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In recent years, an increasing number of patients waiting for a kidney transplant showed the presence of 

alloantibodies against HLA antigens and non-HLA. Evidence demonstrates the contribution of regulatory 

T lymphocyte cells (Treg) in modulating the immune response in different animal models and in clinical 

transplant, to suggest their potential use as markers of tolerance, rejection or prediction of organ 

transplant outcome. Recently, Treg has been shown to increase immunotolerance following MSCs 

infusion into experimental models of solid organ transplantation. 

We have previously provided in vitro evidence that NGAL (Neutrophil gelatinase-associated lipocalin), a 

known biomarker of renal injury, is able to induce immune tolerance by upregulating HLA-G expression 

and expansion of Treg in normal subjects.  

In this study, we evaluated the effect of NGAL on expansion of Treg and HLA-G expression in 

haemodialysis and hyperimmunized patients; then, we investigated the immunomodulatory effect of 

adipose-derived mesenchymal stem cells (ASCs) on PBMCs derived from patients. We carried out isolation 

from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and immunophenotypic in vitro characterization of 

Treg after NGAL treatment and after co-culture with ASCs. 

Our results demonstrated an immunomodulatory effect NGAL-mediated on lymphomonocyte population 

derived by non-hyperimmunized, as Treg population and HLA-G expression augmented, while this effect 

is inhibited in PBMCs derived from hyperimmunized patients. The immunomodulatory effect on PBMCs 

in these patients is re-established in vitro by co-culture with adipose-derived mesenchymal stem cells. 

ASCs could be a good future prospective for modulating immune system before or during kidney 

transplant in hyperimmunized patients, expanding access to transplants to these complex patients. 

 

 

.ÅÇÌÉ ÕÌÔÉÍÉ ÁÎÎÉ î ÃÒÅÓÃÉÕÔÏ ÌȭÉÎÔÅÒÅÓÓÅ ÖÅÒÓÏ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÎ ÁÔÔÅÓÁ ÄÉ ÕÎ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÄÉ ÒÅÎÅ ÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÔÉ ÐÅÒ ÌÁ 

presenza elevata di alloanticorpi contro antigeni HLA e non-HLA, definiti iperimmuni. Recentemente, è 

ÓÔÁÔÏ ÄÉÍÏÓÔÒÁÔÏ ÌȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌͻÉÍÍÕÎÏÔÏÌÌÅÒÁÎÚÁ ÁÄ ÏÐÅÒÁ ÄÅÌÌÁ ÃÏÍÐÏÎÅÎÔÅ ÌÉÎÆÏÃÉÔÁÒÉÁ 4 ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉÁ 

(TregɊ ÄÏÐÏ ÌͻÉÎÆÕÓÉÏÎÅ ÄÉ -3#Ó ÉÎ ÍÏÄÅÌÌÉ ÓÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÉ ÄÉ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÄȭÏÒÇano. Alcuni studi hanno infatti 

dimostrato il contributo di Treg nella modulazione della risposta immunitaria in diversi modelli animali e 

nel trapianto clinico, per suggerire il loro potenziale utilizzo come marcatori di tolleranza, rigetto o 

previsione dÅÌÌȭoutcome del trapianto d'organo.  

Un precedente studio ha dimostrato che NGAL (Neutrophil gelatinase-associated lipocalin), un noto 

biomarker di danno renale, è in grado di indurre in vitro immunotolleranza aumentando l'espressione di 

HLA-G e l'espansione di Treg in cellule linfo-monocitarie (PBMC) di soggetti sani. 

In questo studio, si è valutato l'effetto di NGAL sull'espansione di Treg e l'espressione di HLA-G in pazienti 

con insufficienza renale cronica sottoposti ad emodialisi e iperimmuni, e si è approfondita la capacità 

immunomodulatoria di cellule staminali mesenchimali adulte derivate da tessuto adiposo (ASC) nei 

confronti di PBMC derivati da queste categorie di pazienti. 

I nostri risultati hanno dimostrato un effetto immunomodulatorio mediato da NGAL sulla popolazione 

linfo-monocitaria derivata da pazienti in emodialisi non iperimmuni, in maniera dose dipendente, 

ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÔÏ ÄÁÌÌȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÁ ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ ÄÉ Treg e dall'espressione di HLA-G, mentre questo effetto è 

risultato inibito in PBMC derivÁÔÉ ÄÁ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉȢ ,ͻÉÍÍÕÎÏÍÏÄÕÌÁÚÉÏÎÅ ÓÕÉ 0"-# ÉÎ ÑÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÁ 

categoria di pazienti è stata ristabilita in vitro ÉÎ ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌÌȭÁÌÌÅÓÔÉÍÅÎÔÏ ÄÉ ÃÏ-colture con cellule staminali 

mesenchimali derivate da tessuto adiposo. Le ASC potrebbero essere una buona prospettiva futura di 

terapia cellulare autologa per modulare il sistema immunitario, prima o durante il trapianto di rene, in 

ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉȟ ÁÍÐÌÉÁÎÄÏ ÌͻÁÃÃÅÓÓÏ ÁÉ ÔÒÁÐÉÁÎÔÉ ÄȭÏÒÇÁÎÏ Á ÑÕÅÓÔÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÃÏÍÐÌÅÓÓÉȢ  
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)ÎÓÕÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÒÅÎÁÌÅ ÃÒÏÎÉÃÁ 

,ȭÉÎÓÕÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÒÅÎÁÌÅ ÃÒÏÎÉÃÁ ɉchronic kidney disease, CKD) è una patologia caratterizzata dalla 

perdita progressiva e irreversibile della struttura e delle funzioni escretorie, endocrine e 

metaboliche dei reni. 

Secondo le linee guida del Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI) della National 

+ÉÄÎÅÙ &ÏÕÎÄÁÔÉÏÎ ÌȭÉÎÓÕÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÒÅÎÁÌÅ ÃÒÏÎÉÃÁ î ÄÅÆÉÎÉÔÁ ÔÁÌÅ ÑÕÁÎÄÏ ÌÁ ÖÅÌÏÃÉÔÛ ÄÉ ÆÉÌÔÒÁÚÉÏÎÅ 

glomerulare (estimated Glomerular Filtration Rate, eGFR) scende sotto i 60 ml/min/1,73 m2 per un 

periodo di almeno tre mesi.1 

Il danno renale può essere accertato grazie alla presenza di albuminuria maggiore di 30 mg/g in 

almeno due campioni di urina su tre2ȟ ÍÅÎÔÒÅ Å'&2ȟ ÃÈÅ î ÃÏÎÓÉÄÅÒÁÔÏ ÉÌ Ȱgold standardȱ ÐÅÒ 

determinare la funzione renale nella pratica clinica è calcolato sulla base della clearance della 

creatinina3, un aminoacido che deriva dal metabolismo muscolare del creatinofosfato, mediante 

ÌȭÅÑÕÁÚÉÏÎÅ ÄÉ #ÏÃËÃÒÏÆÔ-Gault. 

,ȭÉÎÓÕÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÒÅÎÁÌÅ ÃÒÏÎÉÃÁ ÐÕĔ ÅÓsere suddivisa in 5 stadi a seconda del valore del eGFR4:  

¶ Stadio 1: (eGFR >90 ml/min per 1,73 m2), in cui la funzione renale è normale, ma 

potrebbero comparire anomalie strutturali o alterazioni negli esami del sangue o delle 

urine.  

¶ Stadio 2: (eGFR 60-89 ml/min per 1,73 m2), in cui si riscontra un danno renale e la funzione 

è lievemente ridotta.  

¶ Stadio 3: (eGFR 30-59 ml/min per 1,73 m2), in cui è presente danno renale con funzione 

moderatamente ridotta.  

¶ Stadio 4: (eGFR 15-29 ml/min per 1,73 m2), in cui il danno ha gravemente compromesso la 

funzione renale.  

¶ Stadio 5: (eGFR>15 ml/min per 1,73 m2)5, quando il paziente è nella fase terminale 

ÄÅÌÌȭÉÎÓÕÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÒÅÎÁÌÅ ɉEnd-Stage Renal Disease, ESRD). In questa fase è necessario 

sottoporre il paziente ad un trattamento emodialitico sostitutivo, in quanto il livello della 

sua funzione renale non è compatibile con la vita3 ed è necessario porre particolare 

ÁÔÔÅÎÚÉÏÎÅ ÁÌÌȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÉ ÐÁÔÏÌÏÇÉÅ ÃÁÒÄÉÏÖÁÓÃÏÌÁÒÉ ÁÔÅÒÏÓÃÌÅÒÏÔÉÃÈÅ.6 
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La progressione della CKD dipende principalmente dalla patologia di base scatenante il danno 

renale, ma è favorita anche da: ipertensione arteriosa sistemica, danno renale da ipoperfusione 

o sostanze nefrotossiche, proteinuria, dislipidemia, iperfosforemia, ridotti livelli di ossido nitrico 

e fumo di sigaretta.  

,Å ÃÁÕÓÅ ÐÒÉÎÃÉÐÁÌÉ ÃÈÅ ÃÏÍÐÏÒÔÁÎÏ ÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÅÌÌȭÉÎÓÕÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÒÅÎÁÌÅ ÃÒÏÎÉÃÁȟ ÓÏÐÒÁÔÔÕÔÔÏ ÎÅÉ 

0ÁÅÓÉ ÐÉĬ ÓÖÉÌÕÐÐÁÔÉȟ ÓÏÎÏ ÉÌ ÄÉÁÂÅÔÅ Å ÌȭÉÐÅÒÔÅÎÓÉÏÎÅȟ ÇÌÏÍÅÒÕÌÏÎÅÆÒÉÔÉȟ ÐÁÔÏÌÏÇÉÅ ÔÕÂÕÌÏ-

interstiziali come la nefropatia da reflusso, il rene policistico e ostruzioni delle vie urinarie.3  

!Ì ÃÏÎÔÒÁÒÉÏȟ ÎÅÉ 0ÁÅÓÉ ÉÎ ÖÉÁ ÄÉ ÓÖÉÌÕÐÐÏ ÑÕÅÓÔÁ ÐÁÔÏÌÏÇÉÁ î ÄÏÖÕÔÁ ÁÌÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÉ ÉÎÆÅÚÉÏÎÉ ÐÅÒ 

scarse condizioni igienico-sanitarie, ÁÃÑÕÅ ÃÏÎÔÁÍÉÎÁÔÅ Å ÉÎ ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌÌȭÁÓÓÕÎÚÉÏÎÅ Ï ÁÂÕÓÏ ÄÉ 

erbe medicinali potenzialmente tossiche.7 

!ÎÃÈÅ ÆÁÔÔÏÒÉ ÇÅÎÅÔÉÃÉ ÐÏÓÓÏÎÏ ÃÏÎÔÒÉÂÕÉÒÅ ÁÌÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÅÌÌÁ #+$ȟ ÓÔÕÄÉ ÈÁÎÎÏ ÉÎÆÁÔÔÉ 

dimostrato che polimorfismi del gene della catena pesante 9 della miosina non muscolare 

