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ABSTRACT  
 

 

 Previous works showed that muscle substitutes composed by acellular 

matrix and myoblasts may represent a promising approach for the treatment of 

diseases characterized by congenital absence or loss of large areas of skeletal 

muscle tissue. Here, the regeneration process occurring in vivo within the prosthetic 

material has been studied verifying the expression, as mRNA and protein,  of some 

skeletal muscle and nerve tissue markers during three month after reconstructive 

surgery. The experimental evidences indicate that a progressive muscle 

remodelling within the implants exists and  it is not completed after three months. 

Indeed, the simultaneous presence of markers belonging to both early and late 

differentiative stages indicates the presence of activated progenitors towards the 

myogenic line and cellular elements of advanced stages. Moreover, the involving 

of circulating precursors, probably of marrow origin, in the regeneration process it 

is suggested by the following observations: i) persistence of poorly differentiated 

cells at 3 months after surgery, ii) important cell migration from vessels without 

inflammatory phenomena, and iii) implanted myoblasts, that are cells already 

committed toward a specific fate, presumably form multinucleated elements in a 

short time. Finally, there is a rapid appearence of both vascular network and the 

nervous component. Although these promising results, in view of medical 

application a problem arise when the function of muscle satellite cells is impaired 

or their number inside the muscle fibers is low. To overcome this problem, this 

research has been addressed to the identification of alternative cell sources.  

For this reason, it has been evaluated both in vitro and in vivo the myogenic 

potential of mesenchymal cells (MSCs) obtained from umbilical cord blood (UCB). 

There is the possibility to withdraw the umbilical cord blood at the birth time and 

to store it in tissue banks, and having an autologous MSC reserve to use for 

congenital muscular diseases. Evidence for myogenic differentiation was found 

when MSCs were seeded on Matrigel® coated plates and cultured with myogenic 

media. After 4 days Myf-5, detected by immunofluorescence, was expressed by 

13% of MSCs increasing to 30% at 8 days. We used quantitative PCR for human 



MyoD and Myogenin mRNAs to further demonstrate myogenic differentiation of 

MSCs. To evaluate the regenerative capacity of MSCs we used a skeletal muscle 

chemical injury model (bupivacaine hydrochloride), resulting in necrosis of muscle 

fibers in Lewis rat Tibialis Anterior. Undifferentiated green fluorescent protein 

(GFP)-labeled MSCs were injected into the injured muscle, without 

immunosuppression.  The cells engrafted after 1 week and stained positive for 

Myf-5 and MyoD. After 2 weeks, we noted striations in fibers containing UCB-

MSCs suggesting an organization of cytoskeletal proteins into sarcomeres.  The 

skeletal muscle appeared intact by histological analysis, without signs of significant 

immunologic response, and the presence of MSCs was detected by immunostaining 

with a monoclonal antibody against human-Nuclei. In addition, these cells also 

expressed myosin and sarcomeric tropomyosin, a motor-protein and an actin-

binding filament protein, respectively. At both time points we observed fibers with 

centrally located nuclei, indicating regenerated fibers. Finally, the number of GFP-

positive fibers/total fibers counted in several fields was 40% for both time points 

and the area covered by these fibers was 20% of all fibers at 7 days increasing to 

26% at 14 days, indicating a maturation of these myofibers.  

Our in vitro and in vivo data indicate that human MSCs are able to differentiate 

towards the myogenic lineage and may be efficiently incorporated into injured 

skeletal muscle, supporting the muscle regenerative process.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



RIASSUNTO 

 
 Alcuni lavori svolti dal nostro gruppo di ricerca, hanno dimostrato che 

sostituti muscolari composti da matrice acellulare e mioblasti possono 

rappresentare un valido approccio per il trattamento di patologie caratterizzate 

dall’assenza congenita o perdita di massa muscolo-scheletrica. In questo lavoro è 

stato studiato il processo rigenerativo che avviene in vivo all’interno del materiale 

protesico, verificando la presenza, sia come RNA che come proteina, di alcuni 

marcatori muscolari e nervosi nei tre mesi successivi all’intervento di chirurgia 

ricostruttiva. Le evidenze sperimentali ottenute, anche se non in grado di fornire un 

quadro completo, hanno indicato che esiste all’interno dei patch un progressivo 

rimodellamento della componente muscolare che a 3 mesi dall’intervento non 

appare totalmente concluso. Infatti, la presenza contemporanea, a partire da un 

mese, di marcatori caratteristici sia delle prime fasi differenziative che di quelle 

successive, indica l’esistenza di progenitori attivati indirizzati verso la linea 

miogenica e di elementi cellulari a stadio di maturazione avanzato. Inoltre il 

coinvolgimento di precursori circolanti, probabilmente di origine midollare, nel 

processo rigenerativo viene suggerito dalle seguenti osservazioni: i) persistenza di 

cellule scarsamente differenziate a 3 mesi dall’intervento, ii) importante migrazione 

cellulare dai vasi non associata a fenomeni infiammatori, e iii) i mioblasti 

impiantati, essendo cellule già indirizzate verso un preciso destino differenziativo, 

presumibilmente formano, analogamente a quanto succede in vitro, elementi 

plurinucleati in tempi relativamente brevi. Infine si ha una rapida comparsa sia 

della rete vascolare che della componente nervosa. Prevedendo di utilizzare nella 

futura pratica clinica tecniche di tissue engineering per riparare difetti muscolari a 

tutto spessore, quali onfalocele e gastroschisi, si è voluto prendere in 

considerazione l’utilizzo di altre fonti cellulari. A questo proposito si è valutata la 

capacità miogenica in vitro ed in vivo di cellule mesenchimali (MSC) ottenute da 

sangue cordonale. Esiste infatti la possibilità di prelevare, all’atto della nascita, il 

sangue cordonale e di stoccarlo in banche di tessuti, così da avere una riserva 

autologa di MSC da utilizzare nel trattamento di malattie congenite muscolari. Le 

MSC seminate su piastre condizionate con Matrigel e terreno di induzione 



miogenica, sono state differenziate in vitro verso la linea miogenica. Dopo 4 giorni 

il Myf-5, rilevato all’immunofluorescenza, era espresso dal 13% delle MSC e 

aumentava al 30% a 8 giorni. Per confermare il differenziamento in atto, si è 

eseguita una real time PCR (quantitativa) per human-MyoD e human-Myogenin 

mRNAs. Per valutare la capacità rigenerativa della MSC è stato utilizzato un 

modello di danno muscolare al Tibialis Anterior di ratti Lewis indotto 

chimicamente (bupivacaina cloridrato), che produce necrosi delle fibre muscolari. 

MSC indifferenziate ed esprimenti GFP, sono state iniettate nel muscolo 

precedentemente danneggiato, senza utilizzare terapia immunosoppressiva. Le 

cellule si integravano dopo 1 settimana e risultavano positive per Myf-5 e MyoD. 

Dopo 2 settimane, si notavano delle striature, zone chiare e scure, all’interno di 

fibre muscolari GFP-positive. Il muscolo scheletrico appariva intatto all’analisi 

istologica, senza segni di risposta immunologica significativa, e la presenza di 

MSC è stata anche confermata tramite immunofluorescenza utilizzando l’anticorpo 

monoclonale anti human-Nuclei. Inoltre, le cellule impiantate esprimevano miosina 

e tropomiosina sarcomerica. Ad entrambi i time point si osservavano fibre con 

nuclei situati in posizione centrale, indicanti fibre in fase di rigenerazione. Infine, il 

rapporto dato dalle fibre GFP-positive/totale delle fibre contate era del 40% per 

entrambi i tempi, mentre l’area totale data dalla somma delle sezioni trasversali di 

tali fibre era di 20% sul totale dopo 7 giorni, e saliva al 26% dopo 14 giorni, 

indicando un accrescimento delle fibre muscolari in questo arco di tempo. 

I risultati ottenuti in vitro e in vivo indicano che MSC umane sono in grado di 

differenziarsi verso la linea miogenica e si possono integrare in modo efficiente nel 

muscolo scheletrico precedentemente danneggiato sostenendo, almeno in parte, il 

processo di rigenerazione muscolare. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



INTRODUZIONE 
 
 

1. DIFETTI CONGENITI DELLA PARETE ADDOMINALE 

ANTERIORE 

 

Le malformazioni congenite sono alterazioni della forma e della struttura 

del corpo umano presenti alla nascita ed originatesi durante la vita uterina. 

La gastroschisi e l’onfalocele sono le due più gravi patologie eviscerative neonatali 

che conseguono ad un difetto di chiusura sulla linea mediana della parete 

addominale anteriore durante lo sviluppo embrionale. 

 

 

a) Onfalocele 
 

L’onfalocele può essere definito come una protrusione di una parte più o 

meno ampia d’intestino attraverso un difetto mediano del muscolo addominale alla 

base dell’ombelico. Questa malformazione è dovuta alla mancata coalescenza delle 

pliche in corrispondenza dell’anello ombelicale primitivo tra la 6ª e la 10ª settimana 

di gravidanza. Normalmente, mentre il feto si sta sviluppando durante la 

gravidanza, c’è una piccola apertura nella muscolatura addominale attraverso la 

quale passa il cordone ombelicale. Quando il feto matura, i muscoli addominali si 

incontrano nel centro e crescono insieme portando alla chiusura di questa apertura 

iniziale. L’onfalocele si crea quando gli organi addominali non ritornano nella 

cavità addominale come dovrebbero. 

Questa malformazione si presenta sotto forma di una tumefazione più o meno 

rotondeggiante, centro-addominale e del diametro variabile da 3-4 cm fino ad 8-10 

cm; quest’ultimo tipo, conosciuto come onfalocele gigante, presenta al suo interno 

il fegato, l’intestino tenue, il crasso e, a volte, anche altri organi come la milza, il 

colon, lo stomaco e, raramente nella femmina, le ovaie.  

I difetti addominali più piccoli, che sono più frequenti, possono presentare 

l’erniazione di poche anse intestinali e quindi possono essere definiti come ernie 

del cordone ombelicale. La cavità addominale stessa, inoltre, può essere troppo 



piccola a causa del mancato sviluppo durante la gravidanza. Un evento 

particolarmente grave, che in più del 10% dei casi può avvenire già nell’utero, 

corrisponde alla rottura del sacco erniato esponendo i visceri al pericolo di 

infezioni. Quando ciò accade è difficile stabilire se si tratta di onfalocele oppure di 

gastroschisi. Conseguenze immediate sono la perdita di acqua da parte 

dell’intestino e l’ipotermia dovuta alla perdita di calore e alla disidratazione da 

evaporazione dell’acqua a livello delle anse intestinali scoperte. Gli organi che 

sono erniati, se sono stretti o contorti, possono perdere il loro rifornimento di 

sangue e ciò può danneggiare ancora di più questi visceri portandoli alla necrosi. 

I bambini con onfalocele, oltre ad essere in genere sottopeso a causa dello stress da 

questa condizione prima della nascita, hanno un rischio più elevato del normale di 

presentare altre anomalie associate, comprese le atresie intestinali e le anomalie 

cardiache e renali, che devono essere ricercate e individuate prima di effettuare 

l’intervento chirurgico. Spesso infatti viene effettuato un ecocardiogramma per 

ricercare prima della nascita la presenza di anomalie. 

Non è possibile, invece, effettuare la diagnosi ecografica prenatale prima della 12ª 

settimana di gestazione, in quanto è tra la 6ª e la 10ª che si ha il difetto di chiusura e 

di sviluppo della parete addominale per il mancato ritorno dell’intestino fetale dal 

cordone ombelicale alla cavità addominale [Domini e Lima, 2003].  

La prognosi del paziente affetto da onfalocele è fondamentalmente correlata sia alle 

complicanze addominali insite che alla gravità delle malformazioni associate, 

soprattutto cardiache, che condizionano la sopravvivenza. Questa nel complesso si 

stima essere del 70%. I bambini nati con un grosso difetto della parete hanno 

problemi a lungo termine, riguardanti soprattutto la digestione e le infezioni. Lungo 

un ventennio di studi [Stoll et al., 2001] si sono registrati 58 casi di onfalocele e 47 

di gastroschisi su di un totale di 265858 nascite consecutive, con una prevalenza 

alla nascita di 2,18 su 10000 nati per l’onfalocele e di 1,76 su 10000 nati per la 

gastroschisi: 14 (24,1%) e 29 (61,7%) casi erano nati vivi, 14 (24,1%) e 11 (23,4%) 

erano casi di aborto spontaneo tardivo o nati morti e, in 30 (51,7%) e 7 (14,9%) 

casi si era interrotta la gravidanza a seguito di diagnosi prenatale di, 

rispettivamente, onfalocele e gastroschisi. Una diagnosi prenatale era stata fatta nel 

61,9% dei casi e fu effettuata al momento della nascita o nella prima settimana di 

vita negli altri casi. 



Ci furono 37 (35,2%) casi senza e 68 (64,8%) con altre malformazioni. Questi 

ultimi sono stati divisi in sindromi riconosciute (18 casi di tipo cromosomiale e 5 di 

tipo non cromosomiale) e sindromi non riconosciute (45 casi di malformazioni 

multiple). 

 
 

b) Gastroschisi 
 

La gastroschisi (o laparoschisi) è una protrusione dei visceri addominali 

attraverso un piccolo e completo difetto della parete addominale, di dimensione di 

solito minore a 4 cm, localizzato alla destra del cordone ombelicale e in alcuni casi 

separato da esso da tessuto cutaneo [Domini e Lima, 2003].  

La diagnosi avviene tramite il rilevamento, per mezzo di un’ecografia prenatale tra 

la 18ª e la 20ª settimana di gestazione, di un difetto addominale localizzato alla 

destra del cordone ombelicale e dalla evidenza di anse intestinali libere nel liquido 

amniotico. Siccome queste, diversamente dall’onfalocele, non risultano ricoperte 

da peritoneo, appaiono edematose e ricoperte da un essudato infiammatorio 

(peritonite chimica). Il contatto con il fluido amniotico causa anche la cessazione 

dei normali movimenti intestinali sia prima che dopo la nascita e la ripresa di questi 

si ha soltanto dopo diverse settimane dalla nascita.  

Alcune volte la torsione dell’intestino determina una compromissione della 

vascolarizzazione, tale da portare a necrosi di ampi tratti intestinali e 

conseguentemente alla morte del feto [Jeejeebhoy, 2002].  

Un’altra differenza rispetto all’onfalocele consiste nel fatto che il fegato è collocato 

sempre all’interno dell’addome mentre lo stomaco raramente fuoriesce. Sono 

eccezionali ed atipici i casi nei quali è presente l’erniazione della colecisti, 

dell’utero, delle tube, della vescica, dei testicoli e delle ovaie. 

Clinicamente, la gastroschisi viene suddivisa in una varietà antenatale, in cui 

l’aspetto macroscopico delle anse risulta maggiormente alterato, ed una perinatale, 

in cui i segni di sierosità sono scarsi. 

Diversamente dall’onfalocele, la gastroschisi non è associata ad anomalie 

cromosomiche o altri gravi difetti (nel 79% dei casi è una malformazione isolata, 

Calzolari et al., 1995) e perciò il grado di sopravvivenza è più alto. La torsione 

dell’intestino (volvolo) determina una compromissione della vascolarizzazione e 



perciò può necrotizzare ampi tratti intestinali e conseguentemente portare a morte il 

feto. Attualmente nei centri di chirurgia neonatale la possibilità di guarigione 

raggiunge circa il 90% dei casi (la mortalità è legata alla misura del difetto della 

parete addominale, alla quantità e alle condizioni dell’intestino e al coinvolgimento 

di altri organi) e l’aspettativa di vita può essere considerata normale. 

 

 

2. TECNICHE RICOSTRUTTIVE  

 

Nonostante i progressi compiuti dalla chirurgia pediatrica negli ultimi anni, 

la mortalità riguardante i  difetti della parete addominale è rimasta elevata, 

assestandosi attorno al 25% per l’onfalocele e al 10% per la gastroschisi. Obiettivo 

prioritario del trattamento chirurgico per ambedue le malformazioni è il 

riposizionamento dei visceri nel cavo addominale e la chiusura del difetto, che può 

essere effettuata in un tempo unico (chiusura primaria) o in tempi successivi 

(chiusura in più tempi). 

 

Chiusura primaria. Prevede l’escissione del sacco (onfalocele), l’ispezione 

della cavità addominale, la correzione di eventuali difetti di continuità intestinale 

(atresie), la riduzione dei visceri erniati nel cavo peritoneale e, in ultimo, la 

chiusura a strati della parete addominale, previo stretching delle sue componenti 

muscolari ed eventuale ulteriore ampliamento del cavo addominale con l’impiego 

di un patch di materiale protesico biologico, come dura madre, pericardio di 

cavallo, fascia lata, membrana amniotica, o sintetico, quale Gore - Tex, Teflon, 

Dacron, Vicryl (Cataliotti et Cascio, “Manuale di Chirurgia Pediatrica”); la tecnica 

con patch è stata utilizzata anche sull’onfalocele integro. Se, nonostante questi 

accorgimenti, la capacità di contenzione del cavo addominale è deficitaria, la 

riduzione forzata dei visceri può indurre momenti fisiopatologici compressivi 

endoaddominali (alterazioni emodinamiche e/o cardiorespiratorie da 

interessamento cavale inferiore e/o diaframmatici) ed è pertanto necessario 

ricorrere ad un trattamento chirurgico in più tempi. 

 



Chiusura in più tempi. La tecnica di Gross, utilizzabile solo nell’onfalocele, 

prevede la chiusura del solo piano cutaneo, adeguatamente mobilizzato, con la 

creazione di lembi al di sopra del sacco. Quando attuabile, dà esito ad un 

voluminoso laparocele ventrale, che necessita di un successivo intervento 

chirurgico correttivo, spesso stadiato in rapporto alla specificata capacità di 

correzione del cavo addominale. 

Per ambedue le malformazioni, la tecnica inizialmente proposta da Schuster nel 

1967 prevede la sutura di una lamina protesica (Silastic) sui margini del difetto, 

con copertura cutanea. In successivi reinterventi si riduce progressivamente la 

superficie della lamina (suo ripiegamento centrale con apposizione di punti di 

sutura), fino a quando non sia possibile ottenere l’affrontamento diretto dei margini 

del difetto (chiusura diretta della parete addominale). Viceversa, la modifica 

apportata da Allen e Wrenn (Cataliotti et Cascio, “Manuale di Chirurgia 

Pediatrica”) prevede l’impiego di due lamine di materiale sintetico (Silastic) 

ancorate ai margini muscolo - aponeurotici della parete addominale in 

corrispondenza del difetto, in modo da creare un’estroflessione del cavo peritoneale 

(silo) che contenga i visceri che hanno perduto il diritto di domicilio. La 

progressiva graduale riduzione di quest’estroflessione (ottenibile in un tempo 

medio di 10 giorni, con apposizione di suture o ripiegamenti del suo margine 

superiore in modo simile ad un tubo di dentifricio) consente un completo 

riposizionamento dei visceri e la successiva chiusura definitiva della parete 

addominale. Per quanto concerne la tecnica del silo, è da segnalare l’accorgimento 

proposto da Fischer (“Manuale di Chirurgia Pediatrica”), che prevede l’impiego di 

un silo preformato, a bocca elastica (spring - loaded ring), direttamente posizionato 

sotto i margini del difetto, senza necessità di ancoraggio con punti di sutura, in 

quanto mantenuto in situ dalla parete addominale. 

Negli ultimi decenni, quindi, l’uso di biomateriali sintetici si è sempre più 

sviluppato. Il biomateriale ideale da impiegarsi per intervenire sulla parete 

addominale dovrebbe possedere un’adeguata resistenza, non dare reazioni di 

ipersensibilità, essere biocompatibile per facilitare la rigenerazione dei tessuti, la 

quale può aiutare il mantenimento della resistenza meccanica nel lungo periodo. 

Pochi anni or sono Minkes et al. (2000) hanno utilizzato una struttura preformata di 



Silastic (spring - loaded ring), che è stata posizionata e suturata al di sopra delle 

anse erniate. 

Successivamente si è passati ad una riduzione dell’ernia, controllando la sua 

progressione grazie alla relativa trasparenza del materiale. A riduzione completata 

si è chiusa definitivamente la parete. In nessuno dei pazienti si è riscontrata necrosi 

del tessuto o perforazione dell’intestino. Tuttavia in alcuni dei bimbi è stata 

osservata infiammazione nei punti della parete addominale ancorata al Silastic. In 

modo analogo Kidd et al. (2001) hanno utilizzato lo stesso biomateriale. A 

riduzione conclusa è stato tagliato l’eccesso di materiale protesico e si è passati alla 

chiusura definitiva della parete addominale. In tutti i casi sono state danneggiate le 

anse intestinali e si sono presentati in quasi il 30% dei pazienti eritemi alla parete 

addominale in seguito alla chiusura definitiva. Nell’esperienza di Bhatnagar et al. 

(2001) si sono messi a confronto bambini affetti sia da gastroschisi sia da 

onfalocele, che sono stati trattati sia mediante una chiusura immediata del difetto 

addominale, sia tramite l’utilizzo di materiale protesico. Questo era formato da un 

foglio di propilene ricoperto da un film adesivo e trasparente. La mortalità è stata 

del 7,7% per i malati di onfalocele e del 40% per quelli affetti da gastroschisi. Tra 

le maggiori cause si sono riscontrate gravi infezioni, necrosi dei tessuti, 

perforazioni intestinali e peritoniti. Harjai et al. (2000) hanno cercato di curare un 

onfalocele di dimensioni importanti ricoprendo, fin dove possibile, il difetto con la 

cute ed inserendo un foglio di polipropilene ancorato ai margini. I fili di sutura 

(polene) venivano tirati ogni 24 – 36 ore in modo da permettere una chiusura più 

regolare del difetto. Tuttavia, dopo alcune riduzioni, si è notato che il foglio di 

materiale protesico iniziava a distaccarsi dai margini del difetto, rendendo più 

difficile la chiusura di questa erniazione.  

