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Cellule staminali mesenchimali da tessuto adipos fa medicina rigenerativa in campo ortopedico

Il tessuto adiposo costituisce una importante falteellule staminali mesenchimali (ASC), cellutegrado di
differenziare in molteplici linee cellulari. Essen® contenute nella frazione stromale vascolardedsiuto adi-
poso con il vantaggio di un prelievo meno invasévquindi associato a minore morbilita rispetto akdiule
mesenchimali ottenute da midollo osseo. Lo scomudsto studio € I'isolamento, la caratterizzaziene diffe-
renziazione in senso osteogenico delle cellule is@Eimmesenchimali ottenute da tessuto adiposo.oDayer
analizzato imarkerdi superficie e la vitalita cellulare, € statadsaiia la differenziazione delle cellule staminali
ottenute e seminate sia swnolayerche su 2 tipi dscaffold in titanio trabecolare e in materiale biomimetico
Dai dati ottenuti & stato possibile osservare éh3C sumonolayersono in grado di differenziarsi in senso
osteoblastico: producono una matrice extracellutairgeralizzata, esprimono i geni per le proteindaiso e
sintetizzano fosfatasi alcalina (ALP), collagendipld I, Runx2 e osteocalcina. Inoltre le ASC da uilizzate
sono in grado di aderire, proliferare e differemeiau entrambi i tipi dscaffold dimostrando cosi di
essere fonte ideale di cellule da poter utilizzasdl'ambito dell'ingegneria tissutale per riprisdire
I'anatomia e la funzione del tessuto perso in segaimalattia, malformazione o traumi.

Mesenchymal stem cells from adipose tissue for regrative medicine in orthopedics

The vascular stromal fraction of adipose tissugnismportant source of mesenchymal stem cells, tabdiffer-
entiate on multiple cellular lines. The aim of avork is the isolation, characterization and diffagiation on
osteogenic sense of the mesenchymal stem cellmelitilom adipose tissue. We analyzed surface msued
the cellular vitality, than we studied the diffetiation of adipose stem cells seeded on monolagédroa two
different types of scaffolds, on trabecular titaniand on biomimethic matherial. We observed thaB@G#
seeded on monolayer are able to differentiate i@ogenic sense. They produce a mineralized exidaema-
trix, express genes for bone proteines and syrshiedkaline phosphatase (ALP), type | collagen,*2uand
osteocalcin. Additionally the used hASCs are abladhere, prolify and differentiate on both scafftypes.
This result clearly shows that hASCs are an ideatce of cells to be used in tissue engineeringriter to re-
store the anatomy and the functionality of the tizstue because of disease, dismorphism or trauma.
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Introduzione

La nascita della medicina rigenerativa € la consega della ricerca di una possibile alternativa all
tradizionali opzioni terapeutiche che per quantol&e, non possono ritenersi soddisfacenti in molti
casi in cui si debba affrontare una importante iggeemdi sostanza, o di funzione d’organo. In campo
ortopedico interventi di ricostruzione del tessogseo si rendono necessari in caso di ampie pelidite
sostanza, conseguenti a gravi malformazioni comgeaventi traumatici, ipoplasie, necrosi ischemi-
che, lesioni neoplastiche primarie o secondariealdani anni la ricerca si e focalizzata sull’ irago

di cellule, fattori escaffoldbiocompatibili per la ricostruzione tissutale, p@mare I'eterogeneita dei
tessuti nativi, cioé quella combinazione di elemeatiulari e molecole tessuto specifiche che deter
minano le peculiari proprieta chimiche, fisiche earaniche del tessuto necessarie allo svolgimento
della sua propria funzione. L'obiettivo diventa mglii ristabilire la funzione del tessuto o orgami®n-
tificando le esigenze meccaniche e strutturaliotritin situ, del tessuto da ripristinare, elemento pro-
prio della medicina rigenerativa. Per quanto rigaal tipo di cellule da utilizzare, sono statelsxcé
cellule staminali in quanto indifferenziate e capdiaigenerarsi per tempi prolungati. Le celluta-s
minali adulte hanno mostrato versatilita e discpaitenziale proliferativo, e per questo ritenutatte
alla rigenerazione tissutale, anche se nelle @ituvitro (25-40 passaggi) la “spinta” replicativa de-
cresce progressivamente. Il midollo osseo adultdieoe, oltre a staminali emopoietiche, cellule sta
minali non-emopoietiche di tipo mesenchimaB®iie marrow stromal cells BMSC). Le cellule sta-
minali mesenchimali hanno la capacita di automaertere di differenziarsi in diverse linee cellulari
come adipociti, osteoblasti, condroblasti, neuraeijule muscolari lisce e striate-scheletriche; ca
diomiociti e cellule endoteliali [2-3] e quindi giano un ruolo fondamentale nell'organogenesi, nel
rimodellamento e nella riparazione dei tessuti.liohite all'utilizzo per la medicina rigenerativa le
BMSC é rappresentato dal fatto che, nell’ adultoosda componente mesenchimale costituisce solo
lo 0,001% circa della popolazione cellulare nuceddl midollo osseo [1]. Inoltre il prelievo di noid

