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Il contributo delle cellule mesenchimali vascolari nello sviluppo dell’aneurisma 

dell’aorta addominale. 

	

ABSTRACT 

Introduzione. Processi di invecchiamento e infiammazione sono coinvolti nella patogenesi 

delle patologie aortiche. Un’infiltrazione infiammatoria e un’eccessiva proteolisi della 

matrice extracellulare (ECM), mediata da metallo-proteinasi (MMPs), sono alterazioni 

tipiche dell’aneurisma dell’addominale (AAA). Le cellule staminali mesenchimali (MSC) 

sono state isolate dalla parete vascolare e rappresentano i potenziali candidati target per la 

medicina rigenerativa in virtù della loro potenziale differenziazione mesodermica e attività 

immuno-modulatoria. Lo scopo dello studio è stato valutare la presenza di un potenziale 

ruolo delle MSCs nello sviluppo di AAA. 

Metodi. Sono stati prelevati segmenti di parete aortica aneurismatica da pazienti portatori 

di AAA e sottoposti a trattamento chirurgico open e segmenti di tessuti aortici da donatori 

sani. È stata effettuata valutazione istologica della parete di AAA. Le MSCs sono state 

isolate dal tessuto di AAA (AAA-MSC) e caratterizzate (marcatori 

mesenchimali/staminali, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 e l'EMMPRIN). Le AAA-

MSCs sono poi state testate per valutarne le caratteristiche di immuno-modulazione 

mediante co-colture di cellule mononucleate attivate (PBMC) provenienti da sangue 

periferico e di MSCs da donatore sano. 

Risultati. Le cellule AAA-MSCs hanno mostrato proprietà fenotipiche e genotipiche di 

tipo mesenchimale: forma fibroblastica, presenza di antigeni MSC e geni staminali. Le 

MMP-9 (mRNA e proteina di attività enzimatica) sono risultate significativamente 

aumentate in AAA-MSCs rispetto MSCs. Le AAA-MSCs hanno dimostrato una debole 

attività immunosoppressiva. I loro livelli di MMP-9 sembra possano essere modulate a 

livello trascrizionale attraverso il diretto contatto con l'azione paracrina di MSCs sane. 

Conclusioni. L’AAA non ha influenzato il fenotipo di base delle MSC, ma ne ha alterato 

la funzione, aumentando l’attività di MMP-9 e mostrando un’inefficace attività di immuno-

modulazione. Questi dati potrebbero suggerire che le MSCs della nicchia vascolare 

possano contribuire alla formazione diAAA. Lo studio dei processi chiave per ripristinare 
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l’immunomodulazione delle MSsC potrebbe essere quindi utile per trovare un approccio 

medico per il monitoraggio della progressione degli AAA. 	

Parole chiave: AAA; MSCs; infiammazione; MMP-9; immunomodulazione 
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INTRODUZIONE 

L’attività di ricerca è stata incentrata sull’isolamento e caratterizzazione di cellule 

staminali mesenchimali (MSC) dalla parete arteriosa patologica di un aneurisma dell’aorta 

addominale (AAA) al fine di identificare un loro eventuale ruolo nella patogenesi 

aneurismatica.  

L’aneurisma dell’aorta addominale (AAA) è una condizione patologica 

caratterizzata dilatazione focale e permanente dell’aorta (>50% del diametro fisiologico), 

che porta al progressivo indebolimento della parete del vaso fino alla rottura. La 

formazione di un AAA è del tutto asintomatica, non presenta infatti segni o sintomi 

specifici e la sua rottura presenta un alto tasso di mortalità(1). Un aspetto peculiare 

dell’AAA è rappresentato dalla sbilanciata attività degli enzimi proteolitici della parete 

arteriosa, che si traduce in un’eccessiva degradazione della matrice extracellulare e 

nell’indebolimento della parete vascolare specie nella tonaca media. Dati disponibili in 

letteratura hanno identificato quali sono i meccanismi principalmente coinvolti nella 

formazione dell’aneurisma: processo infiammatorio, up-regolazione delle metalloproteasi 

(MMPs), stress ossidativo, ipossia e invecchiamento della parete vascolare (1).  

Le MMPs costituiscono una famiglia di enzimi proteolitici, distinti in diverse classi 

in base al substrato della matrice extracellulare che degradano. In particolare, le MMPs 

principalmente coinvolte nella patogenesi dell’aneurisma sono le collagenasi (MMP-1,-8,-

13,-18) che degradano il collagene di tipo I, II e III, e le gelatinasi (MMP-2,-9) il cui 

substrato è rappresentato dalla gelatina (2). L’aumento di produzione e dell’attività 

proteolitica delle MMPs riveste una notevole importanza nell’insorgenza dell’AAA. Studi 

su pazienti affetti da AAA mostrano elevati livelli plasmatici di MMP-2 e MMP-9 (3, 4). 
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E’stato inoltre dimostrato che le gelatinasi sono necessarie per indurre sperimentalmente 

un AAA nel topo (5).  

Le MSC rivestono una notevole importanza nel campo terapeutico, in virtù della 

loro funzione immuno-modulatoria. Queste cellule regolano infatti la risposta immune in 

caso di danno tissutale, trapianto o malattie autoimmuni, attraverso la loro capacità di 

sopprimere la proliferazione dei linfociti T e delle cellule Natural Killer. Il gruppo di 

ricerca diretto dal Prof. Pasquinelli, grazie alla collaborazione con la Banca Regionale dei 

Tessuti Cardiovascolari dell’Ospedale Sant’Orsola-Malpighi di Bologna, ha maturato 

un’esperienza nell’isolamento e nella caratterizzazione di MSCs dalla parete di tessuti 

vascolari provenienti da donatori sani (6, 7). Diversi fattori, tra cui l’invecchiamento e 

l’insorgenza di mutazioni o modificazioni epigenetiche a carico di MSCs, possono 

rappresentare il presupposto della sbilanciata attività proteolitica e infiammatoria 

riscontrata nella parete vascolare aneurismatica. 

Lo studio che viene riportato si è quindi sviluppato su tre livelli: 

• Isolamento e caratterizzazione MSC da AAA (AAA-MSCs) 

• Analisi dell’espressione genica di mediatori patogenetici di AAA in AAA-MSCs 

• Analisi delle capacità immuno-regolatorie delle AAA-MSC in un contesto 

infiammatorio  
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BACKGROUND 

La presenza di MSCs nella parete vascolare (nicchia vasculogenica) è stata dimostrata in 

diverse esperienze (Zengin et al, 2006; Ergun et al, 2011; Psaltis et al, 2011; Gómez-

Gaviro et al, 2012;). Il team di ricerca diretto dal Prof Pasquinelli ha maturato 

un’esperienza decennale nell’isolamento di MSC dalla parete di diversi segmenti arteriosi 

ottenuti da donatori sani di varie età e caratteristiche cliniche (Pasquinelli et al, 2007; 

Pasquinelli et al, 2010; Valente et al, 2014).		

Più specificamente, è stata isolata una popolazione di cellule che esprimono antigeni e 

fattori trascrizionali mesenchimali che sono in grado di differenziazione adipogenica, 

osteogenica e condrogenica. Inoltre, questa popolazione cellulare, denominata MSCs di 

parete vascolare (VW-MSCs), ha dimostrato forma simil capillare sotto l'influenza di 

VEGF utilizzato come fattore solubile in aggiunta alle colture cellulari.	 In aggiunta a 

queste caratteristiche fenotipiche e funzionali, le VW-MSC sono state saggiate per l'attività 

immuno-modulatoria. Le VW-MSCs, come altre MSCs umane, sono in grado di modulare 

negativamente la risposta immunitaria, attraverso un effetto negativo sulla proliferazione di 

cellule mononucleate attivate (PBMC), agendo sull'arresto del ciclo cellulare in fase 

G0/G1.	 D'altro canto, le VW-MSCs hanno dimostrato una pronunciata espressione di 

HLA-G, un antigene MSC specifico che inibisce la reazione immunitaria con la 

soppressione di cellule T e natural killer. In aggiunta, è stato recentemente valutato che si 

riesce ad ottenere un certo numero di VW-MSC con elevata capacità proliferativa anche da 

arterie crioconservate (carotide comune, arteria succlavia, arco aortico, aorta toracica) da 5 

anni. Queste cellule hanno quindi mostrato di resistere a basse temperature in azoto liquido 

a lungo termine (Valente et al, 2014).		
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Alla luce di tali presupposti, abbiamo deciso di valutare la presenza e funzionalità della 

nicchia di MSCs anche in condizioni patologiche avverse come in caso di AAA.		