ɉ-9(ΫɊ Å ÄÅÌÌȭÁÐÏÌÉÐÏÐÒÏÔÅÉÎÁ ) ɉ!0/,ΣɊ ÓÏÎÏ ÁÓÓÏÃÉÁÔÉ ÁÌÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÉ ÑÕÅÓÔÁ ÐÁÔÏÌÏÇÉÁ ÎÅÌÌÁ 

popolazione africana.8-9 

In genere i pazienti non manifestano i sintomi della malattia fino a che non raggiungono gli stadi 

ÐÉĬ ÁÖÁÎÚÁÔÉȟ ÑÕÅÓÔÏ ÐÅÒÃÈï É ÎÅÆÒÏÎÉ ÓÕÐÅÒÓÔÉÔÉ ÖÁÎÎÏ ÉÎÃÏÎÔÒÏ ÁÄ ÕÎȭÉÐÅÒÔrofia compensatoria 

che comporta un aumento della filtrazione e di eGFR dei nefroni residui. Con il progredire di 

ÑÕÅÓÔÏ ÓÔÁÔÏȟ ÐÅÒĔȟ ÌȭÁÄÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÄÁÎÎÅÇÇÉÁ ÉÌ ÒÅÎÅ ÓÔÅÓÓÏȡ É ÎÅÆÒÏÎÉ ÒÅÓÉÄÕÉ ÖÁÎÎÏ ÉÎÃÏÎÔÒÏ Á 

sclerosi e lesioni tubulo-interstiziali che inducono un peggioramento della funzionalità renale e 

ÕÎȭÕÌÔÅÒÉÏÒÅ ÐÅÒÄÉÔÁ ÄÉ ÎÅÆÒÏÎÉ.10 

La fase terminale della CKD, ÄÅÆÉÎÉÔÁ ÁÎÃÈÅ ȰÆÁÓÅ ÄÉÁÌÉÔÉÃÁȱȟ î ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÔÁ ÄÁÌÌÁ ÃÏÍÐÁÒÓÁ ÄÅÌÌÁ 

sindrome uremica, in cui il paziente mostra dei sintomi caratteristici dovuti alla riduzione della 

funzionalità renale e al conseguente accumulo di sostanze tossiche nel plasma. 

'ÌÉ ÅÆÆÅÔÔÉ ÓÉÓÔÅÍÉÃÉ ÄÅÌÌȭÕÒÅÍÉÁ ÔÅÒÍÉÎÁÌÅ ÓÏÎÏ ÍÏÌÔÅÐÌÉÃÉ Å ÓÐÅÓÓÏ ÃÏÌÌÅÇÁÔÉ ÔÒÁ ÄÉ ÌÏÒÏȢ 

In questa fase i pazienti in genere mostrano sintomi quali astenia, dimagrimento, vomito, pallore, 

alito maleodorante e brina uremica. Conseguentemente a questa sindrome nei pazienti 

insorgono gravi manifestazioni ematologiche, cardiovascolari, endocrine, neurologiche ed 

ossee. 

In primo luogo la compromissione della funzionalità renale comporta una riduzione della 

ÖÉÔÁÍÉÎÁ $ Å ÕÎÁ ÒÅÓÉÓÔÅÎÚÁ ÁÌ ÃÁÌÃÉÔÒÉÏÌÏȟ Á ÃÉĔȟ ÃÏÎÓÅÇÕÅ ÕÎȭÉÐÏÃÁÌÃÅÍÉÁ ÃÈÅ ÉÎÄÕÃÅ ÕÎ ÁÕÍÅÎÔÏ 

della sintesi di ormone paratiroideo (PTH), definito come iperparatorioidismo secondario11 e da 

uno squilibrio a carico degli ioni bivalenti. Questa condizione ha effetti tossici a livello 
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cardiovascolare e porta ad un aumento della morbilità e della mortalità nei pazienti con CKD, in 

ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅ Á ÓÅÇÕÉÔÏ ÄÅÌÌȭÁÕÍÅÎÔÁÔÁ ÄÅÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÄÉ ÃÁÌÃÉÏ Á ÌÉÖÅÌÌÏ ÖÁÓÃÏlare.  

Inoltre, nelle fasi più avanzate della malattia, il rene non riuscendo ad eliminare il sodio in 

eccesso, porta alÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ Ï alla complicazione di patologie cardiovascolari11, come 

lȭÉÐÅÒÔÅÎÓÉÏÎÅ ÁÒÔÅÒÉÏÓÁȟ ÃÈÅȟ Á ÓÕÁ ÖÏÌÔÁȟ ÐÏÒÔÁ ÁÄ ÕÎȭÕÌÔÅÒÉÏÒÅ perdita di nefroni funzionanti con 

ÃÏÎÓÅÇÕÅÎÔÅ ÁÇÇÒÁÖÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌȭÉÐÅÒÔÅÎÓÉÏÎÅ ÓÔÅÓÓÁȢ 

,ȭÉÐÅÒÐÁÒÁÔÉÒÏÉÄÉÓÍÏ ÓÅÃÏÎÄÁÒÉÏȟ ÌȭÁÎÅÍÉÁȟ ÌȭÉÐÅÒÔÅÎÓÉÏÎÅȟ ÉÌ ÓÏÖÒÁÃÃÁÒÉÃÏ ÄÉ ÆÌÕÉÄÉ Å ÌȭÁÃÉÄÏÓÉ 

metabolica nel paziente uremico possono aggravare una preesistente condizione di insufficienza 

cardiaca o portare allo sviluppo della stessa, che determina ÕÎȭÅÌÅÖÁÔÁ ÍÏÒÂÉÌÉÔÛ Å ÍÏÒÔÁÌÉÔÛ 

cardiovascolare. 12-13 

#ÏÎÄÉÚÉÏÎÉ ÃÏÍÅ ÉÌ ÄÉÁÂÅÔÅ ÍÅÌÌÉÔÏȟ ÌȭÏÂÅÓÉÔÛȟ ÌȭÉÐÅÒÔÅÎÓÉÏÎÅ ÁÒÔÅÒÉÏÓÁ ÐÒÉÍÁÒÉÁ Å ÌȭÉÎÁÔÔÉÖÉÔÛ ÆÉÓÉÃÁȟ 

in associazione con CKD, rappresentano un ulteriore fattore di rischio per lo sviluppo di patologie 

cardiovascolari.  

Durante la progressione della CKD è possibile anche riscontrare la presenza di alterazioni ossee, 

come osteite fibrosa, osteoporosi, dovute alla ridotta sintesi di vitamina D attiva ed a 

iperparatiroidismo secondario, oltre che il manifestarsi di calcificazioni in organi e arterie di 

medio e grosso calibro che ne aumentano la rigidità delle pareti.14,15  

Nei pazienti dializzati la calcificazione non riguarda esclusivamente la tonaca intima come nella 

patologia aterosclerotica classica, ma interessa anche la tonaca media. Ciò comporta una 

risposta al danno anche da parte delle cellule muscolari lisce, oltre che da parte delle cellule 

endoteliali. Conseguentemente si ha un maggior rilascio di fattori di crescita e citochine pro-

ÉÎÆÉÁÍÍÁÔÏÒÉÅ ÃÈÅ ÃÏÍÐÏÒÔÁÎÏ ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÓÉÓÔÅÍÁ ÉÍÍÕÎÉÔÁÒÉÏȢ  

La riduzione della funzione escretoria del rene comporta anche iperfosfatemia, ipomagnesemia 

e iperkaliemia, in gÅÎÅÒÅ ÐÅÒĔ ÌȭÅÑÕÉÌÉÂÒÉÏ ÄÅÌÌÏ ÉÏÎÅ ÐÏÔÁÓÓÉÏ ɉ++) rimane intatto fino a che eGFR 

non scende sotto i 10 ml/min.11 

$ÁÌ ÐÕÎÔÏ ÄÉ ÖÉÓÔÁ ÅÍÁÔÏÌÏÇÉÃÏȟ ÌÁ ÍÁÎÉÆÅÓÔÁÚÉÏÎÅ ÐÒÉÎÃÉÐÁÌÅ ÄÅÌÌÁ ÓÉÎÄÒÏÍÅ ÕÒÅÍÉÃÁ î ÌȭÁÎÅÍÉÁȟ 

ÄÏÖÕÔÁ ÁÌÌȭÉÎÃÁÐÁÃÉÔÛ ÄÅÌ ÒÅÎÅ ÄÉ ÐÒÏÄÕÒÒÅ ÕÎÁ Ñuantità sufficiente di eritropoietina (EPO), 

determinando ÕÎÁ ÒÉÄÕÚÉÏÎÅ ÄÉ ÒÅÔÉÃÏÌÏÃÉÔÉ ÐÒÏÄÏÔÔÉ ÄÁÌ ÍÉÄÏÌÌÏȢ ,ȭÅÍÏÌÉÓÉ ÉÎÄÏÔÔÁ ÄÁÌÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ 

ÎÅÌ ÓÁÎÇÕÅ ÄÉ ÔÏÓÓÉÎÅ ÕÒÅÍÉÃÈÅȟ ÉÎ ÇÒÁÄÏ ÁÎÃÈÅ ÄÉ ÉÎÉÂÉÒÅ ÌȭÅÒÉÔÒÏÐÏÉÅÓÉ ÓÔÅÓÓÁȟ î ÕÎ ÁÌÔÒÏ ÆÁÔÔÏÒÅ 

che contribuiÓÃÅ ÁÌÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ Å ÁÌ ÐÅÇÇÉÏÒÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌȭÁÎÅÍÉÁȢ ! ÐÅÇÇÉÏÒÁÒÅ ÉÌ ÑÕÁÄÒÏ ÓÐÅÓÓÏ ÓÉ 

aggiungo i deficit di ferro e folati che il paziente potrebbe presentare a causa di un inadeguato 

apporto con la dieta.16 
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I pazienti con uremia terminale mostrano anche una riduzione del numero di piastrine con 

prolungamento del tempo di sanguinamento (uremic bleeding). Ciò si verifica in quanto si 

ÓÖÉÌÕÐÐÁ ÕÎȭÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÎÅÌÌÁ ÆÕÎÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÆÁÔÔÏÒÅ 6))) ÄÅÌÌÁ ÃÏÁÇÕÌÁÚÉÏÎÅȡ ÌÅ ÐÉÁÓÔÒÉÎÅ 

ÁÃÑÕÉÓÉÓÃÏÎÏ ÕÎȭÅÃÃÅÓÓÉÖÁ ÃÁÐÁÃÉÔÛ ÄÉ Ádesione e aggregazione, che ostacola il loro nomale 

funzionamento. Questa alterazione si manifesta con petecchie, porpora, aumento del rischio di 

sanguinamento dopo una ferita e ecchimosi.   

