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Riassunto
Introduzione. La medicina rigenerativa si pone come obiettivo il ripristino delle funzionalità perdute 
di tessuti e organi degenerati o danneggiati e, nell’ambito della rigenerazione tissutale, le cellule 
staminali mesenchimali adulte posseggono un ruolo di primo piano, protagoniste nella letteratura 
scientifica degli ultimi anni per favorire approcci terapeutici innovativi e alternativi rispetto ai metodi 
più tradizionali. L’ipotesi degli Autori è che cellule staminali mesenchimali adulte (MSCs) estratte da 
pazienti anziani affetti da patologia osteoartrosica (OA), possano mostrare caratteristiche di stami-
nalità equivalenti a quelle che si riscontrerebbero in pazienti più giovani.
Materiali e metodi. In uno studio prospettico caso-controllo sono stati inclusi 4 pazienti over 70 
(casi) e un paziente under 45 (controllo), sottoposti a protesi totale d’anca o protesi totale di ginoc-
chio per osteoartrosi primaria avanzata. Durante la procedura chirurgica ad ogni paziente è stato 
prelevato un campione sia di tessuto adiposo (sottocutaneo o Corpo di Hoffa) che di midollo osseo 
(canale femorale) processati rispettivamente mediante digestione enzimatica e centrifugazione in 
gradiente di densità. Le cellule così estratte sono state quindi messe in coltura usando la stessa 
concentrazione iniziale, e mantenute in condizioni di crescita per diverse settimane. Le cellule otte-
nute dalle due procedure sono state quindi differenziate in vitro in 3 linee cellulari (adipociti, osteoci-
ti, condrociti) utilizzando specifici terreni di coltura, mentre il fenotipo è stato caratterizzato mediante 
citofluorimetria a flusso, seguendo le linee guida della Society for Cellular Therapy.
Risultati. Sebbene entrambe le tipologie cellulari fossero state seminate in fiasca alla stessa con-
centrazione iniziale, il numero di cellule in coltura si è rivelato leggermente più elevato per le cellule 
mesenchimali estratte da tessuto adiposo, rispetto a quelle estratte da midollo osseo. A circa una 
settimana di coltura, tutte le cellule ottenute da entrambi i tessuti (adiposo e midollare) si presen-
tavano adese alle fiasche di coltura, mostrando una morfologia tipicamente mesenchimale (spindle 
like morphology). La proliferazione cellulare dei donatori anziani si presentava esponenziale nel 
tempo e pressoché sovrapponibile a quella del campione di controllo. Una volta espanse e trattate 
con i 3 terreni differenziativi (passaggio 3), le cellule hanno mostrato di esser capaci di differenziarsi 
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nelle tre linee desiderate. Infine, all’analisi citofluorimetrica, i campioni cellulari hanno mostrato di esprimere un fenotipo prettamente mesenchi-
male con una espressione di marcatori staminali mesenchimali superiore al 90% (CD90, CD44, CD105) e una quasi assenza di marcatori non 
mesenchimali (CD34, CD45, CD31).
Discussione. In questo studio, la nostra attenzione si è centrata sulla caratterizzazione di campioni di cellule derivanti tessuto adiposo e da 
midollo osseo isolate dallo stesso donatore durante al procedura chirurgica. I campioni sono stati ottenuti generando un discomfort minimo 
per il paziente e in quantità sufficiente da portare a termine la nostra sperimentazione. Il risultato della ricerca conferma l’ipotesi che anche da 
campioni provenienti da pazienti anziani affetti da OA è possibile ottenere un significativo numero di MSCs in possesso di tutte le caratteristiche 
di staminalità.
Conclusioni. Le cellule ottenute da entrambi i siti di prelievo (adiposo e midollare) hanno risposto a tutti i criteri di staminalità con risultati 
sovrapponibili, confermando la possibilità di ottenere MSCs anche da pazienti adulti ed affetti da OA. Ai fini terapeutici rigenerativi, le cellule 
ottenute da tessuto adiposo possono rappresentare una valida e più facilmente accessibile alternativa al tessuto midollare suggerendoci che 
il midollo osseo, storicamente più studiato, possa ad oggi non rappresentare più il solo gold standard del prelievo di cellule mesenchimali 
staminali.