lo osseo dalla cresta iliaca € un intervento mdrto dai pazienti e non scevro da rischi.

Anche la frazione stromale vascolare del tessuijpoad contiene cellule mesenchimali staminali a-
dulte (ASC) che hanno molte proprieta in comune quelle derivate dal midollo osseo (BMSC) [4-
5].E stato dimostrato che I'immunofenotipo di sujos di queste due popolazioni di cellule stariinal
e simile: entrambe subito dopo I'isolamento sonsitp@ per CD10,CD13, CD90 e CD105 [3, 6].
Inoltre, anche le ASC, come le BMSC sono capadiiffiérenziarsi in osteoblasti [7-8], condroblasti
[9-10], neuroni [11-13], cellule muscolari liscesgiate-scheletriche [14], cardiomiociti [15-17tel-
lule endoteliali ed emopoietiche [18]. Le ASC sdaciimente reperibili con interventi semplici cotae
lipoaspirazione, da cui si puo ottenere un numiekdSLC da 100 a 300 volte superiore rispetto a qualh-
vabile da un pari volume di midollo osseo [19-20]questo modo sarebbe possibile evitare I'espaagiol-
lularein vitro e ottenere cellule con elevata capacita proliferat bassi livelli di senescenza [21-22].

La scelta tra ASC autologhe o allogeniche costituisn punto critico nei trial clinici. E stato dimo
strato che le ASC, analogamente alle BMSC, noniraspio antigeni leucocitari (HLA)-DR [23], es-
sendo di conseguenza meno immunogeniche di gltditicellule. Le ASC non provocano inoltre rea-
zione linfocitica crociata quando coltivate con moiti allogenici prelevati da sangue periferico{24
26], non stimolano risposta immune nel ricevensegprimono la risposta linfocito-T citotossica me-
diatain vivo[24] permettendo cosi trapianti allogenici o paiahmente, anche xenogenici.
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Scopo del lavoro

Lo scopo di questa ricerca € l'isolamento, la tari&izazione e la differenziazione in senso osteiege
co di cellule staminali mesenchimali ottenute dsst#o adiposo (ASC). La differenziazione delle
ASC seminate sia snonolayerche suscaffoldsara valutata con i seguenti metodi:
» dosaggio dell'attivita della fosfatasi alcalina;
» valutazione dell'espressione del’mRNA codificap& alcune proteine specifiche del tessuto osseo
come fosfatasi alcalina, collagene di tipo I, RURIX osteocalcina (BGLAP) mediante RT/PCR,;
« studio del'andamento nel tempo della espressiehgathe fosfatasi alcalina cozal timeRT-PCR;
e osservazione al microscopio elettronico a scansiatedle cellule cresciute e
differenziate suglscaffolddi titanio;
« colorazione di von Kossa sulle colturemmonolayerper evidenziare la deposizione di fosfato
di calcio nella matrice secreta dalle cellule d#feziate.