Le complicanze neurologiche nel paziente uremico sono generalmente lievi, tuttavia quando 

eGFR scende sotto i 10-15 ml/min, può manifestarsi anche encefalopatia uremica, con 

conseguente difficoltà di concentrazione, confusione, letargia, euforia, depressione, apatia, 

insonnia, irritabilità e, se non trattata, coma.11 

Possono inoltre insorgere manifestazioni neuromuscolari e neurovegetative; tutti i pazienti con 

CKD sviluppano neuropatia uremica asintomatica che colpisce sia i nervi motori che quelli 

sensitivi e che interessa soprattutto i nervi periferici degli arti inferiori. 

I pazienti uremici presentano alterazioni anche a livello del sistema immunitario, a carico sia 

ÄÅÌÌȭÉÍÍÕÎÉÔÛ ÕÍÏÒÁÌÅ ÃÈÅ ÄÅÌÌȭÉÍÍÕÎÉÔÛ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅȢ 

! ÃÁÕÓÁ ÄÅÌÌÁ ÒÉÄÏÔÔÁ ÆÕÎÚÉÏÎÁÌÉÔÛ ÒÅÎÁÌÅȟ ÌȭÉÍÍÕÎÏÓÏÐÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÁÃÑÕÉÓÉÔÁ ÄÁÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÃÏÎ #+$ î 

dovuta principalmente: 17 

¶ ÁÌÌȭÁÃÃÕÍÕÌÏ ÄÉ ÔÏÓÓÉÎÅ ÕÒÅÍÉÃÈÅ Á ÂÁÓÓÏ ÐÅÓÏȟ ÃÏÍÅ ÁÃÉÄÏ ÆÅÎÉÌÁÃÅÔÉÃÏȟ ÏÍÏÃÉÓÔÅÉÎÁȟ 

ÃÏÍÐÏÓÔÉ ÄÅÌÌÁ ÇÕÁÎÉÄÉÎÁ ÎÅÌ ÓÁÎÇÕÅȟ ÃÈÅ ÉÎÉÂÉÓÃÏÎÏ ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÄÅÌ ÓÉÓÔÅÍÁ 

ÉÍÍÕÎÉÔÁÒÉÏ Å ÆÁÖÏÒÉÓÃÏÎÏ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉ ÄÅÉ ÌÅÕÃÏÃÉÔÉ Å ÌÁ ÌÉsi dei fagociti (oxidative burst); 

¶ ÁÌÌÏ ÓÔÁÔÏ ÄÉ ÓÔÒÅÓÓ ÏÓÓÉÄÁÔÉÖÏ ÃÒÏÎÉÃÏ ÃÈÅ ÐÏÒÔÁ ÁÄ ÕÎ ÁÕÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌȭÏÓÓÉÄÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ 

ÐÒÏÔÅÉÎÅ ÃÏÎ ÃÏÎÓÅÇÕÅÎÔÅ ÒÉÄÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÄÉ ÅÎÚÉÍÉȟ ÃÉÔÏÃÈÉÎÅ ÅÄ ÁÎÔÉÃÏÒÐÉȟ 

contribuendo alla generazione di uno stato infiammatorio e di immunosoppressione;  

¶ alla riduzione della produzione di eritropoietina che porta ad un aggravamento dello stato 

di stress ossidativo cronico e ad un aumento della concentrazione di tossine uremiche nel 

sangue. 

In caso di sindrome uremica si può manifestare anche disbiosi intestinale che comporta 

ÕÎȭÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÂÁÒÒÉÅÒÁ ÉÎÔÅÓÔÉÎÁÌÅȠ ÃÉĔ ÆÁÖÏÒÉÓÃÅ ÌÁ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÂÁÔÔÅÒÉ ÐÁÔÏÇÅÎÉȟ ÃÈÅȟ 

ÐÏÓÓÏÎÏ ÐÒÏÄÕÒÒÅ ÔÏÓÓÉÎÅ ÕÒÅÍÉÃÈÅ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌȭÉÎÔÅÓÔÉÎÏȟ ÒÉÄÕÃÅÎÄÏ ÌÁ ÓÉÎÔÅÓÉ ÄÉ ÁÃÉÄÉ ÇÒÁÓÓÉ Á 

catena corta con funzione immunoregolatoria.17 

A causa della ridotta funzionalità renale, nel siero dei pazienti si accumulano proteine di 

dimensioni <50 kDa, che in condizioni normali verrebbero filtrate dal glomerulo. Questo 

accumulo porta concentrazioni proteiche tali da avere effetti sul sistema immunitario tra cui la 
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ÓÏÐÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ " Å ÄÅÉ ÇÒÁÎÕÌÏÃÉÔÉȟ ÌÁ ÆÏÒÍÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÆÉÂÒÉÌÌÅ ÄÉ ÁÍÉÌÏÉÄÅȟ 

ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎ pathway alternativo del complemento con funzione immunosoppressiva sui 

linfociti B.17 )ÎÏÌÔÒÅȟ ÌȭÁÃÃÕÍÕÌÏ ÄÅÌÌÅ ÐÒÏÔÅÉÎÅ ÃÈÅ ÌÅÇÁÎÏ ÉÌ ÒÅÔÉÎÏÌÏ ÐÕĔ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁÒÅ ÉÌ ÒÁÐÐÏÒÔÏ 

tra linfociti T regolatori (Treg) e linfocti T helper 17 (TH17), come viene riscontrato in patologie 

autoimmuni e infiammatorie.18 

0ÏÉÃÈï ÌȭÉÎÓÕÆÆÉÃÉÅnza renale cronica è una patologia progressiva irreversibile, il paziente deve 

scegliere insieme al nefrologo quale tipo di terapia attuare per sostituire la funzione renale.  Le 

ÔÅÒÁÐÉÅ ÓÏÓÔÉÔÕÔÉÖÅ ÍÁÇÇÉÏÒÍÅÎÔÅ ÅÓÅÇÕÉÔÅ ÓÏÎÏ ÌȭÅÍÏÄÉÁÌÉÓÉ e la dialisi peritoneale per 

permettere la rimozione delle sostanze di rifiuto potenzialmente tossiche, anche se la terapia 

ÄȭÅÌÅÚÉÏÎÅ ÐÅÒ ÏÔÔÅÎÅÒÅ ÕÎȭÏÔÔÉÍÁ ÒÉÐÒÅÓÁ ÄÅÌÌÁ ÆÕÎÚÉÏÎÅ ÒÅÎÁÌÅ Á ÌÕÎÇÏ ÔÅÒÍÉÎÅ ÒÉÍÁÎÅ ÉÌ 

trapianto di rene. 

,ȭÅÍÏÄÉÁÌÉÓÉ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁ ÉÌ ÐÒÏÃÅÓÓÏ ÄÉÁlitico più diffuso e, a differenza della dialisi peritoneale, 

deve essere svolto in ambulatori attrezzati e consente al paziente con insufficienza renale 

cronica di attendere il trapianto anche per numerosi anni, mantenendo una buona qualità di vita. 

DuranÔÅ ÌÁ ÄÉÁÌÉÓÉ ÓÉ ÐÕĔ ÖÅÒÉÆÉÃÁÒÅ ÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÉ ÃÏÍÐÌÉÃÁÎÚÅ ÎÅÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÄÉÁÌÉÚÚÁÔÉ Ï ÌȭÁÇÇÒÁÖÁÒÓÉ 

di complicanze preesistenti tali da determinare una mortalità maggiore rispetto ai pazienti 

sottoposti a dialisi peritoneale. 

  

&ÉÇÕÒÁ Χȡ -ÅÃÃÁÎÉÓÍÉ ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉ ÁÌÌ΄ÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÁ ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ ÌÉÎÆÏÃÉÔÁÒÉÁ 
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0ÁÚÉÅÎÔÉ ÄÉÁÌÉÚÚÁÔÉ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉ 

.ÅÌÌȭÁÍÂÉÔÏ ÄÅÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÓÏÔÔÏÐÏÓÔÉ Á ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÄÉÁÌÉÔÉÃÏ occorre prestare particolare 

attenzione a quelli definiti iperimmuni. A livello europeo circa il 2% dei pazienti è iperimmune, 

mentre in USA la percentuale è intorno al 14%.19  

Un paziente viene definito iperimmune quando presenta per 3 misurazioni un pannello 

anticorpale (Panel Reactive Antibody, 02!Ɋ ЄΪΡ-85%, in base ai parametri europei o USA 

rispettivamente. 19 

Il PRA è un indice utilizzato per valutare la sensibilizzazione contro gli antigeni HLA (Human 

Leucocyte Antigen)20ȟ ÐÒÏÔÅÉÎÅ ÌÏÃÁÌÉÚÚÁÔÅ ÓÕÌÌÁ ÓÕÐÅÒÆÉÃÉÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÃÈÅ ÍÅÄÉÁÎÏ ÌȭÉÎÔÅÒÁÚÉone tra 

É ÌÅÕÃÏÃÉÔÉ Å ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎÉÓÍÏȟ ÁÔÔÒÁÖÅÒÓÏ ÌÁ ÐÒÅÓÅÎÔÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÐÅÐÔÉÄÉ ÁÎÔÉÇÅÎÉÃÉ ÁÌ ÓÉÓÔÅÍÁ 

immunitario. Quando queste proteine sono riconosciute come estranee dai leucociti possono 

scatenare reazioni immunitarie. 