Parole chiave: cellule staminali mesenchimali, MSC, medicina rigenerativa, tessuto adiposo, midollo osseo, PTA, PTG

Summary
Introduction. Currently, rigenerative medicine field is going toward a better comprehension of the physiological and cellular mechanisms related to 
aging degeneration of human body. During the past years, Adult Mesenchymal Stem Cells have been a very popular topic in the scientific literature. 
Using alternative therapeutic approaches, these cells shown a potential key role in tissue regeneration. This study is focused to demonstrate that 
mesenchymal stem cells (MSCs) harvested from elderly patients with a diagnosis of osteoarthritis (OA) may show stem characteristics equivalent 
to those found in younger patients.
Methods. All participants were recruited and evaluated in accordance with institutional review board-approved protocols and all participants 
provided informed consent. In a prospective case-control study, 4 patients over 70 years of age (cases) and 1 patient under 45 years of age 
(control) have been enrolled before a total joint replacement surgery (hip or knee). During the surgical procedures, a sample of adipose tissue 
(subcutaneous or Hoffa’s fat pad) and a sample of bone marrow from femoral canal was collected from each patient. Cells from adipose tissue 
were processed using enzimatic digestion and then seed in flasks for culturing in vitro. Primary cells from bone marrow samples have been 
processed using a density gradient centrifugation and then cultured in vitro. Both adipo and bone marrow cells have been seed in flasks for 
culture at the same initial concentration. Both cell types were treated with special growth media for several weeks, until fully differentiated 
in three cell lineages. Immunophenotype of each cell lineage was characterized by flow-cytometry, following the guidelines of the Society for 
Cellular Therapy.
Results. Although both type of cells were collected from the same donor and seed in the flasks at the same initial concentration, the number 
of fat MSCs was slightly higher compared to the number of bone marrow MSCs. After one week of culture, both adipose and bone marrow cells 
were able to adher to the flask plastic surface, showing a typical spindle like mesenchimal morphology. The cell growth from elderly donors 
was esponential and almost comparable to the control case. After the expansion and the treatment of the cells in vitro with 3 different specific 
colture media, all cells were differentiated in three cell lines (adipocytes, osteocytes, chondrocytes respectively). At the end of the treatment, 
analysis with flow-cytometry evidentiated the expression of the surface mesenchymal markers CD90, CD44, and CD105 respectively. All cells 
from both tissues showed more than 90% of the steminess markers and almost lack of non mesenchyamal markers (CD34, CD45, CD31) at 
the same time
Discussion. The main purpose of this study was the characterization of cell samples obtained from adipose tissue and bone marrow isolated 
from the same elderly donors with OA undergoing surgery. The samples were obtained with a minimal discomfort for the patient and in a sufficient 
quantity for the experiments. The results confirm the Authors’ hypothesis: the possibility of extracting adult mesenchymal cells from elderly patients 
with OA in a significant number and having stem cell characteristics and equivalent to those found in younger patient. 
Conclusion. Although the samples were obtained from elderly patients with OA, a significant number of MSCs from both adipose and bone 
marrow tissue has been collected, and just after three weeks of differentiation treatment in vitro, all cells from both tissues showed stemness 
qualities. Data from flowcytometry also highlighted the difference in terms of extraction and collection methodology between MSCs from fat tissue 
and the ones obtained from bone marrow. The number and the stemness features of MSCs obtained from adipose tissue was slightly higher 
compared to the cells obtained from bone marrow. For this reason, Authors believe that bone marrow may not be the only gold standard for human 
MSCs harvesting in regeneration therapy. In conclusion, fat MSCs could represent a potential future therapy for the treatment of osteoarthritys and 
a valid and easily alternative to the adult stem cells extrated from bone marrow. 

