogativo sulla caratterizzazione molam®ldi queste cellule. Con l'ausilio
dellimmunoistochimica, Reed et al (2008) dimogtray che le MSCs di sangue cordonale
di cavallo sono positive a markers di staminalitdbbeonale come Oct4, SSEA-1, Tra 1-60

e Tral-81, cosi come dimostrato precedentemenfaarab (Tondreau et al 2005). Anche
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nel cane sono ancora scarsi gli studi sulle MSCsagigue cordonale. Nel 2009, Seo et al
isolarono MSCs cordonali che rimasero in coltunaofial passaggio 11. Gli Autori
riportano la positivita di tali cellule per markepsali CD29, CD44 e CD105 e la negativita
per markers emopoietici quali CD14m CD34 e CD4%(8eal 2009). Le cellule isolate
sono state sottoposte a differenziazionevitro in senso osteogenico, condrogenico e
neuronale, mentre anche in questa specie comeor@ld e nel cavallo la differenziazione

adipogenica é risultata pressoché negativa (Salo2€09).

2.3.2 Gelatina di Wharton

Il cordone ombelicale rappresenta il collegamerdontadre e figlio ed € composto
da uno speciale connettivo mucoso di origine emnlat® chiamato Wharton’'s Jelly
(Gelatina di Wharton) che si estende a coprireittdip amniotico e i vasi ombelicali

(Fig.16).

Sangue cordonale
Gelatma Wharton pervascolare

Vena ombelicale

Gelatina Wharton intervascolare

5. Subamnion

Amnion

Fig. 16 Struttura del cordone ombelicale (Can et al 2007)

Il ruolo principale di questo tessuto sembra esgqaslo di evitare la compressione,

torsione e sanguinamento dei vasi cordonali chevedono alla circolazione ematica
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bidirezionale tra madre e feto (Can e Karahuseyin@907). Negli anni '70 e '80, i
ricercatori non prestarono molta attenzione al anedombelicale, probabilmente perché
considerato materiale di scarto dopo il parto; gingadagli anni 90 invece due fattori
portarono I'attenzione su gelatina di Wharton ermoatextracellulare cordonale. Il primo
fu la ricerca di una possibile ragione e conseguaiterazione strutturale nei casi di pre-
eclampsia. Infatti una serie di componenti dellarioa extracellulare risultarono alterati
nei casi di pre-eclampsia (Bankowski et al 1996nKeavski et al 2004). La seconda
ragione fu data dall'isolamento di cellule strom#di cordone ombelicale, simili a quelle
cellule mesenchimali isolate nell’'utero in fasesdiluppo (Takechi et al 1993; Nanaev et al
1997). Tali cellule avrebbero la funzione di regelal flusso ematico all'interno del
cordone ombelicale, ed in alcuni casi la scarsscteefetale potrebbe essere conseguenza
di una diminuzione stromale che porta a ipoplagiavési ombelicali (Weissman et al
1994; Bruch et al 1997). Takechi et al (1993) edfydt al (1994) riportarono la presenza
all'interno di tali cellule di moderate quantitatriscitoplasmatiche di glicogeno, gocce
lipidiche, granuli di procollagene, un ben svilufipaeticolo endoplasmatico con cisterne
dilatate e un ben sviluppato apparato di Golgi somerosi mitocondri, tutti segni di una
sintesi e secrezione proteica attive. Queste eaigithe, insieme alla presenza di prolyl-
4-idrossilasi, enzima coinvolto nella sintesi dilagene, fanno si che queste cellule siano
le principali responsabili della sintesi di collageed altri componenti della matrice
extracellulare.

Dopo il parto, viene reciso un pezzo di cordone elmble lungo 15-20 cm
immediatamente immerso in una soluzione salindlestaddizionata di antibiotici e cosi
trasportato in laboratorio. Una volta in laboratorivengono asportati i vasi mediante
strappamento e la matrice cordonale viene sottapsligestione enzimatica, dopo essere

stata sminuzzata per rompere le fibre intercelliiddraumentare l'interfaccia tra enzima
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digestivo e matrice (Can et al 2007). L'enzima dig® maggiormente utilizzato e la
collagenasi. La collagenasi di tipo | e stata largate impiegata per la digestione tissutale
e I'isolamento anche di altre cellule stromali (Bmser et al 2005; Fu et al 2006; Weiss et
al 2006; Bailey et al 2007; Jomura et al 2007).08do alcuni Autori, una combinazione
di questo tipo di collagenasi e ialuronidasi faerebbe la degradazione della matrice
extracellulare e accorcerebbe i tempi richiestiljigslamento cellulare (Weiss et al 2006;
Bailey et al 2007; Jomura et al 2007). Un puntoeesamente critico resta comunque il
tempo di esposizione alla collagenasi, che puorduta 30 minuti (Jomura et al 2007) a
16 ore (Wang et al 2004), e soprattutto ad unazgmie collagenasi/ialuronidasi dato che
un tempo prolungato di esposizione porta ad unaadegione della lamina cellulare
esterna che porta a severi danni cellulari e maradé¢sione al substrato colturale (Can et
al 2007). La collagenasi di tipo Il o B si e dintasa essere piu efficace nella
solubilizzazione delle microfibrille del cordone baticale rispetto ad altri tipi enzimatici
(Lu et al 2006; Karahuseyinoglu et al 2007). Dopgestione il materiale ottenuto viene
filtrato con filtri di 70-100um, in modo da facdite la rimozione dei detriti tissutali (Lund
et al 2007), quindi le cellule vengono sottoposteo#iurain vitro. La percentuale di
isolamento riportata in letteratura per il sangosdonale € abbastanza scarsa, pari solo al
60% dei campioni trattati (Erices et al 2000; Leeale2004), mentre dalla gelatina di
Wharton le cellule sono state isolate dal 100%cdenpioni (Troyer e Weiss 2008). Nel
midollo osseo il numero di unita formanti colonisolate € 1-10 per 106 cellule
mononucleate (Lazarus et al 1995), mentre il numsdio isolato da cordone ombelicale
e risultato relativamente alto, pari a 4/105 pemg@ne e 10/103 per centimetro di
cordone (Weiss et al 2006; Lu et al 2006; Karahumegyu et al 2007). Il tempo di
duplicazione cellulare é poi risultato essere inferper le MSCs da gelatina di Wharton

rispetto alle cellule midollari essendo pari 60-&e (Sarugaser et al 2005;
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Karahuseyinoglu et al 2007). Tale differenza sagetdvuta, secondo quanto dimostrato
da Weiss et al (2006) alla maggior espressiona delbmerasi rispetto alle BMMSCs di
adulto; Karahuseyinoglu et al (2007) dimostraromo livello di telomerasi piu alto in
queste cellule nei primi passaggi e poi una drastiduzione accompagnata da un
incremento del tempo di duplicazione cellulare p&ssaggi piu tardivi. Dato il mancato
sviluppo di tumori nei casi di trapianto di MSCselae da Wharton's Jelly (Conconi et al
2006), € possibile presumere che esista un limiespressione della telomerasi in queste
cellule, che fa si, a differenza delle ESCs, chestpi vadano incontro fino a 30-60
divisioni ma non raggiungano mai il livello delltag neoplastico (Karahuseyinoglu et al
2007). Le cellule isolate da matrice cordonaleosiosinoltre dimostrate essere positive per
i markers mesenchimali di staminalita quali CD1@®)73, CD90, CD44 mentre sono
negative per i markers di staminalita emopoietidd3€, CD45, CD14, CD33 e HLA
(Dominici et al 2006). Riguardo quest'ultimo antige esistono delle discordanze tra
quanto dimostrato dai diversi Autori: Sarugaser adt (2005), dimostrarono che
I'espressione di HLA-1 e stabile solo in celluladial passaggio 5 e si perde con il
congelamento, mentre Weiss et al (2006) non troxaralcuna modificazione
probabilmente a causa dei diversi fattori epigeneieterminati dalle differenti condizioni
di coltura. In ogni caso, in contrasto con quaniblgicato per altre linee cellulari fetali, e
stato dimostrato che le cellule isolate da matricerdonale hanno proprieta
Immunosoppressive e inibiscono la proliferazionérdociti T: infatti i trapianti allogenici

di tali cellule sono ben tollerati e la rispostamomitaria viene stimolata solo dopo
trapianti multipli o in soggetti sottoposti a tei@mwon interferone (Cho et la 2007). Le
cellule stromali inoltre si sono dimostrate scarsat@ positive per alcuni fattori di
trascrizione espressi dalle cellule staminali eoraii come Oct4 e Nanog (Weiss et al

2006; Carlin et al 2006). Dal punto di vista differiativo, queste cellule presentano
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alcune differenze rispetto a quelle di midollo @ss&arahuseyinoglu et al (2007)
evidenziarono come, una volta sottoposte a diffeeaone adipogenica, le cellule
formassero adipociti piu piccoli e con gocce lipite multiloculari rispetto a quelli formati
dalle BMMSCs. Al contrario, Baksh et al trovarono piu alto contenuto lipidico nelle
cellule cordonali rispetto a quelle midollari dapb giorni di colturan vitro in medium da
differenziazione.; ancora Lu et al (2006) invecen iovarono alcuna differenza nella
differenziazione adipogenica delle due linee catiulLe cellule cordonali possono inoltre
andare incontro a differenziazione condrogeniaame dimostrato da Karahuseyinoglu et
al (2007) la quantita di collagene di tipo Il depa® nel medium condrogenico da queste
cellule e notevolmente superiore rispetto a quadipositato da BMMSCs. La potenzialita
osteogenica delle cellule stromali cordonali fu datnata per la prima volta da Wang et al
(2004) che evidenziarono la formazione di aggregaditivi alla fosfatasi alcalina e noduli
colorati con colorazione di Von Kossa associatiegfiressione di matrice cellulare
osteospecifica. Piu tardi Karahuseyinoglu et aD@0dimostrarono che la deposizione di
Sali di calcio e la formazione di osteociti gradoahte aumenta nelle 4 settimane di
coltura. Venne anche evidenziata la differenziaziain queste cellule in cardiomiociti
(Breymann et al 2006), miociti del muscolo schéet{Conconi et al 2006) e neuroni
(Ma et al 2005). Infine nel 2007, Wu et al diffezearono con successo tali cellule in
cellule endoteliali dopo I'aggiunta al medium diltaca di fattore di crescita vascolare
endoteliale (VEGF) e fattori di crescita fondaméngar fibroblasti.

In medicina veterinaria sono ancora pochi gli stadil’isolamento di MSCs da
matrice cordonale. | primi studi risalgono al 2G8ndo Mitchell et al isolarono cellule
stromali dalla matrice cordonale di suino in gradiodifferenziarsi in cellule simil-
neuronali esprimenti proteine gliali di superficledubbiamente, nella specie equina tali

studi risultano di particolare imporatnza sia copossibile modello per 'uomo sia per
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I'interesse nel trovare una fonte di MSCs alten@atal midollo osseo. Nel 2007,

Hoynowski et al isolarono per primi MSCs da Whaigodelly nel cavallo. Le cellule

isolate si dimostrarono sotto molti aspetti sirailjuelle gia isolate nell’'uomo. Il tempo di
duplicazione cellulare anche delle cellule equire d circa tre giorni e come le cellule
umane anche quelle equine risultarono positive ikkens quali Oct4, SSEA4 (Hoynowski

et al 2007; Cremonesi et al 2008), TRA-1-60, CDEB90, CD105 e negative per CD34,
CD45 e CD133 (Hoynowski et al 2007). Gli stessi gkijtcosi come successivamente
Passeri et al (2009), dimostrarono che anche leleasolate da Wharton’s jelly di equino
erano in grado di andare incontro a differenziagiacondrogenica, osteogenica e
adipogenica. Quanto riportato avvalora l'ipotese @mche per il cavallo, la gelatina di
Wharton possa costituire una valida fonte altewaatli cellule staminali mesenchimali

utilizzabili in medicina rigenerativa.

2.3.3 Liquido amniotico e Invogli Fetali

La gastrulazione € uno dei passaggi piu impor@eito sviluppo fetale preimpianto
(Snow e Bennet 1978) e prende inizio nella partetgrmre dell’embrione dopo circa 7
giorni dalla fertilizzazione. Cellule pluripoterariginate dall’epiblasto si trovano in tutti e
tre i foglietti di origine embrionale (ectodermagsoderma ed endoderma). Dalle cellule
germinali, prendono invece origine i tessuti extthaonali quali sacco vitellino, amnion e
allantoide (Downs e Harmann 1997; Downs et al 20@)est'ultimo va a formare il
cordone ombelicale cosi come la parte mesenchidhglla placenta corion-allantoidea
(Downs e Harmann 1997; Downs et al 2004). La posgifinale degli invogli fetali e
determinata da un processo di rotazione dell’emieriche si verifica intorno al giorno 8,5
di gestazione e ad uno stiramento di amnion e sateldno attorno all’embrione (Kinder

et al 1999). Il sacco amniotico & costituito da agoembrane trasparenti, resistenti ma
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sottili, che contengono I'embrione prima e sucaoessente il feto fino al momento
immediatamente precedente il parto. La membrar@nat I'amnion, contiene il liquido
amniotico e il feto, mentre la membrana esternegiion, contiene I'amnion e costituisce
parte della placenta (Kinder et al 1999; Kavianiaét2001). Le funzioni del liquido
amniotico sono principalmente le seguenti: consenina crescita fetale omogenenea e
simmetrica; proteggere embrione e feto; mantenengpératura e pressione costanti;
permettere movimenti liberi del feto, importantr pe sviluppo muscolo scheletrico e per
il flusso ematico (Baschat e Hecher 2004). Nelismprmeta della gravidanza il liquido
amniotico e per lo piu il risultato di un trasporattivo di sodio e cloro attraverso la
membrana amniotica e la pelle fetale accompagratoahcomitante passaggio passivo di
acqua (Brace e Resnik 1999). Nella seconda meta gedvidanza, invece, la maggior
parte del liguido amniotico & costituito dall'urirfatale, ed in parte dalle secrezioni
dell’'apparato respiratorio (Olver e Strang 1974 shteer et al 1975). Anche l'ingestione e
successiva escrezione attraverso il tratto gaséstinale, anche se non particolarmente
voluminosa, giocano un ruolo importante nella fozroae del fluido amniotico (Muller et
al 1994). La sua composizione quindi cambia durdmtgravidanza: inizialmente risulta
essere isotonico con il plasma fetale, mentre dirpadalla 24esima settimana di
gravidanza nell’'uomo, fino al parto risulta ess@onico con il plasma materno e fetale
(Albuguerque et al 1999). Probabilmente tutte cpesariabili giocano un ruolo
fondamentale anche nella variazione della sua ceinipoe cellulare. Gia a partire dal
1979, Milunky classifico le cellule presenti alk@rno del liquido amniotico in epitelioidi,
cellule specifiche del liguido amniotico e fibrostaidi: queste ultime apparirebbero piu
tardivamente rispetto alle altre. Piu tardi, neéd3,9venne ipotizzata la presenza di cellule
progenitrici, quando cellule piccole, nucleate ¢omde identificate come progenitrici

ematopoietiche probabilmente derivanti dal sacdellwio, vennero isolate prima della
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dodicesima settimana di gestazione (Torricelli Et1896). Nel 1996, venne invece
ipotizzata la presenza di cellule multipotenti ranatopoietiche in grado di differenziarsi
in miociti; tale studio pero non diede spiegazicinca I'origine di tali cellule (Streubel et
al 1996). Per decenni poi si ipotizzo la presenkecallule staminali mesenchimali
all'interno del liquido amniotico (AFSCs), ma salel 2001, Kaviani et al ne dimostrarono
la presenza in liquido amniotico di pecora. Gli dstisuccessivi si concentrarono
prevalentemente sul liquido amniotico di uomo, iartigolare su quello ottenuto al
momento della amniocentesi, esame cui ricorre umeno sempre maggiore di donne per
la diagnosi prenatale di malattie genetiche del.fee cellule possono essere isolate dal
liquido amniotico mediante centrifugazione e sospere del pellet ottenuto in medium di
coltura; le cellule mesenchimali presenti aderiscalfa plastica e dopo la prima settimana
di coltura cambiano la loro morfologia allungandesiivenendo fibroblasto simili. Tsai et
al (2004), dimostrarono come queste cellule, d@prima settimana di coltura vadano
incontro ad una rapida duplicazione, raggiungenu aonfluenza dell’80% in sole 48-72
ore: il tempo di duplicazione cellulare venne itifatlcolato di 20-24 ore, di gran lunga
inferiore a quello delle cellule isolate da midolgeseo e sangue cordonale. Le cellule
isolate da liquido amniotico sembrano inoltre maate il loro cariotipo fino a 350
duplicazioni cellulari (Perin et al 2007): cosi edthe ESCs, le cellule mantengono infatti
la lunghezza dei telomeri nelle successive duplbecazcellulari e non sembrano andare
incontro a senescenza cellulare anche se mantenat@tura per oltre due anni (Dai e
Kloner 2007). La staminalita di queste cellule elohe dalla morfologia e dal tempo di
duplicazione cellulare é stata dimostrata anchéa daksenza di recettori di superficie
tipici di diverse linee di cellule staminali. NeD@3, Prusa et al ne dimostrarono la
positivita all'Oct4, mentre negli anni immediatartesuccessivi ne venne dimostrata la

positivita ad altri due markers embrionali, SSEMBéssolasco et al 2006). In t'Anker et al

62



(2003), invece evidenziarono la positivita delldlude isolate da liquido amniotico per
markers tipicamente mesenchimali quali CD90, CDXD5/3 e la negativita invece per
markers ematopoietici quali CD45, CD34 e CD14. R&d7, DeCoppi et al dimostrarono
invece la positivita di queste cellule per il réeost di membrana c-kit. Questo € una
protein-tirosin chinasi, fattore specifico delldlgle staminali, che sembra essere coinvolto
nell’embriogenesi, ma anche nell’ematopoiesi. ARutori ne suggerirono la presenza
anche in cellule cardiache (Beltrami et al 2008gka retina (Koso et al 2007), indicando
che il recettore c-kit puo identificare una popaae di cellule staminali all'interno di
organi differenti. Le cellule positive per il c-kall'interno del liquido amniotico possono
essere selezionate sia utilizzando un sorter magné¥lagnetic Activated Cell Sorter:
MACS) o a fluorescenza (FACS); secondo quanto t@orda DeCoppi et al (2007), la
percentuale di cellule positive nel liquido amrgotivaria da 0,8 a 1,4% dell'intera
popolazione cellulare. La staminalita delle AFS@sne poi dimostrata grazie alle loro
potenzialita differenziative, potenzialita che veng mantenute anche nei passaggi piu
tardivi: queste cellule sono state infatti diffezerte con successo in adipociti, osteociti,
miociti, cellule endoteliali, neurogeniche, epatictondrogeniche e renali (De Coppi et al
2007; Perin et al 2007), dimostrando quindi unaepoilita notevolmente maggiore
rispetto alle cellule staminali adulte, piu simaeuella delle ESCs. Le AFSCs presentano
quindi diverse caratteristiche in comune con le &SBanno tempo di duplicazione
cellulare molto rapido che si mantiene nel tempazigr al mantenimento dei telomersi;
esprimo markers di superficie embrionali; quandibiva@te in vitro possono dare origine a
corpi embrioidi, positivi ai markers di tutti e tiefoglietti embrionali; hanno elevata
capacita differenziativa; sono positive per HLABDe{o et al 2006). Per quest'ultimo
motivo, anche le AFSCs sembrano essere responskhiina reazione immunitaria da

parte dell’ospite anche maggiore di quella datded&SCs (Chiavegato et al 2007),
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probabilmente risolvibili con immunosoppressione i dénfociti T mediante
somministrazione combinata di ciclosporina A, mibfahicofenolato, leflunomide
(Wennberg et al 2001). Gli stessi Chiavegato ¢2@07), hanno dimostrato come, anche
se, come affermato successivamente anche da Yay2008), le AFSCs non portano alla
formazione di teratomi, a differenza delle cellatabrionali, possano pero andare incontro
a differenziazione indesiderata una volta trapi@ntavivo; gli Autori dimostrarono infatti
come cellule amniotiche di uomo trapiantate nelreuti topo andassero incontro ad una
differenziazione condrogenica indesiderata.

In medicina veterinaria, gli studi riguardanti ibgsibile isolamento di cellule
staminali da liquido amniotico sono davvero esigNel 2001, Kaviani et al isolarono dal
liquido amniotico di pecora cellule fibroblasto #imcon rapido tempo di duplicazione
cellulare. Pochi anni dopo, nel 2005, Sartore etsalarono cellule mesenchimali da
liquido amniotico di suino e, dopo espansiom&itro, le trapiantarono in un’area cardiaca
ischemizzata artificialmente. In questo caso peradllule utilizzate, differenziarono in
linee cellulari vascolari, ma non diedero origing atre strutture, quali sangue, vasi
linfatici e cardiomiociti, probabilmente a causall@lenancata stimolazionén vitro.
Recentemente, Choi et al (2010), hanno isolataleeitaminali mesenchimali da liquido
amniotico di cane: le cellule sono risultate pwesita Oct4, SOX2, Nanog, SSEA-1, SSEA-
4, CD44, CD29 e CD90, negative per CD34 e si sonwostrate in grado di andare
incontro a differenziazione osteogenica, condraggead adipogenica. Non esistono invece
ad oggi studi circa isolamento, caratterizzaziongifferenziazione di cellule staminali
mesenchimali da liquido amniotico nelle altre spemimali.

In ogni caso, essendo queste cellule di recentpesiay occorrono ancora diversi

studi prima di una loro applicazione clinica sugkarscala anche se rappresentano una
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possibile fonte alternativa di cellule staminali ltipotenti sia in medicina rigenerativa
umana che veterinaria.