Il tipo di materiale utilizzato risulta di grande importanza, soprattutto quando si è in 

presenza di difetti di notevole entità [Schwartz et al., 1983]. Le numerose 

applicazioni hanno reso evidenti i non pochi limiti dei materiali biocompatibili 

sintetici. Essi scatenano gravi risposte infiammatorie, che portano anche alla morte 

del paziente, soprattutto in presenza di anomalie correlate. Spesso risulta difficile 

l’ancoraggio al tessuto circostante e si sono verificati casi di distacco protesi – 

tessuto [Harjai et al., 2000]. Inoltre nei mesi successivi all’intervento, si può 

verificare una ricomparsa del difetto stesso nel 50 – 80% dei casi. Nel corso degli 



anni possono insorgere scoliosi, in quanto i materiali sintetici non si integrano in 

modo completo e funzionale col tessuto e non crescono con la cavità toracica, che 

negli anni si ingrandisce. 

La SIS (small intestinal submucosa) è un biomateriale acellulare riassorbibile 

derivante dalla matrice extracellulare della tonaca sottomucosa dell’intestino tenue 

ed è stata valutata come sostituto per la parete addominale in modelli animali di 

ratto e di coniglio [Jyn – Yao et al., 2003]. Applicando i concetti dell’ingegneria 

tessutale, alcuni ricercatori hanno riportato successi nell’impiego della SIS 

seminata con cellule per la riparazione di difetti diaframmatici su di un feto di 

agnello. Le cellule seminate hanno facilitato la rigenerazione e la crescita tessutale. 

Jyn - Yao et al. (2003) hanno applicato questo stesso concetto nella cura di vasti 

difetti della parete addominale, dimostrando come i construtti tessutali 

ingegnerizzati, a diversità delle matrici acellulari, presentino migliore infiltrazione 

cellulare e una migliore performance meccanica. I tessuti ricostruiti in vitro 

possono quindi essere  una scelta valida come sostituti della parete addominale. 

Tuttavia il materiale ideale per la riparazione dei difetti della parete addominale 

rimane ancora motivo di indagine e discussione nell’ambito medico - scientifico. 

 

Trattamento conservativo. Trova indicazione negli onfalocele giganti con 

gravi complessi sindromici, eventualmente anche in presenza di difetti della 

canalizzazione intestinale, con ovvio ricorso alla Nutrizione Parenterale Completa. 

Consiste in applicazioni topiche ripetute di soluzioni antisettiche, che determinano 

dopo alcuni giorni la formazione di un’escara, alla cui caduta (dopo circa tre 

settimane) residua una superficie granuleggiante che subisce un processo di 

epitelizzazione dal colletto del sacco verso l’apice. Vengono oggi preferite le 

pennellature con soluzioni alcoliche al 70% o acquose all’1% di violetto di 

genziana rispetto a quelle inizialmente impiegate di mercurocromo al 2%, 

responsabili di livelli ematici e tessutali di mercurio al di sopra dei minimi livelli 

tossici (lesioni renali). 

 

Prognosi e follow – up. La mortalità più alta nell’onfalocele (25%) rispetto 

alla gastroschisi (10%) è soprattutto da riferire alle malformazioni associate, alle 

infezioni e all’insufficienza respiratoria. 



Ulteriori fattori prognostici sono legati alle possibilità ed ai tempi di ripresa 

funzionale dell’intestino (gastroschisi) ed alla necessità di eseguire o meno una 

nuova plastica della parete addominale anteriore. 

 

 

3. INGEGNERIA TESSUTALE 

 

La perdita o l’insufficienza funzionale di un tessuto o di un organo a causa 

di incidenti, traumi, malattie o il loro deterioramento a causa dell’invecchiamento 

rappresentano uno dei problemi più invalidanti, frequenti e costosi nell’ambito 

della Sanità. 

Il problema non è esclusivamente limitato alla mancanza di organi in toto come 

fegato, rene, cuore, pancreas ma coinvolge anche deficit tessutali localizzati e 

limitati a parti di non vitale importanza, ma che comunque determinano una scarsa 

qualità della vita. Mentre la perdita di un organo viene necessariamente 

compensata con un trapianto, nel caso di difetti di modesta entità il chirurgo 

plastico, l’ortopedico, il vascolare, l’urologo utilizzano per la ricostruzione i tessuti 

residui o, come alternativa, i prodotti della bioingegneria. 

In questo contesto si inserisce l’ingegneria tessutale, un nuovo campo 

multidisciplinare che applica i principi dell’ingegneria e delle scienze biomediche 

per elaborare prodotti artificiali o biologici in grado di ripristinare o comunque 

mantenere la funzione di tessuti ed organi danneggiati. 

Quello che caratterizza i tessuti ingegnerizzati, rispetto agli altri biomateriali, è la 

distinzione, durante il processo di produzione, di tre momenti fondamentali: 

- prelievo del tessuto naturale 

- procedure di ingegnerizzazione del tessuto 

- realizzazione vera e propria del sostituto biologico ingegnerizzato. 

In queste tre fasi, il passaggio innovativo ed essenziale è rappresentato proprio 

dalla ingegnerizzazione che determina la trasformazione sostanziale del tessuto 

d’origine fino ad ottenere un prodotto finale che risulti impiantabile nell’uomo e 

che sia in grado di favorire o determinare in modi diversi la riparazione tessutale. 



Il campo dell’ingegneria tessutale elabora dunque prodotti di origine biologica fino 

a creare dei derivati completamente nuovi, con caratteristiche tali da essere usati 

durante la pratica clinica nella guarigione dei tessuti cutanei, nella ricostruzione 

ossea e, più in generale, nella espansione in vitro di cellule o tessuti di 

rivestimento. 

A tutt’oggi nella chirurgia ricostruttiva si utilizzano impianti formati da polimeri 

sintetici, ceramiche e metalli che, tuttavia, non si rivelano in grado di fornire la 

qualità e la funzionalità del tessuto originale: spesso possono rompersi e indurre 

una risposta immunitaria. Inoltre, contrariamente ai materiali naturali, la maggior 

parte di essi non viene colonizzata dalle cellule del ricevente e trasformata 

successivamente in un tessuto vivente. 

Quindi uno dei settori più promettenti, in grado di risolvere le problematiche di cui 

sopra e garantire maggior disponibilità di tessuti, è proprio l’ingegneria tessutale 

[Langer e Vacanti, 1993] che si prefigge, per l’appunto, di sviluppare sostituti 

biologici in grado di mantenere, sostituire e/o aumentare le funzioni vitali degli 

organi e dei tessuti danneggiati [Schulteiss et al., 2000], tramite l’identificazione in 

vitro di condizioni di coltura che mimino i segnali biochimici e fisici responsabili 

dello sviluppo e della sopravvivenza del tessuto in vivo. 

L’impianto ottimale è costituito da tre componenti: 1) cellule autologhe; 2) un 

supporto, che fornisce la struttura tridimensionale per l’adesione e la proliferazione 

cellulare; 3) molecole segnale, quali fattori di adesione, di crescita e angiogenici, 

che vengono depositati nel supporto. Le strategie finora adottate sono molto varie. 

Si possono isolare cellule deputate a svolgere una particolare funzione, qualora 

impiantate come tali nell’organismo ricevente, come nel caso di sostituti cutanei 

contenenti cheratinociti e/o fibroblasti. Negli ultimi anni la ricerca si sta 

indirizzando verso l’uso delle cellule staminali, caratterizzate da un’elevata 

capacità proliferativa. Particolare interesse suscitano le cellule staminali presenti 

quasi ubiquitariamente nei tessuti dell’adulto, in quanto il loro utilizzo non implica 

problematiche di tipo etico, come invece avviene nel caso delle cellule staminali 

derivate da embrione. 

I supporti sui quali vengono seminate le cellule possono essere formati da materiale 

sintetico, quale propilene (Marlex, Prolene), politetrafluoroetilene (Teflon e Gore - 

Tex), poliestere (Dacron) e poliammide (Nylon), oppure naturali, quali collagene 



[Werkmeister et al., 1998], gel di fibrina e acido ialuronico. I fattori di crescita, 

eventualmente legati al supporto, sono in grado di attivare in modo differenziale i 

geni, i cui prodotti sono responsabili per la crescita e il differenziamento del 

tessuto. 

Attualmente, è entrato nella pratica clinica comune l’impiego di lamine di 

cheratinociti umani coltivati in vitro e supportate da biomateriali, in modo da 

ottenere un prodotto finale pratico e di facile applicazione. L’introduzione dell’uso 

di un supporto bioattivo derivato dall’acido ialuronico, ha reso possibile la 

creazione in vitro di un tessuto originale nel quale le cellule epiteliali interagiscono 

attivamente con l’acido ialuronico stesso, costituendo così in laboratorio un vero 

tessuto ingegnerizzato. 

Nell’esperienza di Bonfirraro (Istituto di Chirurgia Plastica, Università di Milano), 

l’impiego di sostituti cutanei nella riparazione di lesioni a tutto spessore ha 

permesso di velocizzare i tempi di riparazione. Questo è giustificato dal rilascio 

fisiologico di fattori ad azione farmacologica, quali citochine, interleuchine, fattori 

di crescita propriamente detti, la cui azione sui processi di riparazione tessutale è 

fatto ormai consolidato. Se la guarigione di una ferita difficile con metodiche 

tradizionali può richiedere sei – otto mesi di tempo, con l’impiego di sostituti 

cutanei si riesce a ridurre questo periodo a tre – quattro mesi. 

In ogni modo, sebbene notevoli progressi siano stati raggiunti nell’isolamento e 

nella coltura in vitro di grandi quantità di cellule, e nella progettazione e 

nell’ottenimento di biomateriali [Fontane et al., 1995], il successo dell’impianto di 

un tessuto ingegnerizzato in vitro dipende dalla sopravvivenza in vivo delle cellule 

seminate per il maggior tempo possibile. 

 
 
4. MATRICE ACELLULARE NELL’INGEGNERIA TESSUTALE 
 

La formazione di un tessuto è garantita da un’interazione dinamica tra le 

cellule che lo costituiscono e il loro microambiente che risulta essere 

sostanzialmente costituito dalla matrice extracellulare e da altri citotipi (fibroblasti, 

macrofagi, mastociti e plasmacellule) con i quali la popolazione cellulare 

interagisce. 



Fino a non molto tempo fa veniva ipotizzato che la matrice extracellulare avesse un 

ruolo inerte, di semplice impalcatura per la stabilizzazione fisica dei tessuti viventi. 

In realtà è stato dimostrato che, oltre ad avere funzioni di sostegno meccanico, 

possiede un ruolo attivo nella regolazione del comportamento delle cellule che 

entrano in contatto con essa, influenzandone sopravvivenza, sviluppo, migrazione, 

proliferazione, forma e funzione [Alberts et al., 1995]. 

 

 
La matrice extracellulare 

 

 

La matrice extracellulare animale è composta da una varietà di proteine e 

polisaccaridi che sono secreti localmente e assemblati in una rete organizzata in 

stretta associazione con la cellula che li ha prodotti. Nella maggior parte dei tessuti 

connettivi le macromolecole della matrice sono secrete dai fibroblasti.  

Le variazioni nelle quantità relative dei diversi tipi di molecole e la diversa 

struttura terziaria, danno origine a una diversità stupefacente di forme molecolari, 

ciascuna adatta alle necessità funzionali di un particolare tessuto. 

Tre classi principali di macromolecole extracellulari compongono la matrice:  

 

• catene polisaccaridiche della classe chiamata glicosamminoglicani (GAG), 

che si trovano di solito uniti covalentemente a proteine sotto forma di 

proteoglicani; 

• proteine fibrose, il cui rappresentante più indicativo è il collagene;  



• proteine di adesione come fibronectina e laminina, che hanno funzioni sia 

adesive che strutturali. 

 

 

 

Componenti principali della matrice extracellulare 

 

 

Nella matrice extracellulare sono inoltre presenti citochine e fattori di crescita, che 

sono generalmente complessati in forma inattiva a componenti della matrice e che 

possono essere resi disponibili in una forma funzionalmente attiva per azione di 

enzimi proteolitici. La matrice regola l’attività di fattori, quali PDGF (Platelet-

derived growth factor), TGF-α (Transforming growth factor), EGF (Epidermal 

growth factor) e HGF (Hepatocyte growth factor), controllando il loro rilascio e la 

loro attivazione. Una volta attivati, essi sono in grado di indurre la proliferazione 

ed il differenziamento cellulare. 

Recentemente si è pensata e proposta l’utilizzazione di matrici extracellulari 

acellulari di varia provenienza come sostituti tessutali per la rigenerazione di 

numerosi tipi di tessuto [Badylak et al., 2007]. 

Opportuni trattamenti con specifici detergenti ad enzimi permettono l’ottenimento 

di biomateriali formati da sola matrice acellulare, di per sé priva di potere 

antigenico, e quindi incapace di scatenare una reazione di rigetto, in quanto 

preventivamente privata della componente cellulare responsabile 

dell’immunogenicità. L’efficienza della rimozione della componente cellulare 



dipende da vari fattori tra cui l’origine del tessuto stesso e i metodi utilizzati 

[Gilbert T et al., 2006]. Tali matrici funzionano come un’impalcatura, all’interno 

della quale migrano le cellule dell’ospite ed, essendo composte essenzialmente da 

collagene e da altre proteine strutturali, vengono rimodellate in vivo con la 

formazione di un tessuto simile a quello nativo del ricevente. Grazie alla loro 

composizione, infatti, sono in grado di favorire la crescita cellulare e la 

neovascolarizzazione. Inoltre una volta impiantate in vivo vi è solamente una 

piccola reazione infiammatoria che si risolve in una decina di giorni ed è dovuta 

principalmente a una modesta infiltrazione di polimorfonucleociti e monociti.  

A tutt’oggi matrici acellulari sono state utilizzate con successo come sostituti 

vescicali [Sutherland et al., 1996], cutanei [Takami et al., 1996] e dell’intestino 

tenue [Parnigotto et al., 2000]. 

Il gruppo di ricerca del professor Parnigotto (1997) ha sviluppato e caratterizzato 

un modello di matrice acellulare omologa di cute di ratto, ottenendo così un valido 

ed efficace sostituto dermico di lesioni cutanee a tutto spessore. La matrice 

innestata veniva ripopolata dalle cellule del ricevente e, integrandosi nel tessuto 

cutaneo dell’ospite, preveniva in modo efficiente la contrazione della cicatrice.  

Un esempio di matrice acellulare eterologa che attualmente è già utilizzata 

sull’uomo, risulta essere la SIS (small intestinal submucosa) che deriva dalla 

matrice extracellulare della tonaca sottomucosa dell’intestino tenue  di maiale.  

Questa è disponibile in commercio in diverse configurazioni (SurgisisTM, 

StratasisTM e DurasisTM, CookSIS, Spencer, Indiana-USA) e si è dimostrata 

applicabile in diversi modelli animali come sostituto della parete addominale 

(roditori e cani), di vasi sanguigni (cani), di tendini (cani), dell’epidermide (ratti) e 

del diaframma (ratti). 

MacLeod et al. (2004) hanno ottenuto risultati rilevanti nella prevenzione della 

contrazione secondaria di innesti cutanei, utilizzando come sostituti dermici, 

matrici acellulari dermiche di origine porcina e utilizzando tessuto ingegnerizzato 

ottenuto dalla SIS.  

Il gruppo di ricerca di Palminteri (2006) del Centro di Chirurgia Ricostruttiva 

dell’Uretra, di Arezzo, ha eseguito un intervento di uretroplastica peniena in tempo 

unico con innesto di SIS  in 21 pazienti dell’ età media di 39 anni con stenosi 

dell’uretra anteriore. A 22 mesi si è avuto l’81% di successi, mentre il 19% di 



insuccessi si è verificato con le stenosi lunghe peno-bulbari o peniene, più difficili 

da approciare. 

In un altro lavoro è stata utilizzata matrice acellulare ricavata da aorta toracica 

omologa, come sostituto uretrale in conigli, nei quali si era provveduto ad indurre 

sperimentalmente un difetto [Parnigotto et al., 2000]. Nessun animale ha rigettato 

l’impianto, né ha presentato problemi clinici post-operatori. Dopo un anno dagli 

impianti è stata dimostrata una completa integrazione della matrice nel tessuto 

dell’ospite: la zona sottoposta ad impianto appariva ampiamente vascolarizzata e 

l’orientamento delle fibre collagene e delle fibre muscolari era simile a quella 

dell’uretra del ricevente. 

La maggior parte degli studi su supporti composti da matrice acellulare utilizzati in 

urologia confermano comunque l’ampio successo della SIS per la cura di malattie 

dell’apparato urinario. E’ da notare però che sono in fase di studio altri tipi di 

matrici acellulari di diversa provenienza che sembrano dare altrettanti risultati 

positivi. 

 

 

Confronto di diversi tipi di ECMs commerciali e sperimentali [Santucci e Barber, 2005] 

 



Un potenziale miglioramento di un patch biologico costituito da matrice acellulare 

consiste nella semina prima dell’impianto di cellule uroteliali e muscolari liscie del 

paziente stesso, ricavate da una biopsia vescicale od uretrale. La capienza della 

vescica è stata in questo caso significativamente migliorata rispetto il solo supporto 

senza cellule seminate [Yoo et al., 1998]. 

Un altro campo di applicazione in cui possono essere utilizzate matrici acellulari è 

nell’ingegneria vascolare e, in particolare, nella creazione di “arterie artificiali” per 

la cura di deficienze vascolari. 

Kaushal et al. (2001) hanno ottenuto risultati positivi utilizzando tubi acellulari di 

matrice extracellulare (collagene) ricoperti con l’arteria iliaca decellularizzata di 

maiale su cui erano state seminate cellule progenitrici endoteliali. Questo tipo di 

patch, impiantato nella carotide di pecora, ha mostrato una significativa 

colonizzazione da parte delle cellule dell’ospite; in particolare si è osservata una 

infiltrazione di cellule muscolari lisce.  

Alcuni lavori hanno riportato inoltre l’utilizzo dell’ingegneria tessutale per la 

ricostruzione di valvole cardiache, in casi di stenosi e insufficienza, mediante l’uso 

di protesi valvolari biologiche che possono essere eterologhe, composte da tessuto 

porcino o bovino, oppure omologhe, ossia valvole umane prelevate da espianti. In 

entrambi i casi il vantaggio rispetto alle protesi meccaniche sta nel fatto che il 

paziente non necessita di ulteriori terapie, come quella anticoagulante. 

Inoltre si è visto che questo tipo di matrice contiene la struttura ed i componenti 

ottimali per ospitare le cellule dell’organismo ricevente, fornendo un ambiente 

ideale per i recettori cellulari di superficie e una riserva per i fattori di crescita che 

modulano i processi biologici, quali angiogenesi, migrazione e proliferazione 

cellulare. 

Ad esempio si sono ottenuti da maiali condotti valvolari aortici acellulari, che sono 

stati impiantati con buoni risultati in pecore. Dopo un mese dall’intervento, il 

condotto impiantato era stato completamente riendotelizzato e colonizzato dalle 

cellule del ricevente [Rocco et al., 2004]. Da studi in vitro condotti presso l’Istituto 

Superiore di Sanità, è stato verificato che i condotti acellulari mantenevano una 

buona funzione emodinamica, paragonabile a quella dei condotti non trattati. 

Nonostante ciò, in un altro lavoro, Conconi et al. (2004) hanno dimostrato che allo 

stato attuale i condotti valvolari acellulari, ottenuti con un trattamento detergente-



enzimatico, non sono ancora adatti per applicazioni cliniche a causa della risposta 

infiammatoria persistente che provoca il fallimento dell’impianto.  

Un esempio di valvola cardiaca ottenuta da maiali è il SynerGraft (Cryolife Inc, 

Kennesaw, GA) che impiantato in pecore [Goldstein et al., 2000] ha mostrato una 

crescita di miofibroblasti del ricevente all’interno della matrice acellulare da cui è 

formato dopo il trattamento. Questo costrutto è stato inoltre già impiantato in esseri 

umani affetti da deflusso nel ventricolo destro, risultando sicuro, stabile con 

caratteristiche morfologiche ed emodinamiche promettenti [Sievers et al., 2003]. 

Infine anche per i difetti della parete addominale sono state utilizzate matrici 

acellulari di diversa provenienza. Buinewicz et al. (2004), ad esempio, hanno 

proposto l’utilizzo di una matrice acellulare dermica proveniente da cadaveri 

umani: AlloDerm (Lifecell Corporation, Branchburg, NJ). 

Questo costrutto, formato dalla matrice extracellulare e dai componenti della 

membrana basale, ha dimostrato un particolare successo nella ricostruzione della 

parete con una notevole resistenza all’infezione nei casi di difetti complessi e 

infetti. 

Sempre per questo tipo di difetti è stato proposto l’utilizzo della matrice acellulare 

ricavata dal tessuto muscolare omologo.  Si è visto che, nonostante non fosse stata 

rigettata, una volta impiantata, causava una forte risposta infiammatoria e 

rapidamente veniva sostituita da tessuto fibroso [Gamba et al., 2002]. 

L’efficienza di questo costrutto come sostituto muscolare è stata migliorata 

attraverso la coltura di questa con cellule satellite autologhe isolate dal muscolo 

dorsale del ratto [Marzaro et al., 2002]. 

Si è dimostrato perciò che la presenza di cellule autologhe costituisce un 

importante fattore per preservare l’integrità strutturale e per migliorare in vivo la 

biocompatibilità degli impianti costituiti da matrice acellulare muscolare omologa. 

 

 

 

 

 

 
 



5. CELLULE STAMINALI 
 

Il concetto di cellula staminale esiste da più di un secolo [Robey, 2000], ma 

solo recentemente la ricerca sulle proprietà e sulle caratteristiche di queste cellule 

è diventata di interesse generale in tutti i campi scientifici. Questo non solo per la 

loro potenziale capacità di originare diversi tipi cellulari e per tutte le questioni 

etiche che circondano l’argomento, ma soprattutto per il loro possibile utilizzo in 

un vasto campo di procedure cliniche finalizzate al trattamento di malattie 

fortemente invalidanti, quali il Parkinson, il diabete, l’Alzheimer e la sclerosi 

multipla, nonché per migliorare la salute e la qualità della vita [Triffitt, 2002]. 

Sebbene l’interesse verso queste cellule sia molto elevato, manca tuttora un pieno 

accordo tra i diversi gruppi di ricerca sulla definizione, sul marker specifico di 

identificazione universale e sulle proprietà di una cellula staminale. Esistono 

diversi modi per definire una cellula staminale, come numerose sono le procedure 

usate per caratterizzare la popolazione di partenza e le popolazioni cellulari mature 

risultanti dalle molteplici differenziazioni. 