Attualmente non è stabilito un approccio farmacologico specifico in grado di ripristinare la 

normale condizione della parete del vaso in presenza di un AAA e quando il diametro 

supera i 5.5 cm vi è l’indicazione ad effettuare un trattamento chirurgico (open o 

endovascolare). La patogenesi di un AAA è associata alla degradazione della tonaca media 

arteriosa, mediata dall'attività proteolitica degli enzimi secreti dalle cellule della parete 

vascolare stessa e da cellule infiammatorie. In questo contesto, le MMPs rappresentano i 

mediatori molecolare principalmente coinvolti nella degradazione della matrice 

extracellulare (ECM).	Nel frattempo, l’infiammazione coinvolge la parete aortica e aggrava 

il rimodellamento tissutale, poiché le cellule infiammatorie, quali i linfociti T, B e 

macrofagi migrano nel tessuto lesionato, rilasciando citochine pro-infiammatorie (IL-1β, 

IL-6, TNF-a, etc) e MMPs.	È stato supposto che una risposta immunitaria cellulo-mediata, 

basata sulla risposta immunitaria di cellule T contro un antigene endogeno (origine 

autoimmune) o esogeno (virus herpes simplex, CMV, etc) potrebbe essere alla base 

dell’origine di un AAA.  

Oltre a cellule infiammatorie, le MMPs sono prodotte e rilasciate anche da MSCs a diversi 

livelli, come dimostrato da numerose esperienze (Silva et al, 2003; Mannello et al, 2006). 

Infatti, MMPs in particolare MMP-2 e MT-MMP1 sono essenziali per la migrazione di 

MSCs e la capacità invasiva (Ries et al, 2007). Queste considerazioni ci inducono a 

supporre un potenziale contributo delle VW-MSCs nella patogenesi di un AAA. 
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ENDPOINTS  

1: isolamento di AAA-MSCs e caratterizzazione  

•  isolamento di AAA-MSC da campioni di parete aneurismatica prelevati in corso 

di trattamento chirurgico open di AAA  

• caratterizzazione di AAA-MSC secondo i criteri morfologia, antigeni 

mesenchimali (citometria a flusso) e fattori di trascrizione stemness (RT-PCR). 

 

2: coinvolgimento delle AAA-MSCs nella patogenesi di AAA 

• caratterizzazione di AAA-MSC per l'espressione di MMP: MMP-2, MMP-9, 

TIMP-1, TIMP-2 e EMMPRIN (mRNA, proteine e valutazione di attività).  

• immuno-modulazione di AAA-MSC: la possibilità di regolare la reazione 

immunitaria attraverso co-colture con MSC sane e PBMC attivate.  

• immuno-modulazione di MMP attraverso un approccio anti-infiammatori con uso 

di MSCs ed esposizione a IL-10. 
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METODI 

Lo studio è stato approvato dal Comitato Etico Locale (protocollo numero APP-13-01) e 

sottoscritto mediante un consenso informato dedicato da tutti i pazienti arruolati.  

I segmenti di parete aortica aneurismatica sono stati forniti dall’Unità di Chirurgia 

Vascolare dell’Università di Bologna, Policlinico S. Orsola-Malpighi. Sono stati raccolti 

12 campioni da pazienti sottoposti a trattamento chirurgico open per riparazione di AAA 

(group A). I dati demografici, fattori di rischio cardio-vascolari e le co-morbidità sono stati 

inseriti in un database elettronico dedicato.		

I Segmenti di aorta toracica proveniente da tre donatori sani (non portatori di aneurismi) 

sono stati forniti dalla Banca dei Tessuti cardio-vascolari dell’Ospedale Universitario S. 

Orsola-Malpighi, Bologna. Tali tessuti vascolari derivano dai segmenti arteriosi scartati 

dalla banca e sono stati usati come gruppo di controllo sano (group B) con l’approvazione 

del Comitato Etico Locale (protocollo numero APP-13-01).	 I segmenti aortici sani sono 

stati scelti secondo criteri specifici: età donatore fra tra 18 e 55 anni per escludere che il 

processo di invecchiamento interferisse con la nostra analisi; causa della morte non 

associata a malattie cardiovascolari pre-esistente o emorragia cerebrale. Ciò è stato 

effettuato per poter confrontare i dati del gruppo A con un gruppo di soggetti sani in 

assenza di rischio cardiovascolare.  

Lo studio è stato sviluppato mediante effettuando valutazioni istologiche e cellullari. Per 

questo scopo i campioni di parete aortica sono stati in parte fissati per poter effettuare lo 

studio istologico e di immuno-colorazione e in parte trattati con soluzioni enzimatiche per 

consentirne l’isolamento di cellule. 

Di seguito si riportano sommariamente le metodiche di laboratorio utilizzate. Per la 

descrizione in dettaglio dei processi di laboratorio utilizzati per lo studio istologico, 
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citologico, immuno-fenotipico e immuno-modulatorio si rimanda alle pregresse 

pubblicazioni riportate dal nostro gruppo di ricerca di base x, x, x.  

 

Caratteristiche istopatologiche di AAA 

Ematossilina / eosina 

I segmenti di parete arteriosa sono stati in parte riservati per l’esame istologico al fine di 

caratterizzare la parete aortica e identificare le tipiche caratteristiche di un aneurisma. I 

tessuti di AAA sono stati fissati con una soluzione di formaldeide al 10%, lavati e 

disidratati mediante passaggio del tessuto attraverso soluzioni con concentrazione 

aumentate di alcol (70%-96%-100%) ed inclusi in paraffina per poi ottenere quattro 

sezioni.	Ogni sezione è stata tagliata attraverso il microtomo e colorata con ematossilina / 

eosina tradizionale per l'analisi istopatologica secondo i metodi istologici. Dopo la 

colorazione, le diapositive sono state osservate con microscopio luminoso e analizzate 

utilizzando il Image-Pro Plus® 6. 

 

La colorazione immunoistochimica 

L'immunoistochimica è stata eseguita su pezzi di aneurisma e su campioni sani per 

caratterizzare la popolazione di MSC prima della digestione enzimatica. Gli antigeni 

mesenchimali (CD44 e CD90) sono stati usati per il rilevamento in situ delle MSCs umane. 

In aggiunta, la colorazione MMP-9 è stata eseguita per valutare il contributo dei differenti 

tipi di cellule all'interno della parete del vaso nel rimodellamento arterioso patologico. 

 

Analisi di MSCs isolate da AAA  

Isolamento e coltura di MSC 
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Il protocollo utilizzato per l’isolamento di MSCs da segmenti vascolari consiste di un 

adeguamento della tecnica precedentemente descritta da Pasquinelli et al. 2010. Due cm2 di 

sezioni di campioni sani e aneurismatici sono stati digeriti in una soluzione enzimatica 

contenente 0,3 mg/mL di Liberasi tipo II (Liberase TM Ricerche Grade, Roche) a 37°C in 

una apparecchiatura di rotore.	 Il risultante omogenato tissutale è stato filtrato utilizzando 

una cella epuratoria a diametro decrescente (100-70-40pm) per eliminare i residui di non-

tessuto digerito e centrifugato a 1200 giri/min. La vitalità delle cellule è stata valutata 

mediante esclusione con Trypan blu.	Le	MSCs isolate da tessuto di aneurisma sono state 

identificati con la sigla AAA-MSCs, mentre MSCs isolate da aorta sana sono state 

definisce come controllo cMSCs. AAA-MSCs e cMSCs sono state coltivate secondo le 

condizioni di coltura standard (37° C incubatore, 5% CO2) in DMEM arricchito con siero 

bovino fetale 20% (FBS; Sigma Aldrich) e espanso in vitro. 

 

Immuno-fenotipo di MSC: analisi di citometria a flusso 

L'analisi citometrica a flusso è stata eseguita su AAA-MSCs e cMSCs per studiare 

l'espressione tipica di marcatori di cellule mesenchimali ed esplorare eventuali differenti 

pattern di espressione di antigeni esaminati. Un ampio pannello di coniugati di anticorpi è 

stato utilizzato: anti-CD44-isotiocianato di fluoresceina (FITC), anti-CD73-ficoeritrina 

(PE), anti-CD90-ficoeritrina cianina-5, anti-CD14-FITC, anti-CD34-FITC, anti-CD45-

alloficocianina, anti-CD146-PE, anti-fattore di crescita ottenuto da piastrine (PDGFR-p) 

(R&D Systems Inc. Minneapolis, MN, Stati Uniti d'America).	 L'analisi mediante 

citometria a flusso ha incluso anche l'espressione di HLA-G, associato con l’attività 

immuno-modulatoria di MSCs. Per questo scopo, la rilevazione è stata effettuata attraverso 

l’incubazione con anticorpo anti-HLA-G-FITC (Abcam, Cambridge, UK).	 I controlli 

negativi erano effettuati usando opportuni coniugati di anticorpi irrilevanti. I campioni 
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sono stati analizzati utilizzando un Navios FC dotato di due laser per l’acquisizione dei dati 

(Beckman-Coulter). I risultati sono stati analizzati con software Kaluza FC (Beckman-

Coulter). 