L’amnion e una sottile membrana priva di vasi costpala uno strato epiteliale e
uno piu esterno connettivale che si estendono somr@done ombelicale e pelle fetale.
L’epitelio amniotico € uno strato singolo, inintetto di cellule cuboidali in diretto contatto
con il liquido amniotico, separato dallo strato pseymico da una lamina basale. Nello
strato mesodermico, nella parte piu vicina allatstrepiteliale € presente uno strato
acellulare composto da fibre di collagene | e Itlaefibronectina. Piu in profondita, invece
sono state osservate cellule mesenchimali fibradlsisnili e rari macrofagi (Parolini et al
2008). Solo recentemente €& stato dimostrato chsetrito mesenchimale dell’amnion
contiene due subpopolazioni, una con fenotipo lebumesenchimale e una invece di
cellule monaocita-simili (Magatti et al 2008). Uniwado spongioso di fibre collagene separa
il mesoderma amniotico da quello corionico, di cosipione simile al precedente
(Parolini et al 2008). Come detto precedenteméiat@nion presenta uno strato epiteliale,
le cui cellule (Amniotic Epithelial Cells: AECs) mbrerebbero esprimere markers di
staminalita ed avere potenzialita differenziativalinee cellulari di tutti e tre i foglietti
germinativi. Per l'isolamento delle cellule epitdij la membrana amniotica deve essere
isolata dal corion e digerita 20-40 minuti con s$if@. Le cellule cosi isolate aderiscono
velocemente alla plastica, proliferano per 2-6 pggsmantenendo forma cuboidale poi la
proliferazione cessa (Terada et al 2000; Miki é2@)5). Diversi Autori hanno dimostrato
come la membrana amniotica contenga cellule eglitelcon differenti markers,
ipotizzando una certa eterogeneita di fenotipi. Bdrmtamente dopo I'isolamento le AECs
presentano una positivita per antigene leucocitagi@mente bassa (Terada et al 2000),
ma, a partire dal secondo passaggio questa aumetgaolmente. Ancora queste cellule

sono positive per SSEA-3 e 4, TRA-1-60 e 1-81 (Mikial 2005; Miki e Strom 2006),
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CD34, CD133, mentre altri markers come c-kit soegativi o espressi solo da alcune
cellule ma a livelli molto bassi (Miki et al 200Btiki e Strom 2006). D’altro lato invece,
mentre I'espressione iniziale di CD90 € molto bags@&sta aumenta rapidamente durante
la colturain vitro (Miki et al 2005; Miki e Strom 2006). Queste cédliesprimo anche
markers embrionali quali Oct 4 e Nanog (Miki et24l05). Sakuragawa et al (1996),
evidenziarono la presenza anche di markers neuremgibli; gli stessi Autori riportarono
successivamente (2000) la differenziazione di questule in epatociti. Wei et al (2003),
ne dimostrarono invece la possibile differenziagjaquando coltivate per 2-4 settimane in
presenza di nicotinammide, in un altro tessuto daduico, quello pancreatico. Di
maggiore interesse risultano pero le cellule dsflato mesodermico di amnion e corion,
anche se la letteratura riguardante queste ultiadguanto scarsa. Entrambi i tipi cellulari
possono essere isolati durante tutte le fasi dgléevidanza. Solitamente le cellule di
origine amniotica (AMSCs) vengono isolate dallacplata a termine attraverso due step: 1)
digestione con tripsina per isolare le AECs; 2)edigpne con collagenasi (Moore et al
2003). Dallamnion a termine gravidanza, nell’'uon®,possibile isolare circa 1x10
AMSCs e 10 x 10 AECs per grammo di tessuto (Casey et al 1996).cekule
mesenchimali, vengono invece isolate dal corion 8Cd) dopo rimozione meccanica ed
enzimatica dello strato trofoblastico con dispagiccessivamente il tessuto corionico
mesodermico viene poi digerito con collagenasitfRan-Lanz et al 2006). Sia le AMSCs
che le CMSCs aderiscono alla plastica e possonereessantenute in coltura per 5-10
passaggi successivi. Portman-Lanz et al (2006)leeziarono come queste cellule
proliferino lentamente dopo il secondo passaggioha se, nell'uomo, le cellule isolate da
campioni del primo trimestre di gravidanza prokfieo meglio di quelle isolate da
campioni raccolti a termine gravidanza. Teoricaraetdll’amnion a termine potrebbero

essere isolate oltre 5X1@\MSCs (Alviano et al 2007), mentre in pratica, isohente
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vengono isolati circa 4 x fOcellule per 100 cf di materiale di partenza, che
quadruplicano dopo un mese (secondo passaggio)lifitaat al 2008). Al microscopio
elettronico i due tipi cellulari presentano delifetenze strutturali: innanzitutto le AMSCs
presentano un fenotipo intermedio tra cellule meisiemali ed epiteliali, probabilmente
segno di multi potenzialita e non evidenziato nelBMSCs, piu primitive e
metabolicamente quiescienti. Queste ultime presgpidero inoltre una maggior
semplicita citoplasmatica, simile a quelle di dellamatopoietiche (Pasquinelli et al 2007).
Entrambi i tipi cellulari presentano markers di edigie simili a quelli delle BMMSCs, e
sono negative per markers emopoietici (Portman-ledra 2006); inoltre alcuni Autori ne
riportano la positivita a markers quali Oct4, SSEA&-4 (Zhao et al 2005; Alviano et al
2007), e la negativita all’'antigene leucocitarindice di uno stato immunitario privilegiato
(Portman-Lanz et al 2006). Sono poi state sott@pestdifferenziazione attraverso le
classiche linee mesodermiche (Portman-Lanz et @b;28lviano et al 2005), e le AMSCs
sono state differenziate anche in linee ectodermignali cellule neurali, endodermiche,
quali cellule pancreatiche, ed altre linee mesoddr@) quali miociti scheletrici,

cardiomiociti ed endotelio.
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Fig.17: Potenzialita differenziative delle cellule staalinisolate dalla placenta.
(Modificato da International Stem Cell Institute

In medicina veterinaria, esiste solo uno studidimpieare di Lange Consiglio et al
(2010), circa l'isolamento di cellule staminali deembrana amniotica prelevata da tre
cavalle immediatamente dopo il parto. La membranstagéa digerita con tripsina per
rimuovere le cellule epiteliali, poi digerita conollagenasi. Le cellule epiteliali
presentavano forma cuboidale, mentre le AMSCs fdibrablasto-simile e in entrambi i
casi la proliferazione andava incontro a decremarnpartire dal 5-6 passaggio. Entrambe
le linee sono risultate positive per CD29, CD10%B44, e CD34. In questo studio
preliminare € poi stata condotta con fine posileola differenziazione osteogenica di
entrambi in tipi cellulari.

Sia in medicina umana che veterinaria sono nedadsaniori studi sull'isolamento e
la caratterizzazione delle cellule isolabili dagivogli fetali, ma senza alcun dubbio le

proprieta evidenziate in queste cellule fino ad, dea facilita di isolamento, e la
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disponibilita della placenta quale materiale dirsgarendono I'amnion un’importante

fonte di cellule per il trapianto e la terapia ngeativa.

3.APPLICAZIONI TERAPEUTICHE IN MEDICINA VETERINARIA

In medicina veterinaria, cosi come in medicina uapamegli ultimi decenni ha
assunto sempre maggiore importanza la terapiaergiéma mediante impiego di cellule
staminali. Una delle specie animali su cui si sooncentrati particolarmente gli sforzi dei
ricercatori € senza dubbio la specie equina. Idigudare in questa specie il maggior
numero di studi riguarda I'impiego delle cellularsinali mesenchimali in lesioni tendinee
e legamentose.

| tendini uniscono muscolo e segmento osseo peznwitcosi alle forze generate
dalla muscolatura di agire sullo scheletro e dareid al movimento. Nei grandi
quadrupedi, come i cavalli, la maggior parte dellascolatura e collocata prossimalmente
per ridurre il peso il peso sulla parte distale lidegti e rendere la locomozione piu
efficiente. Questo rende i tendini quali flessanpesficiale, flessore profondo e legamento
sospensore molto lunghi. Inoltre il cavallo ha uadicolazione metacarpo-falangea
iperestesa, che fa si che questi tendini collsdka faccia palmare dell’arto, incontrino un
elevato carico di peso. In aggiunta questi stemsdihi devono assorbire e rilasciare
energia elastica durante le varie fasi del passttwgire il salto, fattori che li rendono

particolarmente predisposti ad andare incontrooalsfiWilson et al 2001).

69



Legamento
accessario del
tendine flessore
superficiale

Carpo

Legamento accessorio
deltendine flessore
profondo

Tendine estensore
cotmune

Tendine flessore
superficiale

Tendine flessore
profondo

Metacarpo

Muscolointerosseo
medio (Legamento

ArticolazioneMetacarpo- —_—— sospensore)
Falangea
Branca estensoria
del legamento
sospenscre
Legamenti

sesarnoidei distali

Fig.18: Anatomia dell’ arto anteriore di cavallo (SmitiGeodship 2004)

Le tendiniti e le desmiti sono infatti le patologi@i comuni riscontrate in cavalli
sportivi (Gaughan 1994; Goodship et al 1994; Dy$887). Questo tipo di lesioni porta
ogni anno a gravi perdite economiche per l'indas&quina dovute ad una calo delle
performance sportive, riabilitazioni prolungate ecidive; lesioni gravi o ricorrenti
possono perfino portare al prematuro ritiro daleege occasionalmente ad eutanasia
(Rossdale et al 1985). Nei cavalli trottatori lesitmi a carico del tendine flessore
superficiale sono stimate 8-30% di tutte le lesidai cavalli sportivi (Rossdale et al
1985; Genovese 1993), e la recidiva dopo il riemirgara € molto alta, pari al 43-93%
dei casi (Dyson 1997; Genovese et al 1996). Mdialta frequenza di queste patologie e

dovuta come detto precedentemente all’anatomiaadell il lungo tempo necessario alla
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guarigione e le frequenti recidive sono dovuti pipalmente alla composizione del
tendine caratterizzata da una grande quantita diigeaextracellulare sorretta da un
relativamente basso numero di fibroblasti altameiifferenziati. Dal momento che una
noxa flogogena agisce sul tendine, si attivanosami di eventi, molto simili a quelli che
si rilevano a livello di tessuti molli, come la eute che esitano nella formazione di
tessuto fibroso. A seguito di una lesione tendex@éta si ha la comparsa di un’emorragia
intratendinea che e subito seguita da edema édtlamfone di macrofagi che hanno il
compito di rimuovere il tessuto necrotico. La reas inflammatoria acuta ha vita breve,
solitamente si parla di qualche giorno, dopo di ichnacrofagi e le piastrine infiltrate nel
tessuto liberano fattori di crescita e citochine gnado di esercitare un’azione
chemiotattica e proliferativa sui fibroblasti inaggiandone la sintesi di collagene di tipo
[, Il e IV che andra a formare il tessuto cicaaie. In breve tempo, quindi, la
deposizione di fibroblasti sostituisce la flogosuta, raggiungendo il massimo di attivita
dopo circa 3-6 mesi dall'infortunio. La fibroplasia sempre associata a una
neovascolarizzazione intensa, cui segue una a#itine cellulare massiva (Kristoffersen
et al 2005). L'infiltrazione cellulare che si oss&ersembra essere inizialmente data da
cellule inflammatorie della linea bianca coinvattella fagocitosi dei detriti generati dal
tendine danneggiato; in un secondo tempo si h&elmento di cellule provenienti dai
tessuti circostanti e in particolare dal peritegihgostruttura costituita da connettivo lasso
che forma un rivestimento protettivo intorno aiived ai nervi del tendine (Kajikawa et
al 2007). Questo processo esita nella formazionéesButo cicatriziale che riesce a
fornire solamente uneestitutio anatomica al tendine. Lr&stitutio funzionale purtroppo
non pud essere garantita, in quanto la cicatrice uha composizione ed una
organizzazione tissutale profondamente alterapettis al tendine originale. Il collagene

che si forma nella cicatrice, infatti, € organizza maniera differente dall’originale
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causando una deficienza strutturale persistenia dwtrice e di conseguenza un calo
qualitativo delle caratteristiche meccaniche detliee (Dahlgren 2005; Wang 2006). Il
tessuto cicatriziale col tempo puo arrivare ad @wana resistenza alla trazione molto
simile al tendine sano, ma non raggiungera maitésse® grado di elasticita. Questo
deficit & la causa delle ridotte perfomance deaiaximessi al lavoro dopo il trauma, ed
anche dell'elevata percentuale di recidive. Neglhiale proposte terapeutiche per
arrivare alla guarigione delle tendinopatie, sotaiesnumerose e varie, ma nessuna di
queste é risultata preferibile, con sufficientemdibilita scientifica, al tradizionale riposo
in box (Smith 2008). Ad esempio la somministrazidnénibitori della lisil-ossidasi e di
beta-aminoproprionitrile fumarato era stata accotta favore, in quanto queste sostanze
sono in grado di aumentare la funzionalita del uwsscicatriziale, ritardando la
formazione dei legami crociati a livello delle fbcollagene (Smith et al 2003). Ulteriori
studi, perd hanno messo in evidenza la manifestazid alcuni effetti collaterali, in piu
bisogna considerare che il tessuto cicatrizialechan se migliorato nelle sue
caratteristiche strutturali, non sara mai efficleodbme il tessuto tendineo sano. Per questi
motivi € necessario sostituire il tessuto dannégge@n una matrice il piu possibile
simile al tendine normale e il meno possibile s&mal tessuto cicatriziale. L'obiettivo
della medicina rigenerativa e proprio quello dogtruire la normale architettura tendinea
e la normale funzione biomeccanica del tendine. Ideb cavallo oggi l'interesse clinico
e prevalentemente rivolto all'applicazione di cldlgtaminali mesenchimali da tessuto
adiposo o midollo osseo. Ad oggi esistono tre meted per il trattamento di lesioni
tendinee e legamentose con BMMSCs:

1. Iniezione diretta di midollo osseo in toto immedmaente dopo I'aspirazione dallo
sterno: I'aspirazione viene pratica per via ecogtadirca al centro dello sterno per evitare

lo spazio tra due sternebre, che porterebbe adaasme negativa, o l'introduzione
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dellago causalmente allo sterno con conseguenferpeione cardiaca. (Fortier e Smith

2008) (Fig.19).

Fig.19: Prelievo di midollo osseo dallo sterno. (Fortieraith 2008)

Per I'aspirazione viene utilizzato un ago da biapsiidollare (Jamshidi) dotato di
doppio stiletto e impugnatura a T, di dimensioni G1(Fig.20). Idealmente il punto
tendineo di iniezione dovrebbe essere preparatmado asettico prima di effettuare
I'aspirazione midollare in modo da effettuare ddferimento immediatamente dopo e non

utilizzare anticoagulanti.
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Fig.20: Ago Jasmidi (Fortier e Smith 2008).

Il primo ad effettuare questo tipo di terapia is@ai tendinite nella specie equina fu
Herthel nel 2001: I’Autore riporta come i cavalbrc desmite del legamento sospensore
andassero incontro a miglioramento dopo l'inoculmilollo osseo in toto nella sede della
lesione. | vantaggi legati a questo approccio ®wHpo possono essere diversi: la
semplicita di esecuzione; la possibilita di effatiila terapia immediatamente al momento
della diagnosi; i costi relativamente bassi; le M3ibculate dovrebbero andare incontro a
differenziazione in fibroblasti tendinei o legam@sitmaturi sotto I'influenza di specifici
segnali tissutali e produrre matrice appropriate lperiparazione (Pelled et al 2004);
inoltre, essendo il midollo ricco di fattori di e@ta, questi dovrebbero stimolare la
guarigione tendinea e legamentosa. Esistono perbeadiversi svantaggi (Smith et al
2003): innanzitutto I'esiguo numero di MSCs presenadeguato per ottenere un successo
terapeutico; nell’aspirato midollare possono esgaesenti spicole ossee residue che
potrebbero danneggiare la porzione sana del tenthnpresenza di adipociti potrebbe

determinare un rallentamento nel processo di guay infine il volume elevato (20-30
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ml) dell'aspirato midollare potrebbe determinare danno meccanico della matrice
tendinea, provocando un incremento della pressiieena e successiva formazione di una
maggiore quantita di tessuto cicatriziale (Dahlg26a5).

2. Centrifugazione dell’aspirato midollare e successinoculazione: 60 ml di
aspirato midollare diluito con anticoagulante vemgacentrifugati con una centrifuga
Harvest Tech Il per 14 minuti in modo da concestriar cellule mononucleate, comprese
le MSCs (Radcliffe et al 2006). Sembra che questxquura possa portare ad una
concentrazione di 12 volte delle MSCs (Radcliffeab2006). Il concentrato di aspirato
midollare ha anche altri vantaggi, tra cui I'apphbdita al momento della diagnosi della
lesione, e la co-presenza di tre fattori fondamerdaaffold, fattori di crescita e cellule
staminali (Smith et al 2006; Schnabel et al 2007).

3. Espansione delle BMMSCs in laboratorio per 3-dirpeihe, fino ad ottenere
una concentrazione di almeno 10%181 momento del trapianto, le cellule cosi espanse
pOSsSoNo essere ri-sospese in surnatante di midsdleo ricco di fattori di crescita (Smith
et al 2006; Schnabel et al 2007) (Fig.21).Gli saggt sono dati prevalentemente dai costi
elevati e dal tempo che intercorre tra aspiraziomgollare e trapianto cellulare (Fortier e
Smith 2008). Mentre i vantaggi legati a questaitacsono dati dalla purezza delle cellule
inoculate e dall'elevato numero di cellule dispdleip e infatti stato ipotizzato che
'inoculo di cellule mesenchimali in numero supeeorispetto a quello presente
normalmente all'interno del tendine possa avere effietto positivo. Tale ipotesi é
supportata dall’apparente scarsa capacita diffeatwna delle cellule di origine tendinea
(Strassburg et al 2006) e dalla natura della lesgiassa che invariabilmente risulta in una
cavitd chiusa che puo contenere le MSCs impiantatéunzionare come scaffold
caratterizzato anche da una buona vascolarizzazissieurata dal tessuto di granulazione

e da un ambiente meccanicamente appropriato edidattori di crescita. Inoltre le MSCs
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equine selezionate in laboratorio si sono dimastiat grado di produrre una matrice
extracellulare ben ordinata, e quando trapiantateemdine sopravvivono, proliferano ed
invadono il tessuto esprimendo geni tipici dei mtiqRichardson et al 2007). Secondo
quanto riportato da Dyson (2004), il numero di ¢lasmggetti a recidive, anche a carico
dell'arto contro laterale, dopo impiego di cellstaminali mesenchimali scende dal 56% al
13%. Ferris et al (2009), con uno studio effettuatacavalli sportivi con lesioni tendinee,
durato due anni, evidenziarono come I'85% dei davadttati ritornava al lavoro e di
questi il 51% riprendeva con risultati pari o nogl dei precedenti, il 34% invece
presentava risultati inferiori e solo il 15% nom @n grado di riprendere l'attivita sportiva.
Risultati simili sono stati pubblicati anche da iRaet al nel 2007: in particolare gli Autori
evidenziarono come 9 di 11 cavalli con lesioneteetiine flessore superficiale, trattai con
BMMSCs presentassero una immagine ecografica teadatcellente 3-6 mesi dopo |l
trattamento e riprendessero I'attivita sportiva ooni o ottimi risultati e senza recidive
9-12 mesi dopo. Al contrario invece tutti i cavathipiegati come controllo e trattati con
protocolli classici, andarono incontro a recidivapd 12 mesi dal trattamento.

Fortier e Smith (2007), visualizzarono ecograficateecome maggiore sia la
distanza tra diagnosi e inoculo, maggiore sia lantjta di tessuto fibroso che si forma
all'interno del tendine, fattore questo che puo poymettere I'esito della terapia. Secondo
guanto riportato dagli stessi Autori il momento hage per I'inoculo di cellule staminali
mesenchimali sarebbe immediatamente dopo il prineviogo caratterizzato da
inflammazione, prima che si formi tessuto cicaalzi Per ovviare all'inconveniente tempo
legato all'impiego di BMSCs, possono esserci dutertive: la prima puo essere
l'istituzione di una banca di cellule per la conveatione di BMMSCs di cavalli sportivi, la
seconda invece puo essere lI'impiego di MSCs di @dtvalli ed in particolare di MSCs

isolate da tessuto adiposo. Queste cellule ing&atono dimostrate in grado di riparare
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lesioni tendinee cosi come quelle isolate da mido#seo, anche se ad oggi ancora non
esistono studi effettuati su follow up di 2 annine per il midollo osseo (Dahlgren e
Nixon 2006;Fortier e Smith 2008). In ogni caso I'inoculo dilake allogeniche non ha
prodotto reazioni immunitarie cellulo-mediate nedpite; Gueste et al (2008), segnalarono
come dopo trapianto di cellule staminali mesenchiman fossero evidenti né sintomi
inflammatori, dolore o calore della parte, né,esfime istologico, vi fosse una differenza
nel numero di leucociti presenti tra lesioni tregtaon cellule autologhe e lesioni trattate
con cellule eterologhe. Un altro aspetto positiedl'idhpiego di cellule eterologhe sia di
grasso che, e soprattutto di midollo osseo, € datopossibile superamento dei limiti

cellulari legati all'eta dell’animale (Major set 8997; Baxter et al 2004).

Fig.21: Approccio terapeutico mediante inoculo di cellskaminali nel tendine flessore superficiale di
cavallo; da sinistra in senso orario: aspiraziomaidollo osseo dallo sterno; isolamento e colir®SCs;
risospensione di 10xf@ellule in supernatante di midollo osseo; inod@ortier e Smith 2007)

Nel 2007 Wilke et al utilizzarono BMMSCs nella teiadi lesioni cartilaginee a
carico dell'articolazione femoro-patellare. Gli ant riportarono risultati piuttosto

ambigui: da quanto evidenziato infatti le BMMSCggharerebbero la riparazione della
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lesione solo nei primi trenta giorni post-impiameentre i controlli eseguiti dopo 8 mesi
non hanno evidenziato differenze sostanziali nepparlivello istologico tra cavalli
trattati e cavalli non trattati utilizzati come dwilo. Nel 2008, Amaddeo e Canonici,
riportarono il trattamento di una cisti ossea suoicale nel femore di un cavallo di 5 anni
sottoposto senza successo a ripetute artroscopieellule vennero messe, mediante
l'ausilio dell'artroscopia, all’interno della cawitcistica; dopo 40 giorni dal trattamento
'esame radiografico mise in evidenza una riduzidaba cisti e 8 mesi dopo il cavallo
non presentava alcun segno di zoppia.

Nonostante i risultati incoraggianti ottenuti, nesistono ancora prove certe ed
inconfutabili dell’efficacia di questi trattamenpger questo saranno necessari altri trials
clinici accompagnati da ricerche di laboratorionpai di poter convalidare i risultati
ottenuti con questa nuova terapia.

Oltre all'apparato muscolo scheletrico, oggi si stiadiando I'effetto delle cellule
staminali anche nella terapia di altre patologi#angpecie equina. Carstanjen e al, nel
2006 utilizzarono BMMSCs in un caso di palatoscHesicellule vennero inoculate dopo
aggiustamento chirurgico del difetto al fine di wtake un miglioramento della
riparazione e soprattutto una riduzione di recidilie sono molto frequenti e inficiano il
risultato dell'intervento. | risultati ottenuti fano incoraggianti, con una correzione del
difetto del 90%. Allistologia, le cellule inietatmarcate con 5-bromo-2-desoxymidine
(BrdU) e con chloromethylbenzamido-Dil-derived (&) sono state evidenziate da
un’intensa colorazione per entrambe i reagenti dirando un’integrazione delle cellule
nel tessuto cicatriziale.

Tra gli animali domestici un’altra specie in cui gforzi dei ricercatori si stanno

concentrando sull'applicazione di cellule stamimalla specie canina, utilizzata quale
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modello per diverse patologie umane quali lesiqrinai, diabete, infarto cardiaco,
lesioni osteo articolari e dentali.

Anche se si ritiene che la maggior parte del dotorarico della schiena si crede
sia determinato da una degenerazione del discavamtebrale, i dettagli della
degenerazione discale non sono ancora del tuttaritthilstologicamente, un disco
normale e costituito da un nucleo centrale polgmscetto da un anello fibroso. Il nucleo
polposo €& formato principalmente da fibre collagetietipo Il caratterizzate da
abbondante acqua e proteoglicani extracellularcaftrario, I'anello fiboroso € composto
da anelli concentrici di collagene di tipo | (Hayes al 2001; Horner et al 2001). |
trattamenti utiliazzati per la terapia di patologiescali sono diversi e per lo piu
chirurgici; questi perd sono spesso accompagnatipidlemi postoperatori legati
all'instabilita dei dischi intervetebrali adiacerftiee 1988; Hilibrand et al 1999). Per
questo le nuove frontiere terapeutiche hanno comiettvo il mantenimento del
movimento attraverso il controllo della degradaeiafiscale. Anche se non esistono
markers specifici per il nucleo polposo e l'andliloroso, questi hanno caratteristiche
cellulari simil-cartilaginee (Sive et al 2002); mrresto data la potenzialita differenziativa
delle MSCs gli sforzi dei ricercatori si stanno centrando sulla loro applicabilita in tali
patologie. Lim et al nel 2007, utilizzarono cellukolate da cordone ombelicale in
animali con lesione spinale indotta. Gli Autori aifarono un miglioramento di
funzionalita e sensibilita negli animali sottopoatitrapianto allogenico di MSCs da
sangue cordonale, anche alla risonanza magnettidséologia non venne evidenziata
una rigenerazione tissutale, ma nemmeno un increnaeh danno o presenza di reazione
inflammatoria post-trapianto. Ancora venne evidat&ila formazione di nuove fibre
neuronali e i risultati ottenuti portarono gli Autad affermare che I'impianto di MSCs

porti comunque ad un recupero della funzione nervasanimali con danno spinale.
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Hiyama et al (2007), dopo trapianto di BMMSCs imicaon lesione discale, non
riportarono una guarigione completa ma osservacmmounque un netto miglioramento
rispetto agli animali sottoposti a trattamento izewhale. A carico dell'apparato
locomotore sono diversi gli studi effettuati su spaespecie cosi come su quella equina.
Oltre il 20% dei cani sono affetti da osteoartmtell'articolazione coxofemorale che
provoca intenso dolore. Tale patologia e carattate dalla degenerazione della
cartilagine articolare con perdita di matrice, ifilere formazione di fessure fino alla
perdita completa della superficie cartilaginea. tduguesto e determinato da una
sovraproduzione da parte dei condrociti di enzimgestivi e mediatori pro-inflammatori
che porta a un bilancio a favore del catabolismzmciié dell’anabolismo. L'impiego di
antiinfiammatori non steroidei, largamente impiegpér il trattamento di questa
patologia, spesso non porta ad una completa rieovlezlel dolore. Black et al nel 2007 e
successivamente nel 2008 effettuarono impiantieflule staminali isolate da tessuto
adiposo in cani con questa patologia ottenendo fitapt risultati in termini di riduzione
del dolore e ripresa dell’attivita motoria. Ristiltsoddisfacenti sono stati raggiunti anche
da Jang et al mediante applicazione di MSCs isalatsangue cordonale in cani con
lesioni ossee indotte. Infatti gli Autori evidenzao un miglioramento della radioopacita
del segmento osseo leso dopo impianto e istologinéervenne evidenziata una maggior
deposizione di matrice ossea nei cani trattatiM&Cs.