Materiali e metodi

Preparazione delle cellule staminali (ASC) derivate tessuto adiposo umano

Il tessuto adiposo sottocutaneo era prelevatogione peritrocanterica, previo consenso informdéo,
pazienti sottoposti ad intervento chirurgico ditped d’anca. Il tessuto finemente sminuzzato era in
cubato in terreno DMEM contenente antibiotici eaaficina in presenza di collagenasi di tipo |l
0.01% per 1 h a 37° C in un bagno termostatat@uatgit Al termine dell’incubazione, la sospensione
cellulare era filtrata su filtro con pori di 100 pyper eliminare i detriti tessutali grossolani naam lai-
geriti. Dopo il blocco della collagenasi con I'aggia di 5 volumi di terreno DMEM la sospensione
cellulare era centrifugata a 1200 rpm per 10 méf@. Il pellet era risospeso in terreno DMEM e
nuovamente centrifugato. plellet risospeso era quindi trattato per 10 min a 4°C smozione di lisi
(NH4CI 0.15M, KHCO3 10 mM, EDTA-Na2 0.1 mM, pH 7)2@er eliminare i globuli rossi. Dopo
I'aggiunta di 5 volumi di terreno DMEM, la sospems era ulteriormente centrifugata eéllet otte-
nuto contente le cellule staminali mesenchimali ¢ASisospeso in terreno di crescita completo
(DMEM-F12 HAM, FBS 10%, antibiotici e anfotericina)

Coltura cellulare

Le cellule risospese erano piastrate in fiaschecpkura cellulare e poste in termostato a 37°@tin
mosfera di CQal 5%. Ogni tre giorni il terreno era rinnovatd.rAggiungimento della confluenza le
cellule erano staccate dalla fiasca con trattameatotripsina per 5 min, poi centrifugate per 10’ a
1200 rpm e seminate nuovamente in fiasca alla @edsilOx16/cn?. Questo passaggio era ripetuto
tre volte.Al terzo passaggio le ASC erano seminatensmolayere suscaffold Per la crescita smo-
nolayer, 5x10/cn? cellule erano seminate su piastre di polistirenireno di crescita completo.

Per la crescita sscaffold le ASC (5x16 cellule in 50 pl di sospensione) erano deposté suagffold
messi inmulti-well da 12 pozzetti e lasciate a 37°C per 2 ore pesantire la loro adesione alla strut-
tura e quindi era aggiunto terreno di crescita detop Entrambe le colture erano poste in incubatore
in atmosfera di C@a 37°C e i terreni erano cambiati ogni tre giorni.
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Scaffold

Sono state utilizzate due tipi sitaffold

1. Scaffold di titanio trabecolare, caratterizzato da una tira innovativa multiplanare
esagonale simile a quella dell'osso trabecolara, morfologia e dimensioni ottimizzate per
facilitare la vascolarizzazione e quindi I'osteeitazione. Il diametro medio dei pori del
costrutto € 640 um con una porosita del 65%scgiffoldutilizzati erano di forma cilindrica
con una altezza di 6 mm e un diametro di 12 mm.

2. Scaffold biomimetico, costituito da uiispositivo medico impiantabile, riassorbibile, non
attivo, con funzione di sostituto osteocondrale posto da collagene di tipo | ed
idrossiapatite biomimetica. Questo materiale érmé di matrice composita 3D a gradiente,
con una superficie liscia che riproduce la cariilage uno strato profondo che riproduce la
struttura ossea sub-condrale. Dal dispositivo palgi erano ritagliatiscaffold di forma
rettangolare di 0.5x0.7 mm. Le cellule erano semirgulla superficie che riproduce la
struttura ossea sub-condrale.

Analisi dei marker di superficie CD73/90/45

Le ASC, dopo il terzo passaggio in tripsina, erambate con anticorpi monoclonali specifici per
CD73, CD90, e CD45 coniugati con fluorescina iswtinato (FITC) o con ficoeritrina (PE) per 30
min a 4°C. Le popolazioni cellulari erano centriitgy risospese in PBS ed analizzate con un citofluo
rimetro a flusso, e i dati elaborati consiftwareCellQuest. La fluorescenza aspecifica era valutata
incubando le cellule con anticorpo non reattivoiggato a fluorocromo.

Differenziazione osteogenica delle cellule

La differenziazione osteogenica era ottenuta sestdo il terreno di crescita con terreno osteogenic
alle colture inmonolayerquando le cellule avevano raggiunto la conflueiafla, colture siscaffold
dopo una settimana dalla semina ssibaffold Il terreno osteogenico aveva la seguente coniposiz
DMEM-F12 HAM, FBS 15%, beta-glicerofosfato 10 mhésdmetasone 100 nM, acido ascorbico 0.05 mM,
antibiotici e anfotericina. Il terreno era cambidtee volte alla settimana. Opportune cellule dircio, sia
sumonolayerche siscaffold erano coltivate per lo stesso periodo con ieterrdi crescita completo.