 

Profilo molecolare di MSC: marcatori STEMNESS, mediatori di AAA e fattori 

immunomodulatori. 

L'estrazione di RNA totale e Reverse-Transcription. 

L’RNA totale è stato estratto da cMSC e AAA-MSCs.	 In breve, le cellule coltivate sono 

state omogeneizzate in soluzione TRI di reagente e incubate a temperatura ambiente per 5 

minuti. Dopo lisi, il cloroformio è stato aggiunto ai campioni di omogenato e lasciato a 

temperatura ambiente per 10 minuti, per consentire la separazione di fase: dopo la 

centrifuga, l’RNA contenuto nella fase acquosa è stato raccolto e trasferito in una nuova 

provetta.	Una fase di precipitazione di RNA per aggiunta di alcool isopropilico, incubata a 

temperatura ambiente per 10 minuti, è stata eseguita; il pellet visibile di RNA è stato infine 

lavato con alcool al 75%, centrifugato ed essiccato con aria per dieci minuti. L’RNA è 

stato disciolto in acqua libera con RNAasi e conservato a 20°C fino all'uso.	Alla fine del 

protocollo di estrazione di RNA, l’integrità e la concentrazione sono state valutate usando 

ND-1000 (spettrofotometro NanoDrop, Fisher Thermo, Wilmington, DE, STATI UNITI 

D'AMERICA). La PCR a trascrittasi inversa è stata effettuata su tutti i campioni di RNA 

con un rapporto di assorbanza (260/280) tra 1.8-2.2. RNA totale è stato retro-trascritto in 

una reazione di 20 µL volume con elevata capacità di trascrizione inversa Kit (Life 

Technologies). 
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Valutazione mediante RT-PCR di Marcatori Stemness  

RT-PCR è stata eseguita su AAA-MSCs per valutare l’espressione di geni stemness 

NANOG, oct-4 e SOX-2.  

 

Real time quantitative PRC (qPCR) 

Real time qPCR è stata eseguita per valutare l’espressione di fattori trascrizionali dei 

mediatori molecolari di AAA, citochine antinfiammatorie e i livelli di mRNA in cMSCs e 

AAA-MSCs.	 

  

Rilevazione della proteina MMP-9 mediante analisi Western Blot 

Analisi Western Blot è stata eseguita su AAA-MSCs e cMSCs per valutare l’espressione di 

MMP-9.  

 

Saggio di attività delle metalloproteinasi: zimografia a gelatina 

La zimografia a gelatina è una tecnica utilizzata per analizzare l'attività di MMP attraverso 

la separazione elettroforetica di campioni su SDS-PAGE, contenente il substrato specifico 

per il MMP ioni Ca2+ necessario riattivare le MMPs (NaCl, CaCl2*2H2O, Tris-HCl, 

pH=8).  

 

Valutazione dell’attività immunomodulatoria di  AAA-MSC  

Co-saggi di coltura di cellule mononucleari di sang 

 umano sano e MSC in corrispondenza dello stadio 3 del ciclo sono state seminate a 

2.5x105 cellule in un sei pozzetti in DMEM 20% FBS. Le cellule mononucleari di sangue 

periferico (PBMC) sono state isolate da buffy coats di donatori sani e fornite dal Servizio 

di Medicina Trasfusionale, DELL’Ospedale Universitario S. Orsola-Malpighi di Bologna. 
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Le PBMC sono state ottenute utilizzando un Ficoll-Histopaque centrifugazione a gradiente 

di densità. Le PMBC in sospensione, sono state recuperate e piastrate a una densità di 

2,5×106 cellule/pozzetto su MSC feeder layer in RPMI 1640 (Lonza, Walkersville, MD, 

USA). Phyto-hemagglutin (PHA; Sigma Aldrich) alla concentrazione di 5 µg/ml è stato 

aggiunta alle colture di PBMC per attivare e stimolare la loro proliferazione. Il controllo 

positivo è stato rappresentato da PBMC attivate coltivate in assenza di MSC. Il controllo 

negativo era rappresentato da PBMC non attivate prive di PHA. Dopo 72h di co-coltura, le 

PBMC sono state recuperate e 1x105 cellule sono state trasferite in una piastra a 96 pozzetti 

per il 5-bromo-2'-deossiuridina (BrdU).	BrdU è stato aggiunto a ciascuna condizione di 

coltura e dopo 4h è stata eseguita la valutazione della proliferazione di PBMC utilizzando 

la BrdU Assay kit (Roche Scienze Applicate) e secondo il protocollo del produttore. La 

restante parte di PBMC a seguito della co-coltura con cMSCs, è stata fissata con il 75% di 

etanolo a 4°C, colorate con ioduro di propidio (Beckman Coulter) a temperatura ambiente 

per 10 min per l'analisi del ciclo delle cellule mediante citometro di flusso.	Per quanto 

riguarda l'alimentatore, AAA-MSCs e CMSC sono state tripsinizzate e una parte è stata 

elaborata per l’analisi di citofluorimetria HLA-G, mentre l’altro è stato designato per 

l'estrazione di RNA, cDNA di trascrizione inversa e qPCR per IL-10 e HLA-G mRNA, 

come descritto in precedenza. 

 

Regolazione trascrizionale di MMP in AAA-MSC 

Co-colture in vitro di AAA-MSCs e cMSC 

In accordo con la proprietà riparativa di MSC, abbiamo indagato il potenziale contributo di 

cMSCs derivate da parete aortica sana, alla trascrizione di MMP da parte di AAA- MSCs. 

A questo scopo abbiamo testato due condizioni di coltura: 1) AAA-MSCs e MSCs 

seminate in rapporto 1:1; 2) AAA-MSCs coltivate utilizzando mezzi condizionati mediante 
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colture di cMSC, valutando anche un meccanismo paracrino. Dopo 72h, l'estrazione di 

RNA totale, la trascrizione inversa e qPCR sono state valutate per misurare i livelli di 

mRNA di MMP-2 e MMP-9. 

 

Regolazione di MMP-9 mediante IL-10 aggiunta a colture AAA-MSC  

IL-10 è un anti-citochina infiammatoria e ha dimostrato di down-disciplinare le MMP-9 

(Roth e Fisher, 1999). Per questo motivo, abbiamo valutato gli effetti di IL-10 anche sulle 

AAA-MSCs.	AAA-MSCs appartenenti a tre diversi campioni sono state seminate ad una 

densità di 60000/pozzetto in una piastra a 6 pozzetti e dopo 24h sono state esposte a IL-10 

solubile (Sigma Aldrich, Italia) a 0-10-20 ng/mL, utilizzando DMEM privo di siero. Dopo 

24h l’estrazione di RNA totale, sintesi di cDNA e qPCR sono stati eseguiti per quantificare 

la trascizione di MMP-9. 
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Analisi statistica 

L’analisi dei dati e la loro rappresentazione grafica è stata eseguita mediante il software 

statistico GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc). I risultati sono stati espressi come 

media ± deviazione standard e l’analisi statistica è stata valutata utilizzando il t test (per il 

confronto tra i due gruppi), test di ANOVA ad una e a due vie seguito dal post hoc test di 

Bonferroni (per il confronto tra più di due gruppi). I risultati sono stati considerati 

statisticamente significativi con un livello di confidenza del 95% (valore p < 0.05). 
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RISULTATI 
Gruppi di studio 

Lo studio ha coinvolto due gruppi di analisi:  

gruppo 1 - 12 campioni di tessuto aortico prelevato da parete di AAA in corso di 

trattamento chirurgico open; gruppo 2 - 3 campioni di tessuto aortico prelevato da donatori 

sani. Le caratteristiche demografiche, i fattori di rischio, le co-morbidità e la terapia 

medica in atto del gruppo 1 sono riportate in tabella 1.  I dati del gruppo 2 sono riportati in 

tabelle 2. 