Recentemente diversi studi sono stati effettuatiaciimpiego di cellule staminali
mesenchimali in animali infartuati. Vela et al (200 hanno effettuato uno studio
istologico sul ruolo delle MSC nei processi di rgEone nella fase subacuta di infarto
miocardico nel cane. Sette giorni dopo l'occlusialedi’arteria coronaria sinistra, i cani
hanno ricevuto, per via transendocardiaca o intmawica, l'inoculo di 100x10

BMMSCs allogeniche marcate con DAPI (4'-6-diamidi#yphenylindole). All'autopsia
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eseguita 21 giorni dopo, gli Autori hanno evidetziaegli animali trattati, rispetto al
controllo, minori aree necrotiche e maggior dedos di matrice extracellulare, a
conferma del fatto che in fase infartuale subataitdSCs agiscono positivamente sulla
riparazione tissutale, apparentemente attravefferethziazione in cellule differenti dalle
cellule cardiache mature (Vela et al 2009).

Altra patologia di grande interesse anche per ldicihmea umana e il diabete. Uno
studio effettuato da Zhu et al nel 2009, ha evidgozcome l'inoculo intraepatico di
BMMSCs autologhe in cani con diabete sperimentatmeimdotto, porti ad un
incremento del peso corporeo dell’11% circa e livekdi di glucosio nel sangue di 9,78
13,11 mmol/L a 112 giorni dal trattamento rispedtle 22,5+3,22 mmol/L degli animali
non trattati, anche se in ogni caso manca unaieifia delle isole pancreatiche.
Indubbiamente sono necessari ulteriori studi chgbaeffetti della terapia cellulare in
soggetti diabetici, ma, da come si evince da qusktdio, puo essere considerata una
valida alternativa nello studio del diabete di tlpo

Nonostante i risultati positivi fin qui ottenuti liapplicazione clinica delle cellule
staminali negli animali domestici sono necessateridri studi circa i loro possibili
impieghi non solo nella specie equina e canina nehe su altre specie di interesse

economico ed affettivo e potenziali modelli di pafpe umane come la specie felina
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PARTE SPECIALE

1. | SOLAMENTO , DIFFERENZIAZIONE , CARATTERIZZAZIONE E
APPLICAZIONI CLINICHE DI CELLULE STAMINALI MESENCHI MALI

ISOLATE DA TESSUTO ADIPOSO E MIDOLLO OSSEO NELLA SP ECIE EQUINA

1.1 Materiali e Metodi

1.1.1 Prelievo dei campioni e isolamento delle cellule

| campioni di tessuto adiposo e midollo osseo siab prelevati in parte da animali
afferenti al Servizio di Ricovero e Accettazioneo&si Animali e di Chirurgia del
Dipartimento Clinico Veterinario, Universita di Bana, a seguito di zoppia; la restante
parte e stata invece prelevata da soggetti stabptasso la scuderia d’origine. In
quest’ultimo caso il prelievo e il successivo inlacsono stati effettuati in loco dal medico
veterinario di referenza. Tutte le procedure sagimali sono state effettuate in accordo
con il DL 116/92, e previa approvazione del Comitatico dell’Universita di Bologna e
del Ministero della Salute.

Tutti i reagenti utilizzati sono stati acquistatiepso Sigma-Aldrich (Saint Louis,
MO, USA) se non diversamente specificato. Piagireyette e flask utilizzate sono stati

acquistati presso Sartstedt Inc. (Newton, NC, USA).

1.1.1.1 Tessuto adiposo
Per il prelievo di tessuto adiposo, data la quartditmateriale disponibile, 'assenza

di grossi vasi e la facilita di accesso, € stawtad’area sottocutanea al disopra del

82



muscolo gluteo dorsale. Gli animali sono stati quisti a sedazione con acepromazina
(30ug/Kg; Prequillan, Fatro, Bologna, lItalia), deidina (10pg/Kg; Domosedan, Orion
Corporation, Finlandia) e butorfanolo (30ug/Kg; &melx, Intervet, Milano, ltalia) e
successivamente si € provveduto all'infiltraziométecutanea con lidocaina al 2% (Fort
Dodge Animal Health, USA). Previa rasatura, pulizéa disinfezione dell'area,
parallelamente alla spina dorsale e a 15 cm danizst da questa € stata effettuata
un’incisione di 10 cm in lunghezza, tale da evidare il tessuto adiposo presente. Il
tessuto cosi prelevato e stato quindi posto inpmaetta sterile da 50 ml e immerso in
PBS addizionato con antibiotici (100 Ul/ml penicid, 100 pg/ml streptomicina) e
mantenuto a +4°C per un tempo massimo di 12 orecuta € stata successivamente
suturata con monofilamento in nylon e gli animabttgposti a terapia antibiotica e
antiinflammatoria per tre giorni (ampicillina 5SmgiKlie; Vetamplius, Ati, Bologna, Italia;
flunixina sale di meglumina 1,1 mg/Kg; Meflosyl,iE®odge Animal Health, USA).

Una volta in laboratorio i campioni sono stati laweer tre volte con una soluzione
di PBS e antibiotici, quindi pesati e tagliati dombici sterili in pezzetti di circa 1 cmll
materiale ottenuto é stato quindi immerso in unazsone allo 0,1% di collagenasi di
tipo IV (GIBCO®, Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USiA PBS (1ml di
soluzione/lg di campione) e posto a bagno mari& &€ Per 1-2 ore. Dopo questo
periodo di tempo, per neutralizzare I'enzima, 8st¢o digerito € stato diluito 1:1 con
terreno di coltura costituito da DMEM/TCM199 (1:1)0% FBS (GIBC®, Invitrogen
Corporation, Carlsbad, California, USA), 100 Ul/ngenicillina e 2100 pg/ml
streptomicina. La soluzione ottenuta € stata quitichta, per eliminare i pezzi di tessuto
non digeriti, e sottoposta a centrifugazione a 1500 (Heraeus Megafuge 1.0R) per 10

minuti. Il pellet cosi ottenuto é stato lavato prer volte in terreno di coltura mediante
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centrifugazione a 1500 rpm per 10 min, quindi sprevveduto a contare le cellule

mediante emocitometro.

1.1.1.2 Midollo Osseo

I campioni di midollo osseo sono stati ottenuti mete aspirazione con ago da
biopsia midollare Jamshidi di 11 G dall’ala de#idl. Gli animali sono stati sottoposti a
sedazione con acepromazina (30ug/Kg; PrequillatrofF#&8ologna, Italia), detomidina
(10ng/Kg; Domosedan, Orion Corporation, Finlandiautorfanolo (30ug/Kg; Dolorex,
Intervet, Milano, Italia) e successivamente si evpeduto all'infiltrazione sottocutanea
con lidocaina al 2% (Fort Dodge Animal Health, USRarea & quindi stata rasata, pulita
e disinfettata prima di procedere con I'aspirazidabmateriale midollare in siringhe sterili
da 60 ml (IMI, Padova, ltaly) contenenti 2 ml diagipa (Eparina Vister 5000 Ul/ml.
Marvecspharma, Milano). Dopo il prelievo, gli animaono stati sottoposti a terapia
antibiotica e antiinfiammatoria per tre giorni (aoitina 5mg/Kg/die; vetamplius, Ati,
Bologna, Italia; flunixina sale di meglumina 1,1 #kg; Meflosyl, Fort Dodge Animal
Health, USA).

Una volta in laboratorio i campioni sono stati dild:1 con PBS addizionato di
antibiotici e sottoposti a centrifugazione a 15 mper 15 minuti. Il surnatante e quindi
stato rimosso e il pellet risospeso in 5ml di teordi coltura. Per separare la componente
cellulare nucleata e i globuli rossi, il campionstato posto su 5 ml di una soluzione di
Percoll (particelle di silice rivestite di polivipirolidone) al 70% in una provetta da 50
ml. La centrifugazione é stata effettuata a 3000 per 30 minuti. Le cellule a livello di
interfaccia tra le due soluzioni sono state aspiggtper eliminare i cristalli di Percoll

dannosi per le cellule, lavate per 3 volte coretgordi coltura mediante centrifugazione a
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1500 rpm per 10 minuti. Dopo tale procedura si evypeduto a contare le cellule

mediante emocitometro.

1.1.2 Espansione cellulanevitro

Per tutte e due le linee cellulari, le cellule pame sono state seminate in flask da
25 cnf ad una densita di 5 x 16ellule per crf e incubate in atmosfera umidificata a
38.5°C in 5% CQ Il terreno di coltura é stato cambiato per laarivolta dopo 48 ore e
successivamente due volte a settimana fino adesd#enna confluenza pari all’'80%. A
questo punto le cellule sono state staccate daik mediante digestione enzimatica con
una soluzione allo 0.05 % di tripsina; dopo un tempassimo di 10 minuti, la tripsina é
stata inattivata mediante aggiunta di 5ml di meddimoltura addizionato 10% di FBS,
quindi la soluzione cellulare ottenuta é statagastprovette da 10 ml e centrifugata per
6 minuti a 700 rpm. Una volta eliminato il surnaggril pellet & stato diluito con 1 ml di
terreno di coltura, le cellule contate con un enwooetro e riseminate come “Passaggio
1" (P1) ad una densita di 25 x>1€ellule/cnt. Per i passaggi successivi le cellule sono
state poste in flask da 25 €m 25x 18/cn? e lasciate moltiplicare per 6/7 giorni fino al
raggiungimento di una confluenza del 90% primaadélipsinizzazione e successivo
passaggio. Il tempo di duplicazione cellulare, uinrero di duplicazioni cellulari e il
tempo di coltura cellulare, sono stati calcolatr pgni passaggio utilizzando le due
formule seguenti (Vidal et al., 2007):

CD=In(N/N)/In(2) (@8]
DT=CT/CD 2)(
CD numero di duplicazioni cellulari
Nt numero finale di cellule

Ni numero iniziale di cellule
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DT tempo di duplicazione cellulare

CT tempo di coltura cellulare
| dati sono espressi come media + deviazione stdnelaono stati analizzati mediante
ANOVA (Statistica for Windows-Stat Soft Inc., Tuls@klaoma, USA). Le differenze

sono state considerate significative per P<0.05.

1.1.3 Differenziazionén vitro

1.1.3.1 Differenziazione Condrogenica

Le cellule espanse al passaggio P3 dopo lavaggid®8%, sono state sottoposte a
tripsinizzazione e successiva centrifugazione a i@ per 6 minuti. Dopo conta
cellulare, 5 x 18 cellule/cnf sono state risospese in 2 ml di medium di coleupmste in
piastre 6 well in incubatore a 38.5°C in atmosianaidificata al 5% CQ@ per 24 ore al
fine di ottenere I'adesione cellulare. Dopo quegstniodo di tempo il medium é stato
sostituito con medium da differenziazione condraggeonsistente in TCM199/DMEM,
100 Ul/ml di penicillina, 10Qug/ml di streptomicina, 6.2hg/ml di insulina, 50 nM di
acido ascorbico, 0.1M di desametazone, 10 ng/ml hT@BE-(PeproTech, UK) e 1%
FBS (Mizuno e Hyakusoku, 2003). Le cellule sonandustate coltivate in monostrato a
38,5°C al 5% di C@per 21 giorni e il medium da differenziazione atstcambiato
completamente due volte a settimana. Passate $ettimane di coltura, le cellule sono
state fissate in formalina al 10% per un’ora a terafura ambiente; successivamente e
stato effettuato un lavaggio con acqua demineratigze le cellule sono state colorate con
una soluzione in acido acetico di Alcian Blu (1%uima soluzione al 3% di acido acetico;
pH 2.5) per 15 minuti a temperatura ambiente. Dgyesto tempo la soluzione di Alcian

Blu & stata rimossa e le cellule lavate per tréevobn una soluzione di acido acetico al
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3% al fine di eliminare i residui di colorante. talorazione impiegata colora in blu i

depositi di glicosaminoglicani intra ed extra clhlucaratteristici della condrogenesi.

1.1.3.2 Differenziazione Osteogenica

Le cellule espanse al passaggio P3 sono stateelaa@i PBS, sottoposte a
tripsinizzazione e successiva centrifugazione. Wit diluito il pellet ottenuto con 1 ml
di medium da coltura e contate le cellule, questeosstate poste in piastre 6 well alla
densita di 5 x 1dcellule/cnt in 2 ml di terreno di coltura per 24 ore al finieottenere
'adesione cellulare. Passato questo tempo, iemerre stato sostituito con medium da
differenziazione consistente in TCM199/DMEM, 10Qrdll di penicillina, 100ug/ml di
streptomicina, 10% di FBS, 10 mM ghglicerofosfato, 0.1uM di desametazone, 5M
di acido ascorbico (Mizuno e Hyakusoku, 2003). e#ute sono state coltivate, a 38.5°C
in atmosfera umidificata al 5% GQOn monostrato per tre settimane e il medium #&sta
completamente cambiato due volte a settimana.

L’avvenuta osteogenesi, caratterizzata dai depdsitalcio, € stata evidenziata
dopo tre settimane di coltura utilizzando la catamae di von Kossa e Alizarin Red. Per
la colorazione di von Kossa, le cellule sono stesgate in una soluzione di formalina al
10% per un’ora a temperatura ambiente, quindi &weain acqua bidistillata, ricoperte
con una soluzione al 5% di nitrato di argento ecessivamente esposte alla luce gialla
per 15 minuti. | depositi di calcio fosfato si cdao di nero. Per effettuare la colorazione
Alizarin Red, le cellule sono invece state fisgaeun’ora a temperatura ambiente in una
soluzione di etanolo al 70%; successivamente stete favate con acqua bidistillata
quindi ricoperte con una soluzione al 2% di AlimaRed per 30 minuti. Dopo 4 lavaggi

con acqua bidistillata, i depositi di calcio si@@no di arancione-rosso.
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1.1.3.3 Differenziazione Adipogenica

Al passaggio P3 di coltura, le cellule, dopo tmixzazione e successiva
centrifugazione sono state poste in piastre 6 actlina densita di 5 x i@ellule/cnt in
2 ml di medium di coltura per 24 ore per farsi theellule aderissero alla piastra. Dopo
24 ore il medium e quindi stato sostituito condao da differenziazione adipogenica
costituito da TCM199/DMEM, 100 Ul/ml di penicillinal00 ug/ml di streptomicina,
15% di siero di coniglio, 1M di desametazone, 0.5 mM di isobutil-metilxantib@,mM
di insulina, 0.2 mM di indometacina, (Mizuno e Hyakku 2003; Koch et al 2007). Le
cellule sono state coltivate in monostrato a 38.B°&tmosfera umidificata al 5% di GO
Dopo 74 ore, il medium e stato sostituito da mediaoovo privo di isobutil-
metilxantina, e successivamente le cellule sone stantenute in coltura per 21 giorni e
il terreno sostituito 2 volte a settimana (Schuhl€t009). Dopo questo periodo di tempo
le cellule sono state fissate con una soluziod®% di formalina per 1 ora a temperatura
ambiente, quindi lavate con acqua bidistillata@easivamente con isopropanolo al 60%
per 5 minuti e quindi colorate con una soluzioneddi Red O (0.3% in isopropanolo
60%) per 5 minuti. Passato questo tempo la solezaircolorante € stata rimossa e le

cellule lavate con acqua bidistillata. | vacugpidiici vengono colorati in rosso.

Differenziazionel Medium | Siero % Supplementi

DMEM- | 10%

Controllo TCM199 | FBS

100 Ul/ml penicillina, 10Qug/ml streptomicina

DMEM- 15% 100 Ul/ml penicillina, 100ug/ml streptomicina, uM
Adipogenica Siero desametazone, 0.5 mM isobutil-metilxantina, 10 mM
TCM199 T I ) ) .
coniglio | insulina, 0.2 mM indometacina

DMEM- | 10% 100 Ul/ml penicillina, 100ug/ml streptomicina, 10 mM

Osteogenica B-glicerofosfato, 0.1uM desametazone, 5QM acido

TCM199 | FBS .
ascorbico
DMEM- | 1% 100 Ul/ml penicillina, 100pg/ml streptomicina, 6.25
Condrogenica TCM199 | EBS ug/ml insulina, 50 mM acido ascorbico, 0.iM

desametazone, 10 ng/ml hTGE-

Tab.1: Medium impiegati per la differenziazione adipogeaniosteogenica e condrogenica di tutte le
linee cellulari isolate.
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1.1.4 Caratterizzazione molecolare

Una volta raggiunto il passaggio P3, le cellule cs@tate inoltre sottoposte a
caratterizzazione molecolare. Per questo sono $iatde con PBS e staccate dalla
superficie della piastra mediante a tripsinizzagioper massimo 10 minuti;
successivamente la tripsina e stata inattivataRi88+10%FBS, e le cellule sono state
lavate mediante centrifugazione a 600 rpm per 5utniper due volte. Dopo
I'eliminazione del surnatante, il pellet & statg@eso in 100 ul di Intraprep Kit Reagent 1
(Beckman Coulter, Miami, FL, USA) e incubato perruti a temperatura ambiente.
Successivamente sono stati aggiunti 4 ml di PBSseluzione e stata centrifugata a 600
rpm per 5 min. Il pellet di cellule ottenuto, ripeso in 100 ul di PBS e stato incubato per
20 minuti a temperatura ambiente con anticorpi CGB)I0D90, CD44, CD45, CD34,
CD14 e CD73 direttamente coniugati con FITC o AB@ckman Coulter, Miami, FL,
USA). Sono stati utilizzati appropriati isotopi ¢ogati di controllo (Beckman Coulter,
Miami, FL, USA). Dopo colorazione, le cellule sostate lavate per due volte con PBS e
l'intensita della fluorescenza e stata valutata cofluorimetro dotato di doppio laser
FC500 (Beckman Coulter, Miami, FL, USA) e i ristiltsuccessivamente analizzati con

programma CXP.

1.2 Applicazioni Cliniche

Caso Clinico 1:

Segnalamento:

Cavallo di razza Sella Italiano, maschio intera? @dinni di eta, peso 450 kg.
Anamnesi:

Il medico veterinario referente é stato chiamatopdaprietario dopo che, a seguito

di un allenamento, I'animale ha presentato unaizopgarico dell’arto anteriore sinistro.
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Allesame ecografico, il veterinario ha riscontratma lesione a carico del tendine
flessore superficiale.

Terapia:

Il medico veterinario e il proprietario hanno optaer I'inoculo di cellule staminali
mesenchimali autologhe. Il soggetto e quindi ssatitboposto in loco, al prelievo di 4,5 g
di tessuto adiposo dall’area sottocutanea al diasdpl muscolo gluteo dorsale. Dopo il
prelievo il cavallo & stato sottoposto a terapisibéstica e antiinflammatoria per tre
giorni.

In laboratorio le cellule sono state isolate comscdtto precedentemente. Dopo
una settimana di coltura in vitro, sono state dpeal medico veterinario 10xi@ellule
in 1 ml di medium di coltura. Una volta ricevute dellule, il medico veterinario ha
provveduto all'inoculo per via ecoguidata all'imer della lesione. Il cavallo é stato

quindi sottoposto a esercizio come riportato inéliabl. 1.

PERIODO DELLE PASSEGGIATE A MANO
LESIONE SU TERRENO DURO
7 — 20 GIORNI 20-60 GIORNI

LIEVE passeggiare a mano l&aumentare il tempo di
minuti per due volte glesercizio di 5 minuti per

giorno settimana
MODERATA | passeggiare a mano [L@umentare il tempo di
minuti per due volte glesercizio di 5 minuti per

giorno settimana
GRAVE passeggiare a mano|&umentare il tempo di
minuti per due volte glesercizio di 5 minuti per

giorno settimana
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PROGRESSIONE
DELLA LESIONE

PERIODO DELLE PASSEGGIATE
MONTATO
SU TERRENO DURO

60 — 90 GIORNI 90-120 GIORNI
BUONA passeggiare il cavalll aumentare il tempo ¢
montato per 25 minutiesercizio di 5 minut
aumentando di  bHper settimana
minuti alla settimana i
tempo di esercizio
MEDIA passeggiare il cavalll aumentare il tempo ¢
montato per 25 minutiesercizio di 5 minut
aumentando  di per settimana
minuti alla settimana i
tempo di esercizio
SCARSA passeggiare a mano |glasseggiaral cavallo

minuti al giorno

montato per 20-3(

minuti

PROGRESSIONE
DELLA LESIONE

PERIODO DELLE PASSEGGIATE
MONTATO
E DI INIZIO LAVORO LEGGERO SU

TERREN

O DURO

120 — 150 GIORNI

150-180 GIORNI

BUONA

passeggiare il cavall
montato per un or
addizionando 5 minut
di trotto ogni due
settimane

aumentare il tempo g
nesercizio di 5 minut
iogni due settimane

MEDIA

passeggiare il cavall
montato per un ora

aumentare il tempo ¢
esercizio di 5 minut
per settimana

SCARSA

rivalutare la terapia

rivalutare la terapia
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PROGRESSIONE PERIODO DELLA

DELLA LESIONE PROGRESSIONE DEL LAVORO
180— 210 GIORNI 210- 240 GIORNI
BUONA addizionare il lavorg aumentare di 5 minufi

con 5 minuti di canteril tempo di galoppd
ogni due settimane | ogni 2  settimane,
iniziando il lavoro
sulle barriere a terra

MEDIA passeggiare il cavalll aumentare di 5 minu
montato per un orail tempo di galoppg
addizionando 5 minutiogni 2 settimane
di trotto ogni dug
settimane
SCARSA rivalutare la terapia rivalutare la terapia

Tab.1.1: Schema di riabilitazione post-inoculo di cellut@minali mesenchimali in lesione tendinea o
legamentosa.

Caso Clinico 2:

Segnalamento:

Cavallo di razza Sella Italiano, femmina intera3@nni di eta, peso 430 kg.

Anamnesi:

Il medico veterinario referente é stato chiamatopdaprietario dopo che, a seguito
di un infortunio in gara, I'animale ha presentatwwoppia a carico dell’arto anteriore
destro. All'esame ecografico, il veterinario hacastrato una lesione a carico del tendine
flessore superficiale.

Terapia:

Il medico veterinario e il proprietario hanno optaer I'inoculo di cellule staminali
mesenchimali autologhe. Il soggetto e quindi ssattboposto in loco, al prelievo di 5,5 g
di tessuto adiposo dall’area sottocutanea al diasdpl muscolo gluteo dorsale. Dopo il
prelievo il cavallo é stato sottoposto a terapisibéstica e antiinflammatoria per tre

giorni.
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In laboratorio le cellule sono state isolate comscdtto precedentemente. Dopo
una settimana di coltura in vitro, sono state speali medico veterinario 7,5x1@ellule
in 1 ml di medium di coltura. Una volta ricevute dellule, il medico veterinario ha
provveduto all'inoculo per via ecoguidata all'imer della lesione. Il cavallo & stato

quindi sottoposto a esercizio come riportato inéllabl. 1.

Caso Clinico 3:

Segnalamento:

Cavallo di razza Trottatore, femmina intera, dnniali eta, peso 450 kg.

Anamnesi:

Il medico veterinario referente é stato chiamatopdaprietario dopo, che a seguito
di un infortunio in gara, I'animale ha presentattzoppia a carico dell'arto anteriore
sinistro. All'esame ecografico, il veterinario hescontrato una lesione a carico del
tendine flessore superficiale.

Terapia:

Il medico veterinario e il proprietario hanno optaer I'inoculo di cellule staminali
mesenchimali autologhe. Il soggetto e quindi ssatiboposto in loco, al prelievo di 6,67
g di tessuto adiposo dall’area sottocutanea abplissdel muscolo gluteo dorsale. Dopo il
prelievo il cavallo é stato sottoposto a terapisibéstica e antiinflammatoria per tre
giorni.

In laboratorio le cellule sono state isolate comescdtto precedentemente. Dopo
una settimana di coltura in vitro, sono state dpeali medico veterinario 22x3@ellule
in 1 ml di medium di coltura. Una volta ricevute dellule, il medico veterinario ha
provveduto all'inoculo per via ecoguidata all'imer della lesione. Il cavallo é stato

quindi sottoposto a esercizio come riportato inellabl.1.
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Caso Clinico 4:

Segnalamento:

Cavallo di razza Purosangue Inglese, castroneadn®di eta, peso 450 kg.