In generale una cellula staminale possiede alcune caratteristiche principali che la 

distinguono da tutti gli altri tipi cellulari. E’ una cellula non specializzata che ha la 

capacità di moltiplicarsi indefinitamente mediante divisioni cellulari e che, sotto 

condizioni fisiologiche o sperimentali, è in grado di differenziarsi in cellule mature 

con specifiche funzioni [Weissman, 2000; Preston et al., 2003; Heslop et al., 

1996]. Inoltre, ogni singola cellula staminale deve essere capace di generare una 

linea cellulare geneticamente uguale, chiamata clone. 

Importante è sottolineare che le cellule staminali possiedono un diverso grado di 

potenzialità. Questo grado varia dalla totipotenzialità dell’uovo fecondato, lo 

zigote, di originare un intero embrione e il trofoblasto della placenta; alla 

pluripotenzialità delle cellule staminali embrionali (Embryonic Stem Cells, ESC) 

derivanti dalla Massa Cellulare Interna della blastocisti, che sono capaci di 

differenziarsi in tutti i tipi cellulari derivanti dai tre foglietti; alla multipotenzialità 

(capacità di differenziarsi in alcune linee cellulari) di certe cellule staminali adulte 

ed infine all’unipotenzialità di cellule staminali tessuto - specifiche che originano 

un unico tipo di cellula specializzata [Stocum, 2001; Report NHI, 2001]. 

 



a. Cellule staminali embrionali (ESC) 

 

Le cellule staminali embrionali possono derivare sia dal blastoderma che 

dalle linee germinali primordiali e alcune colture di cellule embrionali di pesci, 

uccelli e alcune varietà di mammiferi sono già di uso comune nella ricerca [Pain et 

al., 1996; Hong et al., 1998]. Tali cellule possono dividersi in modo simmetrico 

per moltissime volte, senza andare incontro a processi di differenziazione e 

mantenendo un cariotipo normale e diploide. Sono capaci individualmente di dare 

origine a cellule derivanti dai tre foglietti embrionali germinali (ectoderma, 

mesoderma, endoderma) e a cellule germinali. Ogni singola cellula embrionale 

staminale può originare colonie di cellule geneticamente uguali (cloni) che 

mantengono inalterate le proprietà della cellula da cui originano. Le ESC si 

differenziano in modo casuale in vitro, ma se iniettate in una blastocisti 

contribuiscono alla formazione di tutti i tessuti indicando che, durante lo sviluppo, 

rispondono a tutti i segnali di migrazione, proliferazione e differenziazione [Smith, 

2001]. 

Il mantenimento della pluripotenzialità richiede l’espressione di alcuni fattori di 

trascrizione e, in particolare, di quelli della famiglia POU (Pit-1/GHF-1, Oct-2 e 

Unc-86), quali OCT-3 e OCT-4 (Octamer - binding transcription factor), che sono 

presenti solo in coltura di cellule indifferenziate derivanti dall’embrione.  

Nei mammiferi queste cellule sono localizzate nella Massa Cellulare Interna e 

precisamente nell’epiblasto. ESC umane sono state stabilizzate in coltura, da 

blastocisti derivanti da fecondazioni in vitro e da cellule primordiali germinali di 

embrioni di 5 - 9 settimane di vita [Thomson et al., 1998; Shamblott et al., 1998]. 

Queste cellule esprimono marker specifici della pluripotenzialità quali SSEA-3 e 

SSEA-4 (Stage - Specific Embryonic Antigens), TRA-1-60 e TRA-1-81 (Tumor 

Rejection Antigen), fosfatasi alcalina e alti livelli dell’enzima telomerasi, 

responsabile del mantenimento della lunghezza delle sequenze telomeriche durante 

le divisioni cellulari. Queste linee umane differenziano occasionalmente in vitro, 

ma se iniettate in blastocisti di topi immunodepressi partecipano alla formazione di 

tessuti come il muscolo [Thomson et al., 1998].  

L’utilizzo delle ESC risulta essere di fondamentale interesse per la comprensione 

dei geni coinvolti durante lo sviluppo embrionale: tramite il loro impiego si 



possono identificare gli eventi genetici, molecolari e cellulari che stanno alla base 

di molte patologie congenite e malformazioni placentari che causano aborti 

spontanei e studiare anomalie cromosomiche responsabili dello sviluppo di tumori 

nei bambini. Poiché l’uso di queste cellule è legato a non pochi problemi di natura 

etica, la ricerca scientifica si è indirizzata alla scoperta di nuove fonti di cellule 

staminali, quali ad esempio i tessuti dell’adulto. 

 

 

b. Cellule staminali da tessuti adulti (ASC) 

 

Sono cellule non specializzate reperibili tra cellule specializzate di un 

tessuto specifico, quale midollo osseo, sangue periferico, fegato, cervello, milza, 

tessuto adiposo, muscolo scheletrico, placenta, cordone ombelicale, sangue 

cordonale [Markov et al., 2007] e, secondo quanto recentemente scoperto, anche 

nel liquido amniotico [De Coppi et al., 2007]. Sono prevalentemente multipotenti 

e, prima di raggiungere la differenziazione completa, passano attraverso uno stadio 

intermedio, nel quale vengono definite come progenitori “committed” e 

cominciano a differenziarsi seguendo una via già stabilita. Tali cellule sono poco 

numerose e localizzate in diversi tessuti del corpo umano, dove si comportano in 

vari modi a seconda dell’ambiente circostante. Importante è anche sottolineare che 

non si conosce ancora esattamente quale sia la loro origine. Le cellule staminali 

adulte si dividono in cellule staminali derivanti da tessuti di origine mesodermica, 

ectodermica ed endodermica. 

Alla prima categoria appartengono le cellule staminali ematopoietiche che hanno 

la capacità di ricostruire l’intero sistema ematopoietico, in quanto da esse derivano 

tutti gli elementi corpuscolati del sangue: eritrociti, piastrine, granulociti, monociti 

e linfociti (B, T, NK). Possono venire isolate dal sangue periferico, dal midollo 

osseo o dal sangue proveniente dal cordone ombelicale. Le cellule staminali adulte 

provvedono al mantenimento dei tessuti e alla loro eventuale riparazione in seguito 

ad un danno, ma le loro capacità non sono illimitate, e quando vengono a mancare 

inevitabilmente i tessuti e gli organi tendono a decadere. Per quanto riguarda l’uso 

terapeutico vi sono ancora delle difficoltà nella crescita e nella coltivazione in 

vitro, e pertanto sono necessarie ulteriori sperimentazioni. 



Da recenti studi sembra che abbiano una particolare plasticità, ovvero la capacità 

di differenziarsi  in cellule di tessuti distanti e non correlati grazie alla loro 

capacità di cambiare le caratteristiche fenotipiche: è noto che cellule staminali 

nello stroma del midollo osseo, le cellule staminali mesenchimali [Caplan, 1991] 

possono trasformarsi in cellule epatiche [Petersen et al., 1999], neurali, muscolari 

scheletriche, renali, adipociti [Jiang et al., 2002], condrociti, osteoblasti [Pittenger 

et al., 2000]. e cardiomiociti [Lin et al., 2000; Orlic et al., 2001].  

La plasticità delle cellule staminali derivanti da tessuti dell’adulto potrebbe 

rivelarsi utilissima per la ricostruzione di tessuti specifici , spostando l’attenzione 

più su questo tipo di cellule che su quelle embrionali. Per lungo tempo si è creduto 

che le cellule staminali adulte potessero differenziarsi esclusivamente nella linea 

cellulare dell’organo in cui risiedono. Esistono, tuttavia, delle eccezioni in cui le 

cellule di un tessuto si differenziano in cellule di un altro, probabilmente mediante 

processi metaplastici, di plasticità cellulare e di transdifferenziazione [Tosh et al., 

2002, Caplan, 2007]. 

Altrettanto importante è assicurarsi che le cellule differenziate siano in grado di 

funzionare secondo i parametri fisiologici e che quindi esprimano i geni della 

cellula matura verso la quale si è indotto il differenziamento. E’ indispensabile 

quindi analizzare tutte le condizioni di coltura quali la tensione di ossigeno, il pH, 

la concentrazione di glucosio, la concentrazione dei fattori di crescita e delle 

citochine, i componenti del siero, la frequenza del cambio di terreno durante la 

coltura, in quanto questi fattori possono influenzare la variabilità e il turnover di 

specifici stadi di espressione genica dei diversi tipi di cellule staminali. 

In conclusione, quindi, l’analisi e il monitoraggio di tutti questi parametri possono 

permettere di affinare ed approfondire delle nuove tecniche e strategie atte ad 

aumentare la plasticità delle cellule staminali di derivazione non embrionale. 

 

 

 

 

 

 

 



6. LE CELLULE SATELLITE DEL MUSCOLO  

 

 Le cellule satellite del muscolo scheletrico – scoperte da Katz e Mauro nel 

1961- sono cellule miogeniche, multinucleate e quiescenti, localizzate sulla 

superficie delle fibre muscolari differenziate in modo terminale, tra il sarcolemma e 

la membrana basale [Morgan et Partridge, 2002]. Tali cellule sono normalmente 

quiescenti nel muscolo adulto, ma fungono da popolazione cellulare di riserva in 

grado di proliferare a seguito di eventuali danni, dando così origine alla 

rigenerazione del muscolo scheletrico e ad altre cellule satellite.  

Il numero di queste particolari cellule varia anche con l’età, in quanto al momento 

della nascita è stimato essere attorno al 32% ma poi diminuisce con l’età, 

mantenendosi ad un livello di 1-5% nell’adulto [Gibson et al., 1982; Schultz et al., 

1994]. In realtà sembra essere più un declino funzionale nell’attivazione, 

relazionato all’attività contrattile, all’influenza ormonale e alle malattie, che una 

vera perdita nel numero di cellule [Conboy et al., 2003]. 

La recente scoperta di numerosi marker espressi dalle cellule satellite ha 

evidenziato come queste cellule, le quali per lungo tempo erano state considerate 

come una popolazione omogenea di cellule staminali del muscolo, possano non 

essere equivalenti: vi è la possibilità che una sub - popolazione di cellule satellite 

possa essere derivata da una cellula staminale ancor più primitiva. Le cellule 

precursori muscolari derivate da cellule satellite possono essere impiegate per 

riparare e rigenerare il muscolo scheletrico danneggiato o miopatico, oppure 

possono essere usate come vettori nella terapia genica. 

Le cellule satellite compaiono ai margini delle fibre muscolari a circa diciassette 

giorni e mezzo “postcoitum”, dopo che si sono formate le fibre muscolari primarie. 

La loro origine non è tuttora conosciuta, ma c’è evidenza che esse derivino 

dall’aorta dorsale [Seale et Rudnicki, 2000]. Fino a poco tempo fa, per identificare 

le cellule satellite c’era bisogno di un’accuratezza estrema nell’uso della 

microscopia elettronica; la scoperta di fattori proteici espressi dalle cellule satellite, 

ma non dai mionuclei nelle fibre muscolari postmitotiche, ha semplificato il loro 

studio. La M–caderina, una molecola di adesione cellulare calcio – dipendente, la 

C–met, recettore per il fattore di crescita epatocitico (HGF), il fattore nucleare 



miocitico (MNF) e la Pax–7, fattore di trascrizione di tipo “paired box”, sono tutti 

fattori espressi dalle cellule satellite [Hawke et Garry, 2001]. 

Una nuova metodologia di preparazione di fibre muscolari isolate, vitali, con la 

sola presenza delle loro cellule satellite e di nessun altro tipo cellulare, ha reso più 

semplice ricercare i markers che sono presenti su queste cellule. Usando queste 

preparazioni, si è dimostrato che le cellule satellite quiescenti su singole fibre 

muscolari di ratto esprimono entrambi i fattori di crescita miogenica Myf-5 e CD 

34, il quale è anche presente nelle cellule staminali ematopoietiche attivate. Questo 

ha suggerito che il CD 34 può bloccare in uno stato quiescente i precursori 

“committed”, pronti per una susseguente attivazione. Tutti i mionuclei contenuti 

nelle fibre muscolari, ottenute dal muscolo extensor digitorum longus di ratti 

transgenici, nei quali il promotore di miosina 3f porta alla produzione di β–gal, 

esprimono la β–gal ma questo non avviene per le cellule satellite. Si presumeva che 

le cellule β–gal negative presenti in tali fibre fossero cellule satellite e che la 

maggior parte di esse esprimesse sia M–caderina che CD34. 

Comunque, un piccolo numero di cellule satellite β-gal negative non esprimono 

Myf–5, CD 34 o M-caderina, indicando così la possibilità che non tutte le cellule 

satellite siano equivalenti; le cellule non marcate possono rappresentare un tipo di 

cellula precursore / staminale minormente impegnato [Beauchamp et al., 2000; 

Zammit et Beauchamp, 2001]. 

Durante lo sviluppo postnatale, le cellule satellite proliferano e la loro progenie si 

unisce alle fibre muscolari in crescita; qualche altra dà origine a nuove cellule 

satellite. A dispetto di tal rifornimento del pool di cellule satellite durante la 

crescita muscolare, il loro numero, che è molto elevato nel muscolo subito dopo la 

nascita, diminuisce con l’età [Bischoff, 1997]. 

Benché studi sulla lunghezza dei telomeri abbiano mostrato come il ricambio di 

cellule satellite sia molto piccolo o addirittura assente nel muscolo scheletrico 

adulto non danneggiato e non miopatico [Decary et al., 1997], le cellule satellite si 

rendono attive in seguito a lesioni. Cellule satellite quiescenti possono essere 

attivate da HGF [Tatsumi, et al., 1998]. 

Le cellule satellite attive esprimono fattori attivatori miogenici, in modo simile alle 

cellule precursori del muscolo durante lo sviluppo del muscolo scheletrico. Esse 

proliferano e quindi si fondono sia le une con le altre a formare miotubi, che si 



sviluppano in miofibre, oppure si uniscono ai segmenti lesionati delle fibre 

muscolari. Si è visto che cloni di cellule satellite hanno la capacità di dare origine a 

nuovo tessuto muscolare e di auto rinnovarsi per generare in vivo altre cellule 

satellite [Blaveri et al., 1999]. Queste cellule sono anche mantenute nel muscolo 

ospite come precursori “long – lived”, capaci di dar origine a nuovo muscolo in 

caso di bisogno [Gross et Morgan, 1999]. Tali cloni soddisfano quindi tutti i criteri 

caratterizzanti una cellula staminale, sebbene in modo specifico per quel tessuto. 

C’è un’evidenza di tipo funzionale che mostra come le cellule satellite siano una 

popolazione eterogenea. A seguito di un danno, di una lesione alcune si 

moltiplicano prima di differenziarsi in muscolo o di generare altre cellule satellite; 

altre, attivate, non proliferano prima di fondersi con le fibre muscolari danneggiate 

e si ritiene che queste siano maggiormente impegnate come  precursori [Zammit et 

Beuchamp, 2001]. 

Molti fattori di crescita sono implicati nella chemiotassi, nella proliferazione e 

nella differenziazione delle cellule satellite. Fibre muscolari volutamente 

schiacciate producono numerosi fattori mitogenici per le cellule progenitrici del 

muscolo, alcuni dei quali sono stati identificati, quali il fattore basico di crescita dei 

fibroblasti (bFGF) e il fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF–BB). 

I macrofagi, che invadono l’area lesionata e fagocitano il tessuto danneggiato, 

producono anch’essi fattori di crescita, quali PDGF, TGF–β, basic-FGF che sono 

mitogenici per le cellule progenitrici del muscolo. Anche fattori di crescita come 

HGF, basic-FGF e il fattore di crescita insulino–simile 1 (IGF–1), TGF–β 

promuovono la chemiotassi di cellule satellite nel tessuto in coltura [Bischoff, 

1997]. 

Le cellule satellite vicine al sito lesionato sono quindi indotte a replicarsi e a 

migrare, tuttavia è evidente che le cellule satellite penetrano nel luogo ove è 

presente una lesione da ogni parte all’interno del muscolo o, in circostanze critiche, 

anche dai muscoli attigui [Hawke et Garry, 2001; Seale et Rudnicki, 2000]. 

 

 

 

 

 



7. INGEGNERIA TESSUTALE E TESSUTO MUSCOLARE 
 SCHELETRICO 
 

L’ingegneria tessutale del muscolo scheletrico presenta importanti 

applicazioni in patologie congenite acquisite che possono portare spesso ad una 

morte precoce i bambini che ne sono colpiti. 

Nel neonato, il trattamento dei difetti della parete addominale e del diaframma 

presentano caratteristiche particolari in quanto l’intervento deve tenere conto della 

crescita del soggetto; va quindi riparata la situazione anatomica senza interferire 

con i successivi processi di accrescimento. Le tecniche chirurgiche sono molteplici, 

certamente la procedura più semplice è la riparazione per prima intenzione 

utilizzando il muscolo residuo. Quando non esiste questa possibilità vengono usati 

materiali protesici sintetici, quali ad esempio fogli di silicone rinforzati con Dacron 

(Silastic), reti di Vicryl ricoperte di collagene, politetrafluoro etilene espanso 

(PTFE), poliesteri fluorinati. Questi però non permettono la crescita cellulare e non 

seguono lo sviluppo dell’organismo ricevente, offrendo solamente una soluzione 

transitoria al problema. Spesso sono associati anche a diverse complicazioni post-

operatorie come infezioni della ferita, fistole dell’intestino, estrusione dalla rete dei 

polimeri e una ricomparsa del difetto in circa il 25% dei casi [Luijendijk et al., 

2000].  

Al contrario, i materiali biologici, oltre a favorire l’adesione e la proliferazione 

cellulare in vitro e in vivo, sono meno suscettibili alle infezioni e causano minori 

rezioni di rigetto. Un esempio di questi biomateriali è la SIS (Small Intestinal 

Submucosa) che deriva dalla matrice extracellulare della tonaca sottomucosa 

dell’intestino tenue  di suino ed è stata valutata come sostituto della parete 

addominale in modelli animali di ratto e di coniglio. 

Applicando i concetti dell’ingegneria tessutale, alcuni ricercatori [Fauza et al., 

2001] hanno riportato risultati positivi nell’impiego della SIS seminata con 

mioblasti fetali per la riparazione di difetti diaframmatici su feti di agnello. Le 

cellule seminate hanno facilitato la rigenerazione e la crescita tessutale, a differenza 

dello scaffold naturale senza cellule seminate che è stato utilizzato come controllo 

negativo. 



Nell’esperienza di Jyn-Yao et al. (2003), per la cura di vasti difetti della parete 

addominale in ratti Lewis, sono stati utilizzati costrutti tessutali ingegnerizzati 

costituiti da un gel di collagene, su cui sono state seminate cellule muscolari e 

fibroblasti, e questo è stato collocato tra due strati di SIS. I risultati positivi per 

questo tipo di patch protesico sono dovuti sia ad una maggiore performance 

meccanica sia alla neovascolarizzazione come supporto delle nuove cellule 

garantendo così, a differenza delle matrici acellulari,  una maggiore infiltrazione.  

I tessuti ricostruiti in vitro possono quindi essere  una scelta valida come sostituti 

della parete addominale. 

Esperimenti effettuati inizialmente hanno evidenziato che la matrice acellulare 

muscolare omologa, utilizzata in vivo per riparare un difetto nella parete muscolare 

addominale, non veniva ripopolata dalle cellule muscolari scheletriche dell’ospite 

ed era progressivamente rimodellata in tessuto fibroso. Pertanto essa, sebbene non 

fosse stata rigettata e non avesse indotto un’importante risposta infiammatoria, non 

rappresentava un valido sostituto tissutale [Gamba et al., 2002]. Successivamente è 

stato utilizzato lo stesso tipo di matrice, ma preventivamente ripopolata da 

mioblasti autologhi, in grado di migliorare la biocompatibilità in vivo degli 

impianti [Marzaro et al., 2002].   

Per il riparo di estesi difetti muscolari, viene riportato in bibliografia l’utilizzo di 

differenti tipi di supporti per l’adesione e la crescita di mioblasti, quali ad esempio 

maglie di acido poliglicolico o di collagene di tipo I [Saxena et al., 1999], 

soluzione di calcio-alginato, fibre di acido poliglicolico e idrogeli di acido 

ialuronico, [Kamelger et al.2004], gel di fibrina iniettato direttamente nel difetto 

muscolare con il sistema di iniezione Duploject [Beier et al.,2004]. Nonostante i 

risultati positivi, bisogna sottolineare che in tutti questi lavori la sperimentazione in 

vivo era di durata limitata, non superando mai il periodo di 6 settimane. 

In un altro lavoro [Conconi et al., 2005] con sostituti muscolari, formati da matrice 

acellulare e mioblasti ottenuti da ratti Sprague-Dawley, abbiamo dimostrato che 

tutti gli impianti, oltre ad essere ben integrati nel tessuto del ricevente, venivano 

ripopolati da cellule muscolari scheletriche e rispondevano in modo positivo in 

studi elettrofisiologici. Dopo 3 mesi dall’impianto, però, il patch risultava essere 

circondato da tessuto adiposo e fibroso e il suo spessore era diminuito così come 

l’attività elettrica, suggerendo una perdita delle fibre muscolari. Ciò era dovuto al 



sito anatomico dell’impianto, in quanto questo era stato inserito tra il muscolo 

obliquo esterno e interno dell’addome, interrompendo così la continuità funzionale 

con il muscolo dell’organismo ricevente. 

Partendo da questi presupposti, abbiamo utilizzato ratti Lewis singenici dotati, cioè, 

di un patrimonio genetico uguale o molto simile, rendendo possibile il trapianto di 

organi e/o tessuti da un individuo all’altro senza pericolo di rigetto [De Coppi et 

al., 2006]. I sostituti muscolari ottenuti in vitro formati da mioblasti ricavati da ratti 

di cariotipo XY e matrice acellulare sono stati utilizzati in vivo per riparare difetti a 

tutto spessore della parete addominale in ratti di cariotipo XX. In questo caso è 

stato accertato che i sostituti muscolari venivano ripopolati in vivo da strutture 

dotate di innervazione e simili alle fibre muscolari scheletriche, in grado di 

mantenere nell’ospite la loro integrità strutturale fino a 9 mesi, senza andare 

incontro ad atrofia o ad altri segni di degenerazione. Tutti gli animali erano 

sopravvissuti all’intervento senza contrarre infezioni; gli impianti apparivano ben 

conservati rispetto alle dimensioni originali, ben integrati nel tessuto del ricevente e 

vascolarizzati. La valutazione degli esiti degli impianti é avvenuta dopo 1, 2, 3 e 9 

mesi dall’intervento tramite analisi istochimica, immunoistochimica e molecolare. 

