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Obiettivo dello studio

Lo scopo di questo studio preclinico & stato di dimostrare la pluripotenzialita di cellule staminali
mesenchimali di origine cordonale (UC-MSC) e, in particolare, il potenziale condrogenico e osteogenico
delle UC-MSC su scaffold nanostrutturati tridimensionali, al fine di identificare la rilevanza clinica per i
pazienti che potrebbero beneficiare di terapia con cellule mesenchimali.

Approccio sperimentale

Processamenio del cordone ombelicale

Grazie ad una collaborazione con la S.C.D.U. Ginecologia ed Ostetricia, Azienda Ospedaliera Ordine
Mauriziano di Torino, sono stati prelevati cordoni ombelicali freschi umani in seguito a parto cesareo
programmato. | cordoni ombelicali, trasportati in un mezzo di trasporto contenente soluzione salina
tamponata con fosfato (PBS), 200 mg/100 ml ciprofloxacina, 500 Ul di eparina, sono stati processati

immediatamente dopo il trasporto in laboratorio.
Dopo aver misurato la lunghezza ed il peso, il cordone ombelicale & stato lavato in PBS per rimuovere le
tracce di  globuli rossi contaminanti. Il tessuto cordonale & stato in  seguito

sminuzzato in frammenti di 3 cm di lunghezza e tagliato longitudinalmente in modo da esporre |la superficie
interna del cordone. Successivamente sono stati effettuati tanti taglietti longitudinali in modo da permette la
fuoriuscita delle cellule dal tessuto. Tali frammenti sono stati ulteriormente tagliati in piccoli pezzi da 4-7 mm
ed in seguito trasferiti in piastre Petri da 60 cm2, contenenti il terreno per espandere le cellule staminali
mesenchimali, usato precedentemente per tagliare i pezzi di cordone, con la faccia interna rivolta sul fondo
della piastra, ed incubati a 37°C, in atmosfera umida con 5% di COz per 15 giorni. Il terreno di coltura per
I'espansione delle UC-MSC era composto da: Dulbecco's Modified Eagle Medium/F-12 (D-MEM), 5% lisato
piastrinico umano ottenuto da donatori sani, 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 1X penicillina/streptomicina, 1X
sodio piruvato, 1X amminoacidi non-essenziali, 500 |U eparina (Fig. 1A, B) Il tessuto cordonale & stato
lasciato indisturbato in cultura e monitorato fino a 15 giorni per consentire l'identificazione nelle piastre di
piccole colonie di MSC. Successivamente, i frammenti di cordone ombelicale sono stati rimossi e le cellule
aderenti sono state espanse per ulteriori passaggi di coltura celiulare.
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Coltura delle UC-MSCs

Dopo due settimane dalla semina iniziale (giorno 14) sono stati rimossi i frammenti di tessuto cordonale, e le
cellule aderenti sono state espanse per ancora due settimane. Ogni 3-4 giorni & stato rinnovato il 40% del
terreno di coltura. Dopo 28 giorni, le cellule aderenti (passaggio 0, PO) sono state staccate, centrifugate a
1200 rpm per 10 minuti, risospese nel terreno di coltura e piastrate nuovamente per un ulteriore step di
espansione alla densita di 100-200 cells/cm?, fino ad arrivare a confluenza (P1). Alla fine del passaggio 1
(giorno 42), sono state contate le cellule vive con il metodo “trypan blue dye exclusion’. Le UC-MSCs isolate
sono state impiegate per I'analisi immunofenotipica, i diversi tipi di differenziamento. Infine le UC-MSCs
isolate da un solo cordone sono state impiegate per I'analisi della lunghezza del telomero.

Caratterizzazione immunofenotipica delle UC-MSC
L'immunofenotipo delle UC-MSCs & stato studiato analizzando in citofluorimetria I'espressione dei seguenti

marker di superficie: CD90, CD73, CD105, CD44, CD29, CD34, HLA-ABC e HLA-DR. .
L'analisi & stata effettuata mediante 'uso dello strumento FACScan e del software CellQuest. E stato
acquisito un numero di eventi pari a 10000.