Anamnesi:

A seguito di un infortunio in gara, il proprietara riscontrato una zoppia a carico
dell'arto anteriore sinistro. Il cavallo e statargli condotto presso il Servizio di Chirurgia,
Dipartimento Clinico Veterinario, Universita di Bxgna. L'esame ecografico ha messo in
evidenza una lesione a carico del tendine flessoperficiale dell'arto anteriore sinistro

(Fig.1.3; Fig.1.4).

e R TIST S T g e

Fig.1.3: Ecografia trasversale regione palmare metacamstisi. La lesione al tendine
flessore superficiale € visibile come area anecagen
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Fig.1.4: Ecografia longitudinale regione palmare metacaspustro. La lesione al
tendine flessore superficiale € visibile come aeecogena.

Terapia:

Data la tipologia della lesione, e la volonta daeael proprietari di far tornare |l
cavallo al piu presto in gara si € deciso di prececcon I'inoculo di cellule staminali
mesenchimali autologhe. Il soggetto € quindi stitioposto al prelievo di 100 ml di
midollo osseo dall’ala dellileo. Dopo il prelievibcavallo & stato sottoposto a terapia
antibiotica e antiinfliammatoria per tre giorni.

In laboratorio le cellule sono state isolate corascdtto precedentemente. Dopo tre
settimane di coltura in vitro, sono state inocul@&1G cellule in 4 ml di gel piastrinico.
Presso la scuderia di origine e stata effettuatéalilitazione come riportato in Tabella

1.1
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Caso Clinico 5:

Segnalamento:

Cavallo di razza Quarte horse, maschio intero,ahi di eta, peso 480 kg.

Anamnesi:

A seguito di un infortunio in gara, il proprietara riscontrato una zoppia a carico
dell'arto anteriore sinistro. Il cavallo e statargli condotto presso il Servizio di Chirurgia,
Dipartimento Clinico Veterinario, Universita di Bgna. L'esame ecografico della regione
palmare del metacarpo sinistro ha evidenziato miose trasversale un’area ipoecogena
(score 2/3) a carico del flessore superficiale ditg; I'area della lesione era di 50 fmm

rispetto allea complessiva area del tendine di 180(&igl.3; Fig.1.4).

Fig.1.3: Ecografia trasversale regione palmare metacarpsirsi. Le linee indicano la
lesione e il tendine flessore superficiale del dito
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Fig.1.4: Ecografia longitudinale regione palmare metacaspuostro. L'area della
lesione risulta anecogena.

Terapia:

Data l'entita della lesione si & optato per lintcudi cellule staminali
mesenchimali autologhe. Il soggetto e quindi ssattoposto al prelievo di midollo osseo
dall'ala dellileo (75ml). Dopo il prelievo il calla e stato sottoposto a terapia antibiotica
e antiinflammatoria per tre giorni.

In laboratorio le cellule sono state isolate comscdtto precedentemente. Dopo
due settimane di coltura in vitro 10,5%1€ellule sono state inoculate con 4 ml di plasma
arricchito di piastrine. Il cavallo, tornato alleusleria di origine € stato quindi sottoposto

a esercizio come riportato in Tabella 1.1.

Caso Clinico 6:
Segnalamento:
Cavallo di razza sella italiano, castrone, di 10i @ eta, peso 480 kg.

Anamnesi:

97



A seguito di un infortunio in gara I'animale ha geatato una zoppia a carico
dell'arto anteriore sinistro. Il cavallo € statargli condotto presso il Servizio di Chirurgia,
Dipartimento Clinico Veterinario, Universita di Bamna. L'esame ecografico messo in
evidenza in sezione trasversale un'area ipoecogiéeriad mnt al margine laterale del
tendine flessore superficiale del dito dello spessdi 3 mm; in sezione trasversale,
I'allineamento delle fibre era quasi nella normeofgs 0-1/3) nella porzione laterale del
tendine. All'esame ecografico si € evidenziata tewite cronica del tendine flessore

superficiale del dito.

Fig.1.5: Ecografia trasversale regione palmare metacaristra. La lesione a
carico del tendine flessore superficiale € indicktiiarea anecogena.

Terapia:
Data la cronicita della lesione, che, come riportédl veterinario referente, non era
andata incontro a miglioramento a seguito dei iadali trattamenti, & stato effettuato il

trapianto autologo di cellule staminali mesenchinta midollo osseo. Il soggetto é

quindi stato sottoposto al prelievo di 50 ml di olid osseo dall’ala dell'ileo. Dopo il

98



~

prelievo il cavallo & stato sottoposto a terapisibéstica e antiinflammatoria per tre
giorni.

In laboratorio le cellule sono state isolate corasctitto precedentemente. Dopo tre
settimane di coltura in vitro, sono state inoculz#a lesione 2x10cellule in 1 ml di gel
piastrinico. Il cavallo, tornato alle scuderie digine, € stato quindi sottoposto a esercizio

come riportato in Tabella 1.1.

Caso Clinico 7:

Segnalamento:

Cavallo purosangue arabo, maschio intero, di 3 dingiia, peso 400 kg.

Anamnesi:

Il soggetto e stato rinvenuto dal proprietario cora lacerazione a carico dell’arto
anteriore destro a seguito di imbrigliamento n& fii recinzione del paddock in cui
I'animale era stabulato. La ferita & stata subieditata dal veterinario di referenza e |l
cavallo portato presso il Servizio di Chirurgia,pBitimento Clinico Veterinario. Una
volta ricoverato, il chirurgo ha provveduto allesa della ferita rilevando un
interessamento della faccia palmare del terzo meelio stinco, comprendente anche |l
tendine flessore superficiale. Si e quindi procedad intervento chirurgico, con animale
in anestesia generale, sul decubito sinistro; igmacutanei della ferita a “v” rovesciata
sono stati rimossi e I'apertura € stata amplia@sgmalmente e latero-distalmente per
esporre il tendine. Dopo curretage dei margini graceduto con la sutura di Bunnel dei
due monconi con filo riassorbibile Dexon 2; quitdifascia & stata chiusa con punti
staccati con filo Dexon 2 e la cute con monofilatnan nylon. Subito dopo l'intervento
e stato applicato un gesso lasciato in loco pesetimane. Dopo l'intervento il cavallo &

stato sottoposto a terapia antiinfiammatoria ebaotica.
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Durante l'intervento e stato effettuato il preliedio75 ml di midollo osseo dall’ala
dellileo e le cellule staminali mesenchimali sorstate isolate come descritto
precedentemente.

Dopo sei settimane il gesso e stato asportatosartie ecografico ha messo in
evidenza la presenza di una lesione ancora ingant@rico del tendine flessore
superficiale (Fig.1.6; Fig.1.7); per questo motisioe quindi deciso di effettuare un

inoculo di 11,1x10cellule in 4 ml di gel piastrinico.

Fig.1.6: Ecografia trasversale regione palmare metacargtraleLa lesione al
tendine flessore superficiale & visibile come ameacogena.
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Fig.1.7: Ecografia trasversale regione palmare metacargtraleLa lesione al
tendine flessore superficiale & visibile come ameecogena.

Una volta tornato alla scuderia di origine, € astaffettuata terapia riabilitativa

(Tab.1.1).

Caso Clinico 8:

Segnalamento:

Cavallo di razza trottatore, castrone, di 6 anrteij peso 450 kg.
Anamnesi:

A seguito di un infortunio in gara I'animale ha geaetato una zoppia a carico
dell’'arto anteriore sinistro. Il cavallo e statoimpi condotto presso il Servizio di
Chirurgia, Dipartimento Clinico Veterinario, Uniw#a di Bologna. All'esame
ecografico, e stata evidenziata una lesione a cat@ tendine flessore superficiale

(Fig.1.8; Fig.1.9).
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Fig.1.8: Ecografia trasversale regione palmare metacarpsirg. Le linee indicano la
lesione e il tendine flessore superficiale del dito

Fig.1.9: Ecografia trasversale regione palmare metacarmpsirsi. La lesione e
visibile come area anecogena.
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Terapia:

Trattandosi di recidiva di una lesione trattata atmo prima con protocolli
tradizionali, e la zoppia ingente, si e optato pémoculo di cellule staminali
mesenchimali eterologhe, isolate da tessuto adipgsno state inoculate nella lesione

16x1Ccellule in gel piastrinico (Figl1.10; Fig.1.11).

Fig.1.10: Ecografia trasversale regione palmare metacamstisi. Riempimento della
lesione con gel piastrinico e cellule staminali.

Fig.1.11: Ecografia trasversale regione palmare metacanpistsi. Riempimento della
lesione con gel piastrinico e cellule staminali.
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Caso Clinico 9:

Segnalamento:

Cavallo di razza puro sangue inglese, castrong@ adini di eta, peso 450 kg.

Anamnesi:

A seguito di un infortunio in gara I'animale ha geetato una zoppia a carico
dell'arto anteriore destro. Il cavallo € stato aliircondotto presso il Servizio di
Chirurgia, Dipartimento Clinico Veterinario, Unis#a di Bologna. All'esame
ecografico, e stata evidenziata una lesione a ccatel tendine flessore superficiale

(Fig.1.9).

Fig.1.9: Ecografia trasversale regione palmare metacargtoadé.a lesione &
visibile come area anecogena.

Terapia:
Il soggetto e stato sottoposto al prelievo di 4@mhidollo osseo dall’ala dell’ileo.
Dopo il prelievo il cavallo e stato sottoposto eajfga antibiotica e antiinfiammatoria per

tre giorni.
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In laboratorio le cellule sono state isolate corasctitto precedentemente. Dopo tre
settimane di coltura in vitro, sono state inocuk@&1G cellule in 2 ml di gel piastrinico.

Il cavallo e stato quindi sottoposto a esercizimeaiportato in Tabella 1.1.

Fig.1.12:Inoculo eco guidato di cellule staminali mesendirm una lesione tendinea.

1.3 Risultati

1.3.1 Isolamento, differenziazione e caratterizzaei

Per quanto riguarda l'isolamento di cellule starhimaesenchimali da tessuto
adiposo i campioni impiegati sono stati in medid@i+1,1 g; in 3/3 (100,0%) campioni
si sono sviluppate colonie con la classica morfi@laigproblasto-simile delle cellule
staminali mesenchimali (Fig.1.14a) e in nessun c¢ang Si sono sviluppate
contaminazioni di muffe o batteri. Il tempo di digpkione delle popolazioni & stato

compreso tra 0,8 e 3,2 giorni ed e risultato in iegaéri a 1,3+£0,7 giorni per i passaggi
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P0O-P8. Non sono state rilevate differenze statistente significative (P>0,05) per

quanto riguarda il tempo di duplicazione nei dive@ssaggi (Fig.1.13a). Al passaggio 8

il numero di duplicazioni cellulari e stato di 3#436 (Fig.1.13b).

Tempo di duplicazione cellulare
(Giorni/N °duplicazioni)

45
40
35
30
25
20
15
10

Numero totale di duplicazioni cellulari

Fig. 1.13:

Tempo di duplicazione cellulare MSCs di tessuto adiposo di cavallo
(n=2)

3,5 1

1,5 ~

Passaggi

Numero Totale Duplicazioni Cellulari di MSCs di tessuto adiposadli

equino (n=2)
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Passaggi

Caratteristiche di crescita vitro delle cellule mesenchimali isolate dal liquido amtiso di cavallo.
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Dopo tre settimane di coltura in medium da diffeiamione condrogenica, la
coltura cellulare, colorata con Alcian blu presgataccumuli di glicosaminoglicani sia
intracellulari che nella matrice extracellulare, camuli tipici dellavvenuta
differenziazione condrogenica (Fig.1.14b); al cantr le cellule coltivate in medium di
coltura normale presentavano scarse quantita dioggiminoglicani all'interno del
citoplasma, mentre erano assenti accumuli extrdaell (Fig.1.14c). Dopo induzione
della differenziazione osteogenica, con colturazZiegiorni in medium opportunamente
addizionato, sono stati evidenziati accumuli di dakalcio sia mediante colorazione di
von Kossa, che colora in nero i depositi extrat¢aiu(Fig.1.14d), sia mediante
colorazione Alizarin Red, che invece colora in arane-rosso i depositi (Fig.1.14f). Le
cellule coltivate in medium di coltura standard soimvece risultate negative per
entrambe le colorazioni, presentando solo una narjoantita di depositi di sali di calcio
ritenuti fisiologici (Fig.1.14e,g). Per quanto rggda la differenziazione adipogenica,
invece, la colorazione Oil Red O, effettuata dopo dettimane di coltura in medium
specifico, ha messo in evidenza la differenziazidngueste cellule in adipociti, come
testimoniato da un elevato accumulo intracelluldievacuoli lipidici superiore al

controllo (Fig.1.14h.,i).
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Fig.1.14: Differenziazionein vitro di MSCs isolate da tessuto adiposo di cavallo. c@)trollo dopo tre
settimane in un medium di coltura standard: modi@aellulare fibroblasto-simile (Microscopio Nikdclipse
TE2000-U; x20); (b) induzione condrogenica: dop® tettimane di coltura in medium di differenziagpn
cellule positive alla colorazione con Alcian Bl2@; (c) controllo: dopo tre settimane in un medidincoltura
standard, le cellule hanno mantenuto una morfolotgiasica e risultano negative alla colorazione Atmian
Blu (x20); (d) induzione osteogenica: cellule pesitalla colorazione di von Kossa (x20); (e) inaunz
osteogenica: controllo: dopo 21 giorni di coltutaniedium standard le cellule sono negative allareaione di
von Kossa (x20); (f) induzione osteogenica: dogostttimane in medium di differenziazione: celiptssitive a
colorazione Alizarin Red (x20); (g) controllo: do@d giorni in medium di coltura standard: cellukegative
alla colorazione Alizarin Red (x20); (h) induziom&lipogenica: dopo 21 giorni di coltura in medium da
differenziazione le cellule mostrano evidenti vdcpwsitivi alla colorazione Oil Red O (x20); (ihduzione
adipogenica: controllo: cellule negative alla calnone Oil Red O (x20).

Per quanto riguarda il midollo osseo, in media sstati prelevati 68+23,6 ml (range
100-40 ml). In tutti i campioni (100%) sono stagelate colonie di cellule con la classica
morfologia fibroblasto simile (Fig.1.16a),e nessampione € stato contaminato da muffe
elo batteri. Il tempo di duplicazione delle popaaz € stato compreso tra 0,5 e 5 giorni e
e risultato in media pari a 3,2+1,5 giorni per sgaggi PO-P5Non sono state rilevate
differenze statisticamente significative (P>0,05¢r pquanto riguarda il tempo di
duplicazione nei diversi passaggi (Fig.1.158&l).passaggio 5 il numero di duplicazioni

cellulari e stato di 26,2 +5,0%ig.1.15b).
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Tempo di cuplicazione cellulare di MSCs di midollasseo di
cavallo (n=2)
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Numero totale di duplicazioni cellulari di MSCs di midollo osseo
di cavallo(n=2)
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Fig. 1.15:Caratteristiche di crescita vitro delle cellule mesenchimali isolate dal liquido @otico di cavallo.

Al termine delle tre settimane di coltura in medigpecifico per lI'induzione della
differenziazione condrogenica, la coltura cellulazelorata con Alcian blu presentava
accumuli di glicosaminoglicani sia intracellulahec nella matrice extracellulare, tipici
dellavvenuta differenziazione condrogenica (Figeb). La presenza di
glicosaminoglicani € risultata essere di poco soperrispetto a quelli presenti nella
coltura cellulare mantenuta in medium standard .{Flgc); gli accumuli positivi

all’Alcian Blu sono inoltre risultati quantitativaente inferiori rispetto a quelli presenti
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nelle cellule isolate da tessuto adiposo coltivetiée medesime condizioni (Fig.1.14b). A
seguito della coltura per 21 giorni in medium oppoamente addizionato per
I'induzione osteogenica, sono stati evidenziatiuawgli extracellulari di sali di calcio

colorati in nero con la colorazione di von Koss&g(E16d) e in arancione-rosso con
colorazione Alizarin Red (Fig.1.16f). Le celluleltbeate in medium di coltura standard
sono invece risultate negative per entrambe lerapioni, presentando solo una minima
guantita di depositi di sali di calcio ritenutiififogici (Fig.1.16e,g). le cellule coltivate in

medium da differenziazione adipogenica per treirsatie, hanno presentato, dopo
colorazione con Oil Red O, una quantita di vaclipidici intracellulari di poco superiore

alle cellule mantenute in medium di coltura stadd@ig.1.16h,i) e inferiore rispetto a

quelle isolate da tessuto adiposo e coltivate meidesime condizioni (Fig.1.14h).
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Fig.1.16: Differenziazionein vitro di MSCs isolate da tessuto adiposo di cavallo. c@trollo dopo tre
settimane in un medium di coltura standard: modi@aellulare fibroblasto-simile (Microscopio Nikd&clipse
TE2000-U; x20); (b) induzione condrogenica: dope s$ettimane di coltura in medium di differenziazipn
cellule positive alla colorazione con Alcian Bk20); (c) controllo: dopo tre settimane in un meuwlidi coltura
standard, le cellule hanno mantenuto una morfololgiasica e risultano negative alla colorazione Atmian
Blu (x20); (d) induzione osteogenica: cellule pesitalla colorazione di von Kossa (x20); (e) inaus
osteogenica: controllo: dopo 21 giorni di coltutaniedium standard le cellule sono negative allareaione di
von Kossa (x20); (f) induzione osteogenica: dogostttimane in medium di differenziazione: cellpbsitive a
colorazione Alizarin Red (x20); (g) controllo: do@1 giorni in medium di coltura standard: cellnkegative
alla colorazione Alizarin Red (x20); (h) induziom&ipogenica: dopo 21 giorni di coltura in medium da
differenziazione le cellule mostrano evidenti vdcpositivi alla colorazione Oil Red O (x40); (ihduzione
adipogenica: controllo: cellule negative alla calbone Oil Red O (x20).

In nessuna delle linee cellulari isolate e stat@eswiata una fase di latenza al
momento di inizio della coltura cellulare; in emae le linee in fatti non si sono
evidenziate differenze statisticamente signifieatiel tempo di duplicazione cellulare tra
I diversi passaggi (P>0,05). Confrontando tempduplicazione di tutte le linee cellulari
isolate, le MSCs da tessuto adiposo hanno presemtatempo di duplicazione inferiore
rispetto alle cellule isolate da midollo osseo (P8), mentre i numeri totali di
duplicazioni cellulari al passaggio 5 non sonoltaustatisticamente significativi.

L’espressione di un numero di markers associati amllule staminali
mesenchimali é stata valutata mediante impiegdatafiworimetria sulle cellule isolate da
tessuto adiposo e midollo osseo. Entambe le linthel@ri hanno mostrato espressione di
markers di staminalita mesenchimale quali CD90, £B4°D105, mentre sono risultate
negative per markers di staminalita tipicamente moredici quali CD34, CD14 e CDA45.

E risultata negativa anche I'espressione di CD7@ (E18; Fig.1.19).
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1.3.2Applicazioni Cliniche

In tutti i soggetti sottoposti a prelievo di midnlbsseo e tessuto adiposo non si sono
verificate reazioni secondarie né a carico delleepaede del prelievo, né sistemiche.
Nessuna reazione di ordine infammatorio e stegeoritrata nella sede di inoculo delle
cellule staminali mesenchimali né a seguito diitnajp autologo che eterologo.

Caso Clinico 1:

In seguito all’attivita riabilitativa, il soggettmizialmente, secondo quanto riportato
dal proprietario e dal veterinario di referenza,ph@sentato un netto miglioramento nella
funzionalita dell’arto leso. Successivamente caprdgredire dell’attivita riabilitativa e la
ripresa del lavoro montato su terreno duro, il davha presentato una riacutizzazione
della sintomatologia ed € stato messo a riposaitied.

Caso Clinico 2:

Secondo quanto riportato dal veterinario di refeeere dal proprietario, la
riabilitazione e stata caratterizzata da una byogressione della riduzione della lesione
e della ripresa dell'attivita lavorativa. Dopo idiu risultati ottenuti in allenamento, il
cavallo e tornato all’attivita agonistica riportandsultati simili a quelli ottenuti fino al

momento dell’'infortunio.
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Caso Clinico 3:

Il soggetto, dopo inoculo di cellule staminali med@mali isolate da tessuto
adiposo, ha seguito I'attivita riabilitativa sugger riportando un netto miglioramento nella
funzionalita dell’arto leso e riprendendo pienaneeldttivita agonistica. Dopo circa un
anno dal rientro nelle corse, il soggetto € angat® incontro a stiramento del legamento
sospensore del nodello dell’arto controlateraleéeaptato per la messa a riposo definitiva
e I'inizio della carriera riproduttiva.

Caso Clinico 4:

Una volta tornato alle scuderie di origine, il chwa stato sottoposto con successo
alla riabilitazione ed é tornato all’attivita agstica. Dopo circa un anno dal rientro in gara,
il soggetto e stato nuovamente condotto pressemifo di Chirurgia a seguito della
comparsa di zoppia a carico dell’arto anterioretmdaterale. L'esame ecografico della
regione flessoria dell'arto anteriore destro hadevziato un aumento di volume e
alterazione strutturale della briglia carpica dab punto di origine al punto in cui si rende
al tendine del flessore. Modica disomogeneita tirale anche a carico del legamento
sospensore del nodello in zona 1A-1B per la preseinarea ipoecogena centrale. Nella
norma le altre strutture (Fig.1.20). L’arto antegiginistro, precedentemente trattato con
inoculo di cellule staminali mesenchimali isolatd thidollo osseo dello stesso soggetto €
invece risultato nella norma (Fig.1.21). | proparethanno deciso per la messa a riposo

definitiva dell’animale.
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Fig.1.20: Ecografia longitudinale regione palmare metacadpstro. Non & piu
eviedente I'area anecogena della lesione.

Fig.1.21: Ecografia trasversale regione palmare metacarpstrsi. Non € piu
evidente I'area anecogena della lesione.

Caso Clinico 5:
Dopo inoculo di cellule staminali mesenchimalic@vallo € tornato alla scuderia di

origine dove e stato sottoposto all’attivita rigtativa come suggerito. Durante la

riabilitazione e la successiva ripresa dell’atdvéportiva non sono stati segnalati problemi
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né a carico dell’arto trattato né a carico delfagontrolaterale. Il soggetto sta riprendendo
ora la piena attivita agonistica riportando i preaccessi.

Caso Clinico 6:

Dopo essere stato sottoposto all’attivita rialdiMa, il soggetto ha ripreso I'attivita
sportiva e sta riprendendo ora quella prettamegaiatica senza aver fino ad ora riportato
recidive ne a carico dell’arto trattato con MSU ciportava al momento dell'inoculo una
lesione ormai cronicizzata, né dell’arto contralake.

Caso Clinico 7:

Dopo intervento chirurgico, a causa della recisidaktendine flessore superficiale
del dito, per imbrigliamento nel filo di recinzioné soggetto ha seguito una tabella
riabilitativa piu lenta rispetto a quella consitgianegli altri casi, rimanendo fermo in box,
poi messo in piccolo paddok per circa tre mesi.

Quindici giorni  dopo linculo delle cellule stamiha mesenchimali,
macroscopicamente l'arto appariva notevolmente atmb® di volume rispetto al
controlaterale, con evidente cicatrice chirurgiem.(L.22). Allesame ecografico, eseguito
il medesimo giorno, € stata rilevata un’inizialerganizzazione delle strutture tendinee

lese (Fig.1.23; Fig.1.24).
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Fig.1.22: Visione arto anteriore destro (leso) e sinistrandigi giorni dopo inoculo cellule staminali
mesenchimali nella lesione 3 mesi post intervento.

Figl.23 Ecografia trasversale tendine flessore supelficastro effettuata
un mese dopo l'inoculo di cellule staminali. L'eemicita del tendine &
pressoché normale
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Figl.24 Ecografia longitudinale tendine flessore sup@fearto anteriore
destro. Ecogenicita tendinea nella norma.

Quattro mesi dopo I'inoculo di cellule staminali,soggetto € stato nuovamente
ricoverato presso il Servizio di Accettazione edR®ero Grossi Animali, per un intervento
di castrazione. In quell'occasione si e provvedaliesame visivo ed ecografico del
tendine lesionato. Macroscopicamente l'arto é agpali volume ancora leggermente
aumentato rispetto al controlaterale con cicatliceare, non esuberante, poco evidente

(Fig.1.25).
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Fig.1.25: Visione laterale arto anteriore destro sei mepioddnfortunio.

by

Allesame ecografico il tendine lesionato &€ appaesggermente piu sottile del
controlaterale nella parte in cui era stato recidato che l'animale al momento
dell'esecuzione dell’esame non era ancora statommtto ad attivita fisica, a carico del
tendine erano presenti aree iperecogene di cakzifioe, normali in caso di prolungato
riposo posttraumatico e che tenderanno a scompaore la ripresa dell’esercizio.
L’andamento delle fibre tendinee evidenziato afliee ecografico risultava essere nella

norma (Fig.1.27; Fig.1.28).
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Fig.1.26: Esecuzione dell'indagine ecografica, arto anteritestro
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Fig.1.27 Immagini ecografiche longitudinali (a) e traswars(b) regione palmare
metacarpo sinistro

124



Fig.1.28 Immagini ecografiche longitudinali (a) e traswars(b) regione palmare
metacarpo destro.