Saggio del metil tetrazolio (MTT)

La vitalita e la proliferazione cellulare eranowtate con il saggio del metil tetrazolio. Per l&uwe

in 3D, dopo 7 giorni dalla semina (tempo 0) e dd@Poe 21 giorni dal differenziamento gicaffold
erano lavati con abbondante PBS e trasferiti invanaulti-well, per le colture smonolayer alla con-
fluenza (tempo 0) e dopo 7, 14, 21 e 28 giornidiféérenziamento le piastre erano lavate con PBS. A
tempi di coltura stabiliti, un’aliquota di PBS cenente sale bromuro di tetrazolio [3-(4,5-
dimethylthiazolyle)-2,5-diphenyltetrazolium brom]dalla concentrazione di 1 mg/ml di terreno di
coltura era aggiunta ad ogni campione e i campimubati per 4 h al buio a 37°C in atmosfera di
CO, 5%. La soluzione di MTT era quindi aspirata eoilniazano prodotto solubilizzato con isopropa-
nolo e I'assorbanza letta a 570 nm. | risultatheraspressi come D.O.

Criteri di valutazione della differenziazione osigenica

Dosaggio della fosfatasi alcalina

L'attivita della fosfatasi alcalina delle celluleesciute sumonolayere suscaffoldin presenza di
terreno di crescita e osteogenico era valutatailcometodo di Mureret al [27]. Il contenuto in
proteine delle sospensioni cellulari era deternsiain il metodo di Lowryet al [28].
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Isolamento del’RNA e RT-PCR

L'RNA totale era estratto dalle cellule cresciutensonolayere suscaffolddopo 7, 14, 21 e 28 giorni
di coltura utilizzando 'RNA-Bee™ Isolation Solvefifel-Test, Inc., TX, USA). DallRNA (1 ug) e
stato sintetizzato cDNA a singolo frammento usagli@samerirandome la trascrittasi inversa M-
MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen, CA, USA)RIT-PCR (metodo) era condotta su 2.5 pl di
cDNA usando primer specifici per ALP, Coll I, Runx2 e BGLAP (Tabelld. L'RT-PCR per tutti i
trascritti era normalizzata usando come damise-keepingsUSB (Hs_GUSB_1_SG, QuantiTect®
Primer Assay QT00046046, Qiagen) e GAPDH (Hs_GAPDISEG, Quanti Tect® Primer Assay
QT00079247, Qiagen). | prodotti di PCR erano sdpanadiante elettroforesi su gel di Agarosio,
colorati con etidio bromuro e acquisiti con il sisia di acquisizione d'immagini Image Master VDS
(Amersham Biosciences Europa, Italia). | pesi nuked dei prodotti erano controllati usando |l
marcatore di peso molecolare DNA V (Roche MolecBiachemicals, Italia).

Saggio quantitativo con real time RT-PCR (gRT-P@é#t)fosfatasi alcalina

La RT-PCR quantitativa in tempo reale (QRT-PCR) esaguita usando 1 pl di cDNA,peimers
specifici, elencati in Tabella 1. E stato utilizzai MESA GREEN gPCR MasterMix Plus
(Eurogentec) seguendo le istruzioni fornite daltgade utilizzando lo strumento Rotor Gene 6000
(Corbett). Le condizioni di reazione erano le seguelenaturazione iniziale a 95°C per 5 minuti; 40
cicli di denaturazione a 95°C per 30 secondi; agpanto a 58°C per 30 secondi, ed estensione a
72°C per 40 secondi. La reazione di PCR é stataalizzata usando GUSB come gemause-
keeping (Hs_GUSB_1_SG, QuantiTect® Primer Assay QT000460@&gen). Le quantita
relative di mRNA sono state calcolate con il metadlgla quantificazione comparativa e i
risultati espressi comiIld changerispetto al valore al giorno 7.