Gli impianti sono stati sottoposti ad analisi molecolare per verificare l’espressione 

del gene SrY, marcatore del cromosoma Y e ad analisi immunoistochimica con 

l’anticorpo anti-VAChT (vesicular acetylcholine transporter). E’ risultato che 

questo trasportatore veniva espresso sulla superficie delle fibre muscolari 

neoformate a partire dal primo mese successivo all’intervento. Visti questi risultati 

positivi, in un altro lavoro [Conconi et al., accepted] si è verificato che tale 

approccio può essere applicabile anche al trattamento dell’ernia diaframmatica 

congenita (CDH).  

 

 

8. CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI 

 

Benchè i risultati ottenuti siano molto promettenti, in vista di possibili 

future applicazioni mediche, emerge un problema quando le cellule satelliti del 

muscolo abbiano una funzionalità compromessa o il loro numero sia esiguo 



all’interno delle fibre muscolari. Per superare questo problema, abbiamo rivolto 

parte del nostro studio all'identificazione di fonti alternative di cellule e loro 

utilizzo nella rigenerazione muscolare, come le cellule staminali di derivazione 

fetale. Le cellule staminali mesenchimali (MSC) sono cellule self-renewal, con 

caratteristiche di pluripotenzialità, inizialmente identificate nel midollo osseo e, più 

recentemente, in molti altri tessuti fetali e adulti, compreso il tessuto osseo, il 

liquido sinoviale, il tessuto muscolare, il tessuto adiposo e il sangue del cordone 

ombelicale [Baksh et al., 2004; Barry et al., 2003; Prockop et al., 2003]. Le MSC 

poste in coltura, formano colonie di cellule aderenti caratterizzate da morfologia 

fibroblastoide. Esse sono in grado di differenziarsi in vitro in vari tipi di cellule di 

origine mesodermica, quali condrociti, osteoblasti, adipociti e mioblasti [Dominici 

et al., 2006].  

Le MSC sembrano essere anche in grado di differenziarsi in cellule non 

appartenenti alla linea mesodermica come, ad esempio, le cellule neuronali [Munoz 

et al., 2005]. Le MSC hanno attirato l'attenzione per sviluppare future terapie 

cellulari e geniche per diversi motivi: 1) sono facilmente ottenibili da tessuti adulti, 

e quindi sono slegate da problematiche di carattere etico, a differenza delle cellule 

staminali embrionali; 2) possono essere rapidamente espanse, senza perdere il 

fenotipo o la capacità differenziativa; 3) sono in possesso di un fenotipo 

superficiale scarsamente riconosciuto da cellule di tipo T (assenza di MHC II) 

[Devine at al., 2000; Majumdar et al., 2003; Gotherstrom et al., 2004]. La loro 

natura ipo-immunogenica consente il trapianto allogenico [Ryan et al, 2005; 

Caplan, 2007], che viene ben tollerato [Liechty et al., 2000; Grinnemo et al., 2004; 

Mansilla et al., 2005]. Il potenziale terapeutico delle MSC è già stato dimostrata 

non solo su modelli animali, ma anche in studi su un piccolo numero di pazienti. 

Per esempio, MSC sono state utilizzate in pazienti affetti da osteogenesis 

imperfecta, sindrome di Hurler, leucodistrofia metacromatica e malattia di Buerger, 

e nei pazienti che avevano subito lesioni del midollo spinale o post-infarto al 

miocardio [Fouillard et al., 2003; Wollert et al., 2004; Kim et al., 2006].  

MSC umane, isolate dalla membrana sinoviale, sono state trapiantate in topi dopo 

degenerazione muscolare indotta con cardiotossina (CTX), e in topi mdx affetti da 

distrofia muscolare di Duchenne [De Bari et al., 2003]. Dopo l’impiantato nel 

muscolo, le MSC hanno contribuito alla formazione di miofibre e hanno 



contribuito alla conservazione di cellule satellite a lungo termine. Questo studio ha 

dimostrato che un piccolo numero di MSC, iniettato nel flusso sanguigno, sono in 

grado di integrarsi in diversi tessuti. Tuttavia, le MSC possono acquisire il fenotipo 

muscolare solo quando si trovino all'interno del muscolo scheletrico, ma non in 

altri tessuti, suggerendo che il  differenziamento in vivo delle MSC è sensibile ai 

segnali ambientali. Inoltre, alcune delle cellule trapiantate persistevano come 

cellule satelliti funzionanti e continuavano a ripristinare le fibre muscolari 

dell’ospite senza ripetere il trapianto [Dezawa et al., 2005].  

Il sangue del cordone ombelicale umano (UCB), è stato sempre più oggetto di 

studio come fonte alternativa al midollo osseo per ottenere cellule staminali 

multipotenti. Oggi, il sangue cordonale è una fonte ampliamente accettata di cellule 

staminali ematopoietiche, e trapianti di cellule staminali di derivazione cordonale 

sono stati eseguiti con successo per una serie di malattie ematologiche e 

oncologiche [Chao et al., 2004]. Inoltre, esso contiene oltre che cellule 

ematopoietiche, anche cellule staminali mesenchimali, aprendo la strada verso 

nuovi potenziali [Erices et al., 2000; Mertelsmann, 2000]. Rispetto al sangue 

periferico, il sangue del cordone ombelicale ha una quantità di cellule staminali 

dieci volte maggiore, e leggermente inferiore a quella delle staminali derivanti da 

midollo osseo (10:15 rispettivamente), ma dotate di maggiore capacità proliferativa 

[Murohara, 2001].  

Sembra che la graft-versus-host disease (GVHD), una terribile complicanza 

immunitaria legata ai trapianti, si verifichi meno frequentemente quando le cellule 

utilizzate derivano da UCB, rispetto alle cellule ottenute da tessuti adulti [Schmitz 

et al. 2002] La contaminazione materna delle cellule ha dimostrato di non essere un 

grave problema [Lu et al., 1996]. Inoltre, la corrispondenza immunologica e il 

potenziale engraftment positivo di cellule staminali del sangue cordonale può 

richiedere soltanto un matching di 3 su 6 marcatori di classe MHC, mentre il 

midollo osseo di solito richiede una corrispondenza non inferiore a 5 su 6 per un 

simile risultato [Kurtzberg et al., 1996]. 

Le MSC risultano essere pertanto una possibile alternativa alle cellule satellite delle 

fibre muscolari nella riparazione della muscolatura scheletrica. Esiste infatti la 

possibilità di prelevare, all’atto della nascita, il sangue cordonale e di stoccarlo in 

banche di tessuti, così da avere una riserva autologa di MSC da utilizzare nel 



trattamento di malattie congenite muscolari, quali ad esempio la gastroschisi e 

l’onfalocele. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SCOPO DELLA TESI 

 

 Per la riparazione di difetti muscolari a tutto spessore, sono stati proposti 

numerosi approcci  sperimentali, che prevedono l’utilizzo di differenti  tipi di 

supporti per l’adesione e la crescita di mioblasti, quali ad esempio maglie di acido 

poliglicolico o di collagene di tipo I, alginato e idrogeli di acido ialuronico, gel di 

fibrina. Tuttavia, i risultati ottenuti non sono stati pienamente soddisfacenti sia per 

una mancata o incompleta ricostruzione di tutte le componenti muscolari, che per la 

durata limitata della sperimentazione in vivo. In precedenti lavori il gruppo di 

ricerca, presso il quale è stata svolta questa tesi, ha evidenziato come la sola 

matrice cellulare omologa del muscolo scheletrico non sia in grado di riparare 

difetti muscolari [Gamba et al., 2002] e che la presenza di cellule satellite 

autologhe all’interno del sostituto muscolare rappresenti un fattore essenziale per 

migliorare la biocompatibilità in vivo degli impianti [Marzaro et al., 2002]. 

Successivamente, è stato dimostrato che, dopo 9 mesi dall’impianto in ratti, 

sostituti muscolari formati da matrice acellulare e mioblasti mantenevano lo 

spessore e le dimensioni originali e venivano completamente ripopolati da cellule 

muscolari scheletriche e da elementi del sistema nervoso [Conconi et al., 2005; De 

Coppi et al., 2006]. 

Partendo da questi risultati incoraggianti, è apparso interessante chiarire i parametri 

e i meccanismi molecolari coinvolti nel processo rigenerativo che avviene in tale 

modello sperimentale. In questo contesto si inserisce questo lavoro sperimentale 

nel quale è stata valutata l’espressione dei geni coinvolti nella rigenerazione del 

muscolo scheletrico e delle fibre nervose mediante procedure immunoistochimiche 

e di RT-PCR effettuate sugli impianti a 1 settimana, 1 mese, 2 mesi e 3 mesi 

dall’intervento. 

Benchè i risultati ottenuti siano molto promettenti, in vista di possibili future 

applicazioni mediche, emerge un problema quando le cellule satelliti del muscolo 

abbiano una funzionalità compromessa o il loro numero sia esiguo all’interno delle 

fibre muscolari. Per superare questo problema, abbiamo rivolto parte del nostro 

studio all'identificazione di fonti alternative di cellule e loro utilizzo nella 

rigenerazione muscolare, come le cellule staminali di derivazione fetale. 



Si è quindi voluto studiare quindi l’utilizzo di cellule mesenchimali ottenute dal 

sangue cordonale che sono state differenziate in vitro verso la linea miogenica. 

Inoltre, sono state impiantate in vivo nel muscolo tibialis anterior di ratto Lewis, 

precedentemente danneggiato, così da valutarne l’eventuale ruolo e apporto nella 

rigenerazione muscolare. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



MATERIALI E METODI 

 

SPERIMENTAZIONE IN VITRO 

 

1. Mioblasti derivati da cellule satellite del muscolo scheletrico 

 

a. Colture cellulari 

 

Le cellule satellite sono state estratte dal muscolo flexor digitorum brevis (FBD) 

della zampa posteriore di ratti Lewis di sesso maschile di circa 100g di peso. I ratti 

sono stati sacrificati e, in seguito, è stata effettuata un’incisione longitudinale alla 

pianta della zampa, distaccando il muscolo dalle sue connessioni tendinee e 

prestando attenzione che la lama del bisturi non andasse a ledere il tessuto 

muscolare per non rovinare le fibre in esso contenute. 

Il muscolo estratto è stato immerso per un lavaggio in soluzione salina tamponata 

(PBS, Posphate Buffer Saline costituito da 80g NaCl, Na2HPO4 × 12 H20, 2g KCl e 

2g KHPO4 in 1000ml di acqua distillata) contenente antibiotico/fungizone (AF, 

Streptomicina e Anfotericina B, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO). In 

condizioni sterili sotto cappa a flusso laminare, il muscolo è stato trasferito in una 

piastra da 6 pozzetti (Falcon) contenente 2 ml di una soluzione allo 0,2% (wt/vol) 

di collagenasi tipo I (Worthington Biochemical, Lakewood, N.J., USA) in DMEM 

(Dulbecco Modified Eagles Medium, Sigma) e incubato a 37°C per 2 ore e 45 

minuti. La collagenasi opera una digestione enzimatica della struttura generale del 

muscolo (endomisio e perimisio), permettendo alle fibre muscolari di staccarsi le 

une dalle altre.  

Successivamente, il muscolo è stato trasferito in un secondo pozzetto contenente 

terreno di semina, prestando attenzione a trasportare la totalità del muscolo e la 

minor quantità di soluzione enzimatica.  

Il terreno di semina era composto da Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM ad alto tenore di glucosio [4500 mg/l], Sigma) contenente il 10% di Horse 

Serum (HS, Invitrogen Italia, San Giuliano Milanese, Italy), 1% 



Antibiotico/Fungizone (AF) e 0,5% Chick Embryo Extract (CEE ultrafiltrate, 

Invitrogen). 

L’Horse Serum disattiva la collagenasi interrompendo così la digestione 

enzimatica. 

A questo punto sono stati condizionati dei pozzetti tramite l’utilizzo di Matrigel 

(MATRIGEL® Basament Membrane Matrix, Becton Dickinson, Bedford, MA, 

USA) e DMEM in rapporto 1:10 (v/v). In ogni pozzetto sono state seminate le fibre 

che precedentemente sono state separate con una Gilson da 200 µl e isolate al 

microscopio ottico. 

Il Matrigel per essere pronto all’uso è stato scongelato in ghiaccio a 4ºC e tutte le 

operazioni sono state eseguite velocemente per evitare la gelificazione. 

Le fibre muscolari sono state lasciate con la minima quantità di terreno per 72 ore 

in incubatore a 37°C e 5% di CO2.  

Al termine dei 3 giorni sono stati aggiunti lentamente per pozzetto circa 2 ml di 

terreno di semina. Dopo circa 48 ore il terreno di semina è stato eliminato e, in 

seguito ad un lavaggio con PBS, le colture sono state staccate con 0,002 % EDTA 

(Sigma) e 0,25% tripsina (Sigma) in PBS, in rapporto 1:1 (v/v). Sono state quindi 

centrifugate per 5 minuti a 1500 rpm, il pellet è stato risospeso in terreno di 

proliferazione e le cellule seminate in piastre Petri da 10 ml (Falcon) 

precedentemente condizionate con Matrigel e DMEM, in rapporto1:20 (v/v). 

 

Il terreno di proliferazione era composto da DMEM (high glucose) contenente 

20% FBS, 10% HS; 1% CEE e 1% AF . 

Il terreno di proliferazione è stato cambiato a giorni alterni, eseguendo prima un 

breve lavaggio in PBS.  

 

b. Ottenimento della matrice acellulare  

 

La matrice acellulare omologa è stata ottenuta in condizioni sterili dai muscoli 

della parete addominale di ratti Lewis di sesso femminile. Il tessuto è stato 

immerso in PBS contenente l’1% di AF per un lavaggio preliminare e 

successivamente trattato, secondo il metodo di Meezan et al. (1975), con: 

  



- Acqua MilliQ autoclavata contenente AF in rapporto 10:1 per 72 ore a 4°C, 

per ottenere l’osmolisi cellulare; 

- Soluzione al 4% di deossicolato di sodio (Sigma) in acqua MilliQ per 4 ore 

sotto agitazione, a temperatura ambiente. Essendo un detergente 

tensioattivo disgrega la componente lipidica delle membrane cellulari;  

- Lavaggio in PBS; 

- 2000 kU di deossiribonucleasi I (DNAsi, Sigma) in soluzione di NaCl 1M 

(Sigma), per 3 ore sotto agitazione a temperatura ambiente al fine di 

distruggere gli acidi nucleici che si liberano; 

- Lavaggio in PBS. 

 

Per ottenere la matrice acellulare sono stati effettuati due cicli del trattamento sopra 

descritto. Alla fine del primo e del secondo ciclo si è ripulito, sempre in condizioni 

sterili, il tessuto muscolare da eventuali parti connettivali residue. 

L’assenza di elementi cellulari è stata confermata mediante analisi istologica per 

mezzo della colorazione con ematossilina-eosina (l’ematossilina, basica, colora il 

nucleo in blu; l’eosina, acida, colora il citoplasma in rosa). La matrice acellulare è 

stata conservata in PBS con aggiunta di AF a 4°C fino al momento del suo utilizzo. 

 

 

c. Saggio in vivo su membrana corioallantoidea di pollo (CAM test) 

 

La membrana corioallantoidea è una struttura extrauterina altamente 

vascolarizzata che delimita internamente il guscio delle uova di uccelli e rettili, 

mentre in molti mammiferi è identificabile con la placenta. Si forma dalla fusione 

tra la membrana allantoidea e il corion dopo quattro giorni dall’avvenuta 

fertilizzazione dell’uovo. Mentre l’allantoide è una componente extraembrionale di 

derivazione mesodermica, in cui già a partire dal terzo giorno inizia a prendere 

forma una rete vascolare primitiva, il corion è invece un epitelio di origine 

ectodermica.  

Il primo abbozzo vascolare continua a proliferare e a differenziare fino ad originare 

un sistema capillare arteriovenoso che dall’allantoide si estende fino alla zona 



subito al di sotto del corion, e in questo modo media gli scambi gassosi con 

l’ambiente esterno. Il rapido sviluppo capillare cessa al giorno 11°, con arresto e 

decremento della proliferazione delle cellule endoteliali, per lasciar posto a 

fenomeni di maturazione e arrangiamento dell’apparato vascolare, che terminano 

poco prima (18°giorno) della schiusa dell’uovo [Ausprunk et al., 1974].  

Il test è stato condotto presso il laboratorio del Prof. Ribatti, docente di Anatomia 

Umana, Istologia ed Embriologia; Dip. di Scienze Biomediche ed Oncologia 

Umana, dell’Università di Bari. 

Uova di pollo White Leghorn fertilizzate, sono state poste in incubatore a 37°C in 

atmosfera umidificata. Dopo 3 giorni con una siringa senza ago, a livello 

dell’estremità più appuntita dell’uovo, si è aspirato un volume di 2-3 mL di 

albume, in modo da favorire il distacco della membrana corioallantoidea dal 

guscio. Una porzione di quest’ultimo è stata rimossa con l’aiuto di forbici a creare 

un’apertura da cui fosse visibile la CAM. La finestra è stata poi chiusa con un 

vetrino e il tutto è stato riposto nuovamente in incubatore. All’8° giorno, sulla 

superficie esposta della membrana, sono state impiantate le matrici acellulari da 

testare e delle spugne sterili di gelatina di circa 1mm3, con adsorbito b-FGF 

(500ng/embrione) disciolto in 1 µL di PBS [Ribatti et al., 2006]. 

Il fattore di crescita pro-angiogenico b-FGF è stato impiegato come controllo 

positivo, mentre il solo PBS, usato come veicolo, è servito da controllo negativo. 

Le uova riposte in incubatore, sono state esaminate giornalmente fino al 12° giorno 

e fotografate in ovo (direttamente sull’uovo, senza la rimozione dell’impianto) con 

uno stereomicroscopio dotato di fotocamera, Camera System MC 63 (Zeiss, 

Oberkochen, Germany), ad ingrandimento 50x.  

La quantificazione della risposa angiogenica indotta, è stata valutata contanto i vasi 

sanguigni che dalla CAM sono migrati all’interno dell’impianto e della spugne. La 

conta è stata effettuata da due diversi esaminatori, in modalità a doppio cieco. 

L’analisi statistica dei dati di ciascun campione, media di 20 esperimenti, è stata 

effettuata con t-test di Student. 

 

 



d. Colture in vitro di mioblasti su matrice acellulare  

 

Colture primarie di mioblasti sono state staccate e le cellule (104/cm2) sono state 

seminate sulla matrice acellulare, e coltivate con terreno di proliferazione. A 

distanza di 1, 2 e 7 giorni dalla semina, le cellule sono state fissate in glutaraldeide 

(Merk) al 3% in tampone cacodilato (Merk) 0,1M, pH 7,2 a 4 °C. Dopo 

disidratazione tramite la scala ascendente degli alcoli, Critical Point Drying e 

metallizzazione con oro, i preparati sono stati osservati con un microscopio 

elettronico a scansione, SEM (Cambridge Stereoscan). 

 

Per l’impianto i mioblasti sono stati coltivati per 3 giorni in terreno di semina e per 

4-5 giorni in terreno di proliferazione, controllati ogni giorno al microscopio ottico, 

avendo cura che non raggiungessero la confluenza e non iniziassero in vitro il 

processo di differenziamento in miotubi. Il terreno è stato cambiato a giorni alterni. 

Il giorno prima dell’impianto in vivo, dopo aver tolto il terreno di proliferazione ed 

aver fatto un lavaggio in PBS, le colture sono state staccate dalle piastre con 

0,002% EDTA e 0,25% tripsina in PBS, in rapporto 1:1 (v/v), e centrifugate a 1500 

rpm per 5 minuti. Il pellet è stato risospeso in terreno di proliferazione e le cellule 

seminate sulla matrice acellulare (50-60 x 106/cm2 contate tramite camera di 

Burker) precedentemente tagliata in quadrati di dimensioni pari a circa 2,5 x 2,5 

cm. Le colture sono state quindi incubate a 37°C in presenza di terreno di 

proliferazione.  

 

 

2. Cellule mesenchimali da sangue cordonale 

 

a. Colture cellulari 

 

Il sangue cordonale umano è stato ottenuto dalla Banca nazionale del sangue del 

New Jersey, USA (NJCBB), stoccato presso il Coriell Institute for Medical 

Research. I campioni di sangue cordonale (UCB) sono stati trattati secondo il 

protocollo approvato dall’ Institutional Review Board. Entro 10 minuti dal distacco 



dalla placenta, il sangue cordonale è stato drenato dalla parte distale e versato in 

una soluzione di citrato-fosfato e anticoagulante. Questi campioni sono stati 

processati entro le 12-24 ore dopo le operazioni di routine che comprendono analisi 

ematologiche, immunologiche e test microbiologici. I campioni sono stati trattati 

con HISTOPAQUE-1077 (Sigma; St. Louis, MO) per separare secondo gradiente 

le cellule mononucleate. I campioni sono poi stati centrifugati a 1250 rpm per 25 

min a 20oC e la frazione contenente le cellule nucleate (buffy coat) è stata 

prelevata, lavata con 1X PBS (Invitrogen, Carlsbad, CA) e centrifugata a 500 rpm 

per 10 minuti. Le cellule sono state lavate nuovamente in PBS e centrifugate a  350 

rpm per 5 minuti. Le UCB-MSC sono state poi coltivate in piastre condizionate con 

fibronectina (5 ng/ml) in DMEM low glucose con 10% FBS. Dopo i primi 5 giorni 

di coltura, il mezzo è stato sostituito e le cellule non aderenti alla piastra sono state 

rimosse. Dopo ulteriori 10 giorni in coltura, sono state evidenziate singole colonie 

di cellule aderenti e di forma allungata, isolate utilizzando una soluzione a bassa 

concentrazione di tripsina (0.05%), e mantenute in mezzo di coltura, sostituito due 

volte a settimana. Le cellule aderenti sono state ulteriormente selezionate per 2-3 

settimane così da poter permettere l’espansione di colonie derivanti di una singola 

cellula mesenchimale (Markov et al, 2007). Le cellule utilizzate per gli esperimenti 

sono state cresciute sino al 90-95% di confluenza in DMEM low-glu con aggiunta 

del 10% di FBS.  