 

Caratteristiche istologiche della parete di AAA  

Colorazione ematossilina/eosina è stata eseguita sulle sezioni di tessuto aortico, ricavate da 

pazienti portatori di AAA e sottoposti a chirurgia aortica tradizionale. Sono state 

evidenziate le tipiche alterazioni istologiche di un’aorta aneurismatica (figura 1).	 La 

caratteristica istologica distintiva dell’AAA è stata rappresentato dalla perdita completa 

dell’architettura vasale con impossibilità nell’individuazione dei tre strati tipici (tonaca 

intima, media e avventizia). Ciò è dovuto alla perdita del tono muscolare e di una esagerata 

attività proteolitica che promuove un'ampia degradazione mediale. La distruzione della 

tonaca media è un'altra tipica caratteristica istologica della AAA (figura 1). La triade 

istopatologica dell’AAA è stata completata dall'elevato grado di infiltrato infiammatorio 

identificato. Quest’ultimo aspetto può essere rivelato dalla presenza di molte cellule 

immunitarie, compresi i linfociti e macrofagi. In aggiunta, possono essere identificate le 

placche lipidiche/lesioni aterosclerotiche che colpiscono la parete di AAA (figura 1). 

 

MSCs e malattie vascolari: identificazione primaria a livello di AAA 

Il rilevamento in situ di MSCs positiva per antigni CD44 e CD90  
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 Dopo la digestione enzimatica e l’isolamento di cellule da tessuti aortici, abbiamo valutato 

la distribuzione di MSC nella parete arteriosa malata. Per questo scopo, abbiamo effettuato 

una colorazione immunoistochimica per i tipici markers mesenchimali su 4 pm di tessuti 

aortici, raccolti da pazienti portatori di AAA.	Le cellule positive a CD44 e CD90 sono state 

identificate in corrispondenza dei vasa vasorum, indicando così la presenza di una 

popolazione di cellule di origine mesenchimale e con localizzazione nella nicchia 

perivascolare. CD44 viene anche evidenziato in cellule di natura infiammatoria. Risultato 

di immuno-colorazione in rappresentanza di CD44 e CD90 sono rappresentati nella figura 

2. 

L’espressione di MMP-9 in tessuto sano e parete di AAA 

Il coinvolgimento di MMP-9 nel rimodellamento patologico di un AAA è stato dimostrato 

mediante quantificazione di mRNA con Real Time PCR. Come mostrato in Figura 3, la 

trascrizione di MMP-9 è aumentata in tessuti di AAA rispetto al confronto con l’aorta sana 

(33.2 ± 27 volte maggiore) anche se non significativamente.	 

Abbiamo eseguito la immuno-colorazione a 4 µm dei tessuti aortici, raccolti dal paziente 

con AAA e gruppi di controllo, utilizzando un anticorpo contro MMP-9. Vi è stata una 

vasta positività della parete vascolare malata per MMP, mentre nel tessuto aortico sano è 

risultata negativa. Più in dettaglio, MMP-9 potrebbe essere facilmente identificata in 

corrispondenza di infiltrato infiammatorio, come si vede nella figura 3.	La concentrazione 

elevata di cellule infiammatorie è dovuto alla migrazione transmurale di cellule circolanti 

in risposta a fattori chemotattici; inoltre, cellule residenti vascolari contribuiscono 

grandemente alla secrezione di MMP, e MMP-9. In effetti, potremmo notare questo aspetto 

nella Figura 3, dove il segnale positivo è stato rilevato a livello di nicchia perivascolari 
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situato presso il vasa vasorum; inoltre, sono stati visualizzati a forma di fuso e hanno 

mostrato un pattern stromale e positività a MMP. 

La localizzazione perivascolare di MMP-9, insieme all’aspetto di cellule fusiforme 

sottolinea l’appartenenza al tessuto stromale della parete aortica e costituiscono una chiara 

premessa riguardante l'esistenza nella parete vascolare MSCs (più evidenziato 

dall’espressione di CD44 e CD90) e la loro ipotetica partecipazione ai processi di malattia 

parietali. 

 

Isolamento di MSC da umani sani e da AAA: recupero di cellule, caratterizzazione e 

saggi di funzione 

 

Isolamento di MSC da umano sano e AAA 

Come descritto nei materiali e metodi il tessuto aortico è stato sottoposto ad una digestione 

enzimatica, risultante in un tessuto omogeneo composto, attraverso la perdita di spazio e 

giunzioni aderenti che uniscono insieme le cellule delle pareti del vaso. Una quantità di 

circa 8x105 cellule sono state recuperate dalla digestione enzimatica di 2 cm2 di sezioni di 

aorta aneurismatica.	Questo recupero di cellule è stato ottenuto dai tessuti di tutti i pazienti 

arruolati. Le cellule sono state seminate in piastre di coltura DMEM 20% FBS e dopo 24-

48h è stata osservata la comparsa di cellule aderenti alla coltura. Le AAA-MSCs nella 

cultura sono visualizzate con un tipico aspetto da fibroblasto con una cinetica di crescita 

simile a quella di donatori volontari sani (Valente et al, 2014).	 Le	MSCs isolate da aorte 

sane crioconservate sono state utilizzate come controlli sani e sono definiti come controllo 

MSCs (cMSC). AAA-MSCs a sette giorni dalla semina, raggiunta la confluenza, sono state 

in vitro espansa per almeno 12-13 passaggi. Inoltre le AAA-MSCs, come cMSC, 
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mostravano un aspetto eterogeneo in corrispondenza di p0, costituito da diverse 

sottopopolazioni, e dopo 1-2 passaggi in coltura hanno iniziato ad assumere un fenotipo 

più omogeneo. Queste caratteristiche morfologiche sono mostrati nella Figura 4. 

 

MSC immunofenotipo e profilo molecolare 

Le AAA-MSCs sono state coltivate su un mono-strato e quando hanno raggiunto il terzo 

passaggio di cultura, sono state elaborate per caratterizzazione fenotipica e molecolare. 

L’Immuno-fenotipo è stato valutato utilizzando un pannello di anticorpi indirizzato contro 

antigeni specifici di superficie: CD44, CD73, CD90, CD146 e PDGFR-β (marcatori di 

origine mesenchimale); CD14, CD34 e CD45 (marcatori di cellule endoteliali e cellule 

ematopoietiche). 

 

L’immuno-fenotipo di AAA-MSC è speculare alla nostra precedente osservazione su sano 

cMSC (Valente et al, 2014); infatti, come rivelato mediante citometria a flusso, AAA-

MSCs esprime una tipica firma mesenchimali, con un profilo positivo per CD44, CD73, 

CD90, CD146 e PDGFR-β. D'altro canto, AAA-MSCs risulta negativo per CD14, CD34 e 

CD45, escludendo quindi di essere una MSC vascolare appartenenti al sistema 

ematopoietico e di classe endoteliali. L’elaborazione dei risultati della citometria di flusso 

è mostrata nella figura 5. 

 

I pannelli che rappresentano l’elaborazioni della citometria di flusso provano una condivisa 

espressione dell'antigene superficiale tra soggetti sani e patologici, suggerendo un’origine 

comune per le due popolazioni cellulari. 

Le AAA-MSC sono state caratterizzate anche per i geni NANOG, oct-4 e SOX-2. Questi 

sono peculiari fattori trascrizionali e come documentato dalla letteratura, costituiscono una 
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unità trascrizionale che regola i geni associati con lo sviluppo di cellule, l'attivazione di 

auto-rinnovamento e pathways pluripotenti. 

La figura 6 riporta una rappresentazione di elettroforesi su gel di un’immagine di 

amplificazione genica mediante RT-PCR eseguita sul nostro modello AAA-MSCs. AAS-

MSCs ha espresso tutti i geni esaminati, specialmente NANOG e oct-4, mentre un segnale 

più debole è stato rilevato in corrispondenza della banda di SOX-2.	In aggiunta, per meglio 

valutare l'effetto della malattia vascolare su MSC abbiamo eseguito una analisi semi-

quantitativa dei geni mediante qPCR su sano e AAA-MSCs. Come si osserva nella figura 

6, la configurazione di espressione genetica è stata abbastanza simile tra soggetti sani e 

AAA MSCs, poiché la semi-analisi quantitativa non ha rivelato differenze significative. 

L'analisi preliminare sul fenotipo di AAA-MSCs indica il mantenimento delle 

caratteristiche di base (morfologia, dinamica di crescita in colture in vitro, immunofenotipo 

e profilo genetico) rispetto a MSCs isolate da campioni sani campioni di aorta suggerendo 

così che la degradazione arteriosa e l'elevato grado di infiammazione non influenzano il 

fenotipo di MSCs. 