Analisi della lunghezza del telomero
La lunghezza dei telomeri & stata valutata nelle UC-MSC ai diversi passaggi di coltura (dal passaggio O al

passaggio 5). La valutazione & stata effettuata mediante analisi Southern blot, utilizzando circa 5x108
cellule. Brevemente, il DNA (19.2 ug) & stato digerito mediante I'impiego di enzimi di restrizione, nello
specifico Hinf | e Rsa |. | frammenti di DNA digerito sono stati separati mediante elettroforesi su gel di
agarosio 0.8%, nel running buffer 1X Tris-acetate-EDTA. Per trasferire il DNA separato mediante
elettroforesi, & stata utilizzata una membrana di nylon ‘positive charged'. In seguito al trasferimento
overnight, la membrana di nylon & stata esposta ai raggi ultravioletti per fissare i frammenti di DNA. Per la
fase di ibridazione & stato utilizzato il kit TeloTAGGG Telomere Length Assay (Roche Diagnostic). La
membrana & stata successivamente immersa in una soluzione pre-ibridizzante (contenente 2 ul di sonda
specifica per il telomero marcata con digossigenina [DIG]) per circa 2 ore a 62°C su un basculante e
successivamente in una soluzione ibridizzante per 3 ore alla stessa temperatura. Dopo l'ibridazione, la
membrana & stata lavata due volte a temperature ambiente con il ‘stringent wash buffer I' (2X SSC, 0,1%
SDS) per 10 minuti ed in seguito a 37°C nel ‘stringent wash buffer I’ (0.2X SSC, 0,1% SDS) per 20 minuti.
In seguito, la membrana & stata incubata con la soluzione bloccante 1X per 30 minuti a temperature
ambiente e, successivamente, con I'anticorpo specifico per DIG legato covalentemente con la fosfatasi
alcalina (AP). Infine, sono state aggiunte alcune gocce di substrato chemiluminescente (CDP-Star) alla
membrana al fine di stimolare la AP a produrre emissione luminosa. L'emissione & stata acquisita da un film
X-ray (Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film) e scannerizzata per I'analisi. L'analisi & stata effettuata
usando il softwer Quantity One (BioRad).

Differenziamento condrocitario in ipossia e normossia

Per il differenziamento condrocitario sono state utilizzate le UC-MSC al primo passaggio di coltura cellulare.
Sono stati utilizzati terreni specifici provenienti dall'azienda EuroClone S.p.A, con il quale collaboriamo
attivamente. Tali terreni contengono un medium per le cellule mesenchimali staminali e vari supplementi per
i diversi differenziamenti.




Per il differenziamento condrogenico & stato impiegato il sistema della coltura cellulare a pellet, utilizzando
circa 1x10° di UC-MSC. |l differenziamento condrocitario & stato effettuato sia in condizioni di normossia (5%
CO2 e 21% 02) che in condizioni di ipossia (5% CO2 e 1% 02). Tale ambiente & stato simulato nella camera
ipossica, che permette di riprodurre 'ambiente ipossico presente nell’area meniscale. | pellet sono stati
coltivati per 28 giorni nel terreno di EUROMED Chondrogenic Differentiation Kit, con I'aggiunta di 10 ng/ml di
Transforming Growth Factor 3. A fine coltura sono stati fissati in etanolo 80% e sezionati al microtomo, in
modo da ottenere delle sezioni da utilizzare per le colorazioni istologiche specifiche per |a cartilagine, quale
ad esempio il safranin-O (colorante che evidenzia la presenza dei glicosamminaglicani).