Le MSC sono poi state trasdotte dal dott. Xu con un vettore SIN lentivirus 

esprimente “enhanced Green Fluorescent Protein” (E-GFP) (Xu et al. 2001). Le 

cellule sono state sottoposte a selezione con cell sorting mediante FACS e seminate 

alla densità di 6000 cellule/cm2 in DMEM low glu con 10% FBS. 

 

 

b. Differenziamento in vitro di cellule mesenchimali da sangue cordonale.  

 

Le MSC sono state seminate (104/cm2) su piastre Petri condizionate con Matrigel 

1:10 in DMEM low glucose (1 h a 37 °C di incubazione prima della semina) e 

coltivate in terreno composto da DMEM low glucose contenente 10% FBS e 1% 

AF. Dopo 24 ore il differenziamento miogenico è stato eseguito cambiando il 

mezzo di coltura con terreno di induzione miogenica, composto da  DMEM low 



glucose contenente 2% HS, 1% AF, 1% CEE per 8 giorni. Il terreno è stato 

cambiato ogni 3 giorni. Come controllo, sono state utilizzate le medesime cellule 

coltivate con il solo terreno proliferativo. A 4 e 8 giorni è stata eseguita una analisi 

a immunofluorescenza sulle colture cellulari di MSC con marker della linea 

miogenica quali anti-Myf5 (Sigma) e anti-Desmin (Iowa Hybridoma Bank); al time 

point desiderato le cellule sono state sciacquate con PBS e fissate con una 

soluzione 1:1 di metanolo e acetone, per 10 minuti a -20°C. Sciacquate 

nuovamente con PBS, sono state incubate per un’ora a temperatura ambiente con 

soluzione di blocking composta da PBS contenente il 5% BSA. Poste poi in 

incubazione con l’anticorpo primario (1:500 anti-Myf5 e 1:20 anti-Desmin; 

soluzione di PBS contenente il 3% di BSA) overnight a +4°C, dopo ulteriore 

risciacquo con PBS, si è aggiunto l’anticorpo secondario Alexa Fluor 594 (1:1000 

in soluzione di PBS con 1,5% di BSA) per 30 minuti. I vetrini sono stati montati 

con DAPI (Vector) e coperti con un vetrino coprioggetti per essere osservati al 

microscopio a fluorescenza. Le immagini sono state acquisite mediante fotocamera 

Nikon (Digital Sight DS-MSc). 

Inoltre, si è eseguita una analisi Real Time PCR (7700 Sequence Detector, Applied 

Biosystem) utilizzando primer human-MyoD e human-Myogenin specifici (Tebella 

2) per confermare il differenziamento. L’ RNA totale è stato estratto utilizzando l’ 

RNAeasy Mini Kit (Qiagen), e il cDNA è stato sintetizzato mediante il kit Super 

Script III (Invitrogen). La PCR real-time PCR (o quantitativa), è un metodo di 

amplificazione e quantificazione simultanee del DNA (mix utilizzata in Tabella 3). 

Sono state utilizzate sonde SYBR Green I dye (SYBR Green PCR master mix, 

Applied Biosystems) che si intercalano nella doppia elica del DNA. Quando nella 

reazione di polimerizzazione si ha un’amplificazione delle sequenze target, dette 

ampliconi, la sonda SYBR Green I dye si lega alle doppie eliche neo formate, 

andando ad aumentare la fluorescenza, che viene quantificata e rapportata per via 

indiretta (normalizzazione) rispetto ad un gene housekeeping come GAPDH 

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). L’incremento della fluorescenza è 

quindi proporzionale al prodotto della PCR, ovvero ai primers analizzati. La 

reazione di amplificazione prevedeva le seguenti condizioni: 10 minuti a 95°C  la 

AmpliTaq Gold DNA Polymerase; 40 cicli a 95°C per 15 secondi e 1 minuto a 

60°C. 



 

 

Tabella 2: Primer impiegati nelle reazioni di amplificazione 

 

 

 

Tabella 3: Componenti mix Real Time PCT 

 

Componenti mix Real Time PCR Volume per pozzetto µl 
SYBR Green Master Mix 12.5 
Primer Forward 1(18uM) 
Primer Reverse 1(18uM) 
cDNA 1 
ddH2O 9.5 
Totale 25 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Sequence Product (bp) 

GAPDH S: 5’-CCTCCCGCTTCGCTCTCT-3’ 

A: 5’-CTGGCGACGCAAAAGAAGA-3’ 

64 

hMyoD S: 5’- TAGGAGAGGCGGAGAACTGAAG -3’ 

A: 5’- GGAAAAAACCGCGCTGTGT -3’ 

67 

hMyogenin S: 5’- GCTCACGGCTGACCCTACA -3’ 

A: 5’- CACTGTGATGCTGTCCACGAT -3’ 

70 



SPERIMENTAZIONE IN VIVO 

 

1. Riparo di difetti sperimentali della parete addominale con 

matrice muscolare acellulare ripopolata in vitro con mioblasti 

 

Sono stati utilizzati nº 12 ratti Lewis di sesso femminile di circa 100 g di peso e di 

età compresa tra 1 e  3 mesi. I ratti sono stati pre-anestetizzati mediante iniezione 

intraperitoneale con 35 mg/Kg di Zoletil (Tiletamina cloridrato e Zolazepam 

cloridrato) e 2 mg/Kg di Rompum (miorilassante). L’addome è stato rasato e la 

cute è stata disinfettata con Betadine. E’ stata eseguita un’incisione lungo la linea 

mediana, separando la cute dal muscolo sottostante. Si è quindi creato 

chirurgicamente un difetto di 2,5 × 2,5 cm, nella muscolatura della parete 

addominale anteriore, a destra della linea mediana (tale è la sede più frequente della 

gastroschisi, infatti) ed in tale sede è stato impiantato il nostro costrutto costituito 

da matrice muscolare acellulare e mioblasti ottenuti da ratti maschi. Sono stati 

utilizzati punti di sutura non riassorbibili di tipo 6/0 in modo da identificare la zona 

dove è stato impiantato il patch al momento del suo recupero per l’analisi 

istologica. La cute è stata, invece, richiusa con punti di sutura riassorbibili di tipo 

4/0 e la sutura nuovamente disinfettata con Betadine. Tutti gli animali sono stati 

trattati con antibiotici nei quattro giorni successivi all’intervento e nessun animale 

ha presentato infezione o deiscenza della ferita od altre complicanze post-

operatorie. Non è stata inoltre utilizzata nessuna terapia immunosoppressiva. Gli 

esiti degli impianti sono stati valutati dopo 1 settimana (n=3), 1 mese (n=3), 2 mesi 

(n=3) e 3 mesi (n=3) dall’intervento. 

 

 

 

 

 

 

 



2. Impianto di MSC da sangue cordonale in muscolo tibialis 

anterior danneggiato da bupivacaina cloridrato 

 

Sono stati utilizzati nº 12 ratti Lewis di circa 100 g di peso e di età compresa tra 1 e  

3 mesi e così suddivisi: n=2 per valutazione danno indotto da soluzione 

bupivacaina cloridrato, n=4 trattati a 7 giorni, n=4 trattati a 14 giorni, n=1 controllo 

a 7 giorni e n=1 controllo a 14 giorni.  

Dopo aver anestetizzato l’animale mediante iniezione intraperitoneale di Zoletil (35 

mg/kg) e Rompum (2mg/kg), è stata effettuata l’incisione degli strati cutaneo e 

sottocutaneo fino a mettere in evidenza la fascia muscolare del tibialis anterior. Il 

muscolo è stato trattato con 0,5 ml di soluzione di bupivacaina cloridrato 0,5% in 

soluzione fisiologica, mediante tre somministrazioni fatte alle due estremità e nella 

parte mediana del muscolo, come descritto da Hill M. (Journal of Physiology, 

2003). Dopo l’intervento gli animali sono stati trattati con antibiotico (Baytril 0,2 

ml/Kg per due giorni) e antidolorifici (Contramal 3-5 mg/Kg 2-3 volte al dì 

intramuscolo per 2-3 giorni).  

Dopo 48 ore l’animale è stato sacrificato tramite utilizzo di CO2 per valutare 

istologicamente l’entità del danno provocato dalla soluzione di bupivacaina. Le 

MSC (106) sono state iniettate per via intramuscolare a distanza di due giorni 

dall’iniezione di bupivacaina, mediante tre somministrazioni fatte alle due 

estremità e nella parte mediana del muscolo. Agli animali di controllo sono stati 

iniettati 0,5 ml di soluzione fisiologica. Gli animali sono stati trattati con 

antibiotico (Baytril 0,2 ml/Kg per due giorni) e antidolorifici (Contramal 3-5 

mg/Kg 2-3 volte al dì intramuscolo per 2-3 giorni) e sono stati sacrificati tramite 

utilizzo di CO2 dopo 7 e 14 giorni dalla somministrazione della sospensione 

cellulare. 

 

 



3. Analisi istochimica, immunoistochimica e molecolare 

 

a. Analisi istochimica 

 

Al termine del tempo prestabilito dopo l’impianto, i ratti sono stati sacrificati e sia 

gli impianti addominali che i muscoli tibialis anterior, sono stati recuperati e 

inseriti in celle porta tessuto e fissati in formalina tamponata al 10% per prevenirne 

la decomposizione. 

I campioni sono stati disidratati e inclusi in paraffina (composto ceroso di natura 

lipidica che funge da sostegno) secondo il seguente protocollo: 

 

- Alcool 70%  per 2 ore 

- Alcool 80%  per 2 ore 

- Alcool 90%  per 2 ore 

- Alcool 95%   per 2 ore 

- Alcool Assoluto per 2 ore 

- Xilolo        per 2 ore 

- Due passaggi in Paraffina in stufa a 60° C  per 2 ore  

 

I campioni inclusi in paraffina sono stati conservati a -20° C e tagliati poi con 

microtomo (Histoslide 2000, Reichert-Jung) in sezioni trasversali di 5 µm, adagiate 

su vetrini Superfrost Plus (Menzel-Glaser) e lasciati asciugare a temperatura 

ambiente. 

Per la colorazione i vetrini sono stati sparaffinati con 2 immersioni in xilolo da 5 

minuti ciascuna. Successivamente sono stati idratati con la scala degli alcoli, come 

di seguito riportato: 

 

- Alcool Assoluto 5 minuti 

- Alcool 95%  5 minuti 

- Alcool 80%  5 minuti 

- Alcool 70%  5 minuti 

- Alcool 50%  5 minuti 



- Alcool 30%  5 minuti 

- Alcool 10%  5 minuti 

- Acqua distillata 5 minuti 

 

Le sezioni sono state trattate con Ematossilina (Emallume soluzione secondo 

Mayer, Merck), colorante viola che  intercala nei nuclei, precedentemente filtrata 

con carta da filtro, per 4 minuti. L’eccesso di colorante è stato asportato con un 

duplice e veloce risciacquo  in acqua distillata, e i vetrini sono stati immersi in 

acqua di fonte per 6 minuti. I campioni sono stati trattati poi per 20 secondi con 

Eosina G soluzione acquosa 0.5% (Merck), un colorante citoplasmatico che fa da 

contrasto all’Ematossilina. Successivamente le sezioni sono state disidratate in 

alcool 95%, assoluto e infine in xilolo. I vetrini, asciugati a temperatura ambiente, 

sono stati montati con Eukitt (Carlo Erba), coperti con un vetrino coprioggetti e 

osservati al microscopio ottico (Leica). 

 

 

b. Analisi Immunoistochimica 

 

I campioni di partenza sono stati ottenuti con lo stesso protocollo descritto nel 

punto 3a che prevede la fissazione con formalina, disidratazione, inclusione in 

paraffina e ottenimento di sezioni di 5 µm che sono state adagiate su vetrini  

Superfrost Plus.  

 

I campioni di muscolo addominale sono stati analizzati per la presenza dei seguenti 

marker: MyoD (Sigma), marker nucleare; Tropomiosina sarcomerica (Sigma), 

marker citoplasmatico; Miogenina (Santa Cruz), marker nucleare; AchR (Santa 

Cruz), marker superficiale. 

 

Dopo aver sparaffinato i vetrini con due passaggi in xilolo di 5 minuti ognuno e 

aver reidratato i patch con la scala degli alcoli, i vetrini sono stati lavati 

velocemente con PBS 1X e le sezioni sono state delimitate con il Liquid Blocker 

(Bio-Optica). 



La permeabilizzazione delle membrane all’anticorpo è stata ottenuta mediante 

trattamento con una soluzione acquosa di Triton X-100 (Sigma) all’1% per 8 

minuti a temperatura ambiente. 

Dopo 3 veloci lavaggi con PBS i campioni sono stati incubati per 1 ora con una 

soluzione di perossido di idrogeno al 30% m/m in acqua (Carlo Erba) al buio ed a 

temperatura ambiente, al fine di disattivare le perossidasi endogene che altrimenti 

provocherebbero un intenso rumore di fondo. 

In seguito, sono stati lavati per 3 volte con PBS e incubati per 1 ora e 15 minuti a 

temperatura ambiente con una soluzione mantenuta a 4°C di PBS contenente il 

10% di siero  della specie animale dell’anticorpo secondario (in questo caso Horse 

Serum), per ottenere il blocco dei siti aspecifici che danno falso positivo. 

E’ stata poi effettuata un’incubazione overnight in camera umidificata a 

temperatura ambiente con l’anticorpo primario diluito 1:500 in PBS contenente il 

3% di siero della specie animale dell’anticorpo secondario (HS). Poiché si tratta di 

un’incubazione per molte ore è preferibile infatti diluire molto l’anticorpo primario 

che si lega all’antigene da evidenziare. 

Il giorno seguente, dopo 3 lavaggi con la stessa soluzione in cui era stato diluito 

l’anticorpo primario, i campioni sono stati quindi trattati per 30 minuti in camera 

umidificata a temperatura ambiente con anticorpo secondario biotinilato (Vector). 

Questo è stato diluito in PBS contenente l’1,5% del siero della specie 

dell’anticorpo secondario secondo il protocollo fornito dalla Vector Laboratories, 

Inc, secondo il quale 4 gocce di anticorpo secondario vengono aggiunte a 5 ml di 

soluzione all’1,5% di siero (HS) in PBS. 

Le sezioni sono state sottoposte di nuovo a lavaggio con PBS e incubate  per 30 

minuti in camera umida con la soluzione A/B (Reagente A= avidina, Reagente B= 

perossidasi biotinilata) del kit ABC (Vector), preparata precedentemente mettendo 

2 gocce di reagente A e 2 gocce di reagente B per 5 ml di PBS e lasciata riposare 

per 30 minuti. 

Dopo un lavaggio veloce in PBS le sezioni sono state poi trattate al buio con una 

soluzione rivelatrice (cromogena) contenente 3,3-diaminobenzidina (DAB), 

substrato delle perossidasi, preparata utilizzando 1 goccia di buffer a pH=7.5 (PBS 

puro), 2 gocce di DAB e 1 goccia di H2O2 al 3% (Vector) in 2,5 ml di acqua 

distillata e mantenuta al buio. 



Dopo un tempo variabile dai 5 ai 10 minuti la reazione è stata bloccata con acqua 

distillata per un paio di minuti. 

Successivamente i campioni sono stati disidratati in alcool 95% e assoluto e infine 

diafanizzati in xilolo.  

I vetrini, asciugati a temperatura ambiente, sono stati montati con Eukitt e coperti 

con un vetrino coprioggetti per essere osservati al microscopio ottico. Le immagini 

sono state acquisite mediante fotocamera Nikon (Digital Sight DS-MSc). 

Come controllo negativo sono state usate sezioni che sono state trattate, invece che 

con l’anticorpo primario, solamente con la soluzione al 3% di siero in PBS 

(soluzione di diluizione dell’anticorpo primario). 

 

I campioni muscolo tibilias anterior sono stati analizzati per la presenza dei 

seguenti marker: MyoD, Myf-5 e Tropomiosina sarcomerica (Sigma) diluiti 1:500 

in PBS contenente il 3% di BSA e incubazione “over night” in camera umidificata 

a temperatura ambiente; human Nuclei (Chemicon) diluizione 1:100; miosina 

MF20 (Iowa Hybridoma Bank) diluizione 1:20. Come anticorpo secondario si è 

utilizzato l’Alexa Fluor 594 (Invitrogen), 1:1000 in PBS contenente 1,5% BSA. 

Come controllo negativo sono state usate sezioni che sono state trattate, invece che 

con l’anticorpo primario, solamente con la soluzione al 3% di siero in PBS. 

I vetrini sono stati montati con DAPI (Vector) e coperti con un vetrino coprioggetti 

per essere osservati al microscopio a fluorescenza. Le immagini sono state 

acquisite mediante fotocamera Nikon (Digital Sight DS-MSc). 

Per alcuni anticorpi, come lo human Nuclei, si è anche inserito nel protocollo un 

passaggio “antigen retrieval” con soluzione tamponata di citrato di sodio (10mM) e 

Tween 20 allo 0,05%, pH 6.0. Le sezioni di tessuto, dopo esser state sparaffinate e 

idratate, sono state immerse nella soluzione a 95-100°C per 20 minuti circa, così da 

permettere uno “smascheramento” dell’antigene, che risulta parzialmente 

mascherato utilizzando fissativi quali formalina o aldeidi, aumentando il grado di 

legame dell’anticorpo primario. 

 

 

 



c. Valutazione dell’integrazione delle cellule mesenchimali nei muscoli 

tibialis anterior 

 

Le fibre di muscolo tibialis anterior contenenti cellule umane (EGFP positive) sono 

state contate in dieci sezioni trasversali di muscolo selezionate dall’intera 

lunghezza. Per ogni campo si è espresso il numero delle fibre EGFP positive come 

percentuale sul totale, ed inoltre, tramite l’utilizzo del software Scion Image 

4.0.3.2., si è calcolata l’area coperta occupata dalle fibre EGFP positive rispetto 

all’area totale del campo preso in esame  

 
 

d. Analisi molecolare: espressione genica 

 

E’ stata effettuata un’analisi molecolare sui frammenti di tessuto relativi agli 

impianti composti da matrice e mioblasti. 

Per fare un’analisi molecolare, dopo aver estratto l’RNA dal tessuto o dalle cellule 

di interesse, si può procedere con una tecnica di RT-PCR che consente di 

amplificare il DNA a partire dall’RNA tramite due tappe distinte: retrotrascrizione 

dell’RNA ed amplificazione del cDNA ottenuto. 

 

 

Estrazione dell’RNA totale da tessuto  

 
Il protocollo per l’estrazione prevedeva l’uso del reagente TRIzol (Invitrogen), una 

soluzione monobasica di fenolo e guanidina isotiocianato. Questo reagente è un 

detergente in grado di degradare le cellule e i loro componenti mantenendo 

l’integrità dell’RNA. Tutti i passaggi sono stati eseguiti inoltre in contenitori privi 

di RNasi per evitare la degradazione dell’acido ribonucleico.  

L’RNA totale è stato estratto da frammenti di tessuto (circa 50 mg), 

precedentemente congelati in azoto liquido e conservati a - 80°C. Questi 

frammenti, relativi agli impianti effettuati sui ratti Lewis, sono stati prelevati a 1 

settimana, 1 mese, 2 mesi e 3 mesi dall’intervento chirurgico. 

Il tessuto da processare è stato pesato su una bilancia analitica agendo velocemente 

per evitare il suo scongelamento. I frammenti sono stati poi trasferiti in un Tubo 



Falcon da 50 ml nel quale era già stato aggiunto il TRIzol in ragione di 1 ml ogni 

50 mg di tessuto. Utilizzando un omogenatore (Ultra-Turrax; IKA-WERKE) il 

tessuto è stato disgregato finché non erano più visibili frammenti. Questa 

operazione ha richiesto, per pezzetti da omogenare di 50-60 mg, circa 5 minuti ed è 

stata condotta mantenendo il contenitore in ghiaccio per evitare l’eccessivo 

riscaldamento della soluzione. 

 

 

Analisi dell’RNA estratto e retrotrascrizione a cDNA 
 

L’RNA è stato analizzato allo spettrofotometro per determinarne la concentrazione 

ed evidenziarne eventuali contaminazioni da fenolo o da proteine. 

Le proteine, che sono i principali contaminanti degli estratti, vengono misurate 

direttamente a 280 nm, gli acidi nucleici a 260 nm; un valore di assorbanza pari a 1 

è equivalente a circa 40 µg/ml di RNA. 

L'interferenza dovuta a contaminanti può essere evidenziata mediante il calcolo dei 

"rapporti". Il rapporto A260/A280 è usato per stimare la purezza degli acidi 

nucleici, dal momento che le proteine assorbono a 280 nm. In genere in 

preparazioni pure di DNA o di RNA tale rapporto vale, rispettivamente, 1,8 e 2,0. 

L'assorbanza a 230 nm, invece, riflette la contaminazione del campione dovuta a 

sostanze come carboidrati, fenoli, peptidi o composti aromatici. Nel caso di 

campioni puri il rapporto A260/A230 dovrebbe essere circa 2,2.  

Preparazioni in cui i rapporti sopra indicati si discostano significativamente da 

quelli delle preparazioni pure, sono indice di contaminazione e ciò fa si che la 

stima della concentrazione di RNA ottenuto sia meno accurata. 

1 µg di mRNA di ciascun campione è stato così retrotrascritto a cDNA  utilizzando 

un mix di reagenti forniti da Applied Biosystem, Monza, Italy. 

 

 

 

 



Costruzione di primer specifici 

 
Grazie a delle banche dati (tab.1) sono diventate disponibili sequenze di DNA o 

RNA necessarie per poter disegnare i primer da utilizzare in PCR, prestando 

attenzione che questi non contengano sequenze tra loro complementari per evitare 

che si formino aggregati di primer (dimeri).  

 
 

Tabella 3: Database e programmi bioinformatici per analisi dei geni e primer design 
 

NUCLEOTIDE DATABASE (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

Raccoglie tutte le sequenze nucleotidiche di GenBank, EMBL e DDBJ. EMBL 

(European Molecular Biology Laboratory) a Hinxton Hall, UK; DDBJ (DNA Database 

of Japan) in Mishima, Japan. Le sequenze vengono incorporate dal Genome Sequence 

Data Base (GSDB), Santa Fe, NM. Il numero di basi in questi database continua a 

crescere in modo esponenziale. 

GENOME BROWSER (http://genome.ucsc.edu) 
Creato presso l’Università di California Santa Cruz (UCSC), permette la visualizzazione 

rapida di una qualsiasi regione del genoma di differenti organismi riportando molteplici 

informazioni quali: marcatori polimorfi e STS, geni, predizioni geniche, EST spliced ed 

unspliced, mRNAs full lenght, SNPs, isole CpG ed altre caratteristiche correlate con la 

sequenza genomica. 