Caso Clinico 8:

A seguito dell'impianto di cellule staminali etesghe, non é stata evidenziata
alcuna reazione inflammatoria a carico della pdrieoculo. Durante I'attivita riabilitativa
non sono state segnalate recidive a carico delltaattato o del controlaterale. Il cavallo
riprendera a breve l'attivita sportiva.

Caso Clinico 9:
Dopo aver fattor ritorno alle scuderie di originlesoggetto & stato sottoposto a

terapia riabilitativa. Per il momento, anche se r®nancora stata ripresa lattivita

agonistica, non sono state segnalate recidive.

1.4Discussioni
Nel presente studio, sono state isolate con uneepwiale del 100% cellule con
caratteristica formula fibroblasto-simile da cammpidi tessuto adiposo e di midollo osseo

di cavalli adulti (range 2-10 anni di eta). La staatita di queste cellule € stata dimostrata
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non solo attraverso la differenziazione in sengeaggenico, condrogenico e adipogenico,
ma anche attraverso caratterizzazione molecolare.

Per quanto riguarda le cellule isolate da midoseo, queste hanno presentato un
tempo di duplicazione cellulare di 3,2+1,5, sengsentare una fase di latenza iniziale; il
numero totale di duplicazioni cellulari al passag§ié stato pari a 26,2+5,0. | dati da noi
ottenuti si discostano da quelli messi in evidemzscedentemente da altri Autori; Vidal et
al (2006), per esempio evidenziarono come le aellal loro isolate si caratterizzassero per
una iniziale fase di latenza, caratterizzate daampo di duplicazione cellulare pari a
5+1,6 giorni, seguita successivamente da una rajdesa della duplicazione cellulare,
con tempo di duplicazione pari a 1,4+0,26 giorratdla fase di latenza iniziale il numero
totale di duplicazioni cellulari e pressoché simalequello da noi calcolato. Gli stessi
Autori (Vidal et al 2007), successivamente evidaranio invece come le cellule isolate da
tessuto adiposo di cavallo fossero caratterizzatehpo di duplicazione superiore rispetto
alle BMMSCs, pari a 2,1+0,9 e da un numero totakduglicazione cellulare inferiore, pari
a 28%2. Questi dati, cosi come quelli riguardaantiifferenziazione cellulare, sono in netto
disaccordo con quanto riscontrato alle nostre @i di coltura. Il tempo di
duplicazione delle cellule mesenchimali isolate tdasuto adiposo di cavallo, da noi
riscontrato, & stato significativamente inferioigpetto a quello delle BMMSCs coltivate
alle medesime condizioni (1,3+0,7 vs 3,2+1,5). blura cellulare in vitro & stata protratta
per le cellule isolate da tessuto adiposo finoasspggio 8, mentre per quelle isolate da
midollo osseo la coltura & terminata al passaggicABcora sono state riscontrate
differenze nella capacita differenziativa di quedtee linee cellulari: infatti le cellule
isolate da tessuto adiposo, a differenza di qugidtaimostrato da Vidal et al (2007; 2008)
nella specie equina e da Huang et al (2005) e Sg&lket al (2005), dopo coltura in media

opportunamente supplementati per tre settimane,tramus maggiori accumuli di
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glicosaminoglicani, sali di calcio e vacuoli lipidi Anche Colleoni et al (2009) mettendo a
confronto le medesime linee cellulari, ne hannalenziato le medesime differenze. Gli
Autori ipotizzarono come le differenze riscontratelle capacita differenziative delle
cellule potessero essere imputabili alla senesceslhslare, ed alla capacita o meno delle
cellule di mantenere il loro potenziale differen&ia dal primo all’'ultimo passaggio della
colturain vitro, come precedentemente dimostrato per le MSCs u(Bander et al. 1997;
Digirolamo et al. 1999). Variabili critiche che oo influenzare lisolamento e la
successive colturan vitro delle linee cellulari in esame, secondo quantortgio da
Sotiropoulou et al. (2006) e successivamente danéfag) Ho (2007), potrebbero essere la
variabilita del donatore, il tessuto di origine skelezione cellulare, la superficie di coltura,
il terreno di coltura, la tensione di ossigengsidro fetale, la densita cellulare, tutti fattori
che possono avere un impatto sulla morfologia & ssdmposizione della preparazione
cellulare. Colleoni et al (2009), riportarono ledasime differenze da noi riscontrate tra le
linee cellulari in esame, in termini di tempo dpticazione cellulare e di numero totale di
duplicazioni, evidenziando come il tessuto adippessa essere considerato nella specie
equina una miglior risorsa di MSCs in termini dblreazione cellulare.

Come per altre specie animali anche per la spegqigna gli studi relativi alla
caratterizzazione molecolare delle MSCs sono alguacarsi dato I'esiguo numero in
commercio di markers di superficie specifici peresga specie; Arnhold et al (2007)
riportano come le cellule isolate da midollo ossemino siano positive per CD 90,
mentre piu recentemente de Mattos Carvalho etGl9R hanno dimostrato la positivita
di tali cellule a CD90 dal passaggio 1 al 4 di edtutilizzando markers specifici per
ratto. Le stesse cellule sono risultate positiveC@44, positivita che aumenta con
'aumentare dei passaggi; nessuna reazione investta rilevata per il CD13. Nel

presente studio, le cellule isolate da tessutocadie@ midollo osseo di cavallo sono state
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sottoposte a caratterizzazione molecolare con almarkers specifici di staminalita
mesenchimali. Non esistendo markers specifici pesgdecie equina, la prova e stata
svolta con markers normalmente impiegati per lattawizzazione di cellule umane. Le
cellule sono risultate positive per CD90, CD44 el0b, e negative per markers di
staminalita tipicamente emopoietici quali CD34, @Dd& CD45. E risultata negativa
anche l'espressione di CD73, che pero, a differelezgi altri antigeni non ha dimostrato
una cross-reazione ottimale con le cellule equipindi la sua negativita potrebbe non
essere significativa.

Dal punto di vista clinico, non sono stati riscaiteventi patologici secondari né a
seguito del prelievo né a seguito dellinoculo dllde staminali mesenchimali
eterologhe o autologhe. | cavalli trattati seppumericamente poco significativi, hanno
avuto nel 66,7% (6/9) dei casi un’evoluzione finguesto momento positiva; di 1/9 e
andato incontro a recidiva, 1/9 hanno presentato lesione all’arto controlaterale. |
risultati riportati nel presente studio non si dst@no da quelli riportati precedentemente
in letteratura (Pacini 2007; Ferris 2009). Dato ctmn ci € stato possibile valutare
personalmente il follow up degli animali trattabmpossiamo essere certi della corretta
esecuzione del protocollo riabilitativo suggeriggsenziale per ridurre al minimo il
rischio di recidive o lesioni a carico dell’arto itolaterale. Per la prima volta nel
presente studio, BMMSCs autologhe sono state latecin tendine non traumatizzato
ma nettamente reciso. | risultati ottenuti in quéstno caso sono da ritenersi
ampiamente soddisfacenti, dato che gia a due seténe successivamente a 4 mesi

dall'inoculo il tendine presentava una riorganizeae delle fibre del tutto fisiologica.
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1.5 Conclusioni

Questo studio ha permesso di sviluppare, nellaisgapina, protocolli efficaci di
isolamento e differenziazione condrogenica, osteioge ed adipogenica, di cellule
staminali mesenchimali a partire da tessuti adgligli tessuto adiposo e midollo osseo.
Grazie alle potenzialita differenziative dimostratevitro, le cellule isolate, in particolare
quelle da tessuto adiposo, sembrano riservare igpamthesse nel campo dell’applicazione
clinica in cavalli affetti da infermita ortopedich&ale ipotesi € stata avvalorata dal
successo ottenuto nell’applicazione clinica delledesime cellule, anche se tali risultati

dovranno essere confermati da prove effettuatensnumero di soggetti maggiormente

significativo.
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2. ISOLAMENTO , DIFFERENZIAZIONE , CARATTERIZZAZIONE E APPLICAZIONI
CLINICHE DI CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI DA SANG  UE CORDONALE,

GELATINA DI WHARTON E LIQUIDO AMNIOTICO NELLA SPECI  E EQUINA

2.1 Materiali e metodi

2.1.1 Prelievo dei campioni e isolamento delleutell

I campioni di liquido amniotico, gelatina di Whame sangue cordonale sono stati
prelevati da fattrici di eta compresa tra i 6 eabBi. Parte dei prelievi & stata effettuata da
fattrici afferenti all’'Unita di Perinatologia, Dip@mento Clinico Veterinario, Facolta di
Medicina Veterinaria, Universita di Bologna, peadsistenza al parto; la restante parte dei
campioni é stata invece prelevata al momento deb gaesso la Scuderia Trio (Ozzano
Emilia-Bo). Le procedure sono state effettuate aooado con il DL 116/92, e previa
approvazione del Comitato Etico dell’'UniversitaBblogna e del Ministero della Salute.
Tutte le cavalle, impiegate nella prova, hanno @wuta gravidanza normale seguita da
parto spontaneo e eutocico; inoltre tutti i pulddinno manifestato immediatamente dopo
la nascita un APGAR score compreso tra 9 e 1n{o}ti

Tutti i reagenti utilizzati sono stati acquistatiepso Sigma-Aldrich (Saint Louis,
MO, USA) se non diversamente specificato. Tuttpléstiche impiegate sono state invece

acquistate presso Sartstedt Inc. (Newton, NC, USA).

2.1.1.1 Liquido Amniotico
| campioni di liquido amniotico sono stati prelaval momento del parto,
immediatamente dopo il passaggio del puledro esdeto amniotico attraverso la vulva

utilizzando una siringa sterile da 60 1fiMI, Padova, Italia)contenente 1 ml di una
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soluzione di EDTA, per evitare la formazione di gola che avrebbero potuto inficiare
I'isolamento cellulare. | campioni sono stati cansdi in frigorifero a +4°C per un tempo
massimo di 12 ore prima di essere proceskhta volta in laboratorio ogni campione e
stato trasferito in provette da 50 ml, diluito Tdn PBS addizionato con antibiotici (100
Ul/ml penicillina e 100 pg/ml streptomicina) e ad@nigato per 15 minuti a 1500 rpm
(Heraeus Megafuge 1.0R). Dopo centrifugazioneyihatante e stato rimosso e il pellet
risospeso in 5ml di medium di coltura costituito DMEM/TCM199 (1:1), addizionato
con 10% FBS (GIBC®, Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA00 Ul/ml
penicillina e 10Qug/ml streptomicina. Per separare la componentelaetl mononucleata
e non del liquido amniotico, il campione é statgtpasu 5 ml di una soluzione di Percoll al
70% in una provetta da 50 ml. La centrifugaziongtaga effettuata a 3000 rpm per 30
minuti. Le cellule a livello di interfaccia tra Bue soluzioni sono state quindi aspirate e
lavate per 3 volte con medium di coltura mediargatiifugazione a 1500 rpm per 10
minuti. Una volta effettuato I'ultimo lavaggio edinsinato il surnatante, le cellule sono
state risospese in 1 ml di medium di coltura eopatste a conta cellulare mediante

emocitometro.

2.1.1.2 Sangue Cordonale

| campioni di sangue cordonale sono stati prelevitila vena ombelicale
immediatamente prima del distacco del cordone oicdde| utilizzando una siringa da 60
ml (IMI, Padova, ltalia)contenente 1 ml di eparinfEparina Vister 5000 Ul/ml.
Marvecspharma, Milano) per evitare che la coagateziematica inficiasse I'isolamento
cellulare. | campioni sono stati conservati indrigero a +4°C per massimo 12 ore prima
di essere processati. In laboratorio ogni campé@irsangue cordonale é stato trasferito in

provette da 50 ml, diluito 1:1 con PBS addizionede antibiotici e centrifugato per 15
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minuti a 1500 rpm. Dopo centrifugazione il surnétag stato rimosso e il pellet risospeso
in 5 ml di terreno di coltura. Per separare i globassi dalla componente cellulare
mononucleata, il campione é stato posto su 5 mhdisoluzione di Percoll al 70% in una
provetta da 50 ml. La centrifugazione € stata efé¢d a 3000 rpm per 30 minuti. Le
cellule a livello di interfaccia tra le due soluzicsono state aspirate e lavate per 3 volte
con terreno di coltura mediante centrifugazione5@01rpm per 10 minuti. Dopo tale
procedura, le cellule presenti sul fondo della pttavsono state diluite in 1 ml di medium

di coltura e si e quindi proceduto con la contéutale mediante emocitometro.

2.1.1.3 Gelatina di Wharton

Immediatamente dopo la rottura del cordone ombelida parte di questo piu
vicina al puledro, caratterizzata da una maggia@ntjta di gelatina di Wharton e stata
recisa, posta in una soluzione di PBS e antibi@iconservata per massimo 12 ore a
+4°C. In laboratorio il cordone ombelicale (Fig.2.1a) @&atposto in etanolo al 70% per
10 minuti e poi lavato per immersione ripetuta ¢®BS addizionato con antibiotici.
Successivamente la gelatina di Wharton (Fig.2.13taga isolata, pesata e quindi
sminuzzata in pezzi di circa 0.5 cm. Questi soati posti in provette da 50 ml contenti
una soluzione allo 0.1% di collagenasi (GIBLOnvitrogen Corporation, Carlsbad,
California, USA) in PBS (1ml di soluzione/1g di caione). | campioni sono stati quindi
posti a bagnomaria a 37°C per 1-2 ore. Dopo questiodo di tempo, la collagenasi é
stata inattivata mediante aggiunta di PBS supplém@rcon 10% FBS; la soluzione e
stata quindi filtrata per eliminare i residui dsseito connettivo non digerito, diluita 1:1
con terreno di coltura e centrifugata a 1500 rpmIfeminuti. Il pellet cosi ottenuto &
stato quindi lavato per tre volte usando il medesterreno mediante centrifugazione a

1500 rpm per 10 min. Anche in questo caso, comelpiguido amniotico e il sangue
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cordonale, al termine dell’'ultimo lavaggio, doparehazione del surnatante, il pellet di
cellule € stato diluito con 1 ml di medium di colite le cellule sono state contate con

emocitometro.

3 . = N

Fig.2.1: Campione di cordone omblicale di cavallo: (a):Zfmme di cordone ombelicale con gelatina di Whar{bix Primo
piano della gelatina di Wharton.
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2.1.2 Espansione cellulanevitro

Per tutte e tre le linee cellulari, le cellule paine sono state seminate in flask da 25
cnt ad una densita di 5 x 46ellule per crie incubate in atmosfera umidificata a 38.5°C
in 5% CQ. Il terreno di coltura é stato cambiato per lamarivolta dopo 48 ore e
successivamente due volte a settimana fino ad evdenna confluenza cellulare pari
all'80%. A questo punto le cellule sono state stéeaalla flusk mediante digestione
enzimatica con una soluzione allo 0.05 % di tripsidopo un tempo massimo di 10
minuti, la tripsina €& stata inattivata mediante iag di 5ml di medium di coltura
addizionato 10% di FBS, quindi la soluzione cellelattenuta é stata posta in provette da
10 ml e centrifugata per 6 minuti a 700 rpm. UnHdaveliminato il surnatante, il pellet &
stato diluito con 1 ml di terreno di coltura, lellake contate con un emocitometro e
riseminate come “Passaggio 1” (P1) ad una densitd28 x 10 cellule/cnf. Per i
passaggi successivi le cellule sono state podtask da 25 cria 25x 18/cn? e lasciate
moltiplicare per 6/7 giorni fino al raggiungimerdouna confluenza del 90% prima della
tripsinizzazione e successivo passaggio. Il tempdugdlicazione cellulare, il numero di
duplicazioni cellulari e il tempo di coltura cellué sono stati calcolati per ogni passaggio
utilizzando le due formule seguenti (Vidal et 2DQ7):

CD=In(N/N)/In(2) Q)
DT=CT/CD 2)(

| dati sono stati espressi come media + deviazgtapdard e sono stati analizzati

mediante ANOVA (Statistica for Windows-Stat SoftcinTulsa, Oklaoma, USA). Le

differenze sono state considerate significativeRye.05.
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2.1.3 Differenziazionén vitro

2.1.3.1 Differenziazione condrogenica

Le cellule espanse al passaggio P3 dopo lavaggid®8%, sono state sottoposte a
tripsinizzazione e successiva centrifugazione a i@ per 6 minuti. Dopo conta
cellulare, 5 x 19 cellule/cnf sono state risospese in 2 ml di medium di colauposte
in piastre 6 well in incubatore a 38.5°C in atmeasfemidificata al 5% C®per 24 ore
al fine di ottenere I'adesione cellulare. Dopo dageeriodo di tempo il medium e stato
sostituito con medium da differenziazione condraggen consistente in
TCM199/DMEM, 100 Ul/ml di penicillina, 10@Qg/ml di streptomicina, 6.2hg/ml di
insulina, 50 nM di acido ascorbico, OiM di desametazone, 10 ng/ml hTGE-
(PeproTech, UK) e 1% FBS (Mizuno e Hyakusoku, 2008)cellule sono quindi state
coltivate in monostrato a 38,5°C al 5% di £@er 21 giorni e il medium da
differenziazione é stato cambiato completamentewilie a settimana. Passate le tre
settimane di coltura, le cellule sono state fissatédormalina al 10% per un’ora a
temperatura ambiente; successivamente e statctueffetun lavaggio con acqua
demineralizzata e le cellule sono state colorate wwa soluzione in acido acetico di
Alcian Blu (1% in una soluzione al 3% di acido &t pH 2.5) per 15 minuti a
temperatura ambiente. Dopo questo tempo la solezibiician Blu e stata rimossa e
le cellule lavate per tre volte con una soluziomeacldo acetico al 3% al fine di
eliminare i residui di colorante. La colorazionepiegata colora in blu i depositi di

glicosaminoglicani intra ed extra cellulari caratgci della condrogenesi.
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2.1.3.2 Differenziazione osteogenica

Le cellule espanse al passaggio P3 sono stateelaa@i PBS, sottoposte a
tripsinizzazione e successiva centrifugazione. Wit diluito il pellet ottenuto con 1 ml
di medium da coltura e contate le cellule, questeosstate poste in piastre 6 well alla
densita di 5 x 1Dcellule/cnt in 2 ml di terreno di coltura per 24 ore al finieottenere
'adesione cellulare. Passato questo tempo, iemerre stato sostituito con medium da
differenziazione consistente in TCM199/DMEM, 10Qrdll di penicillina, 100ug/ml di
streptomicina, 10% di FBS, 10 mM ghglicerofosfato, 0..uM di desametazone, 5M
di acido ascorbico (Mizuno e Hyakusoku, 2003). e#ute sono state coltivate, a 38.5°C
in atmosfera umidificata al 5% GQOin monostrato per tre settimane e il medium #&sta
completamente cambiato due volte a settimana.

L’avvenuta osteogenesi, caratterizzata dai depdsitalcio, € stata evidenziata
dopo tre settimane di coltura utilizzando la catamae di von Kossa e Alizarin Red. Per
la colorazione di von Kossa, le cellule sono stestgate in una soluzione di formalina al
10% per un’ora a temperatura ambiente, quindi &weain acqua bidistillata, ricoperte
con una soluzione al 5% di nitrato di argento ecessivamente esposte alla luce gialla
per 15 minuti. | depositi di calcio fosfato si cidao di nero. Per effettuare la colorazione
Alizarin Red, le cellule sono invece state fisgaeun’ora a temperatura ambiente in una
soluzione di etanolo al 70%; successivamente stete favate con acqua bidistillata
quindi ricoperte con una soluzione al 2% di AliRed per 30 minuti. Dopo 4 lavaggi

con acqua bidistillata, i depositi di calcio si@@no di arancione-rosso.

2.1.3.3 Differenziazione adipogenica
Al passaggio P3 di coltura, le cellule, dopo tmiszazione e successiva

centrifugazione sono state poste in piastre 6 actlina densita di 5 x 16ellule/cnf in
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2 ml di medium di coltura per 24 ore per farsi theellule aderissero alla piastra. Dopo
24 ore il medium e quindi stato sostituito condao da differenziazione adipogenica
costituito da TCM199/DMEM, 100 Ul/ml di penicillinal00 ug/ml di streptomicina,
15% di siero di coniglio, 1M di desametazone, 0.5 mM di isobutil-metilxantib@,mM

di insulina, 0.2 mM di indometacina, (Mizuno e Hyakku 2003; Koch et al 2007). Le
cellule sono state coltivate in monostrato a 38.B°&mosfera umidificata al 5% di GO
Dopo 74 ore, il medium e stato sostituito da mediaoovo privo di isobutil-
metilxantina, e successivamente le cellule sone stantenute in coltura per 21 giorni e
il terreno sostituito 2 volte a settimana (Schuhkl€2009). Dopo questo periodo di tempo
le cellule sono state fissate con una soluziod®% di formalina per 1 ora a temperatura
ambiente, quindi lavate con acqua bidistillata@easivamente con isopropanolo al 60%
per 5 minuti e quindi colorate con una soluzioneddi Red O (0.3% in isopropanolo
60%) per 5 minuti. Passato questo tempo la solezitincolorante & stata rimossa, le

cellule lavate con acqua bidistillata. | vacugpidiici vengono colorati in rosso.

2.1.4 Caratterizzazione molecolare

Una volta raggiunto il passaggio P3, le cellule cs@tate inoltre sottoposte a
caratterizzazione molecolare. Per questo sono $iatde con PBS e staccate dalla
superficie cellulare mediante a tripsinizzazione ppassimo 10 minuti; successivamente
la tripsina € stata inattivata con PBS+10%FBs, eeldule sono state lavate mediante
centrifugazione a 600 rpm per 5 minuti per dueexdltopo I'eliminazione del surnatante,
il pellet & stato sospeso in 100 pl di Intraprep Reéagent 1 (Beckman Coulter, Miami,
FL, USA) e incubato per 15 minuti a temperatura i@amie. Successivamente sono stati
aggiunti 4 ml di PBS e la soluzione é stata cargdata a 600 rpm per 5 min. Il pellet di

cellule ottenuto, risospeso in 100 pl di PBS eositatubato per 20 minuti a temperatura
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ambiente con anticorpi CD105, CD90, CD44, CD45, €D3D14 e CD73 direttamente
coniugati con FITC, PE o APC (Beckman Coulter, Migak, USA). Sono stati utilizzati
appropriati isotopi coniugati di controllo (Beckm&woulter, Miami, FL, USA). Dopo
colorazione, le cellule sono state lavate per dakevcon PBS e lintensita della
fluorescenza é stata valutata con citofluorimewtatb di doppio laser FC500 (Beckman

Coulter, Miami, FL, USA) e i risultati successivame analizzati con programma CXP.

2.2 Applicazioni Cliniche

Segnalamento:

Puledro di razza Quarter Horse, ospedalizzato prétmita di Perinatologia
Equina del Dipartimento Clinico Veterinario, Unigéa di Bologna, 36 ore dopo la
nascita con un peso di 39 Kg. All'inizio dei trattenti 'eta del soggetto era di 15 giorni

e il peso 44 Kg.

Anamnesi:

Il puledro, nato durante la notte, senza assistengz&rovato il mattino seguente al
di fuori del box dove si trovava la madre, e statwoverato presso I'Unita di
Perinatologia Equina a causa di uno stato di defes; prima del ricovero i proprietari
ne avevano osservato la minzione e l'espulsiong@atte del meconio. La placenta
esaminata dal veterinario referente era stata deraa nella norma in termini di

dimensione e colore.

Visita Clinica:
Ad una iniziale visita clinica I'animale si presaw&a in piedi ma depresso; la

temperatura rettale era di 38.1°C (range 37.2-89,9% mucose erano cianotiche, la
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frequenza respiratoria di 28 atti respiratori/mm@tange di riferimento 20-40) respiro
discordante, la frequenza cardiaca di 136 batiiimo (range di riferimento 70-100), il
polso periferico era assente e il tempo di riempimeapillare >3 sec (normale 1-2 sec).
Il puledro presentava inoltre sclera iniettata,d@anoronarica rosse e petecchie evidenti.
Era inoltre evidente edema sottocutaneo a livellgainiti e garretti. L’esame clinico,
accompagnato da alterati livelli ematici di lattatoeatin-chinasi, bilirubina totale e urea,

hanno permesso di effettuare una diagnosi di setigc.