Per quantificare il contenuto s-GAG (glicosamminoglicani) nel pellet condrocitario, sia in ipossia e che in
normossia, & stato utilizzato il sistema di coltura pellet sopra descritto. Al termine dei 28 giorni di coltura, i
campioni sono stati sottoposti ad un'analisi biochimica, mediante il saggio di quantificazione colorimetrica
per s-GAG (condotto secondo il metodo descritto da Hoemann et al.). Brevemente, i campioni sono stati
direttamente digeriti in papaina, a pH 7 a 60°C per 16-24 ore. La soluzione di digestione era composta da 5
mM L di cisteina, 100 mM di Na:HPQO4, 5 mM di EDTA e 125 mg/ml papaina tipo Ill. Dopo la digestione, i
campioni sono stati centrifugati a 21.000 g per 5 min a temperatura ambiente. Il supernatante e stato
trasferito in una nuova provetta e immediatamente sottoposto al test di quantificazione. In una piastra da 96
pozzetti, sono stati combinati 50 pl del campione digerito in papaina e 200 ul di soluzione reagente DMMB
(composta da 40 mM di NaCl, 40 mM di glicina, 46 mM di DMMB, pH 3,0). | campioni sono stati analizzati da
un lettore di piastra a 525 nm di assorbanza utilizzando come standard la cartilagine di squalo (condroitin
solfato C, concentrazione da 0,125 mg a 1,25 mg).

| valori di concentrazione di s-GAG ottenuti dall'analisi biochimica sono stati rapportati alla quantita di DNA
presente nel pellet condrocitario. L'analisi del contenuto di DNA & stata effettuata mediante un saggio
spettrofotometrico in fluorescenza.

Differenziamento condrocitario ed osteocitario su scaffold tridimensionali

La differenziazione osteogenica su scaffold & stata effettuata su Orthoss (Gruppo Geistlich) descritto
precedentemente, seminando le UC-MSC al primo passaggio di coltura. Lo scaffold & stato suddiviso in
frammenti cubici di circa 1cm?. Successivamente, gli scaffold sono stati rivestiti da uno strato di fibronectina,
mediante immersione in una soluzione contenente 50 mg/ml di fibronectina per 4 ore a temperatura
ambiente. Lo scaffold & stato lasciato asciugare over-night sotto cappa cellulare sterile, e successivamente
utilizzato per la semina delle UC-MSC. In particolare, le cellule sono state risospese in colla di fibrina alla
concentrazione di 6x108 cellule/scaffold, seminate e coltivate nel terreno di coltura specifico per il
differenziamento osteogenico, a 37°C, in atmosfera umida con 5% di COz per 10 giorni, 20 giorni & 30 giorni.
A fine coltura i costrutti sono stati decalcificati, fissati in formalina, inclusi in paraffina e tagliati al microtomo.
L'analisi istologica & stata effettuata colorando le sezioni con ematossilina/eosina ed alizarin-red.
L'analisi in immunofluorescenza ha permesso di valutare l'espressione dell'osteocalcina e di RUNX2
(proteine che giocano un ruolo importante nel differenziamento osteccitario). La differenza di intensita di
fluorescenza tra le colture a 10, 20, 30 giorni & stata determinata utilizzando il programma ImageJ, ed
analizzata statisticamente con il software statistico GraphPad Prism 5.0.