Key words: mesenchymal stem cells, MSC, regenerative medicine, adipose tissue, bone marrow, TKA, THA, hip, knee
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Introduzione
L’osteoartrosi (OA) è una delle più diffuse patologie croni-
co degenerative che colpisce un’ampia gamma di popo-
lazione, oltre che una delle più frequenti cause di disabilità 
nell’anziano. Si calcola che l’artrosi sintomatica colpisca, 
solo in Italia, almeno 4 milioni di persone, con un costo 
pubblico annuo di circa 6,5 miliardi di euro 1. L’OA è una 
patologia complessa e multifattoriale ove l’alterazione bio-
meccanica della cartilagine determina una progressiva ed 
irreversibile distruzione delle componenti articolari in toto, 
sia a livello cellulare che biochimico intra-articolare. Diversi 
sono i fattori che favoriscono la progressione della ma-
lattia, come l’invecchiamento, le lesioni post-traumatiche 
articolari, l’obesità. Il suo quadro clinico è caratterizzato 
da dolore e progressiva rigidità sino a completa impotenza 
funzionale della sede colpita. Per di più, il processo ripara-
tivo nel tempo diventa inefficace, e l’iniziale terapia basata 
fondamentalmente sulla gestione del dolore ed il mante-
nimento funzionale si evolve, nella maggioranza dei casi, 
nella sostituzione protesica dell’articolazione 2,3.
La medicina rigenerativa ha come obiettivo quello di ripara-
re e/o favorire il ripristino delle funzionalità perdute di tessuti 
e organi degenerati o danneggiati. Già da diverso tempo, 
nell’ambito della rigenerazione tissutale, le cellule staminali 
rivestono un ruolo di primo piano per le loro proprietà non 
solo rigenerative in senso stretto ma anche immunomodu-
latorie ed antinfiammatorie, oltre all’abilità di secernere so-
stanze bioattive e vescicole extracellulari capaci di interagire 
con l’ambiente circostante 4,5. Le cellule staminali mesenchi-
mali adulte (MSC), reperibili in diversi tessuti, sono diventate 
sempre più oggetto di studio in molteplici modelli in vitro ed 
in vivo 6-8. Tutto questo incrementa il notevole interesse che 
le cellule staminali mesenchimali possano suscitare nella ri-
cerca di approcci terapeutici innovativi e alternativi rispetto 
ai metodi più tradizionali. Il medesimo interesse si è riscon-
trato anche in campo ortopedico-traumatologico col fine di 
supportare e/o migliorare le attuali metodiche terapeutiche 
sia in senso rigenerativo che riparativo. 
Tra le cellule staminali adulte, la nostra attenzione si è cen-
trata su quelle derivanti da midollo osseo (BM-SC) e da 
tessuto adiposo (ASC). La sede di isolamento e il manteni-
mento a seguire delle loro caratteristiche di staminalità sono 
da anni oggetto di studio e dibattito sia a livello quantitativo 
che qualitativo. Lo scopo del nostro studio è stato quello di 
dimostrare se anche da pazienti anziani affetti da patologia 
osteoartrosica fosse possibile estrarre cellule mesenchimali 
in grado di rispondere ad uno stimolo differenziativo.

Materiali e metodi
Previo ottenimento del consenso informato secondo le 

direttive dell’Institutional Review Board della Stanford 
University School of Medicine (Palo Alto, California USA), 
sono stati inclusi nello studio di ricerca 5 pazienti di sesso 
maschile di cui 4 di età superiore ai 70 anni (range 71-
76, rispettivamente identificati con OA32, OA33, OA34 e 
OA35) che presentavano un grado di osteoartrosi grave 
e pertanto candidati a chirurgia elettiva di protesi totale 
d’anca (THA) o protesi totale di ginocchio (TKA) ed 1 come 
caso controllo di età inferiore ai 45 anni affetto da OA e 
sottoposto a chirurgia di sostituzione totale di ginocchio 
(OA36). Durante le procedure chirurgiche, eseguite se-
condo metodiche standard 9,10, il tessuto adiposo è stato 
prelevato dal corpo di Hoffa nel caso di intervento di pro-
tesica del ginocchio oppure dal tessuto sottocutaneo nel 
caso di intervento di protesi d’anca, e successivamente 
sottoposto a digestione enzimatica. Dallo stesso pazien-
te, allo stesso momento è stato prelevato il midollo osseo 
(minimo 5 cc) mediante siringa da aspirazione dal canale 
femorale dopo osteotomia della testa del femore (THA) e 
dal canale femorale prossimale (TKA): le cellule sono state 
isolate tramite centrifugazione in gradiente di densità. 