Terapia:

Il puledro e stato immediatamente sottoposto agessiterapia, terapia fluida con
soluzione di Ringer in bolo inizialmente, poi sobre salina con glucosio al 2.5% a
valori di mantenimento per tre giorni. L’animaleséato inoltre trattato con terapia
antibiotica endovenosa a base di ampicillina e aniia. Tre giorni dopo il ricovero la
cute dei garretti e carpi gradualmente é andataning a distacco dando luogo alla
formazione di ulcere profonde. Inizialmente le arderessate, prima di essere bendate,
sono state pulite giornalmente con soluzione sadirteattate con applicazione di una
pomata a base di ozono (RHD; Acme Srl, Reggio Entidilia) o di sulfamidico (Socatil,
Acme Srl, Reggio Emilia, Italia), gel di aloe, pattil solitamente impiegati nella cura
delle piaghe da decubito tipiche di puledri sethiz® o che non assumono la stazione
quadrupedale. Il puledro e stato anche trattato amdo acetilsalicilico (aspirina) per
evitare il formarsi di trombosi a carico dei vasiedaosi degli arti, metronidazolo per
prevenire le infezioni da germi anaerobici a liweflottocutaneo e fenilbutazone per |l
controllo del dolore. Dopo 10 giorni dall'ospedabzione, a seguito di un intervento di
chiusura dell'uraco e della ridotta quantita didadssunta dal redo, le piaghe cutanee

erano ancora molto profonde cosi che si &€ decisd peorso alla terapia parenterale a
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base di glucosio (10g/kg), aminoacidi (2g/kg) ediiglg/kg). La terapia parenterale e
stata poi gradualmente sospesa dopo 5 giorni. Ddte dopo 15 giorni di
ospedalizzazione le piaghe cutanee erano ancorto mpaodfonde e non presentavano
segni di guarigione si & deciso di procedere capplicazione di cellule staminali e gel di
piastrine (PRP).

Dato lo scarso peso e le condizioni cliniche dngiclel puledro, il gel di piastrine &
stato preparato prelevando 350 ml di sangue vededa madre, raccolto in sacche
ematiche Baxter. Il sangue e stato inizialmentdrifagato a 500 g per 20 minuti, poi
una volta separata la frazione corpuscolata danpa e stata effettuata una seconda
centrifugazione a 3000 g per 10 minuti. A questseg@uita la separazione del platelet
poor plasma (plasma povero di piastrine) dallaifrez di platelet rich plasma (plasma
ricco di piastrine); quest’ultima frazione che reggenta circa il 5-10% del totale, é stata
stoccata in eppendorf da 1,5 ml e posta in congela -80°C, cosi da ottenere il lisato
piastrinico ricco di fattori di crescita.

Le cellule staminali impiegate sono state isoladiguido amniotico prelevato al
momento del parto da una cavalla ricoverata preéssiuta di Perinatologia Equina per
assistenza al parto. Sono state impiegate le puoeedi isolamento ed espansione
cellularein vitro precedentemente descritte.

Le piaghe sono state divise in tre gruppi:

e Controllo: Piaghe a carico di carpo e garrettossini trattate con
gel di aloe;

* PRP: Piaga a carico del carpo destro trattata ebdigiastrine;

« Staminali+ PRP: Piaghe a carico del garretto desattata con

staminali applicate utilizzando come scaffold ggpidstrine.
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Subito prima di effettuare le applicazioni di cédlstaminali e gel piastrinico, sotto
cappa a flusso laminare, in condizioni sterilicilule sono state staccate dalle flask di
coltura mediante tripsinizzazione e sottoposteeaahntrifugazioni di lavaggio; al tempo
stesso, circa 20 ml di gel di piastrine sono stabngelati a temperatura ambiente e
successivamente, sotto cappa a flusso laminarendede norme di sterilita, sono stati
suddivisi in due piastre Petri sterili di vetro 00 mm di diametro. In una delle due
piastre, al gel e stato aggiunto 1 ml di mediurodfiura, senza FBS, contenete le cellule
staminali (~5x18&/ml); entrambe le piastre sono state poste surpiastaldata a 38.5°C
ed é stato aggiunto gluconato di calcio per faeota solidificazione del PRP e la

formazione di un disco gelatinoso applicabile spleghe (Fig. 2.2).

In sala operatoria con il puledro in decubito laker le piaghe sono state lavate
accuratamente con soluzione fisiologica sterilenzae effettuare alcuna azione di
sfregamento. Prima dell’applicazione i dischi gelagi formati dal PRP solidificato sono
stati trasferiti dalle piastre su garze Duoderm@®ikt(Convatec, Roma, Italia) (Carter et

al 2003).
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Fig.2.3: (a) Trasferimento del disco gelatinoso dalla péastetri; (b) Disco gelatinoso su garza sterile
Duoderm

Una volta effettuata I'applicazione, al di soprdlelgarze Duoderm® (Fig.2.4a, b),
sono state poste garze chirurgiche sterili e lzidasra € stata effettuata con strati

sovrapposti di cotone garzato, benda e Vetrap® (@N&no, Italia) (Fig.2.5).
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Fig.2.4: Applicazione del disco gelatinoso con garza Duadsn carpo (a,b) e garretto (c,d).

Fig.2.4: Bendaggio carpo destro dopo applicazione di PRP

Le applicazioni di cellule staminali e gel piasitmsono state effettuate per quattro
volte consecutive due volte a settimana. Le fagiatenivano tolte solo poco prima di
procedere con I'applicazione; dopo l'ultima appdicae le fasciature venivano cambiate
due volte a settimana, ma senza che venisse dgphtteo trattamento. Gli arti con le
piaghe trattate con applicazione di gel di alo@&jwano sfasciate, pulite e medicate ogni
48 ore. Tutte le piaghe ad un mese dall'iniziotdsttamento sono state lasciate scoperte,
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e non sono stati effettuati trattamenti successigi.aree di tutte le piaghe sono state
misurate, inizialmente due volte a settimana, pw wolta a settimana per due mesi
consecutivi.

| dati raccolti, espressi come percentuale di i=gjome media delle aree, sono stati
analizzati mediante ANOVA (Statistica for WindowsaS Soft Inc., Tulsa, Oklaoma,
USA). Le differenze sono state considerate sigaiifie per P<0.05.

Dopo 25 giorni di degenza il puledro € stato diroess buone condizioni fisiche,
con un peso corporeo di 55 Kg; al proprietario atastaccomandata terapia antibiotica

per bocca, accompagnata da probiotici, fino allagleta guarigione delle piaghe.

2.3 Risultati

2.3.1 Isolamento, differenziazione e caratterizzaei

In nessuna delle fattrici e in nessuno dei pulaidrsono verificati problemi a
seguito dei prelievi effettuati.

Per quanto riguarda il liquido amniotico, il volumeecolto ad ogni parto € stato di
15-50 ml con una media di 35,0+23,5 ml. E statosjmie effettuare il prelievo in 10
fattrici su 13 (77,0%); in 7/10 (70,0%) campionseno sviluppate colonie con la classica
morfologia fibroblasto-simile delle cellule staminmesenchimali (Fig.2.6a); mentre 3
campioni su 10 (30,0%) sono stati contaminati (lbdteri e 2 da muffe). Il tempo di
duplicazione delle popolazioni & stato compresoOtfae 4,5 giorni ed é risultato in
media pari a 2,3+1,0 giorni per i passaggi PO-P8n Mono state rilevate differenze
statisticamente significative (P>0,05) per quangmarda il tempo di duplicazione nei
diversi passaggi (Fig.2.5a). Al passaggio 8 il ntorai duplicazioni cellulari & stato di
37,3+3 (Fig.2.5b). Dopo tre settimane di coltura nmedium da differenziazione

condrogenica, la coltura cellulare, colorata cortigl blu presentava accumuli di
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glicosaminoglicani sia intracellulari che nella n@ extracellulare, accumuli tipici
dell’avvenuta differenziazione condrogenica (Figtg; al contrario le cellule coltivate in
medium di coltura normali presentavano scarse gaatitglicosaminoglicani all'interno
del citoplasma, mentre erano assenti accumuli e{trdari (Fig.2.6g). Dopo induzione
della differenziazione osteogenica, con colturagfegiorni in medium opportunamente
addizionato, la morfologia cellulare si € presentatttamente modificata, con cellule
cubiche e non piu affusolate (Fig.2.6b). Gli acclindi sali di calcio sono stati
evidenziati sia mediante colorazione di von Kosslag colora in nero i depositi
extracellulari (Fig.2.6f), sia mediante colorazioAbzarin Red, che invece colora in
arancione-rosso i depositi (Fig.2.6d). Le cellubdtigate in medium di coltura standard
sono invece risultate negative per entrambe lerapioni, presentando solo una minima
quantita di depositi di sali di calcio ritenutiibgogici (Fig2.6c,e). Per quanto riguarda la
differenziazione adipogenica, invece, la coloragiddil Red O, effettuata dopo tre
settimane di coltura in medium specifico, ha messevidenza la differenziazione di
queste cellule in adipociti, come testimoniato daagccumulo intracellulare di vacuoli

lipidici superiore al controllo (Fig.2.6i,1)
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a Tempo di duplicazione cellulare MSCs Liquido Amniotico(n=7)

(giorni/CD)
-
HH

Passaggi

Tempo duplicazione cellulare

b Num. Totale duplicazioni cellulari (TCD) MSCs Liquido
Amniotico(n=7)

40 A
35 4
30 A
25 4
20 A
15 -
10 ~

Numero TCD

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Passaggi
Fig. 2.5 : Caratteristiche di crescita vitro delle cellule mesenchimali isolate dal liquido éotico di cavallo.
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Fig.2.6: Differenziazionein vitro di MSCs isolate da liquido amniotico di cavall@) gontrollo dopo tre
settimane in un medium di coltura standard: modi@aellulare fibroblasto-simile (Microscopio Nikd&clipse
TE2000-U; x20); (b) induzione osteogenica doposeétimane di coltura in medium di differenziaziofe,
cellule assumono una morfologia cubica e sono Hiisitlepositi di calcio (x20); (c) controllo: dop@l giorni in
medium di coltura standard: cellule negative atidorazione Alizarin Red (x20); (d) induzione osteniga:
dopo tre settimane in medium di differenziazionellute positive a colorazione Alizarin Red (x20g) (
induzione osteogenica: controllo: cellule negatiada colorazione di von Kossa (x20); (f) induzione
osteogenica: cellule positive alla colorazioneati Kossa (x20); (g) controllo: dopo tre settimamemn medium
di coltura standard, le cellule hanno mantenutorandgologia classica e risultano negative alla czt@ne con
Alcian Blu (x20); (h) induzione condrogenica: dope settimane di coltura in medium di differenzoam,
cellule positive alla colorazione con Alcian Bk20); (i): controllo: cellule negative alla coloiage Oil Red O
(x20); (h) induzione adipogenica: dopo 21 giornicdltura in medium da differenziazione le cellulestmano
evidenti vacuoli positivi alla colorazione Oil R&d(x20).

Per quanto riguarda il sangue cordonale, é stasilpite effettuare il prelievo solo in
8 casi su 13 (61,5%) a causa del precoce collask® vena ombelicale. In media sono
stati prelevati 36,7+13,9 ml (range 15-55 ml). 8 @ampioni (75%) sono state isolate
colonie di cellule con la classica morfologia fiblasto simile (Fig.2.8a), mentre in un
campione (1/8: 12,5%) non sono state isolate esfulin campione é stato contaminato da
muffe (1/8: 12,5%). Il tempo di duplicazione dgdepolazioni e stato compreso tra 1,1 e 5
giorni e é risultato in media pari a 2,6 + 1,3 gigper i passaggi PO-P8lon sono state
rilevate differenze statisticamente significative>0,05) per quanto riguarda il tempo di
duplicazione nei diversi passaggi (Fig.2.7A).passaggio 8 il numero di duplicazioni

cellulari e stato di 34,4 + 2(Fig.2.7b).
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a Tempo di duplicazione cellulare MSCs sangue cordonale(n=4)
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Fig. 2.7: Caratteristiche di crescita vitro delle cellule mesenchimali isolate dal sangue @oate di cavallo.

La colorazione con Alcian Blu, effettuata dopo 2drgi di coltura in medium da
differenziazione,ha evidenziato accumuli di glicogzoglicani intracellulari ed
extracellulari, caratteristici dell'avvenuta difég1ziazione condrogenica (Fig.2.8h); al
contrario le cellule coltivate in medium di coltulstandard presentavano scarse quantita
di glicosaminoglicani all'interno del citoplasma, entre erano assenti accumuli
extracellulari (Fig.2.8g). Dopo coltura per 21 giorin medium opportunamente

addizionato per ottenere una differenziazione @kuin senso osteogenico, le cellule
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presentavano morfologia cubica e non piu fibroblasiile (Fig.2.8b). | sali di calcio
depositati nella matrice extracellulare sono s@itlenziati in nero con la colorazione di
von Kossa (Fig.2.8f), e in arancione-rosso conregione Alizarin Red (Fig.2.8d). Le
cellule coltivate in medium di coltura standard somvece risultate negative per
entrambe le colorazioni, presentando solo una nargoantita di depositi di sali di calcio
ritenuti fisiologici (Fig2.8c,e). Nelle cellule dolate con medium da differenziazione
adipogenica per tre settimane, la colorazione @d B ha messo in evidenza un ingente
nella coltura di controllo, ma anche rispetto allgudi liquido amniotico e Wharton’s

Jelly in cui era stata indotta la medesima differ@rione (Fig.2.8i,1).
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Fig.2.8: Differenziazionein vitro di MSCs isolate da sangue cordonale di cavallp.céamtrollo dopo tre
settimane in un medium di coltura standard: modi@aellulare fibroblasto-simile (Microscopio Nikdclipse
TE2000-U; x20); (b) induzione osteogenica dopose#timane di coltura in medium di differenziazioihe,
cellule assumono una morfologia cubica e sono iliisibepositi di calcio (x20); (c) controllo: dop®l giorni in
medium di coltura standard: cellule negative alidorazione Alizarin Red (x20); (d) induzione osteniga:
dopo tre settimane in medium di differenziazionellute positive a colorazione Alizarin Red (x20%) (
induzione osteogenica: controllo: cellule negatiaka colorazione di von Kossa (x20); (f) induzione
osteogenica: cellule positive alla colorazioneat Kossa (x20); (g) controllo: dopo tre settimam&mn medium
di coltura standard, le cellule hanno mantenutomo#ologia classica e risultano negative alla ca@ne con
Alcian Blu (x20); (h) induzione condrogenica: dofre settimane di coltura in medium di differenzea®,
cellule positive alla colorazione con Alcian Bk20); (i): controllo: cellule negative alla coloraze Oil Red O
(x20); (h) induzione adipogenica: dopo 21 giornicdltura in medium da differenziazione le cellulestmano
evidenti vacuoli positivi alla colorazione Oil Réd(x20).

Il prelievo del cordone ombelicale é stato effetthuia tutti i casi (13/13: 100%); in
media la quantita di gelatina raccolta é stata &0 + 3,7 g (range 1,8-11 g). In 8/12
(66,7%) campioni sono state isolate colonie diutelton classica morfologia fibroblasto
simile (Fig.2.10a); data I'assenza di Wharton'syJeh 1 campione su 13 (7,7%) non &
stato possibile Iisolamento cellulare, mentre 4(83,3%) sono stati contaminati con
batteri. 1l tempo di duplicazione delle popolaiiérstato compreso tra 1,2 e 4 giorni e
risultato in media pari a 2,0 + 0,6 giorni per ispaggi PO-P8. Non sono state rilevate
differenze statisticamente significative (P>0,05r pquanto riguarda il tempo di
duplicazione nei diversi passaggi (Fig.2.9a). Atgaggio 8 il numero di duplicazioni

cellulari é stato di 37,4+2,0 (Fig.2.9b).
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a Tempo di duplicazione cellulare MSCs Gelatina di Wharton (n=6)
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Fig. 2.9: Caratteristiche di crescita vitro delle cellule mesenchimali isolate dalla gelatiidVharton di cordone
ombelicale cavallo.

A tre settimane dal’inizio della coltura in mediwspecifico per lI'induzione della
differenziazione condrogenica, le cellule preseamavingenti accumuli intra ed extra
cellulari, colorati in azzurro con Alcian Blu (F&y10h); le cellule coltivate in medium di
coltura standard, invece, ne sono risultate prégspdve, come evidenziato dalla debole
colorazione azzurra assunta dopo trattamento commBlu, e del tutto assenti sono gli
accumuli di glicosaminoglicani extracellulari (F2gL0g). Dopo 21 giorni di coltura in
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medium da differenziazione osteogenica, la morfalagpllulare si presentava cubica e
non piu fibroblasto-simile (Fig.2.10b). | sali dialcio depositati nella matrice
extracellulare sono stati evidenziati in nero amdlorazione di von Kossa (Fig.2.10f), e
i arancione-rosso con colorazione Alizarin Red (Eit0d). Le cellule coltivate in
medium di coltura standard sono invece risultatgatiee per entrambe le colorazioni,
presentando solo una minima quantita di depositsali di calcio ritenuti fisiologici
(Fig2.10c,e). Con colorazione Oil Red O sono invstedi colorati gli accumuli lipidici
all'interno delle cellule coltivate per tre settinea in medium da differenziazione
adipogenica; tali accumuli sono risultati superiorlle cellule andate incontro a

differenziazione rispetto alla coltura di controfkig.2.10i,l).
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Fig.2.10: Differenziazionein vitro di MSCs isolate da gelatina di Wharton di cava(l). controllo dopo tre
settimane in un medium di coltura standard: modi@aellulare fibroblasto-simile (Microscopio Nikdtlipse
TE2000-U; x20); (b) induzione osteogenica doposeétimane di coltura in medium di differenziaziofe,
cellule assumono una morfologia cubica e sono iisitepositi di calcio (x20); (c) controllo: dopdl giorni in
medium di coltura standard: cellule negative attdorazione Alizarin Red (x20); (d) induzione osteniga:
dopo tre settimane in medium di differenziazionellute positive a colorazione Alizarin Red (x20%) (
induzione osteogenica: controllo: cellule negatiaka colorazione di von Kossa (x20); (f) induzione
osteogenica: cellule positive alla colorazioneat Kossa (x20); (g) controllo: dopo tre settimamen medium
di coltura standard, le cellule hanno mantenutorandgologia classica e risultano negative alla czt@ne con
Alcian Blu (x20); (h) induzione condrogenica: dofgre settimane di coltura in medium di differenzoa,
cellule positive alla colorazione con Alcian Bk20); (i): controllo: cellule negative alla coloraze Oil Red O
(x20); (h) induzione adipogenica: dopo 21 giornicdltura in medium da differenziazione le cellulestrano
evidenti vacuoli positivi alla colorazione Oil R&d(x20).

In nessuna delle linee cellulari isolate & statmlenziata una fase di latenza al
momento di inizio della coltura cellulare; in tuteelinee in fatti non si sono evidenziate

differenze statisticamente significative nel numdraluplicazioni cellulari tra i diversi
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passaggi (P>0,05). Confrontando tempi di duplicaeidi tutte le linee cellulari isolate,
le MSCs da tessuto adiposo hanno presentato urotdimguplicazione inferiore rispetto

a tutte le altre linee (P<0,05), ad eccezione dmliile isolate da gelatina di Wharton
(P>0,05). Le BMMSCs hanno presentato un tempo mlic&zione cellulare superiore a
quello di tutte le altre linee (P<0,05), con laasetcezione delle cellule isolate da sangue
cordonale (P>0,05).

L’espressione di un numero di markers associati cmilule staminali
mesenchimali é stata valutata mediante impiegdaafiworimetria sulle cellule isolate da
liquido amniotico, sangue cordonale e gelatina tiavtbn. Tutte le linee cellulari isolate
hanno mostrato espressione di markers di stamamaktsenchimale quali CD90, CD44 e
CD105, mentre sono risultate negative per markiesgadhinalita tipicamente emopoietici
quali CD34, CD14 e CD45. E risultata negativa an@spressione di CD73 (Fig. 2.11;

Fig.2.12; Fig2.13).
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Fig.2.11: Analisi citofluorimetrica dell’espressione prot@idi MSCs isolate da liquido amniotico di
cavallo marcate con anticorpi verso gli antigenil@bCD34, CD45,CD90, CD105, CD73 e CD44.
Gli istogrammi ombreggiati indicano il controlloji gstogrammi bianchi la reazione positiva con
I'anticorpo indicato. Gli istogrammi rappresentaihanumero relativo di cellule vs l'intesita della
fluorescenza.
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Fig.2.12: Analisi citofluorimetrica

dell'espressione proteica di MSCs isolate da
sangue cordonale di cavallo marcate con
anticorpi verso gli antigeni CD14, CD34,
CD45,CD90, CD105, CD73 e CD44. Gli
istogrammi ombreggiati indicano il controllo; gli

istogrammi bianchi la reazione positiva con
I'anticorpo indicato. Gli istogrammi

rappresentano il numero relativo di cellule vs
l'intesita della fluorescenza.
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Fig.2.13: Analisi citofluorimetrica

dell'espressione proteica di MSCs isolate da
Wharton’s Jelly di cavallo marcate con anticorpi
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2.3.2 Applicazioni cliniche

Le lesioni riportate sugli arti anteriori e posteridi un puledro Quarter Horse
ospedalizzato presso I'Unita di perinatologia dgbddtimento Clinico Veterinario, sono
state sottoposte a tre diversi trattamenti: Aloel piastrinico, gel piastrinico+cellule
staminali isolate da liquido amniotico equino. leardi partenza della lesione a carico del
garretto destro (MSCs+PRP) era di 63,5%cffiig.2.14a); a un mese dall'inizio del
trattamento, quindi 15 giorni dopo l'ultima appldane, la dimensione della piaga era di
19,3 cnf (Fig.2.14b) e a due mesi era di 2,2°dffig.2.14c). La lesione a carico del carpo
destro (PRP) presentava al momento dell'inizio tlattamento un’area di 19,8 ém
(Fig.2.14.e); a un mese l'area della lesione egeedita a 7,1 cm(Fig.2.14.f) e a due mesi
era pari a 0,9 cf(Fig.2.14g). Per quanto riguarda il garretto $ini$'area della lesione
inizialmente era di 20,8 c¢nFig.2.14i), un mese dopo era di 6,1%¢fig.2.14l) e due mesi
dopo era di 3,7cMm(Fig.2.14m). Infine, I'area della piaga a caricd darpo destro in
partenza era di 46,5 érfFig.2.14e) per poi ridursi a 13,0 €ifrig.2.140) un mese dopo

linizio del trattamento e a 4,6 G&tFig.2.14p) due mesi dopo.
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Fig.2.14 Regressione delle piaghe a carico di garretteraléMSC+PRP), carpo destro (PRP), garretto
sinistro (Gel di Aloe), carpo sinistro (Gel di Ajoe

La percentuale di regressione media della lesiormaraco del garretto sinistro,
trattato con cellule staminali+PRP e risultataistisamente superiore rispetto a quella
della lesione a carico del contro laterale garrd#stro trattato con gel di Aloe (26,1% vs
20,6%: P<0,05). | dati raccolti hanno evidenziatllan regressione di queste lesioni,
differenze statisticamente significative non sokr guanto riguarda il trattamento, ma
anche per quanto riguarda I'effetto del tempomdiazione tempo x trattamento (P<0,05).
Per quanto riguarda invece le lesioni a carico cklpo destro e sinistro, trattate
rispettivamente con PRP e con gel di Aloe, non setaie evidenziate differenze
significative per quanto riguarda il trattamentssendo la percentuale di regressione
media di entrambi pari a 18,1% (p>0,05). Sono ievetate riscontrate differenze
statisticamente significative per quanto riguardédtto del tempo e I'interazione tempo x
trattamento (P<0,05): la guarigione a carico depaasinistro e infatti risultata piu lenta.
Le stesse differenze si riscontrano anche nel oatdrtra le regressioni delle aree delle
piaghe trattate con gel di Aloe su carpo e garrsiitéstri, mentre trattamento, tempo e
tempo x trattamento della lesione a carico delegardestro trattata con cellule staminali +

PRP, sono risultati statisticamente significatigpetto a quelli della lesione a carico del
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carpo destro trattato con il solo PRP (P<0,05; ¥&signe media: 26,1% vs 18,1%).
L’andamento della regressione delle aree dellehgidgattate é rappresentato nel Grafico

2.1.

RegressionePiaghe

Area Piaghe (ci?)