Espressione di fattori molecolari per AAA: MMPs, TIMPS e l'EMMPRIN 

MMP-2 e MMP-9 sono noti per essere regolatori positivi di rimodellamento e patologia 

vascolare e così abbiamo esplorato questo aspetto nel nostro modello di cellulare 

direttamente isolato da tessuto di aneurisma. MMP-2, MMP-9 e i loro rispettivi inibitori 

tissutali TIMP-2 E TIMP-1 sono state analizzate in AAA-MSCs rispetto al CMSC 

(Figura7). L’analisi semi-quantitative di MMP-2 e di MMP-9 mRNA con qPCR mostrava 

che MMP-9 è iper-espresso in AAA-MSC, in confronto alle cMSCs (449.2 volte maggiori 

rispetto ai sani MSCs aortica, p=0.6608, non accoppiata t test), considerando che MMP-2 

era leggermente aumentato (2,4 volte superiore in AAA-MSCs, rispetto al CMSC; 

p=0.0458, non accoppiata t test).	Inoltre, i livelli di trascrizione TIMP sono stati misurati: 
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non è stato registrato un aumento significativo dell mRNA di TIMP-1 in AAA MSCs (3,4 

volte maggiore di CMSC), mentre TIMP-2 mRNA è risultata diminuita (0,55 volte 

inferiore in AAA MSCs di CMSC, p=0.02, non accoppiata t test). In aggiunta, abbiamo 

osservato una maggiore rapporto di MMPs/ TIMPs in AAA-MSCs confrontato con CMSC 

(figura 7), che rappresenta una anormale produzione di MMP e conseguente maggiore 

proteolisi.	La analisi è stata completata con la quantificazione di un induttore di MMP, 

EMMPRIN e anche come CD147 (induttore metalloproteinasi matrice extracellulare), 

recentemente associati con malattie cardiovascolari. Un aumento di 2.6 volte dell'mRNA 

EMMPRIN è stato mostrato in AAA-MSCs, rispetto al cMSC (Figura XX) (p=0.035, non 

accoppiata t test). 

Il Western blott ha dimostrato un aumento di proteina MMP-9 in AAA-MSCs rispetto al 

cMSC. Più specificatamente, un segnale intenso in corrispondenza delle bande di MMP-9 a 

92 kDa e 82 kDa potrebbe essere rilevato in tutte le corsie che rappresentano AAA-MSCs, 

come mostrato in Figura 8; viceversa, un segnale debole è stato rilevato in campioni di 

cMSC.	Questi risultati sulla espressione di proteine da AAA-MSC sono coerenti con le 

analisi sopra descritte sul tessuto AAA rivelando un segnale positivo MMP-9 in 

corrispondenza di cellule perivascolari e le stromali. 

La figura 9 è rappresentante la zimografia alla gelatina eseguita su cMSC e AAA-MSC, 

per testare l’attività di MMP-2 e MMP-9. Secrezioni di MMP-9 è stata rilevata 

principalmente in AAA-MSCs (corsie 1-4), come riflesso dalle attività digestiva in 

corrispondenza di 92 kDa, anche se linea 4 ha visualizzato un segnale più debole. L’analisi 

densitometria indicava un aumento significativo di attività MMP-9 in AAA-MSC mezzi 

condizionati, in confronto a campioni di cMSC (Figura 9).	 Per quanto riguarda la 

secrezione di MMP-2, non abbiamo osservato differenze rilevanti tra soggetti sani e 

campioni AAA. Infatti, l’attività di degradazione di MMP-2 potrebbe essere ampiamente 
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osservati in AAA-MSCs e CMSC. Intensità di banda quantificata mediante densitometria 

sono stati normalizzati per cMSC. 

 

L'attività immunomodulatoria di AAA-MSCs: co-cultura in vitro con PBMC attivati 

da PHA 

Espressione di MSC coltivate in condizioni infiammatorie	seguente a	HLA-G e IL-10 	

La valutazione della funzione immunosoppressiva delle MSC è stata valutata in condizioni 

infiammatorie create attraverso co-colture di MSCs seminate su un pallone di coltura con 

substrato di alimentazione e con PBMC attivati con PHA. Real Time PCR eseguita su 

MSC dopo 72 h di co-coltura con PHA-PBMC ha rivelato una ridotta espressione di 

citochine immuno-modulatorie in AAA-MSCs, rispetto al CMSC.	 

In un primo momento, abbiamo analizzato mRNA di IL-10 che è diminuito in AAA-MSCs 

(p=0.0386, non accoppiata t test) (Figura 10). 

 

Accanto a IL-10, l’analisi citometrica di flusso è stata saggiata per rilevare l’espressione 

HLA-G sulla superficie di MSC. La figura 10 ha confermato che HLA-G è stata espressa 

sulla superficie di cMSC, come previsto; è interessante notare che la sua espressione è 

risultata ancor prima di co-coltura con cellule infiammatorie. Al contrario, HLA-G non è 

stato rilevato sulla superficie di AAA-MSC (Figura 11).	 Di conseguenza con questa 

analisi, HLA-G è stata valutata anche attraverso qPCR ed è risulta in una diminuita, anche 

se non significativa, espressione di mRNA HLA-G in AAA-MSCs (4 volte diminuito in 

AAA-MSCs; anche se non sono state osservate differenze significative), in confronto 

cMSC esposto alla stessa condizione infiammatoria (figure 11). 
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Effetti MSC sul ciclo cellulare di PBMC 

Come previsto, le cMSC sono state in grado di inibire la sintesi del DNA di PBMC-PHA 

attivati al contrario di AAA-MSCs.		

Come osservato nel saggio di BrDU PHA-PBMC le cMSC coltivate con PHA-PBMC 

hanno dimostrato un basso tasso di proliferazione (p<0,05, one-way ANOVA test) di 

PHA-PBMC, considerando che la velocità di proliferazione misurata sul PHA-PBMC 

coltivate con AAA-MSCs era più elevata (p<0,05, one-way ANOVA test) e abbastanza 

paragonabili a PHA-PBMC coltivate da sole (Figura 12). 

 

I dati ottenuti dal saggio degli immunomodulatori sono stati arricchiti con l’analisi del 

ciclo cellulare di PBMC. La figura 13 è una rappresentazione dell'analisi del ciclo delle 

cellule e mostra la percentuale di PBMC, misurata mediante citometria a flusso, per 

ciascuna condizione di coltura, in presenza di una MSC sana o patologica.	Le PBMC non 

attivate sono state sono state impostate come controllo di riferimento, indicato dalla 

concentrazione del 100% durante la fase quiescente G0/G1 fase quiescente (100%), mentre 

il PHA associato alle colture di PBMC stimola la loro progressione lungo il ciclo cellulare 

(le seguenti percentuali sono state osservate per ciascuna cella fase del ciclo: 65,9% ±1.6 in 

G0-G1; 15.2% ±0.9 nella fase S e 18,9% ±4,8 in G2/fase M).	La presenza di cMSCs in 

colture con PHA PBMC riduce fortemente la percentuale di attività nel corso degli stadi 

del ciclo cellulare (fase S: 8,6% ± 0,2 e G2/M fase: 1,3% ± 0,2) e rafforza la loro 

stabilizzazione durante il G0-G1 (91,2% ± 1.4).	 PHA-PBMC coltivate in presenza di 

AAA-MSCs non mostrano differenze significative rispetto a PHA-PBMC coltivate da sole; 

anzi, hanno un comportato principalmente concentrato durante il G2/M fase (14,2% ±1,5) 

di G0/G1 (74,4% ± 5.4), mentre la quantità di cellule in fase S è stata leggermente 

superiore a PBMC coltivate con CMSC (10,5 % ± 0.9). 
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Iperespressione di MMP-9 nelle AAA-MSCs: potenziali meccanismi per modulare 

l’espressione a livello trascrizionale 

Influenza sulla trascrizione di MM-9 

Le MMPs sono iperespresse in un contesto infiammatorio e molti approcci anti-

infiammatori possono essere applicati per regolare la loro espressione. Per questo scopo, 

abbiamo indagato sul potenziale delle cMSC per regolare la trascrizione di MMP delle 

AAA-MSCs, attraverso la secrezione di molecole immunomodulatorie.	La trascrizione di 

MMP è stata valutata mediante qPCR e le MMP-9 sono state ridotte in seguito a co-cultura 

di cellule sane cMSC e AAA MSCs (un 80% di riduzione osservata in confronto a AAA-

MSCs controllo; p=0,004, test t accoppiati) (Figura 12). 