Gli antigeni HLA sono estremamente variabili tra gli individui, perciò hanno una notevole 

importanza nei trapianti: molecole HLA del donatore possono essere riconosciute come 

estranee dal sistema immunitario del ricevente. Più le molecole HLA del donatore e del ricevente 

sono simili, minore sarà il rischio di rigetto, di conseguenza valori di PRA elevati si associano ad 

ÕÎÁ ÒÉÐÒÅÓÁ ÒÉÔÁÒÄÁÔÁ ÄÅÌÌÁ ÆÕÎÚÉÏÎÁÌÉÔÛ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎÏ ÔÒÁÐÉÁÎÔÁÔÏ Å Á ÐÒÏÇÎÏÓÉ ÓÆÁÖÏÒÅÖÏÌÅ con 

ÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÅÌ ÒÉÇÅÔÔÏ ÁÃÕÔÏ e la peÒÄÉÔÁ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎÏ ÔÒÁÐÉÁÎÔÁÔÏȢ 20,21 

La sensibilizzazione verso gli antigeni si crea quando il paziente viene esposto ad antigeni HLA 

not-self, ad esempio durante precedenti gravidanze, trasfusioni o trapianti e comporta una lunga 

ÐÅÒÍÁÎÅÎÚÁ ÉÎ ÌÉÓÔÁ ÄȭÁÔÔÅÓÁ ÐÅÒ ÉÌ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÒÅÎÁÌÅȟ ÉÎ quanto diventa molto difficile trovare un 

donatore compatibile, oltre che richiedere una maggiore immunosoppressione.22  

In alcuni casi anticorpi anti-HLA sono stati rilevati anche in soggetti che non sono mai venuti a 

contatto con eventi sensibilizzanti. 1ÕÅÓÔÉ ÔÉÐÉ ÄÉ ÁÎÔÉÃÏÒÐÉ ÓÏÎÏ ÃÈÉÁÍÁÔÉ ȰÓÐÏÎÔÁÎÅÉȱ Å ÎÅ ÓÉ ÔÒÏÖÁ 

un esempio in uno studio su una popolazione pediatrica di 23 bambini in attesa di trapianto che 

non hanno mai ricevuto trasfusioni, dove il 26% ha sviluppato anticorpi anti-HLA nel corso di 9 

mesi. Ciò potrebbe essere dovuto a una cross-sensibilizzazione in seguito a infezioni come 

influenza, epatite C e al contatto con microorganismi, proteine ingerite o allergeni. In alcuni casi 

anche eventi pro-infiammatori come traumi o operazioni sono associati ad un aumento degli 

anticorpi anti-HLA.23 

,Á ÒÉÓÐÏÓÔÁ ÉÍÍÕÎÉÔÁÒÉÁ ÃÈÅ ÓÉ ÁÔÔÉÖÁ ÎÅÉ ÒÉÃÅÖÅÎÔÉ ÄȭÏÒÇÁÎÏ ÃÏÉÎÖÏÌÇÅ ÓÉÁ ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ 

" ÃÈÅ 4Ȣ ,ȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ " ÃÏÍÐÏÒÔÁ ÌÁ ÐÒÏÄÕÚÉÏÎÅ ÄÉ ÁÎÔÉÃÏÒÐÉ ÃÏÎÔÒÏ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ 
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riconosciute come not-selfȟ ÍÅÎÔÒÅ É ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 ÁÔÔÉÖÁÔÉ ÒÉÅÓÃÏÎÏ Á ÉÎÆÉÌÔÒÁÒÅ ÌȭÏÒÇÁÎÏ ÔÒÁÐÉÁÎÔÁÔÏȟ 

identificato come estraneo, causandone la distruzione per mezzo di un effetto citotossico e 

infiammatorio.19  

In alcuni casi gli anticorpi non sono rilevabili, ma le cellule di memoria possono comunque essere 

ÐÒÅÓÅÎÔÉ Å ÄÁÒÅ ÏÒÉÇÉÎÅ Á ÕÎÁ ÒÁÐÉÄÁ ÒÉÓÐÏÓÔÁ ÉÍÍÕÎÏÌÏÇÉÃÁ ÓÅÃÏÎÄÁÒÉÁ ÃÏÎ ÒÉÌÁÓÃÉÏ ÄÉ ÕÎȭÅÌÅÖÁÔÁ 

ÑÕÁÎÔÉÔÛ ÄÉ )Ç' ÓÐÅÃÉÆÉÃÈÅ ÉÎ ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌÌȭÅÓÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÁÌÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ.19 

Poiché per alcuni pazienti iperimmuni diventa impossibile trovare un donatore compatibile, è di 

fondamentale interesse lo sviluppo di nuovi protocolli di desensibilizzazione che permettano di 

effettuare un trapianto anche con un crossmach positivo, cioè anche se il paziente presenta 

anticorpi anti-HLA del suo potenziale donatore. Lo scopo di queste nuove tecniche è quello di 

mantenere, per le prime settimane o mesi, gli anticorpi donatore specifico (donor-specific 

antibodiesȟ $3!Ɋ ÓÏÔÔÏ ÌÁ ÓÏÇÌÉÁ ÃÈÅ ÃÁÕÓÁ ÉÌ ÒÉÇÅÔÔÏ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎÏȟ ÉÎÆÁÔÔÉ ÄÕÒÁÎÔÅ ÑÕÅÓto periodo il 

rene trapiantato sembra sviluppare un grado di resistenza al danno mediato da anticorpi. Questa 

ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÅ ÖÉÅÎÅ ÄÅÆÉÎÉÔÁ Ȱaccomodationȱ ÅÄ î ÐÒÏÂÁÂÉÌÍÅÎÔÅ ÄÏÖÕÔÁ ÁÌÌȭup-regolazione di geni 

prottettivi . 21  

Una strategia di desensibilizzazione consiste nella somministrazione ad alte dosi di 

immunoglobuline, per via endovenosa (IntraVenous ImmunoGlobulin, IVIG), in grado di inibire la 

proliferazione delle cellule T, la sintesi delle citochine pro-ÉÎÆÉÁÍÍÁÔÏÒÉÅ Å ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ 

complemento, inoltre, fa sì che le immunoglobuline somministrate interagiscano con i macrofagi 

Å ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÄÅÎÄÒÉÔÉÃÈÅ ÓÏÐÐÒÉÍÅÎÄÏ ÌÁ ÍÁÔÕÒÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÑÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÅ in vivo.24  Questo 

trattamento comporta anche un aumento della sintesi di citochine prodotte dai linfociti T helper 

2 (TH2)ȟ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÎÄÏ ÕÎȭup-ÒÅÇÏÌÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÒÅÃÅÔÔÏÒÅ &Ãɾ))" ÐÒÅÓÅÎÔÅ ÓÕÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ " ÃÏÎ ÆÕÎÚÉÏÎÉ 

immunomodulatorie.24 3ÔÕÄÉ ÒÅÃÅÎÔÉ ÈÁÎÎÏ ÁÎÃÈÅ ÄÉÍÏÓÔÒÁÔÏ ÕÎ ÒÕÏÌÏ ÐÅÒ )6)' ÎÅÌÌȭÅÓÐÁÎÓÉÏÎÅ 

della popolazione dei linfociti T regolatori FoxP3+, noti per le loro capacità immunomodulatorie.25 

5ÎȭÁÌÔÒÁ ÔÅÃÎÉÃÁ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÁ ÐÅÒ ÉÎÄÕÒÒÅ ÕÎÁ ÉÍÍÕÎÏÔÏÌÌÅÒÁÎÚÁ ÖÅÒÓÏ ÌȭÏÒÇÁÎÏ ÔÒÁÐÉÁÎÔÁÔÏ î ÌÁ 

somministrazione di farmaci biotecnologici, il cui principio attivo è una sostanza biologicamente 

attiva, come proteine o acidi nucleici, prodotta da una sorgente biologica. A questa categoria di 

farmaci appartengono ormoni, enzimi, immunoglobuline e anticorpi monoclonali, che agiscono 

selettivamente sui specifici recettori cellulari. Il vantaggio dei farmaci biotecnologici rispetto a 

quelli tradizionali, otÔÅÎÕÔÉ ÄÁ ÍÏÌÅÃÏÌÅ Å ÒÅÁÇÅÎÔÉ ÃÈÉÍÉÃÉ ÔÒÁÍÉÔÅ ÒÅÁÚÉÏÎÉ ÄÉ ÓÉÎÔÅÓÉȟ î ÌȭÁÚÉÏÎÅ 

ÓÅÌÅÔÔÉÖÁ ÖÅÒÓÏ ÌÁ ÃÅÌÌÕÌÁ ȰÂÅÒÓÁÇÌÉÏȱȟ ÒÉÓÐÁÒÍÉÁÎÄÏ ÃÅÌÌÕÌÅ ÓÁÎÅȢ #ÉĔ ÓÉ ÔÒÁÄÕÃÅ ÉÎ ÕÎ 

miglioramento della tollerabilità della terapia da parte del paziente e, di conseguenza, della sua 

qualità della vita. Un esempio di farmaco biotecnologico utilizzato nei protocolli di 
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desensibilizzazione è il Rituximab, un anticorpo monoclonale diretto contro il CD20, recettore di 

membrana espresso sui linfociti B e implicato nel controllo delÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÒÅÃÅÔÔÏÒÅ ÄÅÌÌÅ 

cellule B (BCR). 24 Il Rituximab permette la deplezione dei linfociti B maturi CD20+ che potrebbero 

produrre anticorpi anti-HLA donatore specifico. In alcuni casi a questo trattamento viene 

aggiunta anche la somministrazione del Bortezomib, un inibitore del proteasoma capace di 

ÃÁÕÓÁÒÅ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉ ÄÅÌÌÅ ÐÌÁÓÍÁÃÅÌÌÕÌÅ ÅÄ ÉÎ ÇÒÁÄÏ ÑÕÉÎÄÉ ÄÉ ÒÉÄÕÒÒÅ ÉÌ ÎÕÍÅÒÏ ÄÉ ÁÌÌÏÁÎÔÉÃÏÒÐÉ 

prodotti nei pazienti iperimmuni.26 

5ÎȭÁÌÔÒÁ ÓÔÒÁÔÅÇÉÁ ÄÉ ÄÅÓÅÎÓÉÂÉÌÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÓÆÒÕÔÔÁ ÌÁ ÐÌÁÓÍÁÆÅÒÅÓÉ Ðer ottenere la riduzione degli 

anticorpi dal plasma; questa tecnica però determina la rimozione anche di altre proteine 

ÐÌÁÓÍÁÔÉÃÈÅȢ ˲ perciò possibile rendere la plasmaferesi più selettiva sfruttando i meccanismi base 

ÄÅÌÌȭÉÍÍÕÎÏÁÓÓÏÒÂÉÍÅÎÔÏ ÃÏÎ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚo di una colonna con alta affinità di legame per le IgG, 

permettendone la rimozione dal plasma. 26 

I protocolli di desensibilizzazione spesso mostrano una bassa efficacia e permettono soltanto 

una breve-intermedia sopravvivenza del rene trapiantato.21  

OltÒÅ ÁÌÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÑÕÅÓÔÉ ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÉȟ î ÓÔÁÔÏ ÄÉÍÏÓÔÒÁÔÏ ÃÈÅ ÎÅÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉ ÌȭÁÃÉÄÏ 

micofenolico è in grado di ridurre il valore del PRA, infatti esso ha inibisce la risposta dei linfociti 

T, che a loro volta mediano il rigetto cellulare acuto, oltre che bloccare la risposta dei linfociti B.27 

!ÔÔÉÖÉÔÛ ÒÅÇÉÏÎÁÌÅ Å ÌÏÃÁÌÅ ΤΪ 

,Á ÌÉÓÔÁ ÄȭÁÔÔÅÓÁ per trapianto di rene ÄÅÌÌȭ%ÍÉÌÉÁ-2ÏÍÁÇÎÁ î ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÔÁ ÄÁ ÕÎȭÅÔÛ ÍÅÄÉÁ 

elevata (51,47 ± 11,22 anni) e da una notevole complessità clinica vista la presenza di numerosi 

pazienti candidati a ritrapianto e immunizzati.  

