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promettenti figura la terapia cellulare, basata sull’isolamento e sull’espansione 

lesionati al fine di ripristinare le proprietà funzionali e strutturali. Un’evoluzione 

proprio dall’impiego delle cellule 

staminali, caratterizzate da un’elevata capacità proliferativa e dalla possibilità di 

vantaggiosa per l’isolamento di cellule staminali mesenchimali (Mesenchymal Stem 

amente invasive e all’elevata resa in ADSCs (Adipose

che vedono l’utilizzo di cellule staminali, limiti che sono quindi oggetto di studi più 

proliferativa e funzionale delle cellule, compromettendone l’efficacia terapeut

In questo capitolo introduttivo dell’elaborato verranno approfonditi i principali aspetti 

teoriche utili a interpretare l’impatto di tali fenomeni sull’efficacia delle 



Le cellule staminali sono cellule indifferenziate caratterizzate da un’elevata capacità di 

autorinnovamento, da un’ampia capacità proliferativa e dal potenziale di differenziarsi 

nell’ambito di procedure di fecondazione 



originano la maggior parte dei tessuti dell’organismo adulto, pur non essendo in grado 

). Sono state sviluppate con l’obbiettivo di superare i limiti 

etici associati all’uso delle cellule staminali embrionali e di attenuare le 



). Altri limiti nell’utilizzo clinico 

sono il rischio di formazione di teratomi, l’immunogenicità con possibile rigetto nei 

trapianti. Inoltre, è stata evidenziata la scarsa riproducibilità tra laboratori, l’instabilità 

Le prime iPSC sono state generate tramite retrovirus, ma con un’attivazione 

Myc), con l’obiettivo di aumentarne la sicurezza per l’uso clinico. Tuttavia, questi 

popolazioni staminali presenti nell’organismo adulto

l’impiego terapeutico in differenti patologie, sia di natura infiammatoria che 



risoluzione dell’infiammazione o, in specifici contesti, il potenziamento della risposta 

l’attenzione si è progressivamente spostata anche verso altre sorgenti cel

Attualmente, il metodo più utilizzato per l’isolamento delle ADSCs si basa sulla 

alcune limitazioni, tra cui possibile danno cellulare indotto dall’enzima, variabilità 



messo in coltura per permettere la migrazione delle cellule dal suo interno “outgrowth”

permettendone così l’isolamento e la eventuale espansione (

favoriscono la rigenerazione tissutale attraverso la promozione dell’angiogenesi, 

riduzione dell’apoptosi e la modulazione del sistema immunitario.

In particolare, l’effetto immunomodulatorio rappresenta uno dei principali vantaggi 

ndo l’attività di linfociti T, cellule dendritiche e macrofagi. Tale azione 

contribuisce alla riduzione dello stato infiammatorio e al mantenimento dell’omeostasi 

β e promuovono l’espansione 

ischemico e infiammatorio, favorendo il mantenimento dell’integrità tissutale e 

l’efficacia complessiva dei processi rigenerativi (



free rappresenta un ulteriore potenziale dell’attività 

dell’infiammazione e alla promozione della rigenerazione cutanea



fisiologico e dalla matrice extracellulare mediante l’impiego di enzimi proteolitici che 

passaggio iniziale fondamentale per l’ottenimento delle cellule a partire dalla SVF. 



Un ulteriore limite è l’eterogeneità delle ADSC, che includono sottopopolazioni con 

la durata e l’efficacia dell’effetto terapeutico. Da non trascurare è la variabili

dall’invecchiamento fisiologico oppure dall’azione di diversi fattori, tra cui danni al DNA, 

mitocondriale. Nonostante l’arresto proliferativo, le cellule senescenti rimangono 