 

Effetto inibitorio di citochine antinfiammatorie sull’espressione di MMP-9: IL-10 

IL-10 è un anti-citochina antiinfiammatoria, ordinariamente espressa da MSC umane e 

coinvolta nel meccanismo di immunomodulatorio. Abbiamo osservato che l'aggiunta di 

composti solubili di IL-10 alle culture di AAA-MSC, alla concentrazione di 20 ng/ml, per 

24 h, ha portato alla riduzione della trascrizione di MMP-9.	Pertanto, un approccio anti-

infiammatorio, indirizzato verso le AAA-MSCs, potrebbe essere sviluppato per ripristinare 

la loro funzione danneggiata. (0,2 volte è diminuito rispetto al controllo non trattato, 

p=0,04, test t accoppiati) (Figura14).		
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DISCUSSIONE 

La parete vascolare arteriosa rappresenta un’entità dinamica essendo realizzata da diversi 

tipi cellulari, ognuno dei quali è in grado di contribuire in maniera diversa al processo di 

omeostasi del tessuto. Un alterato funzionamento cellulare e molecolare può verificarsi in 

alcuni casi come, conseguenza di difetti genetici o fattori ambientali, portando così a 

disturbi vascolari.	 Le malattie dei vasi sanguigni hanno una localizzazione eterogenea 

lungo l'albero arterioso a seconda delle caratteristiche strutturali della parete vascolare, che 

a sua volta dipende dalla eterogeneità delle cellule residenti e dalle loro alterazioni 

patologiche. Alcuni segmenti vascolari sono più suscettibili a sviluppare malattie 

specifiche come per esempio l’aorta addominale.	 L’aorta può essere suddivisibile in 

segmenti differenti: aorta ascendente, arco aortico, aorta toracica discendente e aorta 

addominale. L’aorta addominale ha peculiari caratteristiche morfologiche, consistenti in 

una diminuzione del contenuto di elastina corrispondente a un numero ridotto di unità 

lamellari (28-32), in confronto al segmento toracico (55-60). Questo aspetto, insieme ad 

una ridotta presenza di cellule muscolari liscie, rende l’aorta addominale più suscettibile 

alla formazione di aneurismi (rubicondo et al, 2008).		

Gli aneurismi aortici addominali (AAAs) sono una patologia degenerativa dell’aorta, 

attribuita ad un’estesa proteolisi della matrice extracellulare, che porta alla diminuzione di 

elastina, collagene e proteine, che sono responsabili della resistenza alla trazione del vaso. 

Il turnover della matrice extracellulare è un processo fisiologico, necessario per il 

mantenimento della omeostasi del tessuto e mediato da enzimi proteolitici, tra cui le MMP 

sono le più caratterizzate e studiate (Ritardo et al, 2007).	 Un’iperattività di MMP può 

portare ad uno alto stato di degradazione della matrice etracellulare che insieme alla 

deplezione di cellule muscolari lisce porta alla riduzione della parete dei vasi.  
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La presenza di infiltrati infiammatori, composti da linfociti T, B e macrofagi, è riportata in 

tessuti aneurismatici.	 Gli AAAs si distinguono in aterosclerotici/degenerativi e 

infiammatori. Gli AAAs infiammatori sono associati con un più ampio processo 

infiammatorio e sono più evidenti i segni e sintomi che accompagnano la loro storia 

naturale. Gli aneurismi non - infiammatorio sono per la maggior parte legati alle 

complicazioni aterosclerotiche, anche se le attuali linee di ricerche sono indirizzate ad 

indagare la natura del rapporto fra lesioni aterosclerotiche, infiammazione ed AAA. (Tonar 

et al, 2010).	La maggior parte degli autori concordano con la teoria che, questi aneurismi 

nascono come conseguenza di lesioni aterosclerotiche. Accanto a questa differenza, 

l'infiltrato infiammatorio è comunque rappresentato in tutte le forme di aneurisma e di 

recente è stata  sollevata la possibilità di una risposta immuno-mediata per la genesi 

dell’aneurisma.	 Uno dei possibili meccanismi riportato è il cosiddetto mimetismo 

molecolare che consiste nella condivisione di epitopi comuni tra antigeni self ed antigeni 

esterni, provocando un’attivazione delle cellule T anche contro un antigene self (Ozsvath 

et al, 1996; Oleszak et al, 2004). La stessa parete vascolare, in particolare nelle componenti 

di elastina e collagene, sono state proposte come antigeni in grado di indurre l’attivazione 

delle cellule T.	A questo proposito, una risposta antigene-mediata delle cellule T, è stata 

suggerita come causa di sviluppo di AAA; l’ aneurisma potrebbe essere visto quindi come 

una malattia autoimmune (Hirose e Tilson, 2001). Da questo punto di vista il target della 

malattia infiammatoria potrebbe rappresentare una strategia promettente per 

monitorare/limitare l’espansione dell’aneurisma e ridurre i rischi di rottura.		

Le MSCs possono essere facilmente isolate da diversi tessuti, come il midollo osseo 

(Friednstein et al, 1970; Castro-Malaspina et al, 1980), il tessuto adiposo (Zuk et al, 2002), 

il sangue del cordone ombelicale (Erices et al, 2000), la parete vascolare (Ergün et al, 

2011) etc. Le MSCs possono essere facilmente isolate da tessuti umani e espanse in colture 
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in vitro.	 Le note proprietà delle MSC di multilinearità, differenziazione e potenziale 

proliferativo possono essere sfruttatate per il trattamento di molte patologie, comprese le 

malattie cardiovascolari, neurologiche e i disturbi del tessuto connettivo (Barry e Murphy, 

2004).	 Inoltre, le MSCs sono ipo-immunogeniche, risorsa importante per la medicina dei 

trapianti e la patologia di origine infiammatoria cronica, (es. Chron morbo, patologie 

autoimmuni, ecc.). Le MSCs possiedono infatti la capacità di modulare negativamente la 

reazione immunitaria ed esercitare una funzione antinfiammatoria (Barry e Murphy, 2004; 

Chamberlain et al, 2007).	Questa proprietà viene effettuata attraverso diversi meccanismi, 

mediata dal rilascio di citochine antinfiammatorie (TGF, IL-10), e di enzimi (IDO, NO).  

Essa conduce all'anergia di cellule e blocco del ciclo delle cellule T e B, inibizione di 

cellule NK (citotossicità Le Blanc e Ringdén, 2007; Ryan et al, 2007).	È chiaro che le 

MSCs possono essere efficacemente impiegate per molte applicazioni cliniche, anche se 

l’ottimizzazione e la standardizzazione dei protocolli di isolamento non sono state ancora 

stabilite. Diverse fonti di tessuto come pure le diverse età dei donatori determinano un alto 

grado di eterogeneità, in modo che le preparazioni di MSCs contengono diversi 

sottoinsiemi di celle in termini di differenziazione e stato proliferativo (Hart, 2014).  

Meno è noto sui potenziali effetti collaterali o nella partecipazione delle MSC nell’innesco 

e progressione di malattia. Alcuni lavori della letteratura hanno sollevato questo problema, 

suggerendo che le MSC, sotto condizioni specifiche, possono subire una riduzione delle 

loro funzioni base, facendo riferimento al loro potenziale proliferativo, la differenziazione 

e la immuno-modulazione.	 In queste condizioni il comportamento delle MSCs può 

evolvere in direzione patologica, portando all'avvio o aggravamento del danno tissutale. 

Per esempio, le MSCs isolate da pazienti affetti da osteoartrosi hanno dimostrato un basso 

potenziale proliferativo e ridotta differenziazione adipogenica e condrogenica (Murphy et 
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al, 2002).	 Alcuni autori suggeriscono che un difetto di MSC e della loro attività di 

immunosoppressione potrebbe esercitare un ruolo cruciale nelle patologie infiammatorie.	 