Uno degli aspetti più qualificanti della lista regionale è ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÔÏ ÄÁÉ ȰÐÒÏÇÒÁÍÍÉ ÓÐÅÃÉÁÌÉȱ, 

che prevedono una risposta complessa ed articolata alle altrettante complesse esigenze dei 

pazienti, occupandosi di trapianti combinati per le insufficienze multi-organo (rene/cuore, 

rene/fegato, rene/pancreas), della gestione delle urgenze e dei pazienti che attendono da più 

tempo o risultano di più difficile trapiantabilità (ritrapianti, immunizzati) .  

I tempi di attesa dei pazienti trapiantati nel 2016 (mediamente 2,54 anni) sono in diminuzione 

rispetto al passato, mentre risultano stabili i tempi medi di permanenza in lista (3,69 anni), con 

una mortalità riscontrata del 1,09%. 

Presso il Policlinico S. Orsola si è confermato un elevato turnover di pazienti iscritti in lista di 

attesa per trapianto di rene, con 122 nuovi ingressi a fronte di 185 uscite, con età media degli 

iscritti di 51,2 anni in un range di 17-78 anni. Da evidenziare inoltre la differenza di età fra i pazienti 
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incidenti allocati alla dialisi peritoneale e quelli a emodialisi, essendo i primi più giovani di circa 7 

anni in media, a conferma ÄÅÌÌȭutilizzo della dialisi peritoneale nei più giovani, cercando di avere 

un impatto minore sullo stile di vita.  

Le cause di uscita di lista sono state principalmente per sopraggiunto trapianto, a cui sono 

seguite cause di non idoneità clinica in pazienti precedentemente in lista o non idoneità clinica 

iniziale, decesso, volontà del paziente, follow-up oncologico, miglioramento, iscrizione in altri 

Centri Trapianto o ripetuto rifiuto al trapianto.  

Un significativo numero di pazienti iscritti in lista di attesa presso il Policlinico per trapianto di 

rene presenta situazioni cliniche ed immunologiche di particolare complessità, tra cui: 117 

pazienti con 1 precedente trapianto di rene; 10 con 2 precedenti trapianti di rene; 88 pazienti 

immunizzati o con elevato numero di specificità anticorpali (PRA>50%) di cui 57 definibili 

iperimmuni (PRA>80%), caratterizzati anche da un tempo di attesa >10 anni ed inseriti nel 

Programma Nazionale Iperimmuni. 

,Å ÎÅÆÒÏÐÁÔÉÅ ÃÈÅ ÈÁÎÎÏ ÃÏÎÄÏÔÔÏ ÁÌÌȭ ÕÒÅÍÉÁ ÔÅÒÍÉÎÁÌÅ Å ÑÕÉÎÄÉ ÁÌÌÁ ÎÅÃÅÓÓÉÔÛ ÄÉ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ 

dialitico cronico sono, per quasi la metà dei casi, forme secondarie a patologie sistemiche, incluso 

le forme genericamente definite di nefroangiosclerosi, e per il 18,6% al diabete mellito. 

La mortalità generale nei pazienti in trattamento dialitico è stata del 16,8% (calcolata come 

numero assoluto dei decessi rapportÁÔÏ ÁÌ ÎÕÍÅÒÏ ÍÅÄÉÏ ÄÅÉ ÐÒÅÖÁÌÅÎÔÉ ÎÅÌÌȭÁÎÎÏɊ. Come 

sempre, la mortalità risulta più elevata in pazienti sottoposti a emodialisi che non in dialisi 

peritoneale, a seÇÕÉÔÏ ÄÉ ÖÁÒÉ ÆÁÔÔÏÒÉ ÔÒÁ ÃÕÉ Ìȭetà media maggiore e il passaggio dei pazienti più 

comorbidi dalla peritoneale alla emodialisi. 

Gli obiettivi del Policlinico S. Orsola ÐÅÒ ÌȭÁÎÎÏ ΤΡΣΩ ÓÏÎÏ ÃÏÓÔÉÔÕÉÔÉ ÄÁÌ ÍÁÎÔÅÎÉÍÅÎÔÏ ÄÉ ÕÎȭÁÔÔÉÖÉÔÛ 

di trapianto da donatore deceduto in linea con i dati storici dÅÌ #ÅÎÔÒÏȟ ÄÁÌÌȭÉÎÃÒÅÍÅÎÔÏ ÄÅÉ 

trapianti da donatore vivente, anche AB0-incompatibili, a rischio clinico/immunologico e cross 

over, con lo sviluppo di programmi di informazione sul territorio regionale, dalla periodica 

rivalutazione dei pazienti con comorbidità note o da più tempo inseriti in lista e dal 

consolidamento dei programmi di trapianto combinato. 

In Emilia-Romagna si svolgono le attività di trapianto di rene, rene-pancreas, cuore, fegato, 

polmone, intestino e multiviscerale, oltre a vari tipi di trapianti combinati. Storicamente il primo 

trapianto di rene da cadavere è stato eseguito a Bologna il 24/10/1967, mentre per il primo 

trapianto di rene da vivente, sempre a Bologna, si dovette aspettare il 26/01/1971. 

Nel 2016 in regione sono stati evidenziati ΤΥΦ ÄÏÎÁÔÏÒÉ ÄȭÏÒÇÁÎÏ ÓÅÇÎÁÌÁÔÉȟ 91 di età superiore ai 

54 anni, 69 di età superiore ai 65 anni, di cui 34 ultrasettantacinquenni, che hanno permesso 
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ÌȭÅÓÅÃÕÚÉÏÎÅȟ ÉÎ ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅȟ ÄÉ 212 trapianti di rene (+38% rispetto al 2015) di cui 187 da donatore 

cadavere. ,ȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÄÉ ÄÏÎÁÚÉÏÎÅ ÉÎ %ÍÉÌÉÁ-Romagna ha evidenziato, nel 2016, un numero record 

di donatori a cuore battente raggiungendo valori che non si riscontravano dal 2005. 

Dal 2016 è inoltre iniziata in Emilia-2ÏÍÁÇÎÁ ÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÄÉ ÄÏÎÁÚÉÏÎÅ Å ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÄÉ ÏÒÇÁÎÉ ÄÁ 

donatore a cuore fermo (Donation after Circulatory Death, DCD), cioè da donatore la cui morte è 

stata accertata con criteri cardiologici e non neurologici, secondo il Decreto 11 aprile 2008 

Aggiornamento del decreto 22 agosto1994, n. 582 relativo al: ȰRegolamento recante le modalità 

per lȭÁÃÃÅÒÔÁÍÅÎÔÏ Å ÌÁ ÃÅÒÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÍÏÒÔÅȱ. 

LȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÄÉ ÄÏÎÁÚÉÏÎÅ Å ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÄÉ ÏÒÇÁÎÉ ÄÁ DCD è stata definita nel 1995 dai Criteri di 

Maastricht, ed è comune da alcuni anni in diversi Paesi come Australia, Belgio, Olanda, Gran 

Bretagna, Stati UniÔÉ ÄȭAmerica, Francia e Spagna. In Italia le prime donazioni sono state 

effettuate a Pavia nel 2007.  

,Á ÌÅÇÉÓÌÁÚÉÏÎÅ ÅÓÉÓÔÅÎÔÅ ÉÎ )ÔÁÌÉÁ ÐÒÅÖÅÄÅ ÐÅÒ ÑÕÅÓÔÉ ÐÏÔÅÎÚÉÁÌÉ ÄÏÎÁÔÏÒÉ ÌȭÁÃÃÅÒÔÁÍÅÎÔÏ ÄÉ ÍÏÒÔÅ 

mediante un tanatogramma della durata di almeno 20 minuti, che rende possibile il prelievo e il 

trapianto dei reni, più comunemente, e del fegato in alcune condizioni. )ÎÏÌÔÒÅȟ ÌȭÉÔÅÒ ÐÒÅÖÉÓÔÏ ÐÅÒ 

il Policlinico S. Orsola di Bologna prevede che gli organi siano sottoposti ad esame istologico in 

estemporanea per valÕÔÁÒÎÅ ÌȭÉÄÏÎÅÉÔÛȢ  

Le procedure di prelievo e trapianto richiedono sicuramente un impegno clinico e organizzativo 

non indifferente a carico di varie categorie di professionisti (chirurghi, anestesisti-rianimatori, 

anatomopatologi, microbiologi, immuno-genetisti, coordinatori la donazione e il trapianto, 

medici di laboratorio, medici della direzione ospedaliera, personale paramedico, ecc.), che ha 

ÒÅÓÏ ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÌȭÉÍÐÌÅÍÅÎÔÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÑÕÅÓÔÁ ÁÔÔÉÖÉÔÛȟ ÉÎ ÌÉÎÅÁ ÃÏÎ ÌȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÄÉ 

donazione nazionale.  
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&ÉÇÕÒÁ Ψȡ 0ÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ ɉÉÎ ÎÕÍÅÒÏ ÁÓÓÏÌÕÔÏɊ ÄÅÉ 
ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÎ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÓÏÓÔÉÔÕÔÉÖÏ ÄÅÌÌÁ 
ÆÕÎÚÉÏÎÅ ÒÅÎÁÌÅ ÉÎ %ÍÉÌÉÁ 2ÏÍÁÇÎÁ ÁÌ ΩΧȤΧΨȤΨΦΧΫȢ 

&ÉÇÕÒÁ Ωȡ $ÉÓÔÒÉÂÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÎÅÆÒÏÐÁÔÉÁ ÁÌÌÁ ÂÁÓÅ 
ÄÅÌÌȭÉÎÓÕÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÒÅÎÁÌÅȠ ÌÁ ÎÅÆÒÏÐÁÔÉÁ ÉÎ 
ÁÓÓÏÌÕÔÏ ÐÉĬ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÔÁ î ÉÌ ÒÅÎÅ ÐÏÌÉÃÉÓÔÉÃÏ 
ÂÉÌÁÔÅÒÁÌÅ ɉΧΩΩ ÐÁÚÉÅÎÔÉɊȟ ÌÁ ÇÌÏÍÅÒÕÌÏÎÅÆÒÉÔÅ ÐÉĬ 
ÆÒÅÑÕÅÎÔÅ î ÑÕÅÌÌÁ Á ÄÅÐÏÓÉÔÉ ÍÅÓÁÎÇÉÁÌÉ ÄÉ )Ç! 
ɉέΫ ÐÁÚÉÅÎÔÉɊȢ 