Giorni

—¢—garretto MSCs+PRP  —@—carpo PRP  —i— garretto Aloe  —s=—carpo Aloe

Sette mesi dopo tutte le piaghe erano chiuse (Eizh,n); il garretto destro
presentava una cicatrice lineare non esuberanteirengarretto sinistro e carpo destro
presentavano cicatrici a stella, leggermente eankien alcuni punti. La lesione presente

sul carpo sinistro era ancora aperta con un'areacai 0,5 cr (Fig.2.14q).

2.4 Discussioni

Nel presente studio sono state isolate celluleis@immesenchimali provenienti da
sangue cordonale, gelatina di Wharton e, per lmarvolta nella specie equina, da
liquido amniotico. | campioni sono stati prelevaal momento del parto senza
complicazioni successive né per la fattrice nélpsgonato.

| primi ad isolare MSCs da sangue cordonale naliteg furono Koch et al nel

2007, che riportarono il prelievo, con sacche traisihali, di un volume medio di sangue
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di 168+36,08 ml e una percentuale di isolamento5dé&b, utilizzando la separazione
cellulare su gradiente di densita di Ficoll conganintero. Negli anni successivi, Such
et al (2009) ottennero una percentuale di isolamdat’80% con campioni di 250 ml di
sangue processati su gradiente di Ficoll. La peéweds di isolamento di MSCs da sangue
cordonale ottenuta nel nostro laboratorio e stala78% utilizzando un gradiente di
densita a base di una soluzione di Percoll al 7D8e resa e stata nettamente superiore
rispetto a quella riportata da Koch et al nel 2@@n quantita di sangue nettamente
superiori rispetto a quelle a nostra disposizi@wendo effettuato i prelievi con siringhe
e non con sacche trasfusionali il volume medioatigsie da noi impiegato € stato di
35,8+£15,9 ml, contro i 168+36,08 ml impiegati da ckoet al (2007). Inoltre la
percentuale di isolamento da noi ottenuta nonssiadita da quella riportata da Such et al
(2009) che hanno impiegato campioni di sangue oleime di 250 ml. Nel 2009, Koch et
al ottennero invece una percentuale di isolameekd@0% impiegando volumi di sangue
di 42 ml su gradiente di densita di PrepaCyte®-BQuest’ultimo caso la grandezza dei
campioni di sangue impiegati non si discosta ddlaw@enostra disposizione, mentre la
resa e leggermente superiore. Data l'influenzalehsondizioni di laboratorio possono
avere sull'esito dei progetti, in futuro sarebbepagpuno confrontare il metodo di
isolamento impiegato nel nostro studio con quelimrtato da Koch et al (2009), alle
medesime condizioni. Rispetto a quanto riportatdetteratura circa le percentuali di
isolamento di MSCs da sangue cordonale umano (0%-&3utierrez-Rodriguez et al
2000; Kern et al 2006), la resa da noi ottenutaltasessere di gran lunga superiore,
simile come valore a quella ottenuta dalla procaese di tessuto adiposo e midollo
osseo (Kern et al 2006). Il tempo di duplicazioe#iedcellule isolate € risultato in media
pari a 2,6x1,3 giorni per i passaggi P0-P8 e il erondi duplicazioni cellulari al

passaggio 8 e stato di 34,4 + 2,3. Koch et al i studi successivi del 2007 e del 2009,
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riportano invece tempi di duplicazione inferiospetto a quello da noi ottenuto, con una
media di circa 0,8 £0,1; la differenza potrebbeeesgleterminata dalle condizioni di
coltura da noi utilizzate, in particolare dalla mirconcentrazione di FBS impiegata pari
al 10%, rispetto al 30% utilizzata dal gruppo casad Il siero fetale bovino € una
miscela di biomolecole di elevato peso molecoldie promuovono o inibiscono la
crescita e la differenziazione cellulare: fattantnizionale, ormoni, proteine di trasporto,
fattori di adesione o0 estensione come proteineadsiatrice extracellulare, fattori
stabilizzanti e detossificanti. La composizione EBIS & pero in gran parte sconosciuta
sia in termini qualitativi che quantitativi e vamiolto anche a seconda dell’eta del feto di
origine. La scelta di impiegare una minor perceletud FBS nella coltura cellulare
vitro e stata dettata in parte da quest'ultimo fattoreparte dall’esigenza di ridurre al
massimo i rischi di contaminazione nell’'ottica dngiegare le cellule mesenchimali
isolate trial clinici per la risoluzione di diffemgé patologie. Il siero fetale infatti potrebbe
essere veicolo non solo di agenti patogeni notgligoatteri, virus o micoplasmi ma
anche di agenti infettivi sconosciuti o di diffieidiagnosi quali prioni o nuovi virus. In
medicina umana, Chang et al, nel 2006, dimostracmmoe le MSCs isoalte da sangue
cordonale avessero un tempo di duplicazione dintezispetto a quello delle BMMSCs;
nel nostro studio invece, il tempo di duplicaziaheueste due linee cellulari € risultato
pressoché simile (2,6£1,3 vs 3,2+1,5), mentre @lteso superiore rispetto a quello di
tutte le altre linee isolate.

La gelatina di Wharton e il tessuto connettivo intuma che avvolge i vasi del
cordone ombelicale ed € composto da cellule stiomébfibroblasto-simili, fibre
collagene e proteoglicani (Kobayashi et al 1998nie in campo umano, la percentuale
di isolamento di MSCs da gelatina di Wharton riptatin letteratura € per lo piu del

100% (Troyer e Weiss 2008), nel nostro studio karda questo tessuto €& stata del
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66,7%. La digestione del cordone, nella nostrea®spza, € stata ottimale sminuzzando
la gelatina in pezzetti di area < 1tm immergendoli in soluzione di collagenasi allo
0.1% per almeno 1 ora. Altri Autori, pur non rigartio il numero dei campioni da cui é
stato possibile I'isolamento cellulare rispettonaimero di campioni trattati, utilizzando
una soluzione alla stessa concentrazione di caolsie(Passeri et al 2009) o una
soluzione a base di tripsina (Cremonesi et al 20@8)no invece lasciato il tessuto a
contatto con gli enzimi digestivi per un tempo nmgaccome riportato nei lavori effettuati
con cordone ombelicale di uomo (Jomura et al 20D 7#haggior tempo di esposizione
all'enzima digestivo nel nostro protocollo potreblessere correlato alla diversa
collagenasi utilizzata rispetto a quanto riportdagli altri Autori. Le cellule da gelatina
da noi isolate hanno mostrato un tempo di duplarszimedio pari a 2,0£0,6. Il tempo di
duplicazione ottenuto € inferiore a quello indicdto Hoyonowsky et al (2007), pari a
3,6+£0,09. Questa discrepanza € probabilmente irbpetalle diverse condizioni di
coltura ed alla diversa selezione del tessuto ec@i@oda processare. Infatti, mentre nel
nostro studio, e stata digerita solamente la poezigelatinosa del cordone ombelicale,
Hoyonowsky et al (2007), seguendo il protocolloidatb da Weiss et al (2006) per il
cordone ombelicale umano, eseguirono la digestiengmatica di tutto il tessuto
cordonale, eliminando solo quello che costituises@asi e le pareti vasali (Weiss et al
2003). Gli stessi Autori, riportarono inoltre unasé di latenza nella curva di crescita
delle cellule di matrice cordonale, non evidenzid&l nostro studio. Il tempo di
duplicazione delle cellule mesenchimali da noi ligoda gelatina di Wharton é risultato
statisticamente inferiore rispetto a quello delédlec cellule isolate da midollo osseo
(3,2£1,5), sangue cordonale (2,6+1,3) ed anchadagamniotico (2,3£1), mentre non
sono state rilevate differenze con il valore dildigzione cellulare delle cellule isolate

da tessuto adiposo (1,3+0,7). Tali differenze ssmaili a quelle riportate nello studio
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delle medesime linee cellulari in medicina umarargaser et al 2005; Karahuseyinoglu
et al 2007), fatta eccezione per il liquido ammioti(Tsai et al 2004). Il numero di
duplicazioni cellulari al passaggio 8 e stato d432,0; tale valore risulta essere simile a
quello riportato da Passeri et al (2009), di 36,848 passaggio 12 in medium di coltura
a-MEM (alpha modified minimum essential medium) c28% di FBS. Gli Autori
riscontrarono invece un incremento nel numero dplidazioni fino a 55+7,
accompagnato da una riduzione del tempo di duptinazcellulare, quando al medium
veniva aggiunto EGF (Epidermal Growth Factor). Tialkkore si € infatti rivelato essere
un buon promotore della mitosi e induttore di nodsteogenici piu voluminosi durante
la differenziazione (Passeri et al 2009).

Per la prima volta in questo studio sono statatsatellule staminali mesenchimali
da liquido amniotico di equino, prelevato, senzaenplicazioni, al momento del parto.
Anche se in passato era gia stata dimostrata lsepra di tali cellule nel liquido
amniotico di pecora (Kaviani et al 2001), suinor{& et al 2005) e uomo (Prusa et al
2003) e recentemente anche nel cane (Choi et &)201 questo lavoro, a differenza
degli altri i campioni sono stati tutti recuperatimomento del parto, non a seguito di
amniocentesi 0 cesareo. In tutte le specie citatedllule sono state isolate dopo
centrifugazione semplice delle aliquote di liquidmniotico e sospensione del pellet
ottenuto con terreno di coltura. Anche nella spexjaina cosi come in quella umana
(Olver e Strang 1974; Mescher et al 1975), la qgtaamti urina presente nel liquido
amniotico aumenta durante la gravidanza (Holds&ick 1995), cosi come testimoniato
dalla presenza di detriti composti da mucoprotemedepositi di sali minerali,
specialmente fosfato di calcio (Ginther et al 197¢r ridurre quindi la presenza di
cristalli minerali, che possono ledere la membrae#ulare, i campioni di liquido

amniotico dopo un primo lavaggio con PBS sono seittrifugati su gradiente di Percoll
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70%. In medicina umana questo procedimento nonesde necessario dato che i
campioni vengono prelevati al momento dell’amnidesiy quindi nel primo trimestre di
gravidanza quando ancora l'urina non e presentequetio amniotico; non sono riportati
in letteratura dati sull’isolamento di cellule siaali da campioni di liguido amniotico
prelevati prima della rottura degli invogli fetadl momento del parto. Negli studi
effettuati su liquido amniotico di pecora (Kaviatial 2001), maiale (Sartore et al 2005)
e cane (Choi e t al 2010), nonostante i prelievinego eseguiti durante parto cesareo a
fine gravidanza, gli Autori non riportarono la nssia di utilizzare un gradiente di
densita al fine di eliminare i cristalli urinarirgibabilmente perché in concentrazione
inferiore rispetto a quelli presenti nella speajgiiaa. La percentuale di isolamento delle
cellule con morfologia fibroblasto simile e stataripal 70%; il tempo di duplicazione
delle cellule isolate e stato in media pari a 2,8xfiorni per i passaggi PO-P8,
statisticamente inferiore rispetto a quello deéute isolate sia da midollo osseo che da
sangue cordonale coltivate nelle medesime condiZ®2+1,5; 2,6+1,3). Il tempo di
duplicazione delle MSCs isolate da liquido amnmtée invece risultato statisticamente
superiore rispetto a quello delle cellule isolate \Wharton’s Jelly e tessuto adiposo
(2,0+0,6; 1,3%£0,7). Rispetto al tempo di duplicamodelle cellule isoalte da liquido
amniotico umano, pari a 20-24 ore (Tsai et al 2064#gllo delle cellule da noi isolate e
risultato di gran lunga superiore; questo potrelegsere imputabile non solo alle
condizioni di coltura, ma anche al momento in catato effettuato il prelievo. Le cellule
isolate da campioni di liquido umano infatti, estefatti i prelievi nel primo trimestre di
gravidanza, potrebbero essere ad uno stadio picogeerispetto a quelle isolate nel
presente studio.

Indubbiamente uno dei limiti principali del lavoedfettuato & stato dato dalle

contaminazioni di muffe e batteri, verificatesi eggito dellambiente non sterile in cui
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sono stati prelevati i campioni, quale € la scugden cui, a differenza di una sala parto, o
di una sala operatoria, paglia, fieno e materiagalie costituiscono un pabulum perfetto
per la proliferazione di muffe e batteri. Passeriak (2009), riuscirono ad evitare le
contaminazioni di colture cellulari da Wharoton'sllyy immergendo il campione in
terreno (RPMI-1640. Invitrogen, CA, USA) addiziomaton il 5% di una soluzione di
penicillina/streptomicina e 2% anfotericina per 24°C. Nel nostro studio, invece il
problema e stato affrontato immergendo il cordonsdluzione di alcool etilico al 70%
per 10 minuti. Nel caso del sangue cordonale, l@gmtuale di contaminazione dei
campioni e stati del 12,5%, inferiore rispetto @lturiportata da Koch et al (2007), pari
al 25%. Le percentuali di contaminazioni maggioregentate dal liquido amniotico
(30%) e dal Wharton’s Jelly (33,3%), potrebberaessiovute al fatto che i prelievi sono
stati esequiti, nel primo caso, subito dopo chewéambrana amniotica ha preso contatto
con la zona perineale e i batteri e le muffe prieseinsono dimostrati resistenti alla
quantita di penicillina/streptomicina impiegata tiguido di lavaggio e nel terreno di
coltura. Negli altri studi effettuati in ambito amale, le cellule sono state isolate da
campioni prelevati in un ambiente sterile qualsdéa operatoria e non in condizioni di
campo, come quelle del presente studio, che si pomeli come assoluta novita sia per
scopi che per metodi per quanto concerne lisolamdncellule staminali mesenchimali
dal liguido amniotico equino. Nel caso della marordonale invece i prelievi sono stati
eseguiti dopo rottura del cordone ombelicale, qoaqesto aveva gia preso contatto con
la paglia, in alcuni casi il trattamento con etanal 70%, effettuato dopo conservazione
del campione per diverse ore, non e stato suffieien debellare batteri e le muffe
contaminanti in tutti i casi.

In questo studio, oltre all’isolamento, e stata abltnata anche la capacita

differenziativa delle cellule provenienti da tugtére le fonti (liquido amniotico, sangue e
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matrice cordonale) in senso condrogenico, osteogenadipogenico. La scelta di queste
linee di differenziazione € stata fatta sia suladobdei principi stabiliti dall'International
Society for Cytotherapy, secondo cui le cellularsteali mesenchimali sono definite tali
qualora, oltre a crescere in colture aderenti ghi@stre, vadano incontro a
differenziazione in queste tre linee cellulari (Doiti et al 2006). La differenziazione
osteogenica e condrogenica sono state inoltre tudtet nell'ottica di una futura
applicazione clinica delle suddette cellule. Tettee le linee isolate sono andate incontro
a differenziazione osteogenica, condrogenica eogeéipica, come dimostrato dalle
colorazioni effettuate dopo 21 giorni di colturanmredium appositi. Mentre non sembrano
esservi ingenti differenze circa la differenziaaaondrogenica e osteogenica, a seguito
di colorazione con Oil Red O, il sangue cordonaenlsra andare incontro ad una
maggiore differenziazione adipogenica rispetto &ricecordonale e liquido amniotico,
caratterizzata da un maggior accumulo di vacupidici. Le linee cellulari isolate sono
inoltre state sottoposte ad caratterizzazione rotdee con alcuni markers specifici di
staminalita mesenchimali. Non esistendo markersifsgieper la specie equina, la prova
e stata svolta con markers normalmente impiegatilgecaratterizzazione di cellule
umane. Le cellule sono risultate positive per CDBD44 e CD105, e negative per
markers di staminalita tipicamente emopoietici q@id34, CD14 e CD45. E risultata
negativa anche l'espressione di CD73, che perdfferehza degli altri antigeni non ha
dimostrato una cross-reazione ottimale con le kelaguine, quindi la sua negativita
potrebbe non essere significativa.

La ricerca di trattamenti che facilitino la guadge delle piaghe cutanee sta
rivestendo un sempre maggior interesse ancheicmadquina, data la frequenza con cui
si verificano e la loro incidenza non solo in tamglinici ma anche economici. La piaga

cutanea € un fenomeno fisiologico che prende inimio la perdita din integrita della cute
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che genera una soluzione di continuo, con coinuagio degli strati sottostanti e
dipendente da una serie di reazioni classicamearate in quattro fasi: infammazione,
deterioramento, riparazione e maturazione (Bertt®®@9; Fitch e Swaim 1995). Molti
sono i fattori che influenzano la guarigione dopsidne traumatica o chirurgica, quali eta
del soggetto, malnutrizione e patologie endocrinegle puo essere il diabete nelluomo.
Nel cavallo, sia adulto che puledro, le lesionanae che principalmente diventano piaghe
sono quelle a livello di arti anteriori e posterigrortando a deterioramento dell'intero
stato di salute dell’animale (Dyson 1997). Infattgta la distanza esistente tra tronco e
porzione distale degli arti, il circolo ematico aegto livello risulta essere molto ridotto,
con conseguente basso apporto di ossigeno ai itessiuizione della temperatura e
mancanza di fattori di crescita (Dyson 1997). Qaesindizione risulta ulteriormente
amplificata nei puledri con setticemia in cui Ibgcio incontrollato di mediatori endocrini,
determina una precipitazione a cascata del metaboli cellulare e alterazioni
emodinamiche che culminano con il collasso di pigaai e la formazione di piaghe
cutanee per la mancanza di ossigeno e fattoriedicda. Questi ultimi risultano essere di
fondamentale importanza per la ricostruzione tasyt in quanto stimolano la
proliferazione e differenziazione cellulare e laguzione di matrice extracellulare (Steed,
1998; Komarcevic, 2000). | trattamenti da applicarecaso di piaghe cutanee devono
avere come fine quello di fornire fattori di creéacstimolanti la rigenerazione cellulare. Le
piastrine costituiscono una fonte ricca di fattlircrescita fondamentali per la riparazione
tissutale (Dugrillon e Kluter 2002) in quanto stlamm I'angiogenesi e promuovono
proliferazione di fibroblasti che porta ad un imoento del collagene (Robson 1997; Marx
2004). Il plasma arricchito di piastrine (PRP) slimostrato essere un prodotto sicuro al
100%, perché prodotto con il sangue del soggetttvatiare; il gel di piastrine si ottiene

mediante lisi piastrinica a seguito del contatta gtuconato di calcio e trombina. La lisi
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piastrinica porta alla liberazione dei fattori descita, quali TGH- (transforming growth
factor), EGF (epidermal growth factor), VEGF (vdscuendothelial growth factor),
tromboplastina piastrinica, fattori di coagulazipmalcio, serotonina, istamina e enzimi
idrolitici (Harrison e Cramer 1996). Carter et aDQ3) e De Rossi et al (2009), hanno
dimostrato come I'applicazione di gel piastriniao gaghe sperimentalmente indotte in
arti di cavalla adulti determinerebbe una riduzideétempo di guarigione e una maggior
deposizione di collagene evidenziabile con lisgdo Carter et al (2003) inoltre
evidenziarono come il PRP anche in assenza damnatito antibiotico, non determinasse
la comparsa di inflammazione, che porta solitameantéatrice esuberante o di infezione
batterica; gli Autori, infatti osservarono comelisdando PRP su piaghe cutanee areate, i
fattori di crescita e i successive eventi celluledmati fossero indirizzati verso
un’accelerazione della differenziazione cellulaneepidermide e una organizzazione del
collagene in assenza di una prolungata reazioremniatoria. Diversi studi sono stati fatti
in medicina umana sull’'applicazione di gel di ake piaghe cutanee, prevalentemente
indotte da radioterapia. Sembrerebbe infatti chelisaccaridi contenuti nel gel inducano
un’accelerazione dei processi di riparazione cwameche a seguito della loro azione
antiinflammatoria, antibatterica e immunomodulari¢giamman 2008). Recentemente in
medicina umana, l'interesse dei ricercatori siistirizzando verso I'impiego di cellule
staminali mesenchimali nel trattamento di piaghéamee quali quelle da decubito o
diabete(Wu et al. 2007; Lataillade et al. 2007; Vojtassélale 2006) Le cellule infatti
produrrebbero sostanze bioattive in grado di acaedda rigenerazione tissutale (Fu e Li
2009). In medicina equina non esistono lavori ittefatura circa I'impiego di cellule
staminali mesenchimali in piaghe cutanee. Per ilagwolta in questo studio sono state
applicate cellule staminali mesenchimali isolate biguido amniotico su piaghe

sviluppatesi sugli arti di un puledro neonato affeta setticemia. Il trattamento con MSCs
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associate a PRP é stato confrontato con I'appbo&zsu altre piaghe dello stesso soggetto
di solo PRP e il gel di aloe. La percentuale melii@egressione e risultata superiore nella
piaga a carico del garretto destro trattata con M8®RP. Anche se ad eccezione della
piaga trattata con MSCs e PRP sulla quale erarseptieisole epiteliali (Fig.2.15), si sono
formate escare superficiali, nessuna delle piaghitate ha presentato segni di reazione
inflammatoria. Armstrong e Ferguson (1995) e Cowiiral (1998), dimostrarono infatti
come una delle caratteristiche principali dellegh@ nel puledro sia la mancanza di
reazione inflammatoria; per questo motivo, comedjmostrato da McCallion e Ferguson
(1995), nessuna delle piaghe trattate ha datonarigireazioni cicatriziali esuberanti, anche
se, mentre la piaga trattata con MSCs+ PRP ¢ &sitaina cicatrice lineare, nelle altre
piaghe era presente la stella cicatriziale, e @tidim a sette mesi di distanza dal primo
trattamento con gel di aloe, sul carpo sinistroaTeora presente una piaga di 0,5.coa
mancanza di una reazione infiammatoria sulla ptagiéata con MSCs e PRP conferma
guanto gia ipotizzato da DeCoppi et al (2007) ciecadotta immunogenicita delle cellule
isolate da liquido amniotico e il possibile utilzdi queste cellule per trapianti eterologhi.
Inoltre, dato che anche il gel piastrinico in qoesaso era eterologo, essendo stato
prodotto dal sangue venoso materno, la mancanesadione inflammatoria porterebbe a

confermare la sicurezza di questo prodotto anchey®ego eterologo.

Fig.2.15. Piaga a carico del garretto
destro, trattata con cellule staminali
mesenchimali e PRP. Le freccie
indicano le isole di tessuto epiteliale,
segno di rigenerazione tissutale.
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Fino ad ora la maggior parte delle terapie celiulat cavallo é stata effettuata mediante
impiego di cellule derivate da tessuto adiposo dofto osseo; in un prossimo futuro,
banche di cellule derivanti da LA, SC e WJ potrebbfernire una ricca e conveniente
risorsa sia per la terapia eterologa che autolegaane comunque da stabilire se in tutti e
tre i casi, eventuali stati patologici del feto pmso determinare anomalie anche nelle

cellule staminali isolate.

2.5Conclusioni

Questo studio ha permesso di sviluppare protocfficaci di isolamento e
differenziazione, condrogenica, osteogenica ed oggipica, di cellule staminali
mesenchimali a partire da tessuti extra-embriortplgli sangue cordonale, gelatina di
Wharton e, per la prima volta nella specie equarache liquido amniotico. | risultati
ottenuti evidenziano I'esistenza di fonti altermatdi cellule multipotenti che consentono,
tramite un approccio non invasivo, lo sfruttamedianateriale altrimenti considerato di
scarto. Grazie alle potenzialita differenziativendstratein vitro, le cellule isolate
sembrano riservare grandi promesse nel campo piglicazione clinica in cavalli affetti
da infermita ortopediche. Anche se sono necestati su un maggior numero di soggetti,
i risultati soddisfacenti ottenuti dopo applicazaat cellule staminali mesenchimali isolate
da liquido amniotico su piaghe di un puledro affetta setticemia, porterebbero ad
ipotizzare un possibile impiego di queste cell@rologhe o autologhe, nel trattamento

non solo delle patologie muscolo-scheletriche.
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3. |SOLAMENTO, DIFFERENZIAZIONE E CARATTERIZZAZIONE DI CELLULE
STAMINALI MESENCHIMALI DA LIQUIDO AMNIOTICO E ALLAN TOIDEO,

INVOGLI FETALI ED ENDOMETRIO NEL GATTO DOMESTICO

3.1 Materiali e metodi

3.11 Prelievo dei campioni e isolamento delle ¢ellu

| campioni di liquidi fetali, membrane fetali e emdetrio sono stati prelevati da uteri
di 5 gatte gravide afferenti al Servizio di Riprachne Animale, Dipartimento Clinico
Veterinario, per I'esecuzione di ovarioisterectoniia procedure sono state effettuate in
accordo con il DL 116/92, e previa approvazione @eimitato Etico dell’'Universita di
Bologna e del Ministero della Salute. Il range @i éei feti era compreso fra 18-35 giorni
di gestazione, valutato in base alle dimensionfetel stesso.