Digestione enzimatica 
Le cellule staminali da tessuto adiposo sono state isolate 
mediante un protocollo precedentemente validato 11. In bre-
ve, circa 10g di tessuto sono stati digeriti mediante collage-
nasi IV (Sigma) per circa 60 minuti, filtrati con filtri da 50µm, 
risospesi in RBC lysis buffer 10x (BioLegend) per 10 minuti 
e ulteriormente risospeso in terreno di coltura contenente 
alpha-MEM (Invitrogen), 20% of fetal-bovine-serum (FBS-
Thermo Scientific), Glutamax 100x (Invitrogen), Penicillin-
Streptomycin (Invitrogen). La vitalità cellulare al momento 
della semina in piastra è stata valutata del 90% tramite l’u-
tilizzo del colorante selettivo Trypan Blue. Le cellule sono 
state seminate alla densità di 0.5x 106 in T-25 flask ed in-
cubate a 37°C, 5% CO2. Raggiunta la confluenza del 90% 
le cellule sono state quindi espanse 1:3 per tre passaggi 
consecutivi per la caratterizzazione in vitro.

Gradiente di centrifugazione tramite Ficoll
L’isolamento delle BM-SC è stato ottenuto tramite gra-
diente di densità su Ficoll-PaqueTM Plus, GE Healthca-
re 12. Circa 10 mL di tessuto midollare sono stati centri-
fugati a 445rpm per 35 minuti a RT al fine di ottenere il 
buffy coat. Il buffy coat contenente tutte le cellule nucleate 
è stato trasferito e lavato due volte con DPBS a 300g per 
10 minuti a RT. I globuli rossi residui sono stati rimossi 
tramite lisi ematica per 10 minuti. Le cellule nucleate sono 
state centrifugate a 200g per 15 minuti a RT e risospese 
in terreno contenente DMEM/F12, 15%Fetal Bovine Serun 
(FBS), 10ng/ml FGF, 1% Penicillin-Streptomycin, 2ng/ml 
L-glutammina. La vitalità e la conta cellulare sono state va-
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lutate tramite Trypan blue. Le cellule sono state seminate 
alla densità di 0.3 x 106 in T-25 flasks ed incubate a 37°C, 
5% CO2. Raggiunta la confluenza del 90%, le cellule sono 
state espanse 1:3 per tre passaggi consecutivi per la ca-
ratterizzazione in vitro.

Caratterizzazione di cellule stromali mesenchimali 
(MSC)
Per verificare che le cellule isolate con le procedure de-
scritte precedentemente fossero MSC, sono state seguite 
le linee guida della Society for Cellular Therapy (ISCT)  13 
che definiscono le cellule estratte da tessuti differenziati 
come staminali adulte in base a tre distinte caratteristiche:
1.	 capacità di aderire alle superfici plastificate durante il 

periodo di coltura;
2.	 potenziale differenziativo in almeno tre diversi tipi cellulari;
3.	 specifico pattern fenotipico di superficie.

Differenziazione in vitro
La differenziazione in vitro è iniziata al terzo passaggio per 
tutti i campioni con osteoartrosi (OA32, OA33, OA34 e 
OA35) e per il campione controllo OA36 in entrambe le 
tipologie cellulari (tessuto adiposo e midollo osseo). Le 
cellule venivano piastrate in una 6-well plate e indotte al 
differenziamento adipogenico, osteoblastico e condroge-
nico attraverso tre diversi terreni di coltura dedicati e suc-
cessivamente analizzate al microscopio. 
Per il differenziamento in senso adipogenico è stato usato 
il terreno Eagle Medium High Glucose modificato di Dul-
becco (DMEM-HG) con il 10% di siero bovino fetale, 200 
μM Indometacin, 0,05 mg/L di insulina umana, 3-isolbutil-
1-metilxantina 5 µm e 1 desametasone 1 µm (Invitrogen); 
le cellule sono state coltivate per un periodo di due setti-
mane. Al termine delle due settimane, sono state fissate 
in paraformaldeide al 4% (Sigma) e colorate con soluzione 
Oil-red-O (Sigma) e soluzione di ematossilina ed eosina 
(Gibco).
Per la differenziazione osteoblastica, le MSC sono state 
coltivate in un terreno Eagle Medium High Glucose mo-
dificato di Dulbecco (DMEM-HG, Invitrogen) con 10% di 
siero bovino fetale (FB Thermo Scientific S-), desametaso-
ne 100nM (Sigma), 0,05 mM di acido ascorbico (Sigma) 
e 10mM di β-glicerolsfosfato (Sigma) per un totale di 21 
giorni. Le cellule differenziate sono state fissate in para-
formaldeide al 4% (Sigma) e colorate con Alizarin Red e 
soluzione di ematossilina ed eosina (Gibco).
Per la differenziazione in senso condrogenico le cellule sono 
state coltivate in terreno Dulbecco Eagle Medium High Glu-
cose (DMEM-HG, Invitrogen), 107 M Desametasone (Sig-
ma), 104 M Acido ascorbico (Sigma), 1 mM Sodio Piruvato 
(Gibco), amminoacidi non essenziali (ITS 1x-Thermo Fisher 
Scientific), 4,7 μg mL-1 acido linoleico (Sigma), 80,5 μg mL-1 