Colorazione di von Kossa

La mineralizzazione della matrice extracellularpatga dalle cellule smnonolayerera valutata con la
colorazione di Von Kossa dopo 14 e 21 giorni dfedtdnziamento. Per questa analisi, le cellule
cresciute e differenziate su vetrini portaoggetstpin piastrine per colture cellulari erano figsaon
una soluzione di etanolo 50% e formaldeide 18%30@eminuti. Quindi le colture erano incubate con
una soluzione di nitrato d’argento 5% sotto rag¥ipér 30 minuti, lavate con @ distillata e quindi
incubate con una soluzione di sodio tiosolfato 22&rminuti. | vetrini erano osservati al microsampi
ottico Olympus BX50 e le immagini acquisite con tel@camera digitale Nikon sight DS-L2.

Indagine Morfologica mediante Microscopia Elettrcsia scansione (SEM)

Gli scaffoldsono stati osservati al tempo 0 e dopogidrni di differenziamento, per valutare la
biocompatibilita del materiale e la produzione ditrite extracellulare. La fissazione deggaffolde
stata effettuata con glutaraldeide 2.5% e Tampoaechtodilato a pH 7.4 per circa 2 ore. Dopo
'immersione dei campioni in solo Tampone Na caladdiper 30 minuti & stato effettuato il processo
di disidratazione con la scala degli alcoli (5089)0per circa 15’ ciascuno. Successivamente i
campioni essiccati all'aria erano metallizzati camo (grado di purezza 99.9%), sotto
un’atmosfera di argon (Sputter coater, Balzer) imdm da poter permettere un’adeguata
ricopertura anche della struttura porosa interna. dsservazioni erano effettuate con un
microscopio elettronico a scansione, Cambridgee®t®ran, operante a 20 kV.
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Immunofluorescenza

Le colture di cellule iimonolayererano fissate in etanolo al 70% a -20° per 1@ateacon PBS 0,1 M

e bloccate con BSA al 3% in PBS per 30’ a tempeaiagdmbiente. Le cellule erano quindi incubate
per 2 h con anticorpi specifici anti-osteopontinaosteocalcina, proteine della matrice
extracellulare, lavate con PBS e incubate per drhanticorpo secondario fluorescente. | nuclei
erano colorati con DAPI per studiare la distribumccellulare.

Analisi Statistica

| dati sono stati espressi come media * erroredstath La significativita delle differenze delle
medie era valutata utilizzando il tesdi Student.

Risultati

Analisi dei marker di superficie

L’analisi al citofluorimetro mostrava che piu dé3% delle ASC al terzo passaggio esprimevano i
marcatori di staminalita mesenchimale CD73 e CD®@mano negative per I'antigene di superficie
CD45, tirosin-fosfatasi di membrana, marcatoreededlliule staminali ematopoietiche (Figura 1).

Saggio del metil tetrazolio (MTT)

Nelle colture sumonolayerla D.O. aumentava nel tempo, con un andamentoigialo nei primi 21
giorni e maggiore per le ASC cresciute in terres@ogenico rispetto a quelle in terreno di cresxita
partire dai 14 giorni di coltura (Figura 2). Le ASE@minate e cresciute su entrambi i tippchffoldin
presenza di terreno osteogenico mostravano un &uchdta proliferazione e della vitalita dopo 26rgi di
coltura rispetto al valore misurato al tempo 0i¢rrj dalla semina e prima del differenziamentayFa 3).

Dosaggio dell’attivita della fosfatasi alcalina (AR)

L'attivita della fosfatasi alcalina era significaimente maggiorg€0.05) nelle colture cellulari in ter-
reno osteogenico rispetto a quelle in terrenoeafiaita, sia smonolayerche swscaffold(Figure 4 e 5).

In presenza di terreno osteogenico, l'attivita @lélLP aveva un andamento crescente nel tempo, a
dimostrazione della progressiva differenziazionesémso osteoblastico delle ASC con una attivita
massima dopo 28 giorni di coltura (Figure 4 e Zattivita della ALP delle cellule cresciute saaf-

fold di titanio trabecolare in presenza  del terrenordscita aumentava nel tempo, pur rimanendo
sempre inferiore a quella delle ASC cresciute aspnza del terreno osteogenico (Figura 4).