RAT GENOME DATABASE (http://rgd.mcw.edu)  

E’ stato fondato dal Dr. Howard J Jacob, Medical College del Wisconsin. Il ratto viene 

utilizzato come organismo modello per lo studio di molteplici patologie. Negli ultimi 

anni sono notevolmente aumentati i dati a disposizione sul genoma di questo organismo 

richiedendo un DataBase per la raccolta, l’analisi e la distribuzione efficente di tali dati.  

 

OMIM (http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/) 
Ideato dal Dr. Victor A. McKusick e mantenuto alla John Hopkins University di Baltimora, questo 
database riporta il catalogo (aggiornato mensilmente) dei fenotipi e dei geni-malattia umani. 
GENECARDS (http://bioinformatics.weizman.ac.il/cards/) 

Mantenuto presso il Weizmann Institute of Science, (Israele) GeneCards è un database di 

geni e dei loro prodotti, costruito integrando i dati di più di 30 diversi database. 

PRIMER3 (http://genome.wi.mit.edu/cgi-in/primer/pri mer3.cgi) 

Distribuito da WI/MIT (Whitehead Institute for Biological Research/MIT Centre for 

Genome Research). Questo programma permette di costruire coppie di primer specifiche 

secondo le caratteristiche richieste dall’utente. 

BLAST  (Basic Local Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)  
BLAST è un insieme di programmi in grado di eseguire ricerche di similarità tra una 

data sequenza (nucleotidica o aminoacidica) e quelle depositate in numerosi database 

quali: HTGS (High Throughput Genomic Sequences), dbEST, Swissprot, PDB 

(ProteinDataBase), etc. 

 

 

Nella tabella 2 sono indicati i geni analizzati e i primer specifici utilizzati che sono 

stati costruiti in modo da escludere l’appaiamento con la sequenza di DNA 

genomico (ad esempio a cavallo fra due esoni). Come geni housekeeping sono stati 

utilizzati il GAPDH e la β-Actina. 



 

 

 

Tabella 2: Primer impiegati nelle reazioni di amplificazione 

Primers Sequence 
Annealing 

Temperature 

Produc
t Size 
(bp) 

Myog-5’ 
Myog-3’ 

5’- CCTTGCTCAGCTCCCTCA-3’ 
5’- TGGGAGTTGCATTCACTGG-3’ 

60 °C 94 

Myf5-5’ 
Myf5-3’ 

5’- GCTGAGGGAGCAGGTAGAGA-3’ 
5’- GACAGGGCTGTTACATTCAGG -3’ 

60 °C 112 

Desm-5’ 
Desm-3’ 

5’-AGAAACAACTTGGCTGCCTTC -3’ 
5’- CTTAGCCGCAATGGTCTCAT-3’ 

60 °C 248 

betaACTIN-5’ 
betaACTIN-3’ 

5’- CCCGCGAGTACAACCTTCT-3’ 
5’- CGTCATCCATGGCGAACT -3’ 

60 °C 72 

MyoD1-5’ 
MyoD1-3’ 

5’-ACTACAGCGGCGACTCAGAC-3’ 
5’-GTGGAGATGCGCTCCACTAT-3’ 

60 °C 208 

GAPDH-5’ 
GAPDH-3’ 

5’- AGACAGCCGCATCTTCTTGT-3’ 
5’- CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT-3’ 

60 °C 207 

PAX3-5’ 
PAX3-3’ 

5’- GGCTTCCCACTGGAAGTGT-3’ 
5’- ATGGAGCCTGTCTCCTGGTA-3’ 

60 °C 233 

AchR-5’ 
AchR-3’ 

5’- TGGTGCTACTCGCTTACTT-3’ 
5’- ATGCCTCTGTCCCTCAAAC-3’ 

60 °C 430 

VEGF-5’ 
VEGF-3’ 

5’- AATGATGAAGCCCTGGAGTG-3’ 
5’- TTTCTTGCGCTTTCGTTTTT-3’ 

60 °C 210 

AGRN-5’ 
AGRN-3’ 

5’- TGTGAAGGTCAACACCAACC-3’ 
5’- ATGGCCCACTACCACGTC-3’ 

60 °C 241 

MRF4-5’ 
MRF4-3’ 

5’- TGGACCCTTACAGCTACAAACCCA-3’ 
5’-ACGATGGAAGAAAGGCGCTGAAGA-3’ 

60 °C 184 

SRY-5’ 
SRY-3’ 

5’- CAGAGATCAGCAAGCAGCTG-3’ 
5’- TGCAGCTCTACTCCAGTCTTG-3’ 

58 °C 230 

 
 
 

Reazione di amplificazione tramite PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 

Il cDNA ottenuto dalla retrotrascrizione è stato sottoposto ad una reazione di 

amplificazione in vitro, Polymerase Chain Reaction (PCR). Si è posto in soluzione 

una minima quantità di cDNA (1 µl) in un mix di volume finale di 12,5 µl, 

costituito da: 

 

• 1,25 µl di soluzione MgCl2 25 mM (Applied Biosystem, Monza, Italy); 

• 1,25 µl di buffer 10X (Applied Biosystem, Monza, Italy); 

• 7,8 µl di H2O MILLIQ  

• 1 µl di dNTPs Mix 10 mM (Applied Biosystem, Monza, Italy); 



• 0,2 µl di Ampli Taq Gold 5U/µl (Applied Biosystem, Monza, Italy); 

• 0,5 µl di primer senso specifici e 0,5 µl di primer antisenso specifici (10 

pM, Invitrogen). 

 

Per avviare la reazione di prolungamento a partire dal primer 5’ è necessario che 

prima avvenga una fase di denaturazione con la separazione dei filamenti del DNA 

e una fase di annealing dove si forma il legame tra i primers e le regioni loro 

complementari dei filamenti di DNA. Questo processo risulta incompatibile con la 

DNA polimerasi umana, che viene distrutta alle alte temperature necessarie per la 

denaturazione (96-99°C). Per ovviare a questo inconveniente viene utilizzata una 

polimerasi termoresistente di organismi termofili detta Taq polimerasi. Ciò 

consente di realizzare più cicli di PCR in sequenza (fino a 50 cicli max), in 

ciascuno dei quali viene duplicato anche il DNA sintetizzato nelle fasi precedenti.  

La soluzione è stata quindi posta nel termociclatore Icycler e sottoposta alle 

seguenti condizioni di reazione: 

 

� CICLO 1 (1X): STEP 1: 95ºC per 2 minuti 

� CICLO 2 (1X): STEP 1: 95ºC per 5 minuti 

� CICLO 3 (40X): STEP 1: 95ºC  per 30 secondi 

  STEP 2: 60ºC per 40 secondi 

    STEP 3: 72ºC per 40 secondi 

� CICLO 4 (1X): STEP 1: 72ºC per 10 minuti 

� CICLO 5 (1X): STEP 1: 4ºC per 10 minuti 

 

L’allestimento di opportuni controlli di qualità permette di identificare falsi positivi 

o falsi negativi. Come controllo positivo è stato utilizzato un campione di cDNA 

ottenuto da muscolo scheletrico; il controllo negativo consisteva in un campione in 

cui la sequenza bersaglio mancava e per questo motivo è stata utilizzata l’acqua che 

permette di evidenziare eventuali contaminazioni sia durante l’estrazione del 

materiale genomico, sia durante l’allestimento della PCR. 

 

 



Elettroforesi orizzontale su gel di agarosio al 2% 
 
L’ultimo step prevede il controllo della presenza e dello stato degli amplificati 

precedentemente ottenuti tramite un’ELETTROFORESI SU GEL DI AGAROSIO 

al 2% contenente bromuro di etidio (Invitrogen), una molecola planare intercalante 

il DNA doppia elica che assorbe alla lunghezza d’onda di 260 nm (UV) e la emette 

a 590 nm (VIS). 

Dopo aver atteso la polimerizzazione del gel in una vaschetta riempita di una 

soluzione tampone TBE 1X (Tris-HCl, Ac.Borico, EDTA), sono stati caricati in 

ogni pozzetto presente nel gel 15-20 µl di cDNA amplificato tramite la PCR.  

Per fare in modo che il cDNA resti adagiato sul fondo del pozzetto occorre 

miscelarlo al blu di bromofenolo che permette anche di rendere visibile il fronte di 

migrazione. In uno dei pozzetti è stato inoltre caricato un marcatore di peso 

molecolare (100 bp DNA Ladder, Sigma) per verificare, in base al numero di paia 

di basi, se la sequenza amplificata è quella di nostro interesse. 

 La corsa elettroforetica è stata eseguita applicando una differenza di potenziale di 

circa 6 V/cm di lunghezza del gel per un tempo opportuno (l’amplificato corre 

verso il polo positivo essendo caricato negativamente). Il gel infine è stato 

osservato su un transilluminatore a luce UV e il DNA risultava visibile in bande 

rosso-arancio; la bontà dell’amplificazione è stata valutata in base alla presenza di 

una banda nitida, d’intensità consistente e la cui migrazione, rapportata al 

marcatore di peso molecolare, corrisponda ad un segmento di DNA della 

dimensione attesa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RISULTATI 
 

1. RIPARO DI DIFETTI SPERIMENTALI DELLA PARETE 

ADDOMINALE 

 

A. Colture di mioblasti da cellule satellite di muscolo scheletrico 

I mioblasti sono stati ottenuti dal muscolo flexor digitorum brevis della zampa 

posteriore di ratto Lewis maschio (fig. 1a). 

In seguito a digestione enzimatica, le singole fibre muscolari venivano separate e 

deposte in piastre Petri. Dopo 3 giorni, le cellule satellite migravano dalla 

superficie della fibra, si espandevano sulla superficie di coltura e proliferavano (fig. 

1b). L’aggiunta di terreno di proliferazione causava la comparsa di cellule 

fusiformi, i mioblasti (fig. 1c). Quando le colture raggiungevano uno stato di 

subconfluenza, le cellule cominciavano a fondersi, formando dei miotubi (fig. 1d). 

 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 1: Estrazione del muscolo flexor digitorum brevis dalla zampa posteriore di ratto Lewis 
maschio (a) e relativa fibra muscolare separata dalle altre per digestione enzimatica (b x50). 

Fuoriuscita di mioblasti dalla fibra muscolare e loro adesione sulle piastre di coltura (c x50), fino a 
raggiungimento della confluenza e formazione di miotubi (d x100) 



B. Matrice muscolare acellulare 

Come evidenziato in figura 2, due cicli di trattamento detergente-enzimatico erano 

sufficienti per ottenere una matrice completamente decellularizzata, che manteneva 

manteneva caratteristiche strutturali simili a quelle del tessuto nativo. 

 

Figura 2: Sezione trasversale (a, x40) e microscopia elettronica a scansione (b  x1200) di matrice 

acellulare muscolare scheletrica dopo 2 cicli di trattamento detergente–enzimatico 

Da esperimenti effettuati presso il laboratorio del prof. Domenico Ribatti della 

Università di Bari su membrana corioallantoidea di embrione di pollo, è stato 

evidenziato che le matrici acellulari evocano forti risposte angiogeniche, portando 

alla formazione di neovasi allantoidei su tale membrana con sviluppo radiale a 

partire dall’impianto (fig. 3a), in modo paragonabile a quanto indotto dal b-FGF 

esogeno. Nel caso della spugna imbevuta di PBS, invece, non si rileva nessuna 

risposta neoangiogenica (fig. 3c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Matrice acellulare impiantata su membrana corioallantoidea (CAM) di pollo a 12 giorni 

d’incubazione (a); gelatina imbevuta di b-FGF (500 ng/embrione) impiantata su CAM di pollo a 12 

giorni d’incubazione (b); spugna imbevuta di PBS impiantata su CAM di pollo a 12 giorni 

d’incubazione (ingrandimento al microscopio ottico x500) 

 



 

C. Colture di mioblasti su matrice acellulare muscolare in vitro 

Dopo 24 ore dalla semina di mioblasti ottenuti da cellule satellite di muscolo 

scheletrico, sulla matrice erano visibili numerose cellule, che però mantenevano 

una forma rotondeggiante (fig. 4a). A 48 ore, i mioblasti apparivano 

completamente adesi e coprivano tutta la superficie del supporto. Inoltre, si 

osservava la formazione di lunghi elementi cellulari plurinucleati (fig. 4b). Le 

colture si mantenevano integre e vitali anche dopo 7 giorni dalla semina (fig. 4c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Microscopia elettronica a scansione di colture di mioblasti su matrice acellulare 
muscolare dopo 24 (a x160), 48 (b x600) ore e 7 giorni (c x450) dalla semina 

 

 

D. Impianto in vivo 

I costrutti (fig. 5a), formati da matrice acellulare muscolare omologa e mioblasti 

prelevati da ratti di sesso maschile, sono stati impiantati in ratti femmina per 

riparare un difetto a tutto spessore, creato artificialmente nella porzione muscolare 

dell’addome (fig. 5b). L’impianto è stato eseguito a distanza di 24 ore dalla semina 

dei mioblasti sulla matrice perché, come risultato dall’analisi al SEM, a questo 



intervallo di tempo le cellule si mantenevano ancora nello stato indifferenziato. 

Tutti gli animali sono sopravvissuti all’intervento, non hanno contratto infezioni, 

non hanno manifestato reazioni di rigetto e sono stati sacrificati ai seguenti time-

points dall’intervento: 1 settimana, 1, 2 e 3 mesi. 

 

  

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5: Costrutti (a) inseriti a livello del difetto della parete addominale (b) 
 

E. Analisi macroscopica degli impianti 
 
Al momento dell’espianto, è stato osservato che tutti gli impianti risultavano 

conservati rispetto alle dimensioni originali, integrati nel tessuto del ricevente e 

vascolarizzati (fig. 6).  

 

 
   

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6: Impianto dopo 1 mese dall’intervento chirurgico 



F. Analisi istochimica degli impianti 
 
 
Dopo 1 settimana dall’intervento chirurgico, il patch presentava una marcata 

ipocromia in quanto scarsamente cellularizzato. Era presente una moderata risposta 

infiammatoria e l’infiltrato costituito da granulociti e macrofagi, risultava 

localizzato ai bordi dell’impianto ma assente nella parte centrale (fig. 7a). Non è 

stato riscontrato alcun elemento plurinucleato (fig. 7b). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7: Sezioni trasversali (5 µm) degli impianti dopo 1 settimana dall’intervento  
(ingrandimenti: a x50; b x100) 

 
 

 

A 1 mese dall’intervento chirurgico, l’infiltrato infiammatorio era scomparso ai 

bordi dell’impianto e debolmente presente a livello della capsula fibrosa che 

risultava diminuita in spessore (fig. 8a-b). Si poteva notare la presenza di 

vascolarizzazione e di alcuni elementi non mononucleati (fig. 8c). 



All’interno dell’impianto erano presenti numerose cellule, alcune delle quali 

cominciavano ad organizzarsi per formare elementi plurinucleati. Inoltre, era 

evidente una migrazione di cellule dai vasi all’interno dell’impianto (fig. 8d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Sezioni trasversali (5 µm) degli impianti dopo 1 mese dall’intervento 

(ingrandimenti: a x50; b x100; c x200; d x400) 

 

 
 

A 2 mesi, permaneva un debolissimo infiltrato infiammatorio solo a livello dei 

punti di sutura (fig. 9a). All’interno dell’impianto erano presenti ancora molte 

cellule in via di fusione (fig. 9b-c), ma anche elementi plurinucleati più maturi con 

nuclei in posizione periferica (fig. 9d). Permaneva una ben visibile migrazione di 

cellule dai vasi. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9: Sezioni trasversali (5 µm) degli impianti a 2 mesi dall’intervento 
(ingrandimenti: a x50; b x100; c x200; d x400) 

 

 

 

Dopo 3 mesi dall’intervento chirurgico la risposta infiammatoria era regredita del 

tutto. Nell’impianto, completamente cellulare (fig. 10a), si notava una grande 

quantità di miotubi ed un aumento del diametro dei vasi sanguigni (fig. 10b). Le 

fibre muscolari si organizzavano in modo ordinato, assumendo un andamento 

reciprocamente parallelo (fig. 10c), come accade nella fibra muscolare adulta, e si 

potevano notare a maggiori ingrandimenti le striature tipiche del muscolo 

scheletrico (fig. 10d). 



 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 10: Sezioni trasversali (5 µm) degli impianti a 3 mesi dall’intervento 

(ingrandimenti: a x200; b x200; c x200; d x400) 
 

 

 



G. Presenza del gene SRY 
Per valutare la presenza dei mioblasti maschili nei costrutti impiantati, è stato preso 

in considerazione il cromosoma Y, ed in particolare il gene Sry (Yp11.3), che 

determina lo sviluppo dei testicoli. Muller-Ehmsen et al. (2002) hanno dimostrato 

che la RT-PCR del gene Sry è una tecnica sensibile e specifica per identificare il 

DNA maschile in una popolazione cellulare mista. In tutti i campioni esaminati 

veniva espresso mRNA di Sry (fig. 11).   

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 11: Gel di agarosio al 2% con etidio bromuro. cDNA amplificati con primer specifico per 
SrY ottenuti da RNA da mioblasti  di ratto Lewis maschio (L1), da RNA di impianti dopo 1 

settimana (L2), 1 mese (L3), 2 mesi (L4) e 3 mesi (L5) dall’intervento. La corsia 6 rappresenta il 
controllo negativo e la corsia M è stata caricata con un marker per il peso molecolare da 100 bp 

 

 

H. Analisi immunoistochimica comparata all’analisi molecolare 
 

Per verificare l’espressione, come proteina e mRNA, di marker muscolari e 

neuronali, al momento dell’espianto i patch sono stati divisi in due parti: una parte 

è stata inclusa in paraffina per la colorazione immunoistochimica e l’altra è stata 

conservata azoto liquido per effettuare successivamente l’estrazione dell’RNA e 

l’analisi molecolare mediante RT-PCR. La reazione di PCR è stata effettuata su 

campioni di RNA estratti dagli impianti prelevati dopo 1 settimana (L2), 1 mese 

(L3), 2 mesi (L4) e 3 mesi (L5) dall’intervento chirurgico. Come controllo positivo 

è stato utilizzato l’RNA ottenuto da una biopsia del muscolo addominale di un ratto 

Lewis femmina (L1), mentre come controllo negativo è stata utilizzata l’acqua 

(L6). 

 



MyoD. Tramite l’analisi immunoistochimica è stato evidenziato che il MyoD 

veniva espresso, come proteina, ai bordi delle miofibre, nelle quali infatti i nuclei 

erano in periferia. Questo accadeva dal primo mese dopo l’intervento (fig. 12b-d) 

mentre nella prima settimana (fig. 12a) il MyoD non veniva rilevato. Lo stesso 

profilo di espressione evidenziato nell’analisi immunoistochimica  è stato 

evidenziato per l’mRNA (fig. 12e).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12: Immunoistochimica con anticorpo anti-MyoD di sezioni trasversali (5 µm) degli 

impianti dopo 1 settimana (a x100), 1 mese (b x100-c x400), 2 mesi (d x400) dall’intervento e 
relativo gel di agarosio al 2% con etidio bromuro (e). cDNA amplificati con primer specifico per 

MyoD ottenuti da RNA da muscolo addominale di ratto femmina (L1), da RNA di impianti dopo 1 
settimana (L2), 1 mese (L3), 2 mesi (L4) e 3 mesi (L5) dall’intervento. La corsia 6 rappresenta il 
controllo negativo e la corsia M è stata caricata con un marker per il peso molecolare da 100 bp 



Miogenina. Anche la miogenina veniva espressa, sia come proteina (fig. 13a-b) sia 

come mRNA (fig. 13c), a partire da 1 mese dall’intervento, mentre era assente 

dopo 1 settimana.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Immunoistochimica con anticorpo anti-miogenina di sezioni trasversali (5 µm) degli 
impianti dopo 1 mese dall’intervento (a x100; b x400) e relativo gel di agarosio al 2% con etidio 

bromuro (c). cDNA amplificati con primer specifico per la miogenina ottenuti da RNA da muscolo 
addominale di ratto femmina (L1), da RNA di impianti dopo 1 settimana (L2), 1 mese (L3), 2 mesi 
(L4) e 3 mesi (L5) dall’intervento. La corsia 6 rappresenta il controllo negativo e la corsia M è stata 

caricata con un marker per il peso molecolare da 25 bp 



Tropomiosina sarcomerica. 

Come evidenziato nella figura 14, questa proteina era espresso nei campioni 

prelevati a partire da 1 settimana dall’intervento. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 14: Immunoistochimica con anticorpo anti-tropomiosina sarcomerica con successiva 
colorazione di contrasto con ematossilina di sezioni trasversali (5 µm) degli impianti dopo 1 

settimana (a x200), 1 mese (b x200) e 2 mesi (c x200) dall’intervento e della sola matrice acellulare 
(d x 400) 



Recettore dell’acetilcolina (AchRεεεε). L’analisi immunoistochimica per AchRε ha 

evidenziato che questo veniva espresso sulla superficie delle fibre muscolari a 

partire dal primo mese (fig. 15a-b) successivo all’intervento chirurgico, 

permanendo fino al terzo mese (fig. 15c). Analogo andamento è stato rilevato 

anche per quanto riguarda l’espressione di mRNA relativa a tale proteina (fig. 15d). 

 

 
 

 
Figura 15: Immunoistochimica con anticorpo anti-AchRε di sezioni trasversali (5 µm) degli 

impianti dopo 1 settimana (a x200), 1 mese (b x200) e 3 mesi (c x400) dall’intervento e relativo gel 
di agarosio al 2% con etidio bromuro (d). cDNA amplificati con primer specifico per AchRε 
ottenuti da RNA da muscolo addominale di ratto femmina (L1), da RNA di impianti dopo 1 

settimana (L2), 1 mese (L3), 2 mesi (L4) e 3 mesi (L5) dall’intervento. La corsia 6 rappresenta il 
controllo negativo e la corsia M è stata caricata con un marker per il peso molecolare da 100 bp 

 

 

Infine con la tecnica di RT-PCR si è verificata l’espressione di altri geni coinvolti 

nel processo di differenziazione-maturazione muscolare e nervoso (tab. 3), 

utilizzando come controllo negativo l’acqua per verificare che non fosse presente 

alcuna contaminazione e come controllo positivo la gliceraldeide-3-fosfato-

deidrogenasi (GAPDH) e la β-actina. Questi ultimi sono geni housekeeping, ovvero 

costitutivamente espressi ad alti livelli in quasi tutti i tessuti. 