Per la differenziazione condrogenica su scaffold tridimensionale, sono stati utilizzati i due diversi tipi di
scaffold: Hyaff-11 e Chondrogide. Lo scaffold Hyaff-11 (FIDIA Advanced Biopolymers, Abano Terme, ltalia)
€ una matrice polimerica, ottenuta per esterificazione dell'acido ialuronico con alcoli diversi (estere benzilico
di acido ialuronico). L'acido ialuronico & un polisaccaride lineare costituito da sequenze ripetute di acido
glucuronico e N-acetilglucosamina, presente principalmente nella matrice extracellulare di molti tessuti come
cartilagine, cordone ombelicale e fluido sinoviale. Grazie alle sue proprieta chimico-fisiche pud interagire con
differenti tipi cellulari attraverso recettori di membrana e intervenire in diversi processi biologici quali
I'organizzazione dei proteoglicani, il differenziamento e la migrazione cellulare. | biomateriali a base di acido
ialuronico garantiscono quindi caratteristiche di biocompatibilita e biodegradabilita, la crescita
tridimensionale delle cellule e la produzione di matrice extracellulare. Lo scaffold Chondro-gide (Geistlich
Group, Svizzera) & una matrice di collagene suino di tipo I/l a doppio strato, con un lato compatto ed un lato
poroso. Lo strato compatto consta di una superficie con funzione di barriera cellulare, in quanto impedisce
che le cellule staminali mesenchimali si diffondano nella cavitd articolare proteggendole quindi da
sollecitazioni meccaniche. |l lato poroso della matrice & formato da fibre di collagene libere, che favoriscono
la penetrazione e l'adesione cellulare. Brevemente, 2x108 UC-MSC/cm? sono state risospese in 50 i di
terreno di differenziamento condrogenico e seminate sugli scaffold. | costrutti sono stati lasciati 3-4 ore a
37°C, in atmosfera umida con 5% di CO2 per permettere I'adesione delle cellule allo scaffold.
Successivamente sono state aggiunte due gocce di colla di fibrina e 2 ml di terreno di differenziamento
condrogenico. Anche in guesto caso sono state effettuate colture in ambiente ipossico (5% CO2 e 1% 02) e
in ambiente normossico (5% co2 e 21% 02).
Dopo 1 mese di coltura, i costrutti sono stati fissati in formalina, inclusi in paraffina e tagliati al microtomo.
Successivamente, le sezioni istologiche sono state colorate con ematossilina/eosina e safranin-o in modo da



analizzare la distribuzione delle cellule allinterno dello scaffold e la produzione di matrice cartilaginea.
L'analisi in immunofluorescenza ha permesso di valutare I'espressione dei principali marcatori condrocitari
(sox-9, il collagene di tipo Il) e dei marcatori ipossici (HIF-1a, HIF-2 a).

Infine, per confrontare l'intensita di fluorescenza di ogni singolo marcatore tra le colture in ipossia e quelle in
normossia, & stato utlizzato il software ImagelJ. L'espressione dei marcatori & stata analizzata
statisticamente mediante l'impiego del software statistico GraphPad Prism 5.0 .

Risultati ottenuti

Caratterizzazione morfologica ed immunofenctipica delle UC-MSCs

Nelle colture primarie, le cellule aderenti migrate dal tessuto cordonale presentano una forma fibroblastica
ed iniziano a formare colonie dopo circa 14 giorni dalla seminale iniziale dei pezzi di cordone.

| frammenti di cordone sono stati rimossi dopo circa 14 giorni dalla semina iniziale, e le cellule aderenti
hanno impiegato circa 10 giorni per ottenere una confluenza pari al 60% (Fig. 2A), mentre dopo 14 giorni si
osserva una confluenza pari al 100%. Dopo 28 giorni (P0) sono state raccolte le colonie di UC-MSCs (P0O) e
piastrate nuovamente per un’ulteriore espansione (P1). Dopo 14 giomni di coltura si osserva la confluenza
totale al P1 (giorno 42).

La media delle cellule mesenchimali ottenute al giorno 42 (P1) & 23,37 x 10°. In particolare, dalla semina
iniziale (giorno 0) abbiamo ottenuto alla fine del P1 (giorno 42) 0,78 x 10° cellule/gr di cordone ombelicale
seminato in piastra (peso medio 33,9 gr e lunghezza media 43,3 cm).

Per analizzare il fenotipo delle cellule isolate da cordone ombelicale abbiamo utilizzato I'analisi in citometria
a flusso. Tali cellule mostrano positivita per i principali marker di superficie delle cellule staminali
mesenchimali, quali:. CD73, CD90, CD105, CD44 e CD29. Inoltre tali cellule sono negative per il CD34,
marker delle cellule staminali emopoietiche.

Differenziamenfo condrocitario in condizioni di ipossia e normossia
Per studiare il differenziamento condrogenico, abbiamo utilizzato il sistema della coltura a pellet in terreno di

differenziamento condrogenico. Dopo 28 giorni di coltura, sia per la coltura in normossia che per la coltura in
ipossia, il pellet cordrocitario mostra positivita per la colorazione istologica con Safranin-O (Fig. 3A
normossia, fig. 3B ipossia). Le UC-MSCs mostrano una parete cellulare tondeggiante, simile alle cellule
MSC isolate da midollo osseo (dati non mostrati).