’



l’attivazione di una rete integrata di vie di segnalazione intracellulari responsabili 

dell’instaur

metabolismo e dell’organizzazione del citoscheletro, con conseguente perdita 

dell’omeostasi cell

segnali paracrini pro senescenza favorendo l’induzione di 

all’amplificazione del danno tissutale. Nel contesto della medicina rigenerativa, tali 

quali l’accorciamento 

dei telomeri associato alla replicazione cellulare, lo stress ossidativo e l’attivazione 

aberrante di oncogeni. Questi stimoli determinano l’attivazione di meccanismi cellulari 

funzione mitocondriale, che contribuiscono all’instaurarsi del fenotipo senescente e 

dell’arresto permanente del ciclo cellulare. (



ATR. Questo processo induce la fosforilazione di H2AX (γH2AX) e l’attivazione delle 

del ciclo cellulare attraverso l’asse p53/p21 e le fosfatasi CDC25. 

un meccanismo comune sia alla senescenza replicativa, associata all’accorciamento 

DNA (TTAGGG nell’uomo) associate a proteine specifiche che ne garantiscono la 

proprio l’accorciamento telomerico, associato all’attivazione di una risposta al danno 



l’invecchiamento, la lunghezza dei telomeri diminuisce inoltre in modo 

progressivo, con una riduzione media di circa 17 bp all’anno (

una trascrittasi inversa che contrasta l’accorciamento aggiungendo sequenze ripetute 

⁺
dell’invecchiamento cellulare. Nelle MSCs, una ridotta attività di SIRT1 è stata 

cellulare, contribuendo all’alterazione dell’omeostasi energetica e metabolica. Nelle 

A livello funzionale, tali alterazioni determinano un’inefficienza della catena respiratoria 

itocondriale all’attivazione della senescenza, inducendo danni al DNA e 

sostenendo la risposta al danno al DNA (DDR) e l’arresto stabile del ciclo cellulare 

⁺
mitocondriale (mtDNA), può attivare vie dell’immunità innata (TLR9, NLRP3, cGAS



con cambiamenti nell’organizzazione di actina e microtubuli. Si osservano quindi una 

membrana e maggiore produzione di specie reattive dell’ossigeno. Inoltre, cambia 

riduzione della loro eliminazione, favorendo l’accumulo di organelli danneggiati e 



Anche il sistema dei lisosomi e l’autofagia risultano compromessi, con una minore 

influenzano l’attività dei geni. Infine, anche il reticolo endoplasmatico e l’apparato di 

esse processi di stress e favorendo l’acquisizione del fenotipo senescente anche in 

a diffusione della senescenza e all’alterazione progressiva del 

L’aumento dei ROS nelle cellule senescenti non rappresenta soltanto una 

). In particolare, l’eccesso di specie reattive 

dell’ossigeno può attivare vie di risposta allo stress come p38/MAPK, che contribuisce 

all’induzione e al mantenimento dell’arresto del ciclo cellulare e del SASP (

senescenti nei diversi contesti biologici. Mancano marker specifici ed “univoci”, per cu

l’utilizzo combinato di saggi morfologici, biochimici e molecolari. 



Tra i principali parametri rappresentativi dello stato senescente vi è l’aumentata attività 

della β β

più utilizzati per l’identificazione delle cellule senescenti sia 

tratta di un’attività enzimatica lisosomiale riconducibile alla β

Nelle cellule senescenti, tuttavia, l’attività SA β

presentano generalmente un’attività trascurabile. Questo fenomeno non è l

specifica sovraespressione dell’enzima, ma piuttosto a cambiamenti strutturali e 

funzionali tipici della senescenza, in particolare all’espansione del compartimento 

lisosomiale e all’aumento della massa lisosomiale complessiva. Tali alterazioni

β

Dal punto di vista sperimentale, la rilevazione dell’attività SA β

gal, che viene idrolizzato dall’enzima con conseguente formazione di

cellulare, mediato dall’attivazione di inibitori delle chinasi ciclina



così l’arresto proliferativo ( ). In questo contesto, l’espressione di p16^INK4a, 