 



 

Tabella 3: Espressione come mRNA di geni coinvolti nel processo di differenziazione-maturazione 

negli impianti prelevati a 1 settimana, 1, 2 e 3 mesi dall’ l’intervento chirurgico 

 

 

Oltre ai più importanti marker dal punto di vista della differenziazione muscolare, 

quali il MyoD e la miogenina, con la tecnica di RT-PCR è stata verificata la 

presenza di altri fattori coinvolti nel processo di miogenesi (fig. 16). Analogamente 

a quanto osservato per il MyoD, anche Myf5, Pax3 e Mrf4. venivano espressi a 

partire da 1 mese dall’intervento chirurgico. Invece agrina e  VEGF erano presenti 

già dopo una settimana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1 
settimana 

 
1 mese 

 
2 mesi 

 
3 mesi 

GAPDH + + + + 
β-ACTINA + + + + 
MyOD - + + + 
Mrf4 - + + + 
MIOGENINA - + + + 
Myf5 - + + + 
PAX3 - + + + 
AGRINA + + + + 
AchRε - + + + 
VEGF + + + + 



 

 

 
 

Figura 16: gel di agarosio al 2% con etidio bromuro. cDNA, amplificati con primer specifico per 
MyoD, Myf5, Mrf4, Agrina, VEGF, Miogenina, Pax3, AchR e GAPDH, ottenuti da RNA da 

muscolo addominale di ratto femmina (L1), da RNA di impianti dopo 1 settimana (L2), 1 mese 
(L3), 2 mesi (L4) e 3 mesi (L5) dall’intervento. La corsia 6 rappresenta il controllo negativo 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. CELLULE MESENCHIMALI DA SANGUE CORDONALE 
 



A. Differenziamento miogenico in vitro di MSC  
 
Quando coltivate con terreno proliferativo composto da DMEM-low glucose e 10% 

di FBS, le MSC derivanti da sangue cordonale [Markov V. et al., 2007] 

mantenevano una morfologia fibroblastoide  (fig. 17a). In presenza di terreno 

miogenico composto da DMEM-low glucose, 2%HS, 1% AF e 1% CEE,  si 

osservavano, dopo 8 giorni dall’induzione, solo alcune cellule in via di fusione (fig. 

17b). Utilizzando, invece, piastre di coltura condizionate con Matrigel, le cellule 

tendevano a disporsi parallelamente le une alle altre ed era evidente un aumento 

degli eventi di fusione, segno di un più efficace processo di differenziamento, qui 

fotografato dopo 4 (fig. 17c) e dopo 8 giorni fig. 17d) di esposizione al terreno 

miogenico. 

 

 
Figura 17: MSC e differenziamento miogenico (a-d: x 100). MSC sono state coltivate 
con terreno di differenziamento miogenico su piastre condizionate o meno con Matrigel, per 4 e 8 
giorni. (a) controllo con 10% FBS a 8 giorni; (b) terreno miogenico su piastre non condizionate a 8 
giorni; (c, d) terreno miogenico su piastre condizionate con Matrigel a 4 e 8 giorni,  rispettivamente. 
 
Per confermare l’avvenuto differenziamento, sono state effettuate in parallelo 

colorazioni immunofluorescenti, utilizzando marker della linea miogenica. A 4 ed a 

8 giorni (fig. 18a, 18b), nelle colture coltivate su piastre condizionate con Matrigel 



in presenza di terreno differenziativo, aumentava l’espressione di Myf-5, fattore di 

regolazione miogenica precoce, rispetto a quanto osservato nelle colture mantenute 

in terreno  di proliferazione (fig. 18c, 18d), e in quelle fissate subito dopo la semina 

(fig. 18e, 18f). Utilizzando il terreno miogenico, la percentuale di MSC (media su 

dodici campi fotografici) esprimenti il  Myf-5 era pari al 9% a 4 giorni, e saliva al 

12% a 8 giorni nelle colture mantenute su piastre normali (barre chiare), mentre il 

condizionamento con Matrigel portava tale percentuale al 14% e al 30%, dopo 4 ed  

8 giorni, rispettivamente (barre scure). 

 

 

 
Figura 18: Espressione del fattore di regolazione miogenica Myf-5 (x 100). (a, b): 
differenziamento con terrreno miogenico su piastre condizionate con Matrigel dopo 4 e 8 giorni; (c, 
d): cellule coltivate in terreno proliferativo dopo 8 giorni e (e, f): subito dopo la semina (blu: DAPI, 
rosso: Myf-5). 
 
 
 

Il differenziamento in vitro è stato ulteriormente confermato verificando 

l’espressione di desmina, come proteina (fig. 19a, 4 giorni e 19b, 8 giorni), ed 

eseguendo un’analisi real time PCR (grafico di fig. 19), utilizzando primer per due 

sequenze RNA, specifici per specie umana: human-Miogenina e human-MyoD, 



normalizzando a 1 il valore più alto ottenuto di espressione genica (calcolata per 

via indiretta rispetto al gene house-keeping GAPDH). Sin dal 4° giorno 

l’espressione di marker “human specific” era elevata, per poi diminuire ad 8 giorni.  

 

 
 
 
Figura 19: Immunofluorescenza per desmina dopo 4 (a, x200) ed 8 giorni di induzione 
miogenica (b, x100). Grafico: real time PCR per espressione genica di human-MyoD e human-
Miogenina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. Valutazione in vivo del potenziale differenziativo delle MSC.  



Dopo 48 ore dall’iniezione di bupivacaina cloridrato, il muscolo tibialis anterior 

presentava segni di processi degenerativi in atto. Era presente una forte 

infiltrazione di macrofagi (fig. 20a) ed erano visibili aree di necrosi (fig. 20b). 

Dopo 7 giorni dall’iniezione di 106 MSC intramuscolo, le sezioni istologiche non 

presentavano segni severi di risposta immunitaria o rigetto, benché ai ratti non 

fosse stata associata alcuna terapia immunosoppressiva. Si notavano molte fibre 

muscolari con nuclei in posizione centrale (fig. 21a; sezione trasversale) che 

indicavano chiaramente uno stato di rigenerazione/riparazione del muscolo 

danneggiato (fig. 21b). Era presente una lieve risposta infiammatoria, con 

infiltrazione di macrofagi, prevalentemente in zone perivascolari (fig. 21c). Negli 

animali di controllo, in cui era stato indotto il danno muscolare con bupivacaina ma 

che avevano ricevuto una iniezione di sola soluzione fisiologica, permanevano 

relativamente ampie zone di degenerazione muscolare (fig. 21d). 

 

Figura 20: Necrosi del muscolo tibialis anterior indotta da bupivacaina cloridrato a 48h 
dall’iniezione. (a, x50; b, x100) 



 
Figura 21: Sezioni degli impianti (5 µm) a 7 giorni dall’iniezione di MSC (a x100; b part.; c x200) 

o di soluzione fisiologica (d x50) 
 

 
Figura 22: Sezioni longitudinali degli impianti (5 µm) a 14 dall’iniezione di MSC (a x50; b x400). 



Dopo 14 dall’iniezione di MSC nel muscolo tibialis anterior precedentemente reso 

necrotico, non si evidenziavano più segni di risposta immunitaria e solo alcune rare 

zone con lieve risposta infiammatoria. Le sezioni longitudinali degli impianti, 

mettevano in luce la disposizione longitudinale delle fibre muscolari, con i nuclei 

in posizione periferica, indicando una chiara rigenerazione muscolare (fig. 22a, 

22b). 

 

 
Figura 23: Sezioni trasversali di muscolo tibialis anterior a 7 giorni dal trapianto di MSC (a, 
x100; b, particolare). Sezioni trasversali ed analisi immunoistochimica con anticorpo anti-human 
Nuclei a 14 giorni (c, d x200).  
 

 

Analizzando le sezioni trasversali di tibialis anterior, erano visibili numerose fibre 

muscolari GFP-positive, indicando perciò la presenza al loro interno di cellule 

MSC umane (GFP-positive) precedentemente iniettate intramuscolo. Tali cellule 

quindi si erano integrate nel muscolo scheletrico, partecipando alla rigenerazione 

muscolare, come evidenziato dalla presenza di fibre GFP-positive con nuclei in 

posizione centrale a 7 giorni dall’iniezione (fig. 23a, 23b). Per confermare con 

certezza che le fibre muscolari colorate in verde per la presenza di GFP, 



contenessero cellule umane, si è eseguita una analisi di immunofluorescenza 

utilizzando un anticorpo che evidenzia in modo specifico i nuclei di origine umana,  

l’anti-human Nuclei (Chemicon). Si è riscontrata una corrispondenza tra le fibre 

contenenti cellule GFP-positive e nuclei anch’essi positivi per l’anticorpo anti-

human Nuclei (fig 23c, 23d). 

 

E’ stata poi eseguita una valutazione quantitativa (fig. 24) delle fibre muscolari 

GFP-positive contenenti cellule di origine umana: sia a 7 che a 14 giorni la 

percentuale di fibre contenenti MSC era attorno al 40%, mentre l’area totale data 

dalla somma delle sezioni trasversali di tali fibre era di 20% sul totale dopo 7 

giorni, e saliva al 26% dopo 14giorni, indicando un accrescimento delle fibre 

muscolari in questo arco di tempo. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: valutazione quantitativa (numero ed area)  delle fibre 
muscolari  contenenti cellule umane GFP-positive 



 

 

 
Figura 25: Immunofluorescenza: anticorpo anti Myf-5 (a-c) e anti MyoD (d-f) di sezioni 
trasversali (5 µm) del tibialis anterior dopo 7 giorni (a,d GFP; b,e anticorpo; c,f DAPI; x400). 
Anticorpo anti tropomiosina sarcomerica (g-i) dopo 14 giorni (g, GFP; h, anticorpo; i, DAPI; x400). 
 

 

Sulle sezioni di tibialis anterior sono state inoltre effettuate ulterior analisi per 

valutare un eventuale differenziamento in vivo delle MSC. A 7 giorni, cellule GFP-

positive erano anche positive per i fattori di regolazione miogenica Myf-5 e MyoD 

(fig. 25a-c, ed 25d-f, rispettivamente) e a 14 giorni risultavano anche positive per la 

tropomiosina sarcomerica, proteina implicata nel controllo della contrazione 

muscolare (fig. 25g-i) e per la miosina (fig. 26a, 26b). Infine, sempre a due 

settimane si notavano (fig. 27c) delle striature, zone chiare e scure, all’interno di 

fibre muscolari GFP-positive. 

 

 



 
 
 
Figura 27: : Immunofluorescenza: anticorpo anti-human Nuclei (a x100, b x400) in sezioni 
trasversali (5 µm) del tibialis anterior a 7 (a) e 14 (b) giorni. Particolare di sezione longitudinale di 
alcune fibre GFP-positive a 14 giorni. 
 

 

Figura 26: Immunofluorescenza: anticorpo anti-miosina MF20 (a, con DAPI), GFP-positive 
(b, con DAPI) di sezioni longitudinali (5 µm) del tibialis anterior dopo 14 giorni (x400).  
 



 

In alcune sezioni sono stati anche riscontrati nuclei di cellule umane (fig. 27a, 27b), 

che non si erano integrate con le fibre muscolari dell’animale, ma erano localizzate 

a livello interstiziale (fig. 27b), oppure erano ammassate in grande numero in zone 

periferiche della sezione, in aree caratterizzate da un consistente infiltrato 

infiammatorio (fig. 27a).  

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

DISCUSSIONE 
 

Numerose patologie e/o difetti fisici sono caratterizzati dalla perdita di 

cellule specializzate all’interno di organi o di tessuti e conducono a disfunzioni di 

vario tipo. I danni tessutali si traducono in alti costi, in termini di assistenza 

medica, mancata produttività, diminuzione della qualità di vita e morte prematura. 

Appare quindi di fondamentale importanza progettare e realizzare nuovi trattamenti 

allo scopo non solo di prevenire e curare la patologia responsabile, ma anche di 

ripristinare la struttura e la funzionalità dei tessuti o degli organi danneggiati. 

L’ingegneria tessutale del muscolo scheletrico trova numerose applicazioni nel 

campo delle patologie congenite o acquisite. Un esempio è rappresentato dal 

trattamento dell’onfalocele e della gastroschisi. Questi sono stati patologici 

originatisi durante la vita uterina e caratterizzati da perdita muscolare, che può 

condurre non solo ad un deficit funzionale, ma anche a deformazioni strutturali. La 

perdita di tessuto muscolare può avvenire anche in seguito ad altre situazioni 

cliniche comuni come miopatie, lesioni di tipo traumatico ed asportazioni per 

tumore che richiedono, quindi, una successiva ricostruzione chirurgica.  

Nella costruzione in vitro di un tessuto ingegnerizzato, due sono le componenti di 

fondamentale importanza: le cellule ed il supporto. Negli ultimi anni, nella terapia 

di patologie muscoloscheletriche, l’utilizzo di cellule staminali muscolari in 

trapianti o per il trasferimento genico si è rivelato un campo di ricerca interessante 

e promettente [Wu et al., 2003]. L’uso di cellule staminali potrebbe risolvere il 

problema connesso alla massiva morte cellulare associata al trapianto, in quanto 

molte evidenze [Stocum, 2001; Report NHI, 2001] indicano che tali cellule sono 

multipotenti e altamente proliferative. 

Il riparo di estesi difetti muscolari richiede però sostituti tessutali di notevole 

dimensione. A questo proposito risulta essere essenziale per la costruzione in vitro 

di un tessuto ingegnerizzato, l’identificazione del supporto ottimale che abbia 

caratteristiche simili a quelle dell’ambiente esistente in vivo. Il supporto infatti 

deve avere una certa porosità in modo da consentire la crescita cellulare ed il 

trasporto delle sostanze nutrienti, deve inoltre essere biocompatibile, 



biodegradabile e quindi non solo fornire una struttura tridimensionale, ma garantire 

anche l’adesione e la crescita cellulare. 

La ricerca attualmente si è orientata verso la messa a punto di materiali protesici 

derivati da matrice extracellulare bioingegnerizzata che possa funzionare come una 

guida per la crescita ed il rimodellamento tessutale anche a lungo termine. Infatti, 

la matrice extracellulare gioca un ruolo attivo e complesso nella regolazione del 

comportamento cellulare, influenzando l’adesione, la forma, la migrazione, la 

proliferazione ed il metabolismo delle cellule [Badylak, 2007]. 

In un precedente lavoro [De Coppi et al., 2006] si è dimostrato, in ratti Lewis 

singenici, che sostituti muscolari costituiti da mioblasti e matrice muscolare 

acellulare possono fungere da valido approccio per il trattamento a lungo termine 

dei difetti della parete addominale (gastroschisi). Tali sostituti divengono in vivo 

strutture dotate di innervazione, contengono fibre muscolari scheletriche e 

mantengono nell’ospite la loro integrità strutturale per lungo tempo, senza andare 

incontro ad atrofia né ad altri segni di degenerazione. 

Partendo da questi risultati incoraggianti, in questa tesi si è cercato di caratterizzare 

il processo rigenerativo che avviene in vivo, anche a tempi brevi, nel sostituto 

muscolare. A tal fine sono stati ottenuti sostituti muscolari costituiti da matrice 

acellulare omologa, ricavata da ratti Lewis femmine, su cui sono stati seminati 

mioblasti prelevati da ratto Lewis di sesso maschile. Successivamente, questi patch 

protesici sono stati utilizzati per riparare difetti di circa 2,5 × 2,5 cm, creati 

chirurgicamente a livello della muscolatura della parete addominale anteriore di 

ratti Lewis di sesso femminile, sfruttando il fatto che in tale modello animale è 

possibile trapiantare cellule da un animale all’altro senza alcun problema di rigetto.  

L’isolamento di singole fibre muscolari, tramite digestione enzimatica, ha 

permesso di ottenere colture derivate da cellule satellite contenenti solo mioblasti 

in grado di proliferare, differenziarsi e dare origine a miotubi. Le cellule infatti 

erano caratterizzate da un elevata capacità proliferativa, permettendo di ottenere il 

numero ideale di mioblasti (circa 106 cell/cm2) per la costruzione del sostituto 

muscolare dopo solamente una settimana dall’estrazione. L’elevata purezza delle 

colture ha permesso di accorciare il tempo di coltivazione in vitro e di mantenere di 

conseguenza il potenziale miogenico delle cellule. E’ noto infatti che aumentando 



il tempo di coltura e il numero di passaggi, le cellule tendono a perdere le 

caratteristiche del tessuto di origine [Sudo et al., 1983]. 

Per ottenere un supporto che presentasse caratteristiche morfologiche e meccaniche 

simili a quelle del tessuto nativo, è stata usata matrice muscolare acellulare 

omologa. Il metodo detergente-enzimatico, utilizzato per ottenere la matrice 

acellulare, la rende priva di elementi cellulari, ma non ne altera la struttura o il 

complesso della membrana basale [Livesey et al, 1995]. Questo dovrebbe impedire 

la degradazione della matrice, dal momento che matrici danneggiate vengono 

velocemente distrutte da risposte infiammatorie acute, quando impiantate in vivo 

[Burge e Dawber, 1990]. Nel tessuto trattato non si rilevava infatti la presenza di 

nuclei ed il tessuto acellulare presentava una struttura meno compatta rispetto a 

quella originale. Le matrici acellulari sono attualmente utilizzate anche in 

xenotrapianti [Roeder et al, 1999], in quanto non inducono fenomeni di rigetto. 

Infatti, Allman et al. (2001) hanno riportato che le risposte immunitarie a tali 

impianti non coinvolgono la fissazione del complemento o il rigetto dell’impianto, 

ma piuttosto inducono tolleranza.  

In un recente lavoro [De Coppi et al., 2006] l’analisi immunoistochimica ha 

rivelato che la matrice acellulare muscolare, al pari del tessuto nativo, contiene due 

noti fattori angiogenici, il b-FGF (fattore basico di crescita dei fibroblasti) e il 

TGF-β1. Il b-FGF è una molecola segnale extracellulare, di natura polipeptidica, 

secreta dai fibroblasti, che legandosi a recettori tirosin-chinasici, presenti sulla 

membrana cellulare, stimola la crescita cellulare e l’angiogenesi [Takehara, 2000; 

Badylak, 2007]. Anche il TGF-β1 è un fattore di crescita polipeptidico, che regola 

la proliferazione, la migrazione, la differenziazione cellulare e lo sviluppo 

embrionale [Piek et al., 1999]. E’ altresì coinvolto nello sviluppo del sistema 

vascolare: esso induce la differenziazione di precursori in periciti e cellule 

muscolari lisce, inibisce la proliferazione delle cellule endoteliali e stimola la 

deposizione di matrice extracellulare, controllando in tal modo le fasi finali 

dell’angiogenesi [Goumans et al., 2003]. La presenza di questi due fattori 

all’interno della matrice muscolare acellulare rappresenta una caratteristica 

vantaggiosa, in quanto potrebbe favorire in vivo una rapida formazione di neo-vasi, 

necessaria per la sopravvivenza delle cellule seminate sul supporto. Inoltre, 

entrambi i fattori, b-FGF e TGF-β1, sono mitogenici per le cellule progenitrici  



delle fibre muscolari: in particolare il TGF-β1 promuove anche la chemotassi delle 

cellule satellite muscolari [Bischoff et al., 1997]. Queste proprietà potrebbero 

favorire in vivo il reclutamento di elementi cellulari dal muscolo dell’organismo 

ricevente. Le evidenze raccolte con i saggi sulla CAM, indicano che la matrice 

acellulare è in grado di evocare in vivo forti risposte angiogeniche, suggerendo che 

anche l’attività delle due citochine viene mantenuta all’interno della matrice. 

L’osservazione al microscopio ottico a scansione (SEM), effettuata su colture di 

mioblasti su matrice acellulare, ha dimostrato che quest’ultima permette la 

miogenesi scheletrica. Dopo alcuni giorni di coltura, le cellule aderivano, 

proliferavano e si differenziavano in miotubi. Lo studio in vitro ha confermato che 

la matrice acellulare muscolare è in grado di favorire l’adesione e la 

differenziazione cellulare, come già dimostrato da Marzaro et al. (2002).  

Gli impianti sono stati caratterizzati tramite analisi macroscopica e istologica, 

valutando l’espressione dei geni coinvolti nella rigenerazione del muscolo 

scheletrico e delle fibre nervose mediante procedure immunoistochimiche e di 

analisi molecolare.  

Al momento dell’espianto, è stato osservato che tutti gli impianti risultavano 

conservati rispetto alle dimensioni originali, integrati nel tessuto del ricevente e 

vascolarizzati.  

L’analisi degli impianti, effettuata tramite colorazione istochimica, ha evidenziato 

un progressivo rimodellamento degli impianti nell’intervallo di tempo considerato. 

Già a partire dal primo mese apparivano ripopolati da alcuni elementi plurinucleati 

che a 3 mesi si organizzavano in fibre muscolari organizzate con un andamento 

reciprocamente parallelo. All’interno del sostituto muscolare si osservava inoltre, a 

partire dal primo mese, una fitta rete capillare essenziale per l’integrazione e la 

sopravvivenza delle cellule impiantate. La risposta infiammatoria era di modesta 

entità e confinata ai bordi dell’impianto ad una settimana dall’intervento chirurgico 

e regrediva completamente dopo 3 mesi.  

I mioblasti impiantati probabilmente partecipavano al processo di rimodellamento 

del tessuto, in quanto come evidenziato dalla RT-PCR per il gene Sry, 

permanevano all’interno dell’impianto fino a 3 mesi dall’intervento chirurgico. Da 

sottolineare, inoltre, che, a partire da un mese, era evidente, nella parte centrale 

dell’impianto, una migrazione di cellule dai vasi all’interno dell’impianto stesso. 



Escludendo l’ipotesi che tali cellule fossero appartenenti alla serie bianca del 

sangue, in quanto, come sottolineato precedentemente, la risposta infiammatoria 

era quasi completamente regredita, questa osservazione suggerisce che al processo 

rigenerativo possano partecipare anche precursori, probabilmente di origine 

midollare, richiamati nel sito della lesione.  

Tramite l’analisi immunoistochimica e molecolare è stato evidenziato che nel 

costrutto rimodellato in vivo, erano presenti fibre muscolari scheletriche ed 

innervazione. 