Fig. 3A Fig. 3B

Inoltre, i risultati ottenuti dall'analisi biochimica mostrano che vi & una differenza statisticamente significativa
(p<0,01) tra il contenuto di protecglicani in ambiente ipossico e normossico (Fig.3C).
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La quantita di DNA nei pellet condrocitari rimane invariata, in accordo con il principio secondo cui le cellule in
differenziamento non devono andare incontro a proliferazione (p>0,05, Fig.3D).
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Infine, I'analisi statistica mostra che rapporto fra il contenuto di proteoglicani ed il contenuto di dna nel pellet

condrocitario & maggiore, e statisticamente significativo (p<0,05), in ambiente ipossico rispetto all'ambiente
normossico (Fig.3E).
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| risultati ottenuti dagli esperimenti di differenzazione in vifro mostrano che le cellule staminali mesenchimali
isolate da cordone ombelicale umano hanno differenziato in maniera ottimale in senso condrocitario, sia in
normossia che, in misura maggiore, in ipossia. In particolare, i risultati confermano I'effetto pro-condrogenico
dell'ipossia in vitro. E da precisare che tali cellule sono ‘commissionate’ verso le specifiche linee cellulari e
non sono equiparabili a cellule differenziate provenienti dai tessuti specifici; tale stato di differenziazione
iniziale potrebbe essere ulteriormente migliorato dall'influenza del microambiente in vivo e completare cosi il
processo di differenziazione.

Differenziamento osteocitario di UC-MSCs su scaffold
| risultati relativi al differenziamento osteocitario su scaffold Orthoss mostrano che vi & una considerevole

cellularita del costrutto ad ogni intervallo temporale considerato (10, 20 e 30gg) comparato con le sezioni di
scaffold senza cellule (Fig. 5A).
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L’analisi mediante colorazione con Alizarin Red ha fornito risultati sovrapponibili, evidenziando i depositi di
calcio verosimilmente aumentanti di importanza analizzando i costrutti a periodi temporali crescenti sempre
di 10, 20 e 30 giorni complessivi (Fig.5B).



Fig.5B

Ciod che effettivamente risulta pit significativo sono stati i risultati ottenuti tramite I'analisi semiquantitativa in
immunofluorescenza dell’'espressione del fattore trascrizionale osteocalcina (Fig.5C).
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Le immagini in immunofluorescenza mostrano un intuibile aumento di intensita negli intervalli di tempo
analizzati, intuizione confermata dal grafico e dal dato della significativita statistica (Fig.5D).
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Risultati analoghi sono stati ottenuti dall'analisi in immunofluorescenza dell’'espressione del fattore
trascrizionale RUNX2 (Fig.5E, 5F).
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Differenziamento condrocitario di UC-MSCs su scaffold

Per studiare il differenziamento condrogenico su scaffold, sono stati utilizzato due diversi tipi di scaffold
(Hyaff-11 e Chondro-Gide) in cui sono state seminate le UC-MSCs in terreno di differenziamento
condrogenico, mantenendo le colture in condizioni di normossia e ipossia. E stata scelta una tensione di
ossigeno del 10%, in quanto & stato osservato in precedenti esperimenti che un livello troppo basso di
ipossia pud determinare una sofferenza cellulare e apoptosi. Inoltre, essendo le cellule disposte non in
monostrato, ma su supporto tridimensionale, € ipotizzabile la formazione di un gradiente di concentrazione di
ossigeno all'interno del costrutto, che determina una diminuzione della tensione di assigeno con profondita
crescente.

Le colorazioni istologiche hanno messo in evidenza le differenze dei due costrutti: nel Chondro-Gide le
cellule si distribuiscono esclusivamente sulla superficie porosa; nell'Hyaff-11 le cellule hanno la possibilita di
penetrare piu all'interno della struttura, distribuendosi cosi su una superficie maggiore.