Studio dell’espressione genica

Le ASC cresciute sacaffolddi titanio trabecolare in presenza del terrenardscita esprimevano
marcatamente I'mRNA codificante per ALP e Collagengpo | e in minor misura quello per Runx-
2, ma non quello di osteocalcina (Figura 6B). L&ASesciute sacaffolddi titanio escaffoldbiomime-
tico in presenza di terreno osteogenico, esprintegiimRNA di tutte le proteine valutate (Figure 8K).
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Andamento nel tempo dell'espressione dellmRNA pérP

L’andamento nel tempo dell’'espressione del’mRNAliioante per ALP é stata valutata nelle ASC
seminate smonolayere suscaffolddi titanio trabecolare e coltivate in terreno discita e osteogeni-
co mediantesaggio quantitativo coreal timeRT-PCR (qRT-PCR).

Nelle colture sunonolayer’espressione del’mRNA della ALP delle ASC inremo di crescita dimi-
nuiva progressivamente nel tempo; nelle ASC crésguscaffoldsempre in presenza di terreno di
crescita c’era un iniziale incremento di circa do#de dopo 14 giorni di coltura che tornava al valo
di partenza a 21 giorni dalla semina (Figura 8Agshressione del’'mRNA delle cellule coltivate in
presenza di terreno osteogenico aumentava di tire@lte dopo 14 e 21 giorni nelle colturersano-
layer e fino a 25 volte in quelle scaffolddopo 21 giorni (Figura 8B).

Colorazione di von Kossa

Dopo 14 giorni di coltura smonolayerin presenza di terreno osteogenico si mettevaigteaza la
presenza di alcuni piccoli granuli di sali di cal¢Figura 9B), che aumentavano di dimensioni dopo
21 giorni (Figura 9C), a dimostrazione della pregrea mineralizzazione della matrice extracellulare

Indagine mediante Microscopia Elettronica a scansm (SEM)

La figura 10 mostra unscaffolddi titanio trabecolare privo di cellule in cui eidente la struttura del-

lo scaffoldcon la presenza di pori del diametro di 640 purmtneedopo 28 giorni di coltura in terreno
osteogenico Iscaffold appare completamente rivestito dalle ASC e dabdrioe extracellulare da

esse depositata. Le ASC creano ponti di matriceesfiulare che collegano cellule vicine all'intern

dei pori fino a chiudere in alcune zone il poresste(Figura 11).

Discussione

Il tessuto adiposo sottocutaneo € una fonte dileefitaminali mesenchimali che esprimomoarker
specifici di staminalith mesenchimale come CD2916& CD105. CD34 e CD45, comunemente usa-
ti comemarkerdelle cellule staminali della linea emopoieticdalle cellule progenitrici endoteliali,
sono invece negativi. Per quanto riguarda I'espsassdi CD34, ci sono dati discordanti in letteratu
secondo Oedayrajsingh Varma [29] e Mitchell [20ABC possono esprimere questarker, mentre
per altri ricercatori queste cellule sono negatésppssibile che nei primi passaggi in colturarsaellule
ematopoietiche siano ancora presenti [30] e pelégpositivita amarkere dovuta alla loro presenza.

Le ASC preparate nel nostro laboratorio erano pesper i marker di staminalita mesenchimale
CD73 e CD90 e negative per CD4barkerdelle cellule ematopoietiche, in accordo con T¢8ti.
L’aggiunta di fattori di crescita al terreno di tok puo accelerare la velocita proliferativa deigali-
pociti in vitro e puo indurre la differenziazione cellulare ineatlasti come dimostra la morfologia
simil-osteoblastica, I'espressione della fosfatdsalina, la formazione di una matrice extracetiela
mineralizzata, e la presenza di proteine dellain®toinvolte nei processi osteogenici [32]. Le ASC
che abbiamo utilizzato oltre ad avere carattehstidi staminalita simili a quelle riportate in &titu-