&ÉÇÕÒÁ Ϊȡ $ÅÔÔÁÇÌÉÏ ÄÅÌÌÁ ÓÉÔÕÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÌÉÓÔÁ 
ÄȭÁÔÔÅÓÁ ÒÅÇÉÏÎÁÌÅ ÐÅÒ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÄÉ ÒÅÎÅȟ ÃÏÎ 
ÉÎÄÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÎÕÍÅÒÏ ÄÅÌÌÅ ÉÓÃÒÉÚÉÏÎÉ ÉÎ ÌÉÓÔÁȟ ÉÌ 
ÎÕÍÅÒÏ ÄÅÇÌÉ ÉÄÏÎÅÉ ÁÌ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÅÄÉÌ ÎÕÍÅÒÏ 
ÄÅÇÌÉ ÉÎÇÒÅÓÓÉ Å ÄÅÌÌÅ ÕÓÃÉÔÅ ÎÅÌ ΨΦΧάȟ ÃÏÎ ÌÅ 
ÒÅÌÁÔÉÖÅ ÍÏÔÉÖÁÚÉÏÎÉȢ 
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) ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 

) ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 ÓÏÎÏ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÅÆÆÅÔÔÒÉÃÉ ÄÅÌÌȭÉÍÍÕÎÉÔÛ ÁÃÑÕÉÓÉÔÁȢ 

Il precursore di queste cellule è la cellula staminale emopoietica pluripotente del midollo osseo, 

che dà origine a una gerarchia di progenitori con un potenziale differenziativo sempre minore 

man mano che si scende lungo la cascata emopoietica. Mentre la maggior parte delle cellule 

emopoietiche si sviluppano nel midollo osseo, le cellule T completano la loro maturazione nel 

timo. Le cellule residenti nel timo non possiedono capacità di self-renew, quindi la timopoiesi 

dipende dal continuo reclutamento di precursori emopoietici dal midollo osseo.29  

 

&ÉÇÕÒÁ Ϋȡ 3ÔÁÄÉ ÄÉ ÍÁÔÕÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 

Le cellule che dal midollo migrano verso il timo sono definite progenitori timici precoci (earliest 

thymic progenitors, ETP) e sono caratterizzate dalla mancanza di espressione di CD4 e CD8. Ogni 

linfocita T maturo possiede un solo tipo di co-recettore, che insieme al T cell receptor (TCR) 

permette il riconoscimento del complesso HLA-peptide antigenico espresso dalle cellule APC. Il 

legame tra TCR-co-recettore e HLA-peptide antigenico è il primo segnale necessario per 

ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÌÉÎÆÏÃÉÔÁ 4Ȣ )Î ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅ ÉÌ #$Φ ÒÉÃÏÎÏÓÃÅ ÌÅ ÍÏÌÅÃÏÌÅ (,! ÄÉ ÃÌÁÓÓÅ ))ȟ ÍÅÎÔÒÅ ÉÌ 

CD8 quelle di classe I. I linfociti T CD4+ sono definiti T helper e secernono citochine, mentre le 

cellule T CD8+, detti citotossici, rilasciano granzimi e perforine che danneggiano la membrana 

plasmatica della cellula bersaglio uccidendola.30 

Le cellule indirizzatÅ ÖÅÒÓÏ ÕÎ ÆÅÎÏÔÉÐÏ 4ȟ ÍÉÇÒÁÎÏ ÁÔÔÒÁÖÅÒÓÏ ÉÌ ÔÉÍÏ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÉ ÎÉÃÃÈÉÅ ÓÔÒÏÍÁÌÉȟ 

guidate da fattori solubili e stimoli che provengono dal microambiente, costituito dalle cellule 

epiteliali timiche (TEC), dai macrofagi e dalle cellule dendritiche (DC).  
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La prima fase del differenziamento verso linfociti T maturi è definita stadio Double Negative 1 

(DN1) ed è costituito da un insieme di cellule eterogenee, chiamate timociti, che esprimono alti 

livelli di CD117. Queste cellule si trovano nella giunzione cortico-midollare del timo dove 

rimangono per circa 10 giorni. (Figura 5) 

,ȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ pathway Notch inibisce la capacità differenziativa delle cellule in fase DN1 verso 

la linea mieloide e la formazione di linfociti B. Koch e colleghi hanno dimostrato infatti come la 

delezione di DLL4 nelle cellule epiteliali timiche comporti un blocco della maturazione verso la 

ÌÉÎÅÁ 4ȟ ÃÉĔ ÓÉ ÁÃÃÏÍÐÁÇÎÁ ÁÌÌÏ ÓÖÉÌÕÐÐÏ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ " ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌ ÔÉÍÏ.29 

)Î ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ pathway Notch, le cellule DN1 lasciano la giunzione cortico-midollare 

e migrano in profondità nella zona corticale entrando nella fase di differenziamento successiva, 

definita Double Negative 2 ɉ$.ΤɊȢ 1ÕÅÓÔÏ ÓÔÁÄÉÏ î ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÔÏ ÄÁÌ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÏ ÄÅÉ ÌÏÃÕÓ ɾȟ 

ɼȟ ɿ ÄÅÌ T cell receptor (T#2ɊȠ ÃÉĔ ÐÏÒÔÁ ÁÌ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÉÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ $.Τ ÉÎ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 ɾɿ Å 4 

ɻɼȢ  

Le cellule proseguono il loro differenziamento nella fase Double Negative 3 ($.ΥɊ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÁ 

ÚÏÎÁ ÓÏÔÔÏÃÁÐÓÕÌÁÒÅ ÄÅÌ ÔÉÍÏ ÄÏÖÅ ÃÏÍÐÌÅÔÁÎÏ ÉÌ ÌÏÒÏ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÉÁÍÅÎÔÏ ÉÎ 4 ɾɿ Ï 4 ɻɼȢ ,Å ÃÅÌÌÕÌÅ 

$.Υ ÃÏÎÔÉÎÕÁÎÏ ÉÌ ÌÏÒÏ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÏ ÄÅÉ ÌÏÃÉ ɾȟ ɼȟ ɿ ÐÅÒ ÅÓÐÒÉÍÅÒÅ ÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÆÕÎÚÉÏÎÁÌÉ ÄÅÌ 4#2Ȣ  

Lo stadio successivo Double Negative 4 (DN4), porta alla migrazione delle cellule nella zona 

midollare, durante questo spostamento si ha una up-ÒÅÇÏÌÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ #$Φ Å #$Ϊȟ 

ÃÈÅ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁ ÌȭÉÎÉÚÉÏ ÄÅÌÌÏ stadio Double Positive (DP).  

Le cellule DP vanno quindi incontro ad un processo di selezione positiva, per la capacità di 

riconoscere in modo efficace gli antigeni che vengono presentati loro e successivamente ad una 

selezione negativa, in cui vengono eliminate le cellule autoreattive che potrebbero scatenare 

reazioni autoimmuni. È stato stimato che circa il 95% dei timociti va incontro ad apoptosi durante 

le diverse fasi di selezione. 

 Le cellule DP che superano la selezione si spostano nella zona midollare del timo e maturano in 

timociti CD4+ (precursori dei linfociti T helper) o CD8+ (precursori dei linfociti T citotossici), che 

successivamente usciranno dal timo per migrare in periferia come linfociti T naive30, cioè maturi 

dal punto di vista del recettore, ma che ancora non haÎÎÏ ÍÁÉ ÉÎÃÏÎÔÒÁÔÏ ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅȢ  
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) ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉ 

I linfociti T regolatori (Treg) possiedono un ruolo indispensabile per il mantenimento della 

ÔÏÌÌÅÒÁÎÚÁ ÉÍÍÕÎÏÌÏÇÉÃÁȟ ÐÒÅÖÅÎÅÎÄÏ Ï ÌÉÍÉÔÁÎÄÏ ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÓÉÓÔÅÍÁ ÉÍÍÕÎÉÔÁÒÉÏ ÃÏÎÔÒÏ 

gli antigeni self. Eventuali alterazioni tali da rendere questa popolazione incapace di svolgere le 

proprie funzioni comportano lo sviluppo di patologie autoimmuni e allergie.31  

I Treg si sviluppano nel timo (thymus derived Tregs o natural Treg, nTreg), anche se una parte di 

essi, i Treg indotti ( induced Tregs, iTreg), può svilupparsi in periferia durante gli stimoli prodotti 

dal sistema immunitario in una risposta adattativa.32  

I nTreg si sviluppano nella parte midollare del timo, intorno al corpuscolo di Hassal, grazie alla 

ÓÅÇÎÁÌÁÚÉÏÎÅ ÍÅÄÉÁÔÁ ÓÉÁ ÄÁÌÌȭÉÎÔÅÒÌÅÕÃÈÉÎÁ Τ ɉ),-2) che dal transforming growth factor ɼ ɉ4'& ɼɊȢ 

I segnali che derivano dal legame del TCR con il complesso maggiore di istocompatibilità (MHC) 

che espone antigeni self, sembrano fondamentali per il loro sviluppo. Una volta maturi i Treg 

escono dal timo e migrano nella periferia dove possono svolgere il loro ruolo 

immunomodulatorio.32  

Per permettere lo sviluppo, il mantenimento e la funzionalità dei Treg è necessaria la presenza di 

un fattore di trascrizione noto come Forkhead box P3 (FoxP3). Pazienti con alterazione di FoxP3 

sviluppano la sindrome IPEX (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked 

syndromeɊȟ ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÔÁ ÄÁÌÌÏ ÓÖÉÌÕÐÐÏ ÄÉ ÓÅÖÅÒÅ ÐÁÔÏÌÏÇÉÅ ÁÕÔÏÉÍÍÕÎÉ ÆÉÎ ÄÁÌÌȭÉÎÆÁÎÚÉÁȢ33 

I linfociti T regolatori sono caratterizzati dalla presenza di particolari marker di superficie: CD4+, 

CD25+ (noto anche come IL-Τ2ɻɊȟ &ÏØ0Υ+ e possiedono diversi ÍÅÃÃÁÎÉÓÍÉ ÄȭÁÚÉÏÎÅ ÐÅÒ 

ÍÁÎÔÅÎÅÒÅ ÌȭÉÍÍÕÎÏÔÏÌÌÅÒÁÎÚÁȡ 33 

&ÉÇÕÒÁ άȡ &ÕÎÚÉÏÎÉ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉ ÖÅÒÓÏ ÌÅ 
ÓÏÔÔÏÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÉ 4 ÁÔÔÉÖÁÔÅ 
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&ÉÇÕÒÁ έȡ -ÅÃÃÁÎÉÓÍÉ ÄÉ ÓÏÐÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÉÍÍÕÎÏÌÏÇÉÃÁ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÉ ÄÁÉ 4ÒÅÇ 

1. Soppressione dello stato infiammatorio mediante citochine inibitorie:  

IL-10, che a sua volta è in grado di inibire il rilascio di altre citochine pro-infiammatorie, e 

TGF-ɼ ÃÈÅ ÒÅÇÏÌÁ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ &ÏØ0Υ Å ÄÉ ÃÏÎÓÅÇÕÅÎÚÁ ÉÌ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÉÁÍÅÎÔÏ ÄÅÉ Treg. 