Dato che molte malattie arteriose hanno una base infiammatoria, abbiamo trovato 

interessante lo studio di MSCs residenti di parete vascolare. Sono state scoperte cellule 

progenitrici endoteliali con proprietà di cellule mesenchimali localizzate al livello della 

tonaca avventiziale al confine con la tonaca media (Zengin et al, 2006).	Il nostro gruppo di 

ricerca ha ottenuto un’esperienza in questo campo, isolando popolazioni di MSCs dalla 

parete vasale di donatori sani (Pasquinelli et al, 2007; Pasquinelli et al, 2010). È 

interessante notare che queste cellule presentano alta resistenza a condizioni stressanti. In 

una precedente pubblicazione (Valente et al, 2014) l’isolamento delle MSC da arterie 

crioconservate è stata eseguita con successo.	Le arterie appartenenti a donatori sani sono 

state isolate dopo 5 anni di conservazione in azoto liquido. Le cellule sono state coltivate 

secondo condizioni standard (37°C; 5% di CO2) e non ha mostrato segni di sofferenza, al 

contrario esse sono state caratterizzate esprimendo tipici marcatori di cellule 

mesenchimali. Queste Vascular-Wall MSCs (VW-MSCs) hanno proprietà adipogenica, 

osteogenica, condrogenica, angiogenica e presentano inoltre proprietà clonogenica e 

attività immunoregolatrice.		

Studiare la resistenza e la gestione delle MSC nel malato vascolare rappresenta il passo 

successivo dei nostri studi.  

A questo proposito, un AAA costituisce un ideale modello patologico per eseguire 

valutazioni sulle caratteristiche e funzionalitá di MSCs. Abbiamo pertanto raccolto dodici 

campioni di tessuto aortico proveniente da pazienti sottoposti al trattamento chirurgico 

tradizionale per AAA.		

La prima osservazione fatta consiste nel rilevamento in situ di MSCs, valutata attraverso 

una immuno-colorazione per antigeni mesenchimali su sezioni di AAA. Accanto alla 
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grande quantità di cellule infiammatorie che invadono la parete dell’AAA, cellule positive 

per CD44 e CD90 potrebbero essere localizzatate a livello della nicchia perivascolare.	In 

seguito, ci siamo concentrati sulla componente di MSC della parete aortica sana. Le MSC 

sane e patologiche (AAA-MSCs) sono state confrontate su diversi livelli: caratteristiche 

morfologiche in vitro, immunofenotipo e profilo molecolare. Un numero consistente di 

AAA-MSCs è stato ottenuto dai tessuti raccolti e tutti i campioni cellulari ha rivelato 

caratteristiche di base analoghe a quelle delle nostre precedenti osservazioni su CMSC.	Le 

AAA-MSCs sono visualizzate con una tipica forma fibroblastica e con adesione alla 

materia plastica del substrato di coltura, che rappresenta una peculiarità di identificazione 

di MSC. Quindi, le AAA-MSCs hanno mostrato un tipico pattern di antigeni di superficie 

di cellule mesenchimali (come dimostrato mediante citometria di flusso: marcatori 

mesenchimali e pericitari CD44, CD90, CD73, CD146 e PDGFR-beta sono stati 

ampiamente espressi sulla superficie di AAA-MSC, mentre antigeni ematopoietici e 

antigeni endoteliali CD34, CD14 e CD44 non sono stati rilevati).		

L’immunofenotipo di	 AAA-MSC è del tutto speculare con le cMSC, come abbiamo 

osservato per i marcatori stemness. Noi abbiamo analizzato i marcatori tipici delle cellule 

staminali embrionali, rappresentati da NANOG, Ott.4 e SOX-2 che possiedono un ruolo 

regolatorio; questi geni compongono un’ unità trascrizionale che attiva a valle i geni 

coinvolti nella pluripotenza e auto-rinnovamento delle cellule staminali.	Questo gruppo di 

marcatori stemness è espresso da AAA-MSC e ad una semi-analisi quantitativa mediante 

Real Time qPCR è stato dimostrato che non esistono differenze significative tra soggetti 

sani e patologici.  

Abbiamo poi esplorato le AAA-MSC dal punto di vista funzionale, indagando 

l'espressione di MMP e la capacità di contrastare la reazione immunitaria.  
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MMP-9 è nota per essere una proteina inducibile, anzi la sua espressione in genere dipende 

da fattori esterni, come TNF-a. MMP-2 e MMP-9 hanno dimostrato svolgere un ruolo 

decisivo nella degradazione della matrice extracellulare e quindi nell’origine e 

progressione di un AAA (Tamarina et al, 1997; Longo et al, 2002). Sulla base di queste 

premesse, abbiamo valutato i livelli di espressione di MMP-2, MMP-9 e i loro rispettivi 

inibitori tissutali, TIMP-1 E TIMP-2.	 I risultati più rilevanti sono stati osservati per 

l’espressione di MMP-9, sia a livello di mRNA che di livelli di espressione di proteine: una 

prominente trascrizione di mRNA (400 volte maggiore di cMSC) e la produzione di 

proteine sono stati osservati in AAA-MSCs); i livelli di MMP-2 e TIMP son stati 

abbastanza simili tra i due gruppi del nostro studio.	 Secondo studi della letteratura, 

l'EMMPRIN è stato associato con la placca aterosclerotica (Yoon et al, 2005) e la 

patogenesi di aneurisma (Chen et al, 2009), come induttore di MMP. Ulteriore conferma 

dei dati ottenuti su MSCs vascolare, è derivata dall'analisi dell’espressione tissutale di 

MMP-9.	Un aumento dell’ mRNA di MMP-9 è stato registrato in tessuti di AAA, che 

possono contenere differenti fonti cellulari di MMP, specialmente cellule infiammatorie, 

quali macrofagi.  

Efficacemente, l’immunocolorazione per MMP-9 ha etichettato molte cellule 

infiammatorie, ma sono state rilevate anche positività di popolazioni MSC a MMP-9 tra 

cellule perivascolari di vasa vasorum e le cellule stromali.		

Al fine di chiarire il meccanismo che porta le MSC a questo fenotipo patologico 

degradativo, abbiamo testato le AAA-MSCs per la loro attività immunomodulatoria.  

La premessa per la seconda fase dello studio, deriva dal vasto infiltrato infiammatorio 

osservato all'interno della parete aortica e l'ipotesi che le AAA-MSCs potrebbe aver perso 

la loro innata capacità di modulare la reazione immunitaria.	L'incorporazione di BrdU e i 

saggi del ciclo cellulare con PBMC stimolati con PHA e coltivati in presenza di AAA-
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MSCs, hanno indicato le cellule infiammatorie in corso di proliferazione nel ciclo 

cellulare; PHA-PBMCs non si arrestano alla fase G0/G1, come si verifica in presenza di 

CMSC.	La continua proliferazione di PBMC-PHA potrebbe significare che le AAA-MSC 

si comportano come cellule quiescenti, in grado di arrestare la proliferazione di PHA-

PBMC, il che può essere eventualmente spiegato con la ridotta espressione di IL-10 e 

HLA-G.	 La MSC con difettosa immunomodulazione potrebbe rappresentare un passo 

importante nella evoluzione AAA.  

Le MMP possono essere regolate a molti livelli, compresa la trascrizione, così abbiamo 

valutato i possibili meccanismi di regolamentazione a livello di trascrizione per MMP-9.	

Esperimenti di co-coltura di MSCs sane e patologiche hanno evidenziato una significativa 

riduzione di trascrizione MMP-9, a seguito di un contatto diretto tra MSC sane e AAA-

MSCs; una diminuzione, anche se meno evidente, è stata osservata in AAA-MSCs 

coltivate con cMSC in mezzi condizionati, suggerendo che il CMSC possono disciplinare 

mediatori patologici a livello di mRNA, anche in una maniera paracrina.	Così abbiamo 

supposto il coinvolgimento di IL-10, ha dimostrato di inibire la trascrizione MMP-9 nella 

placenta umana (trofoblasto Roth e Fischer, 1999). Infatti, i dati preliminari hanno 

mostrato una regolazione trascrizionale negativa di MMP-9 in AAA-MSC esposti a IL-10, 

indicando che IL-10 potrebbe rappresentare una strategia chiave nel regolamento di MMP, 

oltre a ripristinare l’immunomediazione  MSC (Rizzo et al, 2011). 
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LIMITI 

Nella selezione del gruppo di controllo il numero dei soggetti è stao limitato (3 controlli 

sani vs 12 pazienti portatori di AAA) e inoltre non vi è parità di genere ed età col gruppo di 

studio. Per quanto riguarda il divario di età, non possiamo escludere che i nostri dati 

sull’iper-espressione di mRNA e attività di MMP-9 potrebbero essere il risultato del 

fisiologico processo di invecchiamento vascolare. I nostri controlli possono essere 

considerati come soggetti sani con nessun rischio cardiovascolare e come controlli negativi 

per espressione di mediatori molecolari di cellule MSCc perivascolari. 
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CONCLUSIONI 

Il presente studio ha valutato le caratteristiche funzionali di un gruppo di MSC isolata da 

un’aorta affetta da AAA. I meccanismi molecolari coinvolti nel rimodellamento arterioso e 

nell’infiammazione cronica, caratteristica della malattia aneurismatica, non influenzano le 

proprietà di sopravvivenza/auto-rinnovamento delle MSC della nicchia vascolare. Nel 

frattempo, AAA-MSCs hanno funzioni difettose, in termini di turnover di ECM e di 

immuno-modulazione. Infatti, AAA-MSCs hanno dimostrato di iper-esprimere MMP-9 e il 

suo induttore EMMPRIN rispetto al confronto con MSCs isolate in parete aortica sana. 