ra, erano in grado di rispondere alla presenzatthrf osteogenici differenziandosi in senso odseob
stico. Tutti i parametri che sono stati valutathaaisultati positivi: le ASC esprimevano una atéiv
fosfatasica alcalina che aumentava nel tempo edignificativamente maggiore nelle ASC coltivate
in terreno osteogenico rispetto a quelle coltivataormale terreno di crescita, siamsonolayerche
suscaffold La fosfatasi alcalina libera fosfato e trasforilnairofosfato in fosfato che pud essere de-
positato nella matrice extracellulare; € quindiroarker del differenziamento osteoblastico ampia-
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mente utilizzato [33]. L'indagine morfologica al enbscopio elettronico a scansione ha messo in evi-
denza che le ASC cresciute scaffolddi titanio producevano una abbondante e omogerstace
extracellulare. La deposizione di calcio nella ioatextracellulare € stato evidenziato con la eaione di
von Kossa sulle ASC cresciute iswnolayere differenziate con terreno osteogenico. La niizeezione
della matrice e gia presente dopo 14 giorni dediffiziamento, ma diventa marcata dopo 21 giorni.

Questa ricerca e stata condotta per valutare daatepacita delle ASC di aderire, proliferare dedif
renziare quando seminate scaffoldtridimensionali. Sono stati provati due divergi tili scaffold
titanio trabecolare e un sostituto osteocondrdlase di collagene di tipo | di origine equina e&r
siapatite biomimetica, con proprieta chimiche, dgho¥fisiche e biologiche equivalenti a quelle della
componente minerale dell'osso umano. La crescile #SC suscaffoldtridimensionali in presenza
di terreno osteogenico, che ne induce la diffesenane verso il fenotipo osteoblastico, avviene in
condizioni piu simili a quelle che si presentanwivo rispetto alle colturenonolayer Gli studi effet-
tuati in merito hanno evidenziato I'importanza detlaratteristiche della superficie del materiale pe
garantire un ambiente adeguato in cui le cellulesano proliferare. Una superficie porosa dedaf-
fold con pori di dimensioni comprese tra 400 e 640 ppperta le cellule agendo da matrice extracel-
lulare (ECM) temporanea, condizionando le carattietie di adesivita, crescita e differenziaziorle ce
lulare [34]. Anche il tipo di materiale con cui éstruito loscaffoldinfluenza le reazioni cellulari di
adesione, migrazione, proliferazione, differennaei e apoptosi, inducendo cambiamenti nel cito-
scheletro e condizionando cosi l'interazione trprigteine della ECM e il citoplasma cellulare.itht

nio trabecolare ha il vantaggio di avere una ebevasistenza meccanica e una struttura porosa con
pori piuttosto grandi che quindi agevolano la atastgelle cellule facilitando lo scambio dei nutrie

E un materiale che & gia ampiamente utilizzatchiruegia ricostruttiva. Il sostituto osteocondraie
invece il vantaggio di essere biomimetico e intbdeacome collagene nel tessuto nativo, e di fernir
un substrato piu simile alla matrice extracellulaee 'adesione iniziale delle cellule.

Le ASC da noi utilizzate hanno dimostrato, coraggio dell’MTT, di poter aderire e proliferare in-
differentemente su entrambi i tipi sicaffold Inoltre le ASC in presenza di terreno osteogeriemo

in grado di differenziarsi in senso osteoblastiome dimostrato dagli studi di espressione genica
effettuati con la tecnica della RT-PCR. Le ASC ci@® su entrambi i tipi di materiale esprimevano
tutti gli mMRNA delle proteine specifiche della medr ossea extracellulare considerate: ALP, Colla-
gene di tipo I, Runx-2 e osteocalcina. Da sottalireche anche le ASC cresciute seghffolddi
titanio trabecolare in assenza di fattori osteagjesiano in grado di esprimere gli mRNA di ALP,
Collagene di tipo I, Runx2, ma non dell’'osteocadciBi puo ipotizzare che il titanio trabecolareiabb
un potenziale osteoinduttivo, ma che non sia inlgmi favorire la mineralizzazione quando non so-
no presenti substrati donatori di fosfato nel teordi coltura, come B-glicerofosfato.
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Tabelle e figure

Tabella 1. Sequenza dgirimer per la reazione di trascrittasi inversa-polimerasiRT-PCR).