, ed è strettamente associata all’instaurarsi e al 

dell’attività del complesso retinoblastoma (Rb) in forma attiva e quindi al blocco stabile 

nell’arresto del ciclo. p53 rappresenta un regolatore chiave della risposta allo stress 

senescenza, coordinando l’arresto proliferativo e altre risposte cellulari associate (

profonde modificazioni dell’organizzazione nucleare. Tra queste, si osserva 

persistenti al DNA, che supportano ulteriormente l’identificazione delle cellule 

sicurezza e dell’efficacia dell’iniezione di ADSC espanse (



trapianto autologo e allogenico (nel caso dell’osteoartrosi del ginocchio) di ADSC 

necessaria all’ottenimento di una concentrazione 

funzioni rigenerative, con possibili effetti negativi sull’efficacia terapeutica 

sull’omeostasi tissutale sia a livello locale che sistemico. Queste alterazioni possono 

costituire un limite importante per l’utilizzo clinico delle hADSCs in medicina 

all’



cipalmente all’età del donatore. 

In aggiunta all’età, anche l’obesità influisce negativamente sulla 

funzionalità delle cellule staminali adipose. In condizioni diabetiche, l’ambiente 

l’efficacia terapeutica (



₂ ₂
senescenza, tra cui l’attività della SA β

riduzione della produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e un recupero della 

l’attivazione della mitofagia, aumentando l’espressione di proteine coinvolte nel 

suggeriscono che il ripristino dell’omeostasi mitocondriale rappresenti una strategia 

l’espansione 

intracellulare. È ampiamente documentato che l’accumulo di specie reattive 

dell’ossigeno (ROS) costituisce un determinante centrale nell’induzione del fenotipo 

sottoposte a colture prolungate. In tale contesto, l’impiego di agenti antiossidanti quali 

to (GSH) ha evidenziato un’efficace capacità nel ridurre i 

livelli intracellulari di ROS, limitando il danno ossidativo e l’attivazione dei pathway 

o il mantenimento del loro potenziale differenziativo durante l’espansione 

senescenza cellulare, basato sull’eliminazione selettiva delle cellule senescenti 



mediante l’impiego di composti in grado di indurre apoptosi in tali cellule senza 

enerativo può essere compromesso dall’accumulo di cellule senescenti 

Uno studio clinico preliminare ha valutato l’effetto della combinazione di dasatinib e 

ione dei marker p16^INK4A, p21^CIP1 e dell’attività della SA β

1α, 

l’induzione di apoptosi selettiva delle cellule senescenti mediante inibizione delle vie 





l’efficacia complessiva delle terapie rigenerative, ipot

L’obiettivo finale è stato quindi valutare e confrontare i fenomeni di senescenza 

che potrebbero spiegare la migliore efficacia clinica dell’impianto di tessuto adiposo 

β

l’eventuale senescenza del tessuto in coltura durante le analisi di 





–

dell’esecuzione della procedura, tutti i pazienti ricevono adeguate informazioni sulle 

finalità e sulle modalità dell’intervento e sottoscrivono il consenso informato per 

l’impi

a microframmentazione in ambiente chiuso, mediante l’utilizzo del dispositivo 

dell’architettura del tessuto adiposo,



Processamento del campione al momento dell’arrivo in laboratorio



coltura arricchito con penicillina/streptomicina all’1%; EuroClone, Italia), 20% FBS 

aggiunta di penicillina/streptomicina all’1%) arricchito con 20% FBS inattivato (30 

minuti a 56°C), per successivo saggio β



1,5 ml di MFAT a t=0 sono stati lisati per l’esecuzione del 

Per l’isolamento, il campione di MFAT è stato miscelato in rapporto 1:1 con un cocktail 

albumina sierica bovina (BSA) all’1,5% e antibiotici/antimicotici all’1% (P/S). Sal

₃

termine dell’incubazione, il materiale digerito è stato filtrato attraverso una garza ster



mediante tripsinizzazione per consentirne il mantenimento e l’espansione nel tempo. I 

stata utilizzata per l’estrazione proteica (capitolo 3.5) e i successivi saggi sp

Questo approccio consente di evitare l’impiego di 

preservandone l’architettura e il microambiente cellulare. Le cellule ottenute con 

point della coltura, a 10 e 30 giorni dall’inizio 

dell’incubazione senza aver mai subito tripsinizzazione. Tali popolazioni cellulari sono 

all’1%) arricchito con 50% di FBS, in condizioni standard di incubazione (37°C, 5% ₂



l’uno dall’altro, al fine di mantenere adeguate condizioni nutritive e favorire la vitalità 

₂

₂

stata utilizzata per l’estrazione proteica e le successive analisi biochimiche.