BSA (Thermo Fisher Scientific) e 10 μg mL-1 Trasforming 
Growht Factor β3 (eBioscience) per 21giorni. Alla fine del 
periodo di differenziamento, i pellet cellulari sono stati fissati 
in paraformaldeide al 4% (Sigma) e colorati con Alcian Blue 
(Gibco) e soluzione di ematossilina ed eosina (Gibco).

Caratterizzazione del fenotipo
Le cellule provenenti da entrambi i tipi di tessuto e per tutti 
e 5 i campioni (pazienti OA e paziente controllo). sono sta-
te caratterizzate al terzo passaggio mediante citofluorime-
tria a flusso (FACS). Al fine di definire il pattern fenotipico 
delle cellule staminali, sono stati selezionati i seguenti an-
ticorpi e i rispettivi fluorocromi in base alle linee guida della 
ISCT: CD90 FITC, CD105 Texas Red, CD44 ALEXA Fluor 
700 per quanto riguarda i marker staminali mesenchimali 
di superficie definiti positivi. Contemporaneamente, gli an-
ticorpi per CD45 Pacific Blue, CD34 Pacific Blue, e CD31 
Pacific Blue rispettivamente sono stati selezionati per defi-
nire i marker di superficie cellulari non mesenchimali, quin-
di negativi per la staminalità cellulare. Ad ogni anticorpo 
è stato associato il corrispettivo isotipo anticorpale come 
controllo negativo. Una quantità di cellule pari a 1x106 per 
entrambe le tipologie cellulari è stata raccolta e succes-
sivamente lavata con Phosphate-Buffered-Saline (PBS, 
Invitrogen) tramite centrifugazione. Le cellule sono state 
quindi risospese nuovamente in PBS, filtrate attraverso un 
filtro a maglie di 70 µm e raccolte negli appositi tubi per 
citofluorimetria. Il procedimento di staining anticorpale è 
stato svolto mediante iniziale incubazione con L/D Zombie 
Aqua (Invitrogen) per 20-30 min al buio. Successivamen-
te, le cellule sono state ulteriormente lavate con soluzione 
di lavaggio Flow Wash buffer (BD) e incubate prima con Fc 
blocking (BD Bioscience) per 10 mn e successivamente 
con gli anticorpi e i rispettivi isotipi menzionati precedente-
mente per 30 minuti al buio a temperatura ambiente. Per 
finire, tutti i campioni cellulari sono stati fissati in 1% di pa-
raformaldeide (Sigma) e analizzati tramite apparecchiatura 
FACS (BD LSR FortessaTM). I risultati ottenuti sono stati 
quindi elaborati mediante FlowJoTM software (v10.6.2, 
Tree Star Inc).

Risultati

Isolamento e coltura cellulare
Dopo 24 ore dall’iniziale messa in coltura, le cellule di tutti 
e 5 i campioni, provenienti sia dal tessuto adiposo che dal 
tessuto midollare, iniziavano ad aderire alla plastica delle 
flask di coltura, e a circa una settimana risultavano tutte 
completamente adese. Inoltre, già dopo tre giorni di mes-
sa in coltura, all’analisi microscopica le cellule di entrambi i 
tessuti si mostravano con una morfologia allungata di tipo 
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fusiforme, la spindle-like cell morphology, tipica delle cellule 
staminali mesenchimali (Fig. 1). Questa morfologia è stata 
mantenuta sino a passaggio 2 (terzo passaggio) in cui è 
stata terminata l’espansione in coltura ed è stata osservata 
una crescita di tipo esponenziale in tutti i campioni (Fig. 2). 

Differenziazione in vitro
La capacità di differenziarsi nelle tre linee cellulari prece-
dentemente descritte (adipocitica, osteocitica e condro-
citica), è stata valutata al terzo passaggio di coltura per 
entrambe le colture cellulari (Figg. 3-5). Le cellule estratte 
sia da tessuto adiposo che da midollo osseo dei pazienti 
affetti da OA e dal paziente controllo, dopo essere state 
trattate con il corrispettivo terreno differenziativo, presen-
tavano l’abilità di differenziarsi nelle tre linee cellulari de-
siderate, come dimostrato dalla corrispettiva colorazione 
selettiva. Per l’analisi morfologica, i campioni differenziati 

sono stati tutti valutati attraverso la colorazione con Ema-
tossilina ed Eosina.