Gene Forward Primer Reverse Primer cDNA (Nucleotidi)
g;;'??;sr;e TGTAAGCGGTGGTGGTTATG GGTAGCCATTTCCTTGGAAG 451
Collagene
fipo 1 [36] CAGCCGCTTCACCTACAGC TTTTGTATTCAATCACTGTCTTGCC| 83
BGLAP TACCTGTATCAATGGCTGG GAGTTTATTTGGGAGCAGCT 294
BGLAP CTCACACTCCTCGCCCTATT TCTCTTCACTACCTCGCTGC 135
Runx-2c GGACGAGGCAAGAGTTTCAC TGCCTGCCTGGGGTCTGTAA 300
ALP[37] AGCCCTTCACTGCCATCCTGT ATTCTCTCGTTCACCGCCCAC 68
CD73 CD90 CD45

r, — E .
Ri= Fi-H

Figura 1. Caratterizzazione citofluorimetrica delle ASC ottenute da tessuto adiposo sottocutaneo umano
dopo il terzo passaggio. Le cellule erano positivad marker di staminalita mesenchimale CD 73 e CD 90, e
negativi al marker delle cellule progenitrici della linea ematopoietia CD 45.

-a- CRESCITA
= QSTEOGENICO

giormni

Figura 2. Andamento nel tempo della crescita dellASC sumonolayerin presenza di terreno di crescita e
osteogenico. Ogni dato e la media di 3 diverse pdpaioni cellulari.
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Figura 3. Vitalita e proliferazione delle ASC semimate e cresciute swscaffold di titanio trabecolare
e biomimetico in presenza di terreno osteogenico.

350  =®=terreno di crescita
= terreno osteogenico
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Figura 4. Andamento nel tempo dell'attivita della bsfatasi alcalina delle ASC seminate e cresciute su
scaffold di titanio trabecolare in presenza di terreno di cescita e di terreno osteogenico. Ogni dato € la
media + e.s. di 3 diverse preparazioni cellulari. @ando e.s. non & presente & compreso nelle dimensio

del simbolo (Abbreviazioni: *p<0.05 rispetto al terreno di crescita).
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Figura 5. Andamento nel tempo dell'attivita della bsfatasi alcalina delle ASC seminate e cresciute su
monolayerin presenza di terreno di crescita e di terreno @sogenico. Ogni dato € la media + e.s. di 3
diverse preparazioni cellulari. Quando e.s. non engsente, & compreso nelle dimensioni del simbo-
lo (Abbreviazioni: * p<0.05 rispetto al terreno di crescita).

GUSB ALP Colll Runx2 BGLAP GUSB ALP Colll Runx2 BGLAH

w

Figura 6. Espressione dellmRNA di ALP, Collageneipo |, Runx-2, osteocalcina (BGLAP) delle celluleesninate
suscaffolddi titanio trabecolare e coltivate per 28 giornim presenza di terreno osteogenico (A) e di crescitg).
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GUSB ALP Colll Runx2 BGLAP

Figura 7. Espressione dellmRNA di ALP, Collagene itipo |, Runx-2, osteocalcina (BGLAP) delle cellu-
le seminate swscaffold biomimetico e differenziate per 28 giorni in preseza di terreno osteogenico.

TERRENO DI CRESCITA TERRENO OSTEOGENICO

CJmonolayer [JImonolayer
@ | EE3D TT scaffold o 3D TT scaffold
c 2- 2 204
o ~4
= 2]
O £=
< 2
2" 2 ‘ “—l

0- 0l
7 14 21 7T 14 21 7 14 21 7 14 21

A B

Figura 8. Andamento nel tempo della espressione dehiRNA per ALP su ASC coltivate sumonolayere
scaffold di titanio in presenza di terreno di crescita e taeno osteogenico.

Figura 9. ASC sumonolayeral tempo 0 (A); ASC sumonolayercoltivate in presenza di terreno osteogeni-
co per 14 giorni (B); ASC sumonolayercoltivate in presenza di terreno osteogenico perlZjiorni (C).
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Figura 10. Microscopia Elettronica a scansione (SEMdi scaffold di titanio trabecolare. A sinistra scaffold
privo di cellule; a destrascaffoldcon ASC adese alla superficie e all'interno dei po(Ingrandimento 16x).

“k“ii“; , A Wit

Figura 11. SEM di ASC cresciute sulla superficie all'interno degli scaffold di titanio trabecolare in pre-
senza di terreno osteogenico per 28 giorni (Ingranghenti: 36x a sinistra e 600x a destra).
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