Asseman e colleghi hanno dimostrato che IL-10 prodotta dai Treg è fondamentale per 

ÐÒÅÖÅÎÉÒÅ ÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÉ ÃÏÌÉÔÉ ÉÎ ÔÏÐÉ ÃÏÎ ÐÁÔÏÌÏÇÉÅ ÉÎÆÉÁÍÍÁÔÏÒÉÅ Á ÌÉÖÅÌÌÏ ÉÎÔÅÓÔÉÎÁÌÅ 

(IBD). 34 Inoltre, TGF-ɼ ÌÅÇÁÔÏ ÁÌÌÁ ÍÅÍÂÒÁÎÁ ÐÌÁÓÍÁÔÉÃÁ ÄÅÉ Treg induce una soppressione 

immunologica in maniera dipendente dal contatto cellula-cellula. Un esempio di ciò si 

verifica quando i Treg ÒÉÅÓÃÏÎÏ Á ÃÏÎÔÒÏÌÌÁÒÅ ÌȭÉÎÆÉÌÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 #$Ϊ+ nelle isole 

pancreatiche ritardando la progressione del diabete.33 

Recentemente è stata individuata una nuova citochina, IL-35, prodotta dai Treg e 

necessaria per la loro attività di immunomodulazione. IL-35 è un eterodimero costituito 

dal gene 3 indotto dal virus Epstein-Barr (Epstein-Barr virus induced gene 3, Ebi3, che 

normalmente si appaia con p28 per formare IL-27) e p35 (nota anche come IL12a che 

solitamente si trova associata a p40 per formare IL-12). Ebi3 e p35 sono significativamente 

up-regolate nei Treg ÃÈÅ ÓÔÁÎÎÏ ÍÅÄÉÁÎÄÏ ÕÎȭÉÍÍÕÎÏÓÏÐÐÒÅÓÓÉÏÎÅ. 33  

2. Citolisiȡ É ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉ ÐÏÓÓÏÎÏ ÌÉÍÉÔÁÒÅ ÌȭÅÓÐÁÎÓÉÏÎÅ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 ÅÆÆÅÔÔÏÒÉ ÔÒÁÍÉÔÅ 

ÌȭÉÍÐÉÅÇÏ ÄÉ ÐÅÒÆÏÒÉÎÅ Ï ÄÉ ÇÒÁÎÚÉÍÉȢ )Ì ÇÒÁÎÚÉÍÁ ÅÎÔÒÁ ÎÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÂÅÒÓÁÇÌÉÏ ÔÒÁÍÉÔÅ É ÐÏÒÉ 

generati dalle perforine, poi attiva le caspasi intracellulari con lo scopo di indurre 

ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉȢ 33  

Uno studio recente ha dimostrato che i linfociti Treg attÉÖÁÔÉ ÐÏÓÓÏÎÏ ÉÎÄÕÒÒÅ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉ 

dei linfociti T effettori tramite il pathway TRAIL-DR5 (tumour-necrosisȤfactor-related 

apoptosis-inducing ligandɀdeath receptor 5).33  
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3. Invio di segnali di interruzione metabolica alle cellule T effettrici. Uno di questi segnali è 

Ìȭup-regolazione di AMP ciclico (cAMP) intracellulare, trasferito alle cellule bersaglio 

tramite gap junctionȢ Ã!-0 î ÉÎ ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÉÎÉÂÉÒÅ ÌÁ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ Å ÄÉ ÉÎÄÕÒÒÅ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ 

di IL-2. Si può anche verificare la sintesi di adenosina pericelluÌÁÒÅ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÌȭÁÚÉÏÎÅ ÄÉ 

#$ΩΥ Å #$ΥΫȢ )Î ÑÕÅÓÔÏ ÍÏÄÏ ÖÉÅÎÅ ÉÎÉÂÉÔÁ ÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÄÅÌ ÒÅÃÅÔÔÏÒÅ ÄÅÌÌȭÁÄÅÎÏÓÉÎÁ Τ! ɉ!2AR) 

ÃÈÅ Á ÓÕÁ ÖÏÌÔÁ ÂÌÏÃÃÁ ÌȭÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 ÅÆÆÅÔÔÏÒÉ Å ÃÏÎÔÅÍÐÏÒÁÎÅÁÍÅÎÔÅ ÓÔÉÍÏÌÁ ÌÁ 

generazione di Treg ÔÒÁÍÉÔÅ ÌȭÉÎÉÂÉÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ Óintesi di IL-6 (fondamentale per la 

proliferazione di linfociti T helper 17) e il rilascio di TGF-ɼȢ 33  

4. Modulazione della maturazione e funzione delle cellule dendritiche. I Treg attivati 

stimolano le DC a produrre Indoleamina 2,3 diossigenasi (IDO) che ha una funzione 

immunosoppressiva, in quanto permette la conversione del triptofano, necessario per la 

proliferazione dei linfociti T, in chinurenine, un metabolita tossico per i linfociti T. Inoltre 

IDO, metabolizzando il triptofano, ne determina una riduzione dal microambiente, che 

porta di conseguenza ad un blocco del ciclo cellulare per le cellule T.33 In aggiunta i 

prodotti di degradazione, tra cui la chinurenina, possono inviare alle cellule circostanti 

segnali che ne inibiscono la proliferazione. Alcuni studi dimostrano che i Treg possono 

ridurre la capacità delle DC di attivare i linfociti T effettori, mediante la riduzione 

ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÍÏÌÅÃÏÌÅ ÃÏ-stimolatorie delle DC, come il CD80 e CD86. 

Recenti studi mostrano che il Lymphocyte activation gene 3 (LAG3, anche noto come 

CD223) può bloccare la maturazione delle cellule dendritiche. LAG3 lega con alta affinità 

ÌÅ ÍÏÌÅÃÏÌÅ ÄÉ -(# ÄÉ ÃÌÁÓÓÅ )) ÅÓÐÒÅÓÓÅ ÄÁÌÌÅ $# ÉÍÍÁÔÕÒÅȢ #ÉĔ ÉÎÄÕÃÅ ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎ 

recettore noto come immune receptor tyrosine based activation motif (ITAM), che media 

un segnale inibitorio che comporta il blocco della maturazione delle DC e sopprime la loro 

capacità immunostimolanti.33 

'ÒÁÚÉÅ ÁÌÌÅ ÌÏÒÏ ÐÒÏÐÒÉÅÔÛ ÉÍÍÕÎÏÍÏÄÕÌÁÔÏÒÉÅȟ ÌȭÉÎÔÅÒÅÓÓÅ ÖÅÒÓÏ É Treg negli ultimi anni è 

aumentato notevolmente soprattutto ÎÅÌÌȭÁÍÂÉÔÏ ÄÅÉ trapianti ÄȭÏÒÇÁÎÏ e delle malattie 

autoimmuni. 

Uno dei primi studi che ha mostrato come i Treg possano essere utilizzati in terapia è stato 

eseguito su topo: gli autori hanno evidenziato come la somministrazione di linfociti T regolatori 

ÁÕÍÅÎÔÁÓÓÅ ÌÁ ÓÏÐÒÁÖÖÉÖÅÎÚÁ ÄȭÏÒÇÁÎÏ ÉÎ ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÁÌÌÏÇÅÎÉÃÏȢ32 
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,Á ÐÒÏÂÌÅÍÁÔÉÃÁ ÐÒÉÎÃÉÐÁÌÅ ÎÅÌÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ Treg ÉÎ ÔÅÒÁÐÉÁ î ÌȭÉÓÏÌÁÍÅÎÔÏ ÄÉ ÕÎ ÎÕÍÅÒÏ ÓÕÆÆÉÃÉÅÎÔÅ 

di cellule: i linfociti T regolatori sono una popolazione molto rara, pari a circa il 5-10% delle cellule 

CD4+ circolanti, e sarebbe necessario espandere in coltura questo tipo di cellule.  

Attualmente sono in corso 8 trial clinici che si focalizzano sulla componente T regolaria del 

sistema immunitario in rÉÃÅÖÅÎÔÉ ÄÉ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÄÉ ÒÅÎÅȢ Χ ÄÉ ÑÕÅÓÔÉ ÐÒÅÖÅÄÏÎÏ ÌȭÉÎÆÕÓÉÏÎÅ ÄÉ 4ÒÅÇ 

autologhe espanse ex vivo. 35 

Recentemente sono stati sviluppati nuovi protocolli che utilizzano alte dosi di IL-2 e anticorpi 

contro il CD3+ e CD28+, proprio con lo scopo di espandere ex vivo questa popolazione, da poter 

poi reinfondere e utilizzare come terapia cellulare. In alcuni casi vengono utilizzate anche le 

ÃÅÌÌÕÌÅ !0# ÐÅÒ ÆÁÃÉÌÉÔÁÒÅ ÌȭÅÓÐÁÎÓÉÏÎÅ ÄÉ ÑÕÅÓÔÏ ÔÉÐÏ ÄÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉȢ ) Treg ÅÓÐÁÎÓÉ ÇÒÁÚÉÅ ÁÌÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ 

questi protocolli hanno mostrato la capacità di mantenere le loro proprietà immunomodulatorie, 

in alcuni casi addirittura superiori a quelle di Treg isolati da sangue periferico.32 

(,!Ȥ'  

HLA-G (Human Leukocyte Antigen G) è una molecola non classica che appartiene a HLA di classe 