In particolare, è stata evidenziata la presenza contemporanea, a partire da un mese, 

di marcatori muscolari caratteristici sia delle prime fasi differenziative che di quelle 

successive, indicando l’esistenza di progenitori attivati indirizzati verso la linea 

miogenica e di elementi cellulari a stadio di maturazione avanzato. Queste evidenze 

suggeriscono che all’interno degli impianti il progressivo rimodellamento della 

componente muscolare non appare totalmente concluso a 3 mesi dall’intervento. 

MyoD, Myf5 e Pax3 venivano espressi a partire da 1 mese dall’intervento 

chirurgico. Essendo dei marker precoci di differenziamento miogenico e venendo 

espressi dai mioblasti in coltura, si suppone che la loro assenza alla prima 

settimana sia ascrivibile alla sensibilità dei metodi utilizzati, probabilmente 

insufficienti a rilevare questi marcatori in un numero di mioblasti esogeni limitato.  

Il fattore nucleare di trascrizione miogenica MyoD è una fosfoproteina nucleare, i 

cui livelli fluttuano durante il ciclo cellulare, in quanto risulta espressa 

prevalentemente nelle cellule satellite attivate [Yablonka-Reuveni et al., 1994]. I 

livelli più alti si riscontrano quando le cellule stanno iniziando a differenziarsi, 

confermando la capacità di questo fattore di indurre la differenziazione miogenica 

attraverso l’espressione di geni muscolo-specifici come la miogenina, la catena 

pesante della miosina (MyHC) ed alcune subunità del recettore dell’acetilcolina. 

L’espressione di MyoD dal 1° al 3° mese successivo all’intervento suggerisce che, 

in questo intervallo di tempo, il processo differenziativo-rigenerativo all’interno del 

materiale protesico continui con attivazione di cellule mononucleate verso la linea 

miogenica.  

Myf-5 è il fattore di trascrizione muscolo-specifico noto da più tempo, la cui 

espressione determina la differenziazione delle cellule satelliti nella linea 

mioblastica. Esso, inoltre, scompare rapidamente dopo che le cellule hanno iniziato 



il processo differenziativo, andando incontro ad una degradazione della propria 

forma fosforilata, in sincronia con il ciclo mitotico [Lindon et al., 1998]. Questo 

marker muscolare è quindi coinvolto, come il MyoD, nel determinare il fato della 

cellula miogenica, oltre che nella formazione di mioblasti durante l’embriogenesi. 

Pax 3 è un gene regolatore trascrizionale “paired box”, appartenente ad una 

famiglia di geni che giocano un ruolo fondamentale nella formazione dei tessuti, in 

particolare quello muscolare, durante lo sviluppo embrionale. Inoltre risulta essere 

importante per mantenere le normali funzioni di determinate cellule anche dopo la 

nascita. Questi geni vengono definiti regolatori trascrizionali grazie al fatto che 

portano alla produzione di proteine che si attaccano a specifiche aree di DNA, 

controllando l’attività di particolari geni. L’alterazione nell’attività del gene che 

codifica per Pax 3, per esempio, è stata correlata con alcuni casi di cancro al 

tessuto muscolare (rabdomiosarcoma) che colpisce soprattutto adolescenti e 

giovani adulti [Linardic et al., 2007].  

L’espressione di Mrf4, miogenina e tropomiosina sarcomerica, a partire da un 

mese dall’intervento, concorda con le osservazioni istologiche relative a questo 

time point e che evidenziavano la formazione di elementi plurinucleati. 

Mrf4 sembra coinvolto, infatti, nel differenziamento muscolare [Smith et al., 1993], 

in particolare nello sviluppo dei miotubi durante la fase di fusione [Hawke & 

Garry, 2001]. Analogamente a Myf5, Mrf4 appartiene alla famiglia delle proteine 

“basic helix-loop-helix (bHLH)”, ovvero fattori di regolazione miogenica (MRF) 

che sono in grado di guidare il processo di differenziazione miogenica. Questi 

infatti agiscono formando complessi tetramerici che comprendono altre proteine 

appartenenti alla famiglia bHLH, in grado di legare il DNA a livello di una 

determinata sequenza. In questo modo viene promossa la trascrizione di geni che 

codificano per marker tipici che segnalano il differenziamento della linea 

muscolare scheletrica [Lassar et al., 1991]. La miogenina, come il MyoD, Mrf4 e 

Myf5, è un fattore di trascrizione muscolo-specifico che appartiene alla famiglia 

delle proteine “basic helix-loop-helix (bHLH)”, conosciute come MRF, in quanto 

sono in grado di guidare il processo di differenziazione miogenico quando sono 

espresse in differenti tipi cellulari. In particolare, la miogenina è coinvolta nel 

differenziamento muscolare [Smith et al., 1993] ed è proprio per questo motivo che 

viene espressa in un secondo momento, durante la fase di fusione dei mioblasti 



[Hawke & Garry, 2001]. La tropomiosina sarcomerica è una proteina filamentosa 

(70.000 Da), composta da 2 subunità ripiegate ad α-elica, costituente i 

microfilamenti nelle cellule non-muscolari e i filamenti sottili in quelle muscolari. 

E’ implicata infatti nel controllo della contrazione muscolare prevenendo, in 

combinazione con il complesso della troponina, il legame dell’actina con la 

miosina e quindi la contrazione [Pasqualino e Panattoni, 2002]. Sebbene questo 

marker citoplasmatico sia caratteristico di uno stadio avanzato di maturazione 

cellulare, era espresso anche nei campioni prelevati dopo 1 settimana 

dall’intervento, in quanto la proteina permaneva nella matrice acellulare in seguito 

al trattamento detergente-enzimatico. 

All’interno degli impianti avveniva anche una rigenerazione della componente 

nervosa, in quanto venivano espressi marker neuronali, quali agrina e  AchRε, 

recettore nicotinico dell’acetilcolina. A partire dalla prima settimana era presente 

l’agrina, proteoglicano eparansolfato di 400 KDa che viene espresso dai 

motoneuroni e concentrato a livello della lamina basale sinaptica. Ha un ruolo 

critico nell’indurre la differenziazione postsinaptica essendo il principale fattore 

trofico chimico anterogrado coinvolto nella sinaptogenesi neuromuscolare. Tramite 

l’agrina i motoneuroni determinano l’accumulo subsinaptico di recettori per 

l’acetilcolina (AchR) sia attraverso l’aggregazione di recettori preesistenti, che 

nuova sintesi [Bach et al., 2003]. Successivamente, a partire da 1 mese 

dall’intervento chirurgico, veniva espresso anche AchRε, canale ionico a controllo 

di trasmettitore, permeabile agli ioni sodio, potassio, cloro e che media la 

trasmissione sinaptica a livello della giunzione neuromuscolare. Il legame 

dell’acetilcolina con il recettore specifico, presente sulla membrana postsinaptica, 

determina l’apertura di canali di membrana, cosicché gli ioni sodio sono in grado di 

permeare nella cellula muscolare, determinandone la contrazione. Durante la 

formazione della placca neuromuscolare il recettore dell’acetilcolina viene 

accumulato nel sito di contatto nervo-muscolo. Con la differenziazione della 

membrana postsinaptica, il tipo di recettore fetale viene sostituito dal tipo adulto 

che contiene la subunità ε al posto della γ e che possiede differenti proprietà 

funzionali [Bach et al., 2003]. 



Da sottolineare, infine, l’espressione del fattore di crescita vascolare endoteliale 

(VEGF), che riveste un ruolo fondamentale nella regolazione dell’angiogenesi 

fisiologica e patologica. Esistono diverse isoforme di VEGF ma la specie 

molecolare predominante é il VEGF165 che si presenta come una glicoproteina 

omodimerica basica che si lega all’eparina. In vitro il VEGF stimola la 

degradazione, la proliferazione e la migrazione delle cellule endoteliali [Fong et al., 

1995]; in vivo regola la permeabilitá vascolare, importante per l’inizio 

dell’angiogenesi. Esso viene chiaramente espresso dalla prima settimana 

probabilmente dalle cellule endoteliali dei vasi neo-formati, ma, probabilmente, 

anche dai mioblasti impiantati e da cellule dell’infiltrato infiammatorio. La sua 

presenza è comunque fondamentale per la formazione di una rete vascolare, in 

grado non solo di fornire  un adeguato supporto nutrizionale, ma di rappresentare 

anche una fonte di cellule satellite [Chargè e Rudnicki, 2004] e di cellule staminali 

muscolari endogene [Meeson et al., 2004].  
I risultati raccolti confermano, quindi, che il modello sperimentale di ricostruzione 

della parete addominale, basato sull’utilizzo di un sostituto muscolare formato da 

matrice acellulare e mioblasti, rappresenta un promettente approccio per il 

trattamento di patologie caratterizzate da mancanza congenita o perdita di ampie 

zone di tessuto muscolare scheletrico. In questo lavoro è stato condotto uno studio 

preliminare del processo di rigenerazione che avviene in vivo all’interno del 

materiale protesico esaminando alcuni marcatori della componente muscolare e 

nervosa del tessuto per un periodo non superiore ai 3 mesi. Le evidenze 

sperimentali ottenute, anche se non in grado di fornire un quadro completo, hanno 

indicato che: 

- esiste all’interno dei patch un progressivo rimodellamento della 

componente muscolare che a 3 mesi dall’intervento non appare totalmente 

concluso. Infatti, la presenza contemporanea, a partire da un mese, di 

marcatori caratteristici sia delle prime fasi differenziative che di quelle 

successive, indica l’esistenza di progenitori attivati indirizzati verso la linea 

miogenica e di elementi cellulari a stadio di maturazione avanzato;  

- il coinvolgimento di precursori circolanti, probabilmente di origine 

midollare, nel processo rigenerativo viene suggerito dalle seguenti 

osservazioni: i) persistenza di cellule scarsamente differenziate a 3 mesi 



dall’intervento, ii) importante migrazione cellulare dai vasi non associata a 

fenomeni infiammatori, e iii)  i mioblasti impiantati, essendo cellule già 

indirizzate verso un preciso destino differenziativo, presumibilmente 

formano, analogamente a quanto succede in vitro, elementi plurinucleati in 

tempi relativamente brevi;  

- si ha una rapida comparsa sia della rete vascolare che della componente 

nervosa 

In prospettiva, sarà necessario monitorare ulteriormente il processo differenziativo-

maturativo fino a 9 mesi dall’intervento, ottenendo anche dati quantitativi con la 

real time PCR e valutando altre proteine strutturali e fattori di trascrizione specifici 

del muscolo scheletrico (c-met, miostatina, miosine adulte, embrionali e neonatali), 

del terminale presinaptico (sinaptofisina, colina acetiltransferasi e neuregulina), 

della membrana postsinaptica (alfa/beta-distroglicano) e delle cellule endoteliali 

(VE-cadherin, von Willebrand factor). Infine, sarà interessante chiarire il ruolo 

svolto dai mioblasti impiantati, dalle cellule satellite dell’ospite e dai precursori 

circolanti delle cellule muscolari scheletriche nella formazione di nuove fibre 

muscolari.  

 
 
 Benchè i risultati ottenuti siano molto promettenti, in vista di possibili 

future applicazioni mediche, emerge un problema quando le cellule satelliti del 

muscolo abbiano una funzionalità compromessa o il loro numero sia esiguo 

all’interno delle fibre muscolari. Per superare questo problema, abbiamo rivolto 

parte del nostro studio all'identificazione di cellule con caratteristiche 

mesenchimali all’interno del sangue cordonale e alla verifica della loro capacità in 

vitro e in vivo di differenziarsi in cellule muscolari scheletriche. I risultati ottenuti 

sono frutto di una collaborazione con il gruppo del professor Biagio Saitta del 

Coriell Institute for Medical Research, Camden, NJ (USA). 

Le MSC sono cellule self-renewal, inizialmente identificate nel midollo osseo e, 

più recentemente, in molti altri tessuti fetali e adulti, compreso il tessuto osseo, il 

liquido sinoviale, tessuto muscolare, il tessuto adiposo e il sangue cordonale  

[Erices et al., 2000; Baksh et al., 2004; Barry et al., 2003]. Sono presenti in numero 

limitato nel midollo osseo [Murohara, 2001], e ancora meno nel sangue cordonale 



(all’incirca 1:108) e stime sul loro numero indicano che vi sia un decremento di tre 

ordini di grandezza tra un neonato e un adulto di 80 anni [Sarugaser et al, 2005; 

Caplan, 2007]. Hanno caratteristiche di cellule pluripotenti, ovvero possiedono la 

capacità di differenziarsi in molteplici linee cellulari come cellule del tessuto osseo, 

cartilagineo, connettivo o muscolare.  

Il gruppo del prof. Saitta ha isolato dal sangue cordonale due distinte popolazioni 

cellulari, con morfologia fibroblastoide: le UCB1-MSC più piccole ed allungate e 

le UCB2-MSC più larghe e tozze. Inoltre, le UCB1-MSC presentavano valori più 

elevati di population doubling. Tuttavia, entrambe, in opportune condizioni di 

coltura, si differenziavano in osteoblasti, condrociti e adipociti. L’analisi del profilo 

genico delle UCB1-MSC ha evidenziato un presenza maggiore di geni legati allo 

sviluppo e al differenziamento rispetto a quanto osservato per le UCB2-MSC. 

Questa caratteristica, unita a una maggiore capacità proliferativa e, di conseguenza,  

alla possibilità di espansione per un più alto numero di passaggi, ha portato a 

ritenere le UCB1-MSC più “primitive” e più adatte ad un possibile e futuro utilizzo 

in terapia [Markov, 2007]. Inoltre, le cellule UCB1-MSC (di seguito indicate 

semplicemente come MSC), utilizzate in questo lavoro, rispondevano ai criteri 

minimi definiti dalla International Society for Cellular Therapy e richiesti per 

definire una popolazione di cellule come “multipotenti e mesenchimali”: i) capacità 

di aderire a piastre di coltura in condizioni standard; ii) fenotipo positivo (>95%+) 

per marker CD105, CD73, CD90 e negativo (<2%+) per marker CD45, CD34, CD 

14 o CD11b, CD 79α o CD19, HLA-DR; iii) capacità di differenziarsi in vitro in 

osteoblasti, adipociti e condrociti [Dominici et al., 2006]. 

Le MSC seminate in piastre condizionate con Matrigel e coltivate con terreno 

induttivo, differenziavano verso la linea miogenica, iniziando ad esprimere marker 

miogenici precoci, come il Myf-5, sin dal 4° giorno dall’inizio dell’induzione. La 

percentuale di cellule in coltura che esprimevano Myf-5 passava dal 14% al 30% 

all’8° giorno. Anche la loro morfologia cambiava, e tendevano a disporsi 

parallelamente le une alle altre, con un progressivo e parallelo aumento degli eventi 

di fusione. L’analisi real time PCR eseguita utilizzando primer per due sequenze 

RNA, specifici per specie umana: human-MyoD e human-Miogenina, confermava 

il differenziamento in atto. E’ interessante notare che questo risultato è stato 



ottenuto senza l’utilizzo di fattori specifici che agiscono da stimolo chimico 

induttivo come, ad esempio, la 5-Azacitidina, il desametasone o la Galectin-1 

[Gang et al., 2004; Chan et al., 2006]. I risultati ottenuti hanno confermato 

l’importanza del Matrigel nell’indurre il differenziamento miogenico. Il Matrigel è 

una membrana solubile composta da collagene IV, laminina, proteoglicani e altre 

sostanze, che la rende un ambiente simile all’endomisio dove sono localizzate le 

cellule satelliti [Godfrey and Gradall, 1998]. Condizionando la superficie di coltura 

con Matrigel e utilizzando terreno miogenico, il differenziamento interessava il 

30% della popolazione cellulare totale, mentre in sola presenza di terreno induttivo 

solo il 12% delle cellule entrava nel programma differenziativo. Questi risultati 

concordano con quelli ottenuti da Langen et al. (2003) che avevano evidenziato 

come il Matrigel sia in grado di accelerare il differenziamento miogenico di cellule 

C2C12.  

Le MSC da sangue cordonale sono, inoltre, in grado in vivo di integrarsi nel 

muscolo scheletrico, nel quale era stato indotto un danno chimico, di differenziarsi 

in cellule muscolari scheletriche e di partecipare al processo rigenerativo. 

In seguito ad una lesione sia di tipo chimico che di tipo fisico, ad una prima fase 

caratterizzata da degenerazione delle fibre muscolari e infiammazione, segue un 

processo di rigenerazione, nel quale vengono attivati in modo sequenziale numerosi 

fattori endogeni [Huard et al., 2002], che rappresentano un stimolo differenziativo 

e chemoattrattivo per precursori muscolari. In questo lavoro è stata indotta una 

necrosi alle fibre muscolari del muscolo tibialis anterior  utilizzando una soluzione 

di bupivacaina cloridrato [Hill et al., 2003]. Dopo due giorni, durante il picco 

infiammatorio, sono state iniettate le MSC, e si è osservata la rigenerazione a 

distanza di 7 e 14 giorni dal trapianto cellulare. 

Le sezioni istologiche non presentavano segni di risposta immunitaria severa o di 

rigetto, benché ai ratti non fosse stata associata alcuna terapia immunosoppressiva. 

Le MSC infatti presentano un fenotipo superficiale negativo per il complesso 

maggiore di istocompatibilità di classe II (MHC-II) e leggermente positivo per 

MHC-I, conferendo loro una natura ipo-immunogenica [Ryan et al., 2005; Uccelli 

et al., 2006; Caplan, 2007]. Inoltre si ritiene che le MSC abbiano un ruolo 

immunoregolatorio, inibendo le cellule T, favoriscano l’angiogenesi, inibiscano 

l’apoptosi e la formazione di tessuto fibroso, secernendo una molteplicità di fattori 



(PGE2, VEGF, IL6 e IL8) [Caplan, 2007]. Già a 7 giorni dall’iniezione delle MSC 

infatti, si notava una sostanziale differenza istologica tra i muscoli trattati, dove la 

necrosi era di fatto regredita, e i controlli, dove le fibre presentavano ancora segni 

necrotici. A 14 giorni le fibre muscolari presentavano una struttura normale con 

lievi segni di infiammazione.  

Le cellule trapiantate permanevano in buona quantità nel muscolo fino a 14 giorni, 

come evidenziato dalla presenza di fibre GFP-positive, la cui percentuale era 

attorno al 40%  dopo una settimana. Pèault et al. (2007) riportano che il 75% dei 

mioblasti impiantati via intramuscolo muore entro i primi 3 giorni dal trapianto, e 

quindi un maggior numero di cellule dovrebbe essere somministrato per superare 

questo limite. Anche altri Autori, iniettando quantità maggiori di cellule, hanno 

notato un aumento del numero di fibre contenenti le cellule impiantate. Il 

protocollo da noi utilizzato prevedeva inoltre non una singola iniezione di MSC, 

ma tre iniezioni su tutta la lunghezza così da permettere una maggiore diffusione 

all’interno del muscolo [Skuk et al., 1999]. Anche dopo 2 settimane dalla 

somministrazione, la percentuale di fibre GFP-positive si manteneva attorno al 

40% delle fibre totali. Tuttavia, l’area occupata da tali fibre era del 20% sul totale 

dopo 7 giorni, e saliva al 26% dopo 14 giorni. Questo risultato indica chiaramente 

che è necessario un intervallo di tempo per l’integrazione delle MSC nel tessuto, 

come già evidenziato per altri tipi cellulari [Pèault et al., 2007; Fan et al., 1996]. Il 

fatto che il numero di fibre GFP-positive rimanga sostanzialmente invariato 

nell’arco delle due settimane ma che l’area, e quindi le loro dimensioni crescano, 

indica che le MSC hanno preso parte alla rigenerazione muscolare, e che nel tempo 

contribuiscono all’accrescimento delle fibre stesse. La presenza di nuclei in 

posizione centrale [Chargè et al., 2003]  all’interno delle fibre GFP-positive 

rappresenta, inoltre, un ulteriore evidenza a favore della partecipazione delle MSC 

al processo rigenerativo.  L’utilizzo di un anticorpo specifico anti-human Nuclei, 

ha inoltre confermato la presenza di cellule umane in fibre muscolari GFP-positive. 

Tuttavia, sono necessari ulteriori studi per valutare di che natura siano queste fibre: 

se siano fibre composte da sole cellule di derivazione umana oppure siano fibre 

miste, dove cellule umane e di ratto si siano fuse a dare il sincizio plurinucleato 

tipico della fibra muscolare. Brimah et al. (2004) hanno mostrato, isolando singole 

fibre muscolari da muscolo criodanneggiato di topo e sottoposto a trapianto di 



precursori muscolari umani (MPC), come  alcune fibre fossero di tipo misto e 

nessuna fosse composta da sole cellule umane. 

Inoltre, le cellule GFP-positive presenti all’interno dei muscoli trattati, erano 

positive per i marker muscolari Myf-5, MyoD, tropomiosina sarcomerica e miosina 

MF20, indicando la capacità di tali cellule di differenziarsi in cellule muscolari non 

solo in vitro ma anche in vivo. Si notavano infine anche zone di fibre GFP-positive 

contenenti bande chiare e scure alternate, che suggerivano l’inizio di una 

architettura ordinata all’interno delle fibre stesse. 

 I risultati ottenuti evidenziano, quindi, che le MSC da sangue cordonale 

sono in grado di differenziarsi in cellule della linea miogenica, sia in vitro che in 

vivo, e che, qualora impiantate, si integrano con grande efficienza nel muscolo 

dell’ospite, senza dare segni di rigetto, e partecipando, almeno in parte, alla 

rigenerazione muscolare. 

Nel futuro, si dovranno studiare in maniera più approfondita il ruolo in vivo di tali 

cellule sia dal punto di vista del loro differenziamento, sia per la loro capacità di 

immunoregolazione e/o richiamo di cellule dell’ospite mediante rilascio di fattori e 

citochine.  Di grande interesse sarà inoltre osservare se vi siano differenze nei 

muscoli sottoposti a trapianto di cellule indifferenziate, come nel lavoro eseguito, o 

di cellule mesenchimali precedentemente differenziate in mioblasti. Sarà inoltre 

importante capire se le fibre neoformate siano di sola derivazione di cellule 

dell’ospite, umana, o vi sia una compartecipazione di entrambi i tipi cellulari nella 

rigenerazione del muscolo danneggiato.  
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