Il conteggio cellulare non ha evidenziato differenze statisticamente significative tra normossia e ipossia in
entrambi gli scaffolds, dimostrando che il grado di ipossia scelto non ha determinato una sofferenza cellulare
e apoptosi all'interno del costrutto (dati non mostrati). La colorazione istologica Safranin-O ha permesso di
valutare la quantita di proteoglicani presenti all'interno della neomatrice. In ipossia, la colorazione & piu
positiva ed intensa, dimostrando che viene sintetizzata pili matrice rispetto alla normossia, ed & visibilmente
molto marcata nel Chondro-Gide (Fig.4A).
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Fig.4A

La conferma del maggior potenziale condrogenico delle UC-MSCs nell'ambiente ipossico & data
dallimmunofluorescenza. Infatti, sia su Chondro-Gide che su Hyaff-11, la riduzione della tensione di
ossigeno determina l'aumento dell'espressione a livello nucleare di tre fattori trascrizionali, SOX-9 (Fig.4B,
C), HIF-1a (Fig.4D, E) e HIF2 a (Fig.4F, G) , in modo simile e statisticamente significativo (p<0,001).
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Anche la produzione di collagene di tipo |l aumenta nei costrutti incubati in ipossia. In questo caso, perod, &
presente una differenza statisticamente significativa soltanto nell'Hyaff-1 (p<0,005, Fig.4H) e non nel
Chondro-Gide (p>0,05, Fig.4l). Questa maggior produzione di collagene di tipo Il indotta dall'ipossia, insieme
alla maggior porosita, che permette alle cellule di penetrare all'internc della struttura e alla possibilita che si
instaurino delle interazioni tra le cellule e le fibre di acido ialuronico, rendono I'Hyaff-11 un supporto ottimale
da utilizzare nel campo dell'ingegneria tissutale per |a riparazione di lesioni cartilaginee.
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Analisi lunghezza telomerica
L'analisi della lunghezza del telomero delle UC-MSCs ai diversi passaggi di coltura (dal passaggio 0 al

passaggio 5) (Fig.6) mostra che non vi & nessuna significativa differenza nei passaggi di coltura cellulare: il
valore mediano del telomero delle UC-MSCs & di 8684 paia di basi (8,684 kbp).
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Conclusioni

Le UC-MSCs presentano un grande interesse sia per la medicina rigenerativa che per la loro attivita
immunomodulatoria. In questo lavoro, ci siamo focalizzati sulla possibilita di ottenere dal cordone ombelicale
umano cellule dotate di capacita differenziative notevoli nel’ambito dei processi di riparazione tissutale in
ambito ortopedico.

In primo luogo, tale studio evidenzia come le UC-MSCs, veicolate in scaffold condrogenici, presentino segni
di differenziamento verso la linea condrogenica maggiori quando sono incubate in condizioni ipossiche,
condizione simile a quella della superficie cartilaginea. Tale proprieta rende le UC-MSCs dei candidati
allogenici promettenti per la riparazione in un solo tempo chirurgico ("one-stage") delle lesioni cartilaginee.

In secondo luogo, in tale studio & stata valutata I'ostecgenesi delle cellule staminali mesenchimali seminate
sullo scaffold Orthoss: i risultati ottenuti indicano come 30 giomi il periodo di tempo adeguato affinche le
cellule mesenchimali staminali si differenzino ed esprimano maggiormente i fattori trascrizionali tipici degli
osteociti: RUNX2 e osteocalcina. Infine, la lunghezza telomerica rimane costante nei vari passaggi in coltura
cellulare, a significare che non viene vi & senescenza cellulare nei primi passaggi di coltura in vitro.

Le UC-MSCs sembrano avere un buon potenziale per essere dei buoni candidati nei processi di riparazione
tissutale in ambito ortopedico. Il concetto di questo studio pud essere considerato davvero come una scelta
ipotetica e futura per pazienti che trarrebbero profitto dalla terapia con cellule staminali. Non rimane a questo
punto che sviluppare un modello animale pre-clinico che testi in vivo i risultati ottenuti, con I'obbiettivo un
giorno di traslare I'esperienza ottenuta in un organismo umano.
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