)Ȣ ,Á ÄÅÆÉÎÉÚÉÏÎÅ ȰÎÏÎ ÃÌÁÓÓÉÃÁȱ î ÓÔÁÔÁ ÁÔÔÒÉÂÕÉÔÁ ÉÎ ÑÕÁÎÔÏ ÄÉÆÆÅÒÉÓÃÅ ÄÁÌÌÅ ÁÌÔÒÅ ÍÏÌÅÃÏÌÅ ÄÉ ÃÌÁÓÓÅ 

) ɉ!ȟ "ȟ #ȟ ÃÈÅ ÈÁÎÎÏ ÌÁ ÆÕÎÚÉÏÎÅ ÄÉ ÅÓÐÏÒÒÅ ÐÅÐÔÉÄÉ ÁÎÔÉÇÅÎÉÃÉ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÁ ÃÅÌÌÕÌÁȟ ÃÏÍÅ ÑÕÅÌÌÉ 

virali, sulla membrana plasmatica, in modo da attivare il sistema immunitario per distruggere la 

cellula infettata) sia nella struttura che nelle funzioni. HLA-G possiede pochissimi polimorfismi e 

presenta 8 varianti, inoltre, la sua espressione è ristretta soltanto ad alcuni tipi di tessuto come 

il trofoblasto, la regione midollare del timo, cornea, isole pancreatiche e precursori eritroidi e 

endoteliali.36 HLA-G può essere iperespressa nel cancro, nei trapianti, patologie infiammatorie, 

sclerosi multipla e infezioni virali.36 

&ÉÇÕÒÁ ήȡ 4ÒÁÓÃÒÉÔÔÏ ÐÒÉÍÁÒÉÏ Å 
ÉÓÏÆÏÒÍÅ ÄÉ (,!Ȥ' 
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La struttura del gene HLA-G è omologa a tutti gli altri geni HLA di classe I, ma il trascritto primario 

per HLA-G può generare, tramite splicing alternativo, 7 mRNA che codificano sia per isoforme di 

membrana (HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3, HLA-G4) che solubili (HLA-G5, HLA-G6, HLA-G7). 36  

Le isoforme solubili (sHLA-G) possono derivare anche dal taglio proteolitico di HLA-G di 

membrana (come nel caso di sHLA-G1 che deriva dal taglio proteolitico di HLA-G1 di membrana) 

ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÌȭÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÍÅÔÁÌÌÏ ÐÒÏÔÅÉÎÁÓÉ ÄÅÌÌÁ ÍÁÔÒÉÃÅ ɉ--0Ɋȟ la cui identità è ancora ignota 

nonostante ci siano possibili candidati come la MMP2. 37 I maggiori produttori di sHLA-G sono i 

monociti/macrofagi e le cellule dendritiche. 38 

Sia le forme di membrana che quelle solubili hanno delle proprietà immunosoppressive: possono 

ÉÎÉÂÉÒÅ ÌȭÁÚÉÏÎÅ ÃÉÔÏÔÏÓÓÉÃÁ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 ÔÒÁÍÉÔÅ ÌȭÉÎÄÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉ Ï ÌȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÁ 

popolazione dei Treg, sono in grado di bloccare il differenziamento, la proliferazione e il rilascio 

di citochine nei linfociti B, inoltre HLA-G î ÉÎ ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÉÎÉÂÉÒÅ ÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÃÉÔÏÔÏÓÓÉÃÁ Å ÌÁ ÃÈÅÍÏÔÁÓÓÉ 

ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ .+ ÒÉÄÕÃÅÎÄÏ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÉ ÒÅÃÅÔÔÏÒÉ ÐÅÒ ÌÅ ÃÈÅÍÏÃÈÉÎÅ ÓÕÌÌÁ ÌÏÒÏ ÍÅÍÂÒÁÎÁ 

cellulare. 39  

Studi di cristallografia hanno dimostrato che la struttura di HLA-G1 e HLA-G5 (isoforme full-

lengthɊ ÓÏÎÏ ÃÏÓÔÉÔÕÉÔÉ ÄÁ Υ ÄÏÍÉÎÉ ɻ ÁÓÓÅÍÂÌÁÔÉ ÃÏÎ ÕÎÁ ɼΤ-microglobulina, nelle isoforme 

ÔÒÏÎÃÈÅ ÌÁ ɼΤ-ÍÉÃÒÏÇÌÏÂÕÌÉÎÁ ÐÕĔ ÍÁÎÃÁÒÅ ÉÎÓÉÅÍÅ Á ÕÎÏ Ï ÄÕÅ ÄÏÍÉÎÉ ɻȢ 3ÉÁ ÌÅ ÉÓÏÆÏÒÍÅ full-

length che quelle tronche, possono formare dei dimeri mediante legami disolfuro tra le cisteine 

in posizione 42. 36 La dimerizzazione non comporta dei grossi cambiamenti nella struttura del 

monomero, anche se dati recenti hanno dimostrato che nel dimero di HLA-G1 i siti di legame sono 

più accessibili, perciò legando con maggiore affinità il recettore, il segnale immunomodulatorio 

viene trasmesso in modo più efficace. 36  

HLA-G media i suoi effetti sulle cellule target tramite il legame con specifici recettori: può 

interagire con il recettore LIR-1 (leukocyte Ig-like receptor 1 o ILT-2) espresso dai linfociti T e B, NK, 

monociti/macrofagi, cellule dendritiche, con LIR-2 (leukocyte Ig-like receptor 2 o ILT-4) espresso 

solo dalle cellule mieloidi (monociti, macrofagi, cellule dendritiche e neutrofili), con KIR2DL4 

espresso dalle NK e infine con il CD160 espresso dai linfociti T, cellule NK e cellule endoteliali.40-41 

Una volta legato con i suoi recettori, HLA-G attiva meccanismi che reclutano fosfatasi capaci di 

ÉÎÉÂÉÒÅ ÍÏÌÅÃÏÌÅ ÃÈÉÁÖÅ ÎÅÌÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÄÅÌ ÓÉÓÔÅÍÁ ÉÍÍÕÎÉÔÁÒÉÏ, come AKT, e può 

ÅÓÅÒÃÉÔÁÒÅ ÌÅ ÓÕÅ ÆÕÎÚÉÏÎÉ ÉÍÍÕÎÏÓÏÐÐÒÅÓÓÉÖÅ ÔÒÁÍÉÔÅ ÌȭÉÎÄÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉ ÎÅÌÌÅ ÃÅÌÌÅ 4 #$Ϊ+, 

oppure arrestando il ciclo cellulare dei linfociti T e B in fase G0/G1. HLA-G può anche indurre 

ÕÎȭÉÍÍÕÎÏÍÏÄÕÌÁÚÉÏÎÅ ÐÅÒ ÖÉÁ ÉÎÄÉÒÅÔÔÁ ÉÎÄÕÃÅÎÄÏ ÌȭÅÓÐÁÎÓÉÏÎÅ di linfociti Treg.42 Ciò è stato 

osservato per la prima volta in seguito alla stimolazione di cellule T con APC che esprimevano 
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HLA-G: durante la stimolazione comparivano linfociti Treg che erano in grado di bloccare la 

reattività dei linfociti T.  

I linfociti Treg indotti dalla presenza di HLA-G (sia solubile che di membrana) sono una 

ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ ÄÉÓÔÉÎÔÁ ÄÁÉ ȰTreg clasÓÉÃÉȱȟ ÉÎÆÁÔÔÉ ÎÏÎ ÅÓÐÒÉÍÏÎÏ &ÏØ0Υ Å #$ΤΧȟ ÌȭÕÎÉÃÁ ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÓÔÉÃÁ 

fenotipica che sembra distinguere i Treg indotti da HLA-G è la ridotta espressione dei marker CD4 

e CD8. 36  

Treg HLA-G+ costituiscono una differente sottopopolazione dei Treg indotti da HLA-G. Essi 

mostrano livelli normali di CD4 e CD8 e sono presenti anche nei donatori sani e sembrano essere 

generati nel timo. Treg HLA-G+ ÓÏÎÏ ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÔÉ ÄÁÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ (,!-G1 sulla membrana 

cellulare e dal rilascio di HLA-G5, ma non esprimono il CD25 e FoxP3. Inoltre possiedono un profilo 

di espressione citochinico che differisce dagli altri Treg, non inducendo un aumento di IL-10 e TGF-

ɼ Ï ÕÎÁ ÒÉÄÕÚÉÏÎÅ ÄÉ ).&-ɾȟ ÍÁ ÍÅÄÉÁÎÏ É ÌÏÒÏ ÅÆÆÅÔÔÉ ÉÍÍÕÎÏÓÏÐÐÒÅÓÓÉÖÉ ÁÔÔÒÁÖÅÒÓÏ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎe 

e il rilascio di HLA-G. Questa popolazione è presente anche in donatori sani, ma aumenta in caso 

di infiammazione.36 

Nei casi di trapianto renale la presenza di dimeri di sHLA-G potrebbero avere la funzione di 

ÐÒÏÌÕÎÇÁÒÅ ÌÁ ÓÏÐÒÁÖÖÉÖÅÎÚÁ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎÏ ÔÒÁÐÉÁÎÔÁÔÏȟ ÉÎÆÁÔÔÉ î ÓÔÁÔÏ ÄÉÍÏÓÔÒÁÔÏ ÃÈÅ É ÖÁÌÏÒÉ ÄÉ 

sHLA-G nel plasma sono significativamente più alti in pazienti che non hanno episodi di rigetto 

quando vengono comparati con quelli che vanno incontro a rigetto cronico. 42,43 

.ÅÕÔÒÏÐÈÉÌ ÇÅÌÁÔÉÎÁÓÅȤÁÓÓÏÃÉÁÔÅÄ ÌÉÐÏÃÁÌÉÎ 

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), anche conosciuta come 24p3, p25, human 

neutrophil lipocalin (HNL), ɻΧ ÒÅÌÁÔÅÄ ÐÒÏÔÅÉÎȟ ÕÔÅÒÏÃÁÌÉÎ o siderocalin, è una glicoproteina di 198 

aminoacidi, identificata per la prima volta nei granuli dei neutrofili.44,45 

Il gene che codifica per NGAL si trova nel locus 9q34.11, possiede 7 esoni che producono almeno 

5 trascritti funzionali. 44 Il promotore del gene include anche un sito di legame per il fattore di 

trascrizione NF-kappaB (NFkB), attivato indirettamente da IL-17 secreta dai linfociti T helper 17 

(Th17), dimostrando il ruolo fondamentale nel permettere la trascrizione del gene stesso.46 

,ȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ .'!, ÉÎÏÌÔÒÅ î ÆÏÒÔÅÍÅÎÔÅ ÉÎÄÏÔÔÁ ÄÁÌÌÁ presenza di IL-Σɻ Å ),-Σɼȟ insulin like 

growth factor-1 (IGF-1), trasformig growth factor alpha (TGF-ɻɊ e tumor necrosis factor alpha (TNF-

ɻɊȢ 44 

NGAL appartiene alla superfamiglia delle lipocaline che comprende un insieme di proteine che 

sembrano essere coinvolte in diversi meccanismi come il trasporto del retinolo, dei ferormoni, 

nella