Tutti i reagenti utilizzati sono stati acquistatiepso Sigma-Aldrich (Saint Louis,
MO, USA) se non diversamente specificato. Tutfgldstiche impiegate sono state invece
acquistate presso Sartstedt Inc. (Newton, NC, USA).

Dal'utero con feti di 18 giorni, non essendo ancevalenti gli involgi e i liquidi
fetali, sono stati prelevati campioni di liquidosacco vitellino. Il liquido vitellino,
aspirato con siringa sterile da 2,5 ml, e statwitdil 1:1 con PBS addizionato con
antibiotici e sottoposto a centrifugazione a 70@ qEer 6 minuti. Una volta eliminato il
surnatante, il pellet e stato diluito  con medium  dicoltura
(DMEM/TCM119+10%FBS+antibiotici) e le cellule cotgacon emocitometro. La
membrana vitellina é stata tagliata in piccoli pezzsottoposta a digestione con una
soluzione allo 0.1% di collagenasi (GIBEO Invitrogen Corporation, Carlsbad,
California, USA) in PBS (1ml di soluzione/lg di cpione). Il campione € stato quindi
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posto a bagnomaria a 37°C per 1 ora. Dopo questodpedi tempo, la collagenasi e
stata inattivata mediante aggiunta di PBS addizmnan 10% FBS; la soluzione € stata
quindi, diluita 1:1 con terreno di coltura e cefufgata a 1500 rpm per 10 minuti. Il pellet
cosi ottenuto €& stato lavato per tre volte usaridonedesimo terreno mediante
centrifugazione a 1500 rpm per 10 min. Al terminell'ditimo lavaggio, dopo
eliminazione del surnatante, il pellet di cellulestato diluito con 1 ml di medium di
coltura e le cellule sono state contate con emam&to.

Per quanto riguarda i quattro uteri con feti di3Zbgiorni, le camere gestazionali
sono state separate dall’endometrio, quindi soath gtelevati mediante siringhe sterili
da 2,5 ml il liquido allantoideo di colore gialle,amniotico di colore trasparente; questi
sono stati diluiti 1:1 con PBS supplementato caiibaotici e sottoposti a centrifugazione
a 700 rpm per 6 minuti. Una volta eliminato il salante, i pellet sono stati diluiti con
medium di coltura (DMEM/TCM119+10%FBS+antibiotice le cellule contate con
emocitometro. Sono quindi state separate la merataamiotica, piu interna e a contatto
con il feto, e l'allanto-corion, che si trova atildella placenta zonata. Dopo essere state
tagliate in piccoli pezzi, le due membrane sontessattoposte a digestione enzimatica
con una soluzione allo 0.1% di collagenasi (GIBC®witrogen Corporation, Carlsbad,
California, USA) in PBS (1ml di soluzione/1g di caione). | campioni sono stati quindi
posti a bagnomaria a 37°C per 1 ora. Dopo questoduedi tempo, la collagenasi é stata
inattivata mediante aggiunta di PBS addizionato &0f6 FBS; la soluzione & stata
quindi, diluita 1:1 con terreno di coltura e cefotgata a 1500 rpm per 10 minuti. Il pellet
cosi ottenuto é stato lavato per tre volte usaridonédesimo terreno mediante
centrifugazione a 1500 rpm per 10 min. Al terminell'ditimo lavaggio, dopo
eliminazione del surnatante, il pellet di cellulestato diluito con 1 ml di medium di

coltura e le cellule sono state contate con emmatm. Per I'isolamento delle cellule
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endometriale, la superficie uterina e stata rasatian una lama da bisturi all’interno di
una piastra Petri di 100 mm di diametro, e il materottenuto e stato quindi posto in una
provetta da 5 ml con 1 ml di una soluzione 0.1%dallagenasi (GIBC®, Invitrogen
Corporation, Carlsbad, California, USA) in PBS.admpioni sono stati quindi posti a
bagnomaria a 37°C per 1 ora. Dopo questo periodterdpo, la collagenasi e stata
inattivata mediante aggiunta di PBS addizionato &6f0 FBS; la soluzione e stata
quindi, diluita 1:1 con terreno di coltura e cefofgata a 1500 rpm per 10 minuti. Il pellet
cosi ottenuto €& stato lavato per tre volte usaridonedesimo terreno mediante
centrifugazione a 1500 rpm per 10 min. Al terminell'ditimo lavaggio, dopo
eliminazione del surnatante, il pellet di cellulestato diluito con 1 ml di medium di

coltura e le cellule sono state contate con emmEtm.

3.1.2 Espansione cellulanevitro

Per tutte e tre le linee cellulari, le cellule paine sono state seminate in flask da 25
cnt ad una densita di 5 x 46ellule per crie incubate in atmosfera umidificata a 38.5°C
in 5% CQ. Il terreno di coltura é stato cambiato per lamarivolta dopo 48 ore e
successivamente due volte a settimana fino ad evdenna confluenza cellulare pari
all'80%. A questo punto le cellule sono state saitedalla flask mediante digestione
enzimatica con una soluzione allo 0.05 % di tripsidopo un tempo massimo di 10
minuti, la tripsina é stata inattivata mediante iag@g di 5ml di medium di coltura
addizionato 10% di FBS, quindi la soluzione cellalattenuta é stata posta in provette da
10 ml e centrifugata per 6 minuti a 700 rpm. Undaveliminato il surnatante, il pellet &
stato diluito con 1 ml di terreno di coltura, lellake contate con un emocitometro e
riseminate come “Passaggio 1” (P1) ad una dens28& & 1G cellule/cnt. Per i passaggi

successivi le cellule sono state poste in flask28acnf a 25x 18/cn? e lasciate
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moltiplicare per 6/7 giorni fino al raggiungimerdouna confluenza del 90% prima della
tripsinizzazione e successivo passaggio. Il tempdugdlicazione cellulare, il numero di
duplicazioni cellulari e il tempo di coltura cellué sono stati calcolati per ogni passaggio
utilizzando le due formule seguenti (Vidal et 2DQ7):

CD=In(N/Nj)/In(2) (1)

DT=CT/CD (2)

| dati sono stati espressi come media + deviazgtaedard e non é stato possibile

analizzarli mediante ANOVA per l'esiguita del numedei campioni di alcune linee

cellulari.

3.1.3 Differenziazionén vitro

3.1.3.1 Differenziazione condrogenica

Le cellule espanse al passaggio P3 dopo lavaggid®8%, sono state sottoposte a
tripsinizzazione e successiva centrifugazione a i@ per 6 minuti. Dopo conta
cellulare, 5 x 1B cellule/cnf sono state risospese in 2 ml di medium di coleupmste in
piastre 6 well in incubatore a 38.5°C in atmosianasidificata al 5% CQ@ per 24 ore al
fine di ottenere I'adesione cellulare. Dopo quegstniodo di tempo il medium é stato
sostituito con medium da differenziazione condraggeeonsistente in TCM199/DMEM,
100 Ul/ml di penicillina, 10Qug/ml di streptomicina, 6.2hg/ml di insulina, 50 nM di
acido ascorbico, 0.1M di desametazone, 10 ng/ml hT@E-(PeproTech, UK) e 1%
FBS (Mizuno e Hyakusoku, 2003). Le cellule sonandustate coltivate in monostrato a
38,5°C al 5% di C@per 21 giorni e il medium da differenziazione atstcambiato
completamente due volte a settimana. Passate $ettinane di coltura, le cellule sono

state fissate in formalina al 10% per un’ora a terafura ambiente; successivamente é
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stato effettuato un lavaggio con acqua demineratigze le cellule sono state colorate con
una soluzione in acido acetico di Alcian Blu (1%uima soluzione al 3% di acido acetico;
pH 2.5) per 15 minuti a temperatura ambiente. Dgyesto tempo la soluzione di Alcian
Blu e stata rimossa e le cellule lavate per tréevobn una soluzione di acido acetico al
3% al fine di eliminare i residui di colorante. talorazione impiegata colora in blu i

depositi di glicosaminoglicani intra ed extra clhlucaratteristici della condrogenesi.

3.1.3.2 Differenziazione osteogenica

Le cellule espanse al passaggio P3 sono stateelas@t PBS, sottoposte a
tripsinizzazione e successiva centrifugazione. Wit diluito il pellet ottenuto con 1 ml
di medium da coltura e contate le cellule, questeosstate poste in piastre 6 well alla
densita di 5 x 1Dcellule/cnt in 2 ml di terreno di coltura per 24 ore al finieottenere
'adesione cellulare. Passato questo tempo, iemerre stato sostituito con medium da
differenziazione consistente in TCM199/DMEM, 10Qrdll di penicillina, 100ug/ml di
streptomicina, 10% di FBS, 10 mM ghglicerofosfato, 0.1uM di desametazone, 5M
di acido ascorbico (Mizuno e Hyakusoku, 2003). e#ute sono state coltivate, a 38.5°C
in atmosfera umidificata al 5% GQOin monostrato per tre settimane e il medium #@sta
completamente cambiato due volte a settimana.

L’avvenuta osteogenesi, caratterizzata dai depdsitialcio, € stata evidenziata
dopo tre settimane di coltura utilizzando la catowae di von Kossa e Alizarin Red. Per
la colorazione di von Kossa, le cellule sono stsgate in una soluzione di formalina al
10% per un’ora a temperatura ambiente, quindi éeain acqua bidistillata, ricoperte
con una soluzione al 5% di nitrato di argento ecessivamente esposte alla luce gialla
per 15 minuti. | depositi di calcio fosfato si cao di nero. Per effettuare la colorazione

Alizarin Red, le cellule sono invece state fisgaeun’ora a temperatura ambiente in una
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soluzione di etanolo al 70%; successivamente stete favate con acqua bidistillata
quindi ricoperte con una soluzione al 2% di AlimaRed per 30 minuti. Dopo 4 lavaggi

con acqua bidistillata, i depositi di calcio si@@no di arancione-rosso.

3.1.3.2 Differenziazione adipogenica

Al passaggio P3 di coltura, le cellule, dopo tmixzazione e successiva
centrifugazione sono state poste in piastre 6 acklina densita di 5 x 1@ellule/cnf in
2 ml di medium di coltura per 24 ore per far si heellule aderissero alla piastra. Dopo
24 ore il medium e quindi stato sostituito condao da differenziazione adipogenica
costituito da TCM199/DMEM, 100 Ul/ml di penicillinal00 pug/ml di streptomicina,
15% di siero di coniglio, 1M di desametazone, 0.5 mM di isobutil-metilxantib@,mM
di insulina, 0.2 mM di indometacina, (Mizuno e Hyakku 2003; Koch et al 2007). Le
cellule sono state coltivate in monostrato a 38.B°&tmosfera umidificata al 5% di GO
Dopo 74 ore, il medium e stato sostituito da mediaoovo privo di isobutil-
metilxantina, e successivamente le cellule sone stantenute in coltura per 21 giorni e
il terreno sostituito 2 volte a settimana (Schuhl€t009). Dopo questo periodo di tempo
le cellule sono state fissate con una soluziod®% di formalina per 1 ora a temperatura
ambiente, quindi lavate con acqua bidistillata@easivamente con isopropanolo al 60%
per 5 minuti e quindi colorate con una soluzionéddi Red O (0.3% in isopropanolo
60%) per 5 minuti. Passato questo tempo la solezitincolorante & stata rimossa, le

cellule lavate con acqua bidistillata. | vacugpidiici vengono colorati in rosso.

3.1.4 Caratterizzazione molecolare
Una volta raggiunto il passaggio P3, le cellule cs@tate inoltre sottoposte a

caratterizzazione molecolare. Per questo sono $astde con PBS e staccate dalla
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superficie cellulare mediante a tripsinizzazione rpassimo 10 minuti; successivamente
la tripsina € stata isolata con PBS+10% FBS, eelkile sono state lavate mediante
centrifugazione a 600 rpm per 5 minuti per dueevdltopo I'eliminazione del surnatante,
il pellet & stato sospeso in 100 pl di Intraprep Reagent 1 (Beckman Coulter, Miami,
FL, USA) e incubato per 15 minuti a temperatura i@mie. Successivamente sono stati
aggiunti 4 ml di PBS e la soluzione e stata cargata a 600 rpm per 5 min. Il pellet di
cellule ottenuto, risospeso in 100 pl di PBS eosiiatubato per 20 minuti a temperatura
ambiente con anticorpi CD105, CD90, CD44, CD45, €D3D14 e CD73 direttamente
coniugati con FITC, PE o APC (Beckman Coulter, Migrak, USA). Sono stati utilizzati
appropriati isotopi coniugati di controllo (Beckm&woulter, Miami, FL, USA). Dopo
colorazione, le cellule sono state lavate per dakevcon PBS e lintensita della
fluorescenza é stata valutata con citofluorimewtatb di doppio laser FC500 (Beckman

Coulter, Miami, FL, USA) e i risultati successivame analizzati con programma CXP.

3.2 Risultati

Nel presente studio da un campione di liquido Miteldi 2,5 ml e da 1,2 g di
membrana vitellina di feti di 18 giorni, sono stegelate colonie di cellule con la classica
morfologia fibroblasto-simile delle cellule stamiinanesenchimali. A causa di una
accidentale contaminazione da muffe, é stato pdesgiiantenere in coltura le cellule
isolate dal sacco vitellino solo per 2 passaggseoutivi; il tempo di duplicazione delle
popolazioni é risultato in media pari a 1,8+1,7rgice il numero totale di duplicazioni
cellulari & stato di 13,7 (Fig.3.1a, b). Per quanguarda invece il liquido vitellino le
cellule sono state mantenute in coltura fino alspggio 8; il tempo di duplicazione
cellulare e risultato in media di 2,8+1,4 giorni eumero totale di duplicazioni cellulari

e stato di 37,9 (Fig.3.2a,b).
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Per quanto riguarda la membrana amniotica, i campio media erano di 0,73g
(range 0,2-1,3); l'isolamento di cellule fibroblastimili € stata possibile in tutti e due i
campioni utilizzati. 1l tempo di duplicazione miato e stato pari a 2,8+3,2 giorni, mentre
il numero di duplicazioni cellulari &€ stato pari 28,8+10,8 nei passaggi PO0-P4

(Fig.3.3a,b).
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Fig. 3.2: Caratteristiche di crescita vitro delle cellule mesenchimali isolate dalla membramaiotica di gatto
I grammi di membrana allantoidea a disposizioneosstati in media 2,1 (range
0,3-3,4) ed e stato possibile isolare cellule camrfatogia fibro-blasto simile da tultti
campioni impiegati. Le cellule sono state caratizaie da un tempo di duplicazione
cellulare di 2,0+1,0 (Fi.g3.3a). In 1/3 campionidellule dapprima adese sono andate
incontro a morte prima di poter effettuare il prinpassaggio, dopo l'aggiunta di
antimicotico al terreno di coltura, mentre in 1/8tata possibile la coltura in vitro fino al
passaggio 1 a causa di una contaminazione con jradfe le cellule isoalte da 1/3
campioni sono state mantenute in coltura fino atspggio 8, con un numero di

duplicazioni totali di 48,9 (Fig.3.3b).
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Fig. 3.3: Caratteristiche di crescita vitro delle cellule mesenchimali isolate dalla membraltentoidea di gatto

189



I volumi di liquido amniotico ed allantoideo utiiati sono stati rispettivamente di
12,3 ml (range 4,5-20) e 23,1 (range 6-60); in tampioni & stato possibile effettuare
I'isolamento di colonie di cellule fibroblasto-siimill tempo di duplicazione delle linee
cellulari isolate é stato rispettivamente di 1,%@ 1,9+1,0 (Fig.3.4a,c). Per quanto
riguarda le cellule di liquido allantoideo, al paggio 7 il numero di passaggi cellulari &
risultato di 44,5+2,7 (Fig.3.4b). Dei due campidniiquido amniotico, solo uno é stato
mantenuto in coltura fino al passaggio 5, mentkrd ha subito una contaminazione da
muffe. Il numero di duplicazioni cellulari dellelde isolate da liquido amniotico e stato

pari a 31,0 (Fig.3.4d).
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Fig. 3.4: Caratteristiche di cresciia vitro delle cellule mesenchimali isolate dal liquidcaatbideo e amniotico di
gatto

Da tutti e quattro i campioni di tessuto endomédrigono state invece isolate
cellule dalla forma cubica e non allungata fibrgbdasimile;é inoltre stato possibile
mantenere in coltura solo 1/4 campioni, mentreiregil le cellule al passaggio 1 e 3
non sono piu state in grado di replicarsi. Il tendpduplicazione cellulare di questa linea
e stato di 5,8+6,1 giorni, mentre il numero di dcgetioni cellulari al passaggio 6 €

risultato pari a 21,2 (Fig.3.5a,b).
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Dato I'unico caso ottenuto e la contaminazione, aatato possibile effettuare la
differenziazione e caratterizzazione delle cellstdate da liquido e sacco vitellino. Dopo
tre settimane di coltura in medium da differenziae condrogenica, osteogenica e
adipogenica, le cellule isolate da liquido amnioticallantoideo, da membrana amniotica
e allantoidea sono risultate positive per le cdmnmai Alcian Blu, Von Kossa e Alizarin
Red e Oil Red O (Fig.3.6a,b,c,d), a differenzaedstesse cellule coltivate in medium di
coltura standard (Fig.3.6e,f,g,h). Le cellule aelda endometrio, dopo tre settimane di
coltura in medium da differenziazione, sono invaseltate negative alle colorazioni per
glicosaminoglicani, sali di calcio e vacuoli lipidi non presentando alcuna differenza

rispetto a quelle coltivate in medium di colturarstard.
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Fig.3.6: Differenziazionen vitro di MSCs isolate da liquidi e invogli fetali di gat (a)induzione condrogenica:
dopo tre settimane di coltura in medium di diffetiezione, cellule positive alla colorazione coicidn Blu
(MSCs Liquido allantoideo) (Microscopio Nikon Edig TE2000-U; x20); (b) induzione osteogenica: ¢ellu
positive alla colorazione di von Kossa (x20) (MS@smbrana corion-allantoidea); (c) induzione ostedcse
dopo tre settimane in medium di differenziazioneliute positive a colorazione Alizarin Red (x20) $@s
Membrana amniotica); (d) induzione adipogenica:ad@f giorni di coltura in medium da differenziaziote
cellule mostrano evidenti vacuoli positivi alla e@zione Oil Red O (x20) (MSCs Liquido amniotic¢)
controllo: dopo tre settimane in un medium di ca@tstandard, le cellule hanno mantenuto una magi@lo
classica e risultano negative alla colorazione Afmian Blu (x20) (MSCs Liquido allantoideo); (f) duzione
osteogenica: controllo: cellule negative alla camone di von Kossa (x20) (MSCs Membrana corion-
allantoidea); (g) controllo: dopo 21 giorni in meni di coltura standard: cellule negative alla catione
Alizarin Red (x20) (MSCs Membrana amniotica); (lontrollo: cellule negative alla colorazione Oil Réd
(x20) (MSCs Liquido amniotico).

5,

L'espressione di un numero di markers associati a®llule staminali
mesenchimali & stata valutata mediante impiegoitdflworimetria su tutte le linee
cellulari isolate. Queste, fatta eccezione per ddule isolate da endometrio, hanno
mostrato espressione di markers di staminalitd nubs@male quali CD90, CD44 e

CD105, mentre sono risultate negative per markiestachinalita tipicamente emopoietici

quali CD34, CD14 e CD45 (Fig.3.7; Fig.3.8).
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Fig.3.7: Analisi citofluorimetrica

dell'espressione proteica di MSCs isolate da
invogli e liquidi fetali di gatto marcate con

anticorpi verso gli antigeni CD14, CD34,
CD45,CD90, CD105, CD73 e CD44. Gili
istogrammi ombreggiati indicano il controllo; gli

istogrammi bianchi la reazione positiva con
I'anticorpo indicato. Gli istogrammi

rappresentano il numero relativo di cellule vs
l'intesita della fluorescenza.
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3.3 Discussioni

Mentre nell'uomo (De Coppi et al 2007; Magatti ER@08), ed ultimamente anche

nel cane (Choi et al 2010), gli invogli e i liquittali sono al centro delle piu recenti
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ricerche quali fonti alternative di cellule staminger le specie felina non ne esistono
studi riportati in letteratura. In questo studigallanto-corion, I'amnion, il liquido
amniotico e allantoideo e 'endometrio sono stétizzati quali possibili fonti alternative
di MSCs. Nella specie felina, cosi come nel caaglacenta vera e propria, cosi detta
Zzonata si estende, a mo di cintura, attorno al Etg.3.9a), sull’allanto-corion che ha
forma di sacco cilindrico, arrotondato alle estr@piscio, sottile e traslucido (Fig.3.9b).
L’amnion (Fig.3.9c) invece, relativamente vastargva piu internamente e la sua faccia

esterna é separata dal corion dall'interposiziaiBatlantoide.

Amnion
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Fig.3.9: Placenta e invogli fetali di gatto. (Modificato da
www.vivo.colostate.edu).

Il liquido amniotico in esso contenuto aumenta pesgivamente con il progredire
della gravidanza, arrivando ad essere circa um et peso fetale; il liquido allantoideo
invece, di colore giallastro, raggiunge il volum@&ssimo a meta gravidanza, per poi
decrescere notevolmente soprattutto nella gatteo(®al1994). Per queste conformazioni
anatomiche, una volta in laboratorio gli uteri gdavsono stati aperti, le camere
gestazionali isolate e, dopo aspirazione del liguatiantoideo, I'allanto-corion é stato
accuratamente separato dalla placenta zonatainia@esi € sangue. Successivamente si e
provveduto all’aspirazione del liquido amnioticcal¥isolamento delllamnion. Da tultti
gli invogli e liquido fetali sono state isolate lcé¢ adese dalla morfologia fibroblasto
simile, simili a quelle isolate nel 2002 da Martihal da midollo osseo e nel 2008 da Jin
et al da sangue cordonale. Le cellule isolate dinmetrio hanno invece presentato una
differente morfologia, tendenzialmente cubica. Ande, dato I'esiguo numero di casi
non é stata possibile un’analisi statistica deii, daieste ultime cellule presentano
comunque un tempo di duplicazione cellulare apganeante superiore rispetto alle altre
linee e un numero di duplicazioni cellulari infeeo Gli stessi Autori Martin et al (2007)

e Jin et al (2008) dimostrarono poi come le celiatdate potessero andare incontro a
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differenziazione osteogenica, adipogenica e nemiogeNel presente studio, sono state
valutate le potenzialita condrogeniche, adipogemieh osteogeniche per stabilire la
staminalita delle cellule isolate secondo i crifgmposti dall’ International Society for
Cytotherapy (Dominici et al 2006). Le cellule idelaai liquidi e dagli invogli fetali sono
andate incontro a differenziazione in tutte e éréinee dopo coltura per tre settimane in
media opportunamente addizionati; le cellule enddaie coltivate in medium da
differenziazione non hanno invece presentato aldlifferenza rispetto a quelle coltivate
in medium di coltura standard. Nel presente stunladire, le cellule isolate sono state
sottoposte a caratterizzazione molecolare. Non daven nostra disposizione markers
specifici per la specie felina, come quelli impiegka Jin et al (2008), sono stati utilizzati
markers di staminalita solitamente impiegati pdiriee cellulari di origine umana. Tutte
le linee cellulari isolate, fatta eccezione pecddlule endometriali, sono risultate positive
ai markers di staminalita mesenchimale CD90, CD@D&05, e negative per markers di
staminalita tipicamente emopoietici quali CD34, @Dd& CD45. E risultata negativa
anche l'espressione di CD73, che pero, a differelezgi altri antigeni non ha dimostrato
una cross reazione ottimale con le cellule felogndi la sua negativita potrebbe non

essere significativa.

3.4 Conclusioni

Dai risultati ottenuti di evince quindi che, in gb@ studio, per la prima volta nel
gatto, da invogli e liquidi fetali sono state idelaellule staminali mesenchimali, mentre
lo stesso, valutando i risultati ottenuti non siopdire circa le cellule isolate
dall’endometrio, per le quali si rendono necessiégriori studi volti a migliorarne la
tecnica di isolamento. Pur trattandosi di uno stymteliminare, possiamo affermare che i

liquidi e gli invogli fetali di gatto, normalmenteconsiderati scarti a seguito
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ovarioisterectomia, possono invece essere considgrali valide fonti alternative di
cellule staminali mesenchimali. Pur essendo staliatata in questo lavoro la potenzialita
differenziativa di queste cellule vitro, sono necessari studi circa la loro applicabilita

Vivo, sia in termini differenziativi che immunitari.
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