Inoltre, le AAA-MSC sono più deboli in termini di immunomodulatori rispetto alle cellule 

immunitarie. Questo è opposto a ciò che è stato documentato tra MSC isolate da aorta 

sana, suggerendo una chiara disfunzione MSC sotto il quadro patologico. D'altro canto, sia 

le MSCs che alcuni fattori solubili associati con attività anti-infiammatoria hanno mostrato 

di poter modulare negativamente l MMP-9 a livello trascrizionale delle AAA-MSC. Questi 

dati preliminari suggeriscono che la disfunzione di AAA-MSC può essere risolta attraverso 

un approccio anti-infiammatorio. Sulla base di queste osservazioni, sarebbe di grande 

importanza esplorare i meccanismi e i bersagli molecolari in grado di ripristinare e 

migliorare l’immunomodulazione di AAA-MSC. Approcci incentrati sulla funzione di 

MSC, volti a potenziare le loro capacità terapeutiche potrebbero rappresentare nuove 

strategie promettenti per monitorare la progressione di un aneurisma. 
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TABLES 

Tabella 1 

DAAA, aneurisma aortico addominale diametro; LDL e di lipoproteina a bassa densità; HDL, lipoproteina ad alta 
densità; CAD, la malattia delle arterie coronarie; COPD, malattia polmonare ostruttiva cronica; CVD, cerebro-vascolari 
malattia cronica; PAOD, arteriosa periferica malattia ostruttiva; CRF, insufficienza renale cronica. 

 

 

Tabella 2 

*I donatori morto in seguito emorragia cerebrale sono stati esclusi in quanto può comportare incremento di MMP e di 
interferire con la nostra analisi. 
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FIGURES 

Figure 1 

H/E effettuata su tessuti prelevati da AAA mette in evidenza i principali tratti distintivi di un AAA: (a) disorganizzazione 
degli strati vascolari e degradazione della tonaca media; (b) infiltrato infiammatorio e formazione neo vessel (freccia); (c) 
presenza di placche di lipidi entro lo strato di intima. IC: cellule infiammatorie; LP: placca lipidica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 

CD44+ (a,c) e CD90+ (b, d) evidenziano le popolazioni cellulari osservata in tessuto di AAA; accanto alle cellule di tipo 
infiammatorio mononucleari, CD44 viene espresso da cellule della nicchia perivascolari che esprimono anche CD90 
molecola. (barra di scala indica 50 µm). 
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Figure 3 

la trascrizione di mRNA di MMP-9 da sani e tessuto AAA, eseguita mediante qPCR. I risultati mostrano come piegare le 
differenze fra tessuto sano e malato rispetto. Il gene GUS è stato utilizzato come servizio di pulizie. MMP-9 espressione 
della proteina a livello della parete aortica: (b) sano tessuto aortico; (c), (d), (e) tessuto AAA (barra di scala indica 10 µm) 
 

 
 

 

Figure 4 

(a), (b) colture primarie eterogenee di AAA-MSCs, visualizzazione di morfologia di un tipico tipo fibroblasto e una con 
lunghi pseudopodi citoplasmatici (a, ingrandimento 100x; b, 200x di ingrandimento); (c), (d) AAA-MSCs confluenti, 
aspetto più omogeneo (c, ingrandimento 100x; d, 200x di ingrandimento). 
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Figure 5 

I pannelli che rappresentano l’elaborazioni della citometria di flusso provano una condivisa espressione dell'antigene 
superficiale tra soggetti sani e patologici, suggerendo un’origine comune per le due popolazioni cellulari. 

 
 

 

 

 

Figure 6 

(a) Nanog (326 bp), Oct-4 (380-402 bp) e Sox-2 (208 bp) espressione in AAA-MSC mediante RT-PCR. (b) analisi 
semiquantitative di geni stemness AAA-MSCs rispetto al CMSC. I risultati sono espressi come variazione di piegatura 
rispetto al gruppo di controllo. I valori sono rappresentati come media ± deviazione standard e sono rappresentativi di 
almeno tre esperimenti indipendenti effettuati in triplicato (*p<0,05, non accoppiata t test). 
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Figure 7 

 (a) relativa di espressione di mRNA di MMP-2, MMP-9, l'EMMPRIN, TIMP-1 E TIMP-2 in AAA-MSCs rispetto al 
CMSC. (b) MMP-9/TIMP-1 e di MMP-2/TIMP-2 rapporti. I risultati sono espressi come variazione di piegatura rispetto 
al CMSC. I valori sono rappresentati come media ± deviazione standard e sono rappresentativi di almeno tre esperimenti 
indipendenti effettuati in triplicato (*p<0,05, non accoppiata t test). 
 

 
 

Figure 8 

Immunoblot su AAA-MSCs e cMSCs lisati cellulari e bande quantificazione mediante densitometria ImageJ software. 

 
 

Figure 9 

la zimografia alla gelatina eseguita su AAA-MSC cMSC e mezzi condizionati: MMP-9 a 92 kDa potrebbe essere rilevato 
solo in AAA-MSC corsia (corsie 1-4), considerando che MMP-2 era ampiamente identificato in corrispondenza di 72 e 
62 kDa, in tutte le corsie, incluso CMSC (corsie 5-6); Corsia 7 si riferisce alla HCT116, utilizzata come riferimento per 
identificare bande di MMP. 
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Figure 10 

I risultati sono espressi come variazione di piegatura rispetto ai controlli (CMSC co-coltivate con PBMC attivate). I 
valori sono rappresentati come media ± deviazione standard e sono rappresentativi di almeno tre esperimenti indipendenti 
(*p<0,05; spaiati t test).  
 

 
 

 

 

 

 

 

Figure 11 

Espressione HLA-G su AAA-MSCs e CMSC, in condizioni basali (a) e dopo 72 h co-cultura con PBMC attivate (b). Gli 
istogrammi di colore viola si riferiscono a AAA-MSCs, mentre gli istogrammi bianchi sono indicati per CMSC. I risultati 
sono mostrati come un esempio rappresentativo di almeno tre esperimenti indipendenti. (c) HLA-G espressione di mRNA 
in AAA-MSCs confrontato con CMSC.  
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Figure 12 

Come osservato nel saggio di BrDU PHA-PBMC le cMSC coltivate con PHA-PBMC hanno dimostrato un basso tasso di 
proliferazione (p<0,05, one-way ANOVA test) di PHA-PBMC, considerando che la velocità di proliferazione misurata 
sul PHA-PBMC coltivate con AAA-MSCs era più elevata (p<0,05, one-way ANOVA test) e abbastanza paragonabili a 
PHA-PBMC coltivate da sole 
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Figure 13 

La presenza di cMSCs in colture con PHA PBMC riduce fortemente la percentuale di attività nel corso degli stadi del 
ciclo cellulare (fase S: 8,6% ± 0,2 e G2/M fase: 1,3% ± 0,2) e rafforza la loro stabilizzazione durante il G0-G1 (91,2% ± 
1.4). PHA-PBMC coltivate in presenza di AAA-MSCs non mostrano differenze significative rispetto a PHA-PBMC 
coltivate da sole; anzi, hanno un comportato principalmente concentrato durante il G2/M fase (14,2% ±1,5) di G0/G1 
(74,4% ± 5.4), mentre la quantità di cellule in fase S è stata leggermente superiore a PBMC coltivate con CMSC (10,5 % 
± 0.9) 
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Figure 14 

la trascrizione di MMP-2 (a) e di MMP-9 (b) in seguito a AAA-MSCs co-coltivate con MSCs e AAA-MSCs coltivate in 
presenza di mezzi condizionati. (c) La diminuizione di trascrizione di MMP-9 in AAA-MSCs esposti a citochina  anti-
infiammatoria IL-10. I risultati sono espressi come variazione rispettoai non trattati AAA-MSCs. I valori sono 
rappresentati come media ± deviazione standard e sono rappresentativi di tre esperimenti indipendenti (*p<0,05, 
**p<0.01, ***p<0,001; test t accoppiati). CM: mezzi condizionati.  
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