Le ADSC, a confluenza, sono state lisate per l’estrazione delle proteine cellulari 

mL per piastra), con l’obiettivo di rimuovere completamente eventuali residui di terreno 

di coltura e siero che avrebbero potuto interferire con l’estrazione proteica. 



Il tampone è stato opportunamente arricchito, al momento dell’utilizzo, con inibitori di ₃ ₄
preservare l’integrità delle proteine e prevenire fenomeni di degradazione durante il 

termine dell’incubazione, le cellule sono state meccanicamente distaccate mediante 



componenti cellulari. Al termine dell’incubazione, i campioni sono stati centrifugati a

−80°C fino al momento dell’utilizzo.

Solution. Quest’ultima è stata preparata al momento dell’uso mediante miscelazione 

comprese nell’intervallo 25–



L’analisi proteica è stata effettuata mediante 

per la separazione e l’identificazione di specifiche proteine in base al loro peso 

momento dell’uso, al fine di garantire la completa denaturazione delle proteine e l

inizialmente 10’ 90V e successivamente 40’



è stato effettuato a 100 V per 90’, mantenendo il sistema in condizioni di 

raffreddamento per preservare l’integrità proteica.

–



Milano, Italia) a concentrazione crescente (70%, 80%, 95% e 100%) di 45 minuti l’uno, 

seguiti da chiarificazione in xilene, necessaria per la sostituzione dell’alcol con un 

favorire l’adesione del tessuto.

Saggio della β β

Il saggio β

L’attività della β

mantenuti in PBS A 4°C fino all’esecuzione della colorazione. Prima dell’incubazione 



Per l’MFAT, i campioni sono stati prima deparaffinati, mediante due passaggi in xilene, 

Sia per l’MFAT che per le ADSC per effettuare la colorazione i campioni vengono 

₂ ₂
alla concentrazione finale di 100 μM per 2 ore, al fine di indurre senescenza cellulare 



volte con PBS 1X e mantenute in terreno completo fino al giorno dell’analisi.

–

™ ™

contiene due gruppi galattosidici, rendendolo specifico per la β₂
Per quanto riguarda l’MFAT, il saggio β

™₂

cellule β





estern Blot e colorazione β

β

le femmine, seguita da un numero che rappresenta l’anno di nascita. 

to. Infine, è stato calcolato l’incremento 

E a diversi passaggi. L’immagine mostra come ad una GAPDH costante sia invece 

di p21 all’aumentare del numero di 



tripsina ma differentemente da quanto normalmente considerato, “fino al settimo 

passaggio il fenotipo non cambia”, la senescenza cellulare inizia ad aumentare dal 



La rilevanza ’analisi statistica è calcolata con One way ANOVA seguita da Tukey’s post

di p21, calcolato sull’insieme dei 

pari a 0,12±0,08. Tuttavia, l’incremento di p21 risulta statisticamente sign



’MFAT

Per quanto riguarda l’MFAT, nelle tabelle sono riportate le diciture t=0 e t=30, che 

progressivo spostamento dall’utilizzo di cellule staminali isolate mediante digestione 

enzimatica del tessuto adiposo, verso l’impiego diretto di MFAT. Tale approccio si

sull’ipotesi che la riduzione meccanica del tessuto in piccoli cluster consenta di 

preservare in larga parte l’architettura tridimensionale originaria, includendo microvasi, 





: grafico dell’incremento di senescenza

viene riportato l’incremento di p21: si vede un’elevata variabilità 

all’interno dei vari campioni, con picchi massimi di 5,57 volte di incremento rispetto al 

fenomeno rappresenti fedelmente lo stato fisiologico dell’

Le condizioni di coltura adottate potrebbero infatti favorire l’insorgenza di processi di 

particolare, il mantenimento dell’MFAT in una coltura statica bidimensionale, priva di 

un supporto tridimensionale in grado di preservarne l’organizzazione strutturale, 

possibili limitazioni nell’apporto di ossigeno e nutrienti. Essendo un tessuto ricco di 

componente lipidica, l’MFAT tende infatti a galleggiare nel mezzo di coltura, risultando 



metabolici e ridurre l’efficacia della diffusione di ossigeno e nutrienti verso le regioni 

più profonde del tessuto, favorendo l’instaurarsi di condizioni di sofferenza cellulare

che possono culminare nell’attivazione di programmi di senescenza.