Differenziazione adipogenica
La differenziazione in senso adipogenico è stata ottenuta 
entro 2 settimane. Al termine di questo tempo, le cellu-
le sono state colorate con soluzione colorante Oil-red-
O, che evidenzia i vacuoli lipidici intracitoplasmatici degli 
adipociti. Eseguita la colorazione secondo protocollo, le 
cellule presentavano un accumulo di colorante all’interno 
delle cellule, segno di avvenuto differenziamento in senso 
adipogenetico rispetto ai controlli non trattati, che invece 
non presentavano alcuna colorazione. Nei rispettivi cam-
pioni trattati con Ematossilina ed Eosina si notava inoltre 
come le cellule trattate mediante terreno differenziativo 
non apparissero più di forma allungata ma rotondeggiante 
e di maggiore dimensione (Fig. 3).

Figura 1. Analisi tramite microscopia a contrasto di fase: primo passaggio delle cellule isolate da tessuto adiposo (A) e da midollo osseo (B). 
Si noti come già al secondo passaggio (C, t.adiposo; D, midollo osseo) le cellule mostravano la spindle-like cell morphology.

D

BA

C
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Differenziazione osteogenica
La differenziazione in senso osteogenico è stata analiz-
zata dopo 3 settimane. Al termine di questo periodo, le 
cellule trattate ed i rispettivi controlli non trattati sono stati 
colorati con Alizarin Red. Il colorante si fissa ai depositi 
di calcio extracellulari prodotti dalle cellule osteoblastiche, 
formando un precipitato di colore rosso mattone. Eseguita 
la colorazione, ogni campione differenziato ha mostrato 
un abbondante presenza di precipitato di calcio rispetto 
al controllo negativo, anche in questo caso segno di diffe-
renziazione avvenuta. I campioni trattati con Ematossilina 
ed Eosina evidenziavano la presenza di cellule con forma 
rotondeggiante perdendo quindi quella morfologia mesen-
chimale (Fig. 4).

Differenziazione condrogenica
Anche la differenziazione in senso condrogenico è avve-
nuta in un range di tempo di 21 giorni. I pellet sono stati 
sottoposti a trattamento con terreno differenziativo dedi-
cato, e successivamente colorati con Alcian Blue, un co-
lorate basico polivalente usato per la colorazione dei mu-

copolisaccaridi acidi come i glicosaminoglicani (GAG), co-
stituenti della matrice cartilaginea. Anche in questo caso, 
all’esame microscopico dopo la colorazione con Alcian 
Blue, sia nei campioni provenienti dal tessuto adiposo che 
da tessuto midollare, si evidenziava una vasta presenza 
di aggregati GAG colorati in blu rispetto al campione non 
trattato, evidenziando così l’avvenuta differenziazione in 
senso condrogenico. Inoltre, i pellet trattati con Ematossi-
lina ed Eosina mantenevano la loro compattezza rispetto 
alle cellule non trattate, che invece si presentavano distri-
buite lungo tutto il piano delle 6-well plate con aspetto 
elongato (Fig. 5).

Espressione degli antigeni di superficie
È stata valutata la presenza dei marcatori di superficie se-
condo le linee guida ISCT 13 in tutti i campioni esaminati 
(pazienti OA e paziente controllo). Fra quelli riportati nelle 
linee guida, sono stati selezionati i marcatori mesenchi-
mali CD90, CD44, CD105 e marcatori non mesenchimali 
CD34, CD45, CD31. Le popolazioni di staminali adulte 
sottoposte allo studio del fenotipo sono state sia quelle ot-
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Figura 2. Crescita esponenziale nei tre passaggi di coltura delle cellule provenienti da tessuto adiposo (A, B) e da midollo osseo (C, D) in 
cui si nota una sostanziale sovrapposizione della numerosità cellulare tra i campioni affetti da osteoartrosi (OA) con età over 70 (A, C) e il 
campione di controllo (identificato con OA36) (B, D). 
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Figura 4. Cellule isolate da tessuto adiposo (A, B, C) e da midollo osseo (D, E, F). (A, D) controllo negativo colorato con Ematossilina e Eosina 
(HE); Osteogenesi dopo lo staining con Alizarin Red (B, E) e HE (C, F) a evidenziare i depositi di calcio extracellulare prodotti dagli osteoblasti.
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Figura 3. Cellule isolate da tessuto adiposo (A, B, C) e da midollo osseo (D, E, F). (A, D) controllo negativo colorato con Ematossilina e Eosina 
(HE); Adipogenesi dopo lo staining con Oli-Red-O (B, E) e HE (C, F) a evidenziare i vacuoli lipidici intracitoplasmatici degli adipociti.
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tenute da tessuto adiposo ed isolate mediante digestione 
enzimatica, sia quelle provenienti da tessuto midollare ed 
isolate mediante gradiente di centrifugazione. Lo staining 
di ogni campione è stato eseguito al terzo passaggio e la 
presenza dei marcatori valutata con FACS (BD LSR For-
tessaTM) e successivamente analizzata con FlowJoTM sof-
tware (v10.6.2). L’analisi citofluorimetrica ha mostrato una 
netta prevalenza dei marcatori mesenchimali di superficie 
tipici delle staminali mesenchimali (>  90%) ed una bas-
sissima percentuale (< 10%) dei marcatori non specifici. 
Questo risultato, ottenuto per ogni campione trattato, ha 

confermato che le popolazioni cellulari ottenute da pazien-
ti anziani ed espanse in coltura fossero costituite da cellule 
staminali mesenchimali adulte (MSCs). La popolazione si è 
inoltre mostrata stabile anche che nei successivi passaggi 
(Fig. 6).

Discussione
I risultati di questo studio hanno validato l’ipotesi originale 
degli nonostante i campioni provenissero da pazienti di età 
avanzata ed affetti da patologia OA, è stato possibile iso-
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Figura 5. Cellule isolate da tessuto adiposo (A, B, C) e da midollo osseo (D, E, F). (A, D) controllo negativo colorato con Ematossilina e Eosina 
(HE); Condrogenesi dopo lo staining con Alcian Blue (B, E) e HE (C, F) a evidenziare la vasta presenza di glicosaminoglicani.

Figura 6. Fenotipo di superficie di cellule staminali adulte derivanti da tessuto adiposo (ASCs, a) e da midollo osseo (BM-MSCs, b). Nei pro-
gressivi passaggi le cellule hanno mostrato di possedere un fenotipo mesenchimale, caratteristica rimasta stabile nei successivi passaggi 
in tutti i campioni.
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lare cellule staminali mesenchimali adulte mediante l’appli-
cazione di protocolli precedentemente validati da Leonardi 
et al. 11 per quanto riguarda il tessuto adiposo e protocolli 
standard per quanto riguarda il midollo osseo  12; inoltre, 
fra i criteri standard di staminalità, le MSC da noi isolate 
hanno mostrato la capacità di differenziare in tre diverse 
linee cellulari suggerendo la possibilità del loro impiego 
come metodica alternativa ed innovativa anche in capo 
ortopedico-traumatologico. 
La cartilagine presenta una minima o nulla capacità di 
autorigenerazione, condizione fisiologica che nel tempo 
determina una progressiva limitazione funzionale, culmi-
nando in un danno articolare permanente ed invalidante. 
Come si evince dai pregressi studi in vitro ed in vivo 14-16 
le cellule staminali mesenchimali adulte hanno mostrato 
di possedere un’importante capacità rigenerativa, plastica 
ed antinfiammatoria, suscitando pertanto un crescente in-
teresse in ricercatori e clinici. Lo sviluppo di terapie basate 
sull’uso di MSC anche nel trattamento dell’OA è in una fase 
cruciale poiché l’uso delle medesime potrebbe potenzial-
mente contrastare o ridurre la progressione della malattia 
e conseguentemente ritardare o prevenire la successiva 
sostituzione protesica  17,18. La possibilità, inoltre, di usa-
re MSC provenienti da diversi fonti dello stesso individuo, 
soprattutto se anziani, e quindi prevalentemente colpiti da 
OA, potrebbe risolvere il problema del reperimento di ab-
bondanti quantità di MSC ed i vincoli legati ad un even-
tuale trapianto non autologo 30. Nel nostro studio abbiamo 
prelevato il tessuto adiposo ed il tessuto midollare durante 
l’intervento di protesi d’anca o ginocchio in pazienti anzia-
ni affetti da OA con un minimo o nullo discomfort aggiunto 
per il paziente e in quantità necessaria ad eseguire una 
caratterizzazione in vitro delle cellule. Come è stato già 
dimostrato da studi precedenti 11,31 un aspetto importante 
da considerare, per ottenere una buona caratterizzazione, 
è la quantità di tessuto iniziale dalla quale isolare le MSC. 
Nel nostro studio abbiamo cercato di ottenere almeno 10g 
di tessuto adiposo e 5cc di midollo osseo al fine di ottenere 
un numero consistente di cellule vitali da poter processa-
re. Abbiamo inoltre dimostrato come le cellule isolate dai 
due tessuti rispondessero ai tre criteri della International 
Society for Cellular Therapy. Dopo l’isolamento, infatti, le 
cellule ottenute tramite digestione enzimatica per il tessu-
to adiposo e gradiente di densità per il tessuto midollare, 
hanno iniziato ad aderire alla plastica delle flask di coltura, 
assumendo una morfologia allungata tipica delle cellule 
staminali mesenchimali, sino raggiungere in pochi giorni 
una confluenza tale da poter essere espanse. La cresci-
ta esponenziale durante il periodo di coltura cellulare si è 
inoltre mantenuta nel tempo. Le stesse cellule sono state 
inoltre trattate con tre diversi terreni di coltura (adipogeni-
co, osteogenico, condrogenico) dalle 2 alle 3 settimane, 

periodo durante il quale si evidenziava al microscopio un 
cambiamento della morfologia delle stesse con il passare 
dei giorni, ed infine la trasformazione nelle tre linee desi-
derate mediante colorazione istochimica. Si è osservato 
infatti l’accumulo di vacuoli adipocitici mediante colorazio-
ne con Oil-Red-O, la presenza di matrice calcica mediante 
Alizarin Red e la deposizione di collagene mediante co-
lorazione con Alcian Blue, a testimonianza dell’avvenuta 
differenziazione sia da parte del tessuto adiposo che da 
parte del tessuto midollare. 
È stato infine valutato il terzo criterio della ISCT: l’espres-
sione di un fenotipo di superficie mesenchimale, dato dal-
la presenza di marcatori mesenchimali e contemporanea 
assenza di marcatori non mesenchimali. Gli Autori hanno 
dimostrato come le cellule isolate dai loro campioni aves-
sero un immunofenotipo mesenchimale, poiché espri-
mevano marcatori di superficie specifici, rispettivamente 
CD90, CD105, CD44, con la contemporanea assenza dei 
marcatori non specifici, ovvero CD31, CD34, CD45. In 
relazione ai singoli tessuti, possiamo quindi asserire che 
la popolazione di cellule staminali mesenchimali estratte 
dal tessuto adiposo, in termini di morfologia, resa e vitalità 
cellulare, fenotipo di superficie e potenziale differenziati-
vo, è sovrapponibile alla popolazione ottenuta dal midollo 
osseo che sino ad oggi è stata storicamente considerata 
come il “Gold Standard” 21-25. 

Conclusioni
In conclusione, questo studio supporta l’ipotesi principa-
le degli Autori, ovvero che anche nei pazienti anziani sia 
possibile isolare cellule mesenchimali adulte con caratte-
ristiche e potenzialità di stemness equivalenti a quello che 
si riscontrerebbe in pazienti più giovani con caratteristiche 
finali di ASC e BM-MC pressochè sovrapponibili. La possi-
bilità di isolare cellule staminali mesenchimali adulte da pa-
zienti anziani e affetti da patologia osteoartrosica, apre un 
nuovo fronte in campo ortopedico a terapie cellulari inno-
vative e più avanzate, che potrebbero supportare o anche 
sostituire le terapie già esistenti. Questo studio supporta 
il potenziale ruolo che le MSC potrebbero avere in campo 
rigenerativo, con il vantaggio inoltre di poter essere estrat-
te da diverse fonti dallo stesso paziente, sfruttando quindi 
anche delle eventuali proprietà tessuto-specifiche 26-29. Fu-
turi studi in materia dovranno concentrare il proprio obiet-
tivo su rendere accessibile a tutti i pazienti, a prescindere 
dall’età, un trattamento autologo con cellule staminali.
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