L’analisi della senescenza del tessuto adiposo microframmentato mantenuto in coltura 

è stata considerata un passaggio fondamentale dello studio. L’obiettivo era infatti 

caratteristica propria dell’MFAT oppure una conseguenza dell’ambiente sperimental

eno, supportando l’ipotesi che la sua organizzazione tridimensionale 

Come si può vedere dai risultati del capitolo successivo, l’



diversi tempi di analisi. In particolare, il tempo t=10 si riferisce a 10 giorni dall’arrivo del 

O, mentre t=30 rappresenta le cellule rilasciate dall’MFAT dopo 30 giorni di 



L’analisi dei campioni ha evidenziato, come riportato nel grafico 

Infatti, per ottenere un numero di cellule sufficiente all’esecuzione del 

flettere non solo il tempo sperimentale considerato, ma anche l’esposizione 

in tripsina che, possono favorire l’attivazione di processi senescenti.



vengono rilasciate dall’MFAT dopo il suo impianto 

rilasciate dall’MFAT dopo il trapianto.

contempo l’efficienza e la riproducibilità degli esperimenti. L’adozione di tecniche di

rilevazione più sensibili potrebbe quindi consentire l’utilizzo di quantità inferiori di 

materiale biologico, consentendo analisi complementari, ad esempio l’attività della β



completa dei processi biologici studiati. L’associazione tra dati quantitativi e 

β

all’interno del sistema sperimentale.

Per quanto riguarda l’MFAT, un possibile sviluppo futuro potrebbe consistere nel 

del tessuto adiposo. L’impiego di biomateriali facilmente degradabili o caratterizzati da 

Analisi dell'attività β

osservato, è stata anche valutata l'attività β

β



due diverse tecniche di staining finalizzate alla rilevazione dell’attività β

nell’MFAT. Nella prima riga (

) invece è riportata l’immagine del 

™

fase di ottimizzazione. Tutte le immagini sono state acquisite all’ingrandimento 10x.

acquisizioni saggio β



campione, con una parziale alterazione dell'architettura tissutale. L’osservazione 

dell’architettura complessiva del tessuto adiposo e della distribuzione del segnale nel 

acquisizioni saggio β



β

cellulari meno processati, rendendo più rapido l’intero flusso sperimentale.

siderate. Nel caso del MFAT, infatti, l’analisi risulta più complessa per via 

dell’elevata eterogeneità del campione, che è costituito da una matrice tridimensionale 

influenzare sia la marcatura sia l’identificazione delle cellule senescenti. Inoltre, la 

l’inclusione in paraffina. Questi passaggi, se da un lato aiutano a preservare la struttura 

tessuto, dall’altro possono in alcuni casi influenzare la rilevazione dell’attività 

enzimatica della β





β

Inoltre, sarebbe necessario migliorare l’utilizzo della sonda fluo per il saggio della β





Tissue Is a Source of Multipotent Stem Cells□D.

–

–

–

–

—

–

–

–

–



–

–

– ‐
–

‐
–



–

‐
–

–

–

35. d’Adda Di Fagagna F. Living on a break: cellular senescence as a DNA
–

–

–

–

–



‐

–

associated β galactosidase is lysosomal β –

βgal) activity, a biomarker of 
–

‐
–

–

–

–



–

–

–



–

et al. Corrigendum to ‘Senolytics decrease senescent cells in humans: Preliminary 

sease’ EBioMedicine 47 (2019) 446–

–

–

–





un’insegnante, anche un punto di riferimento umano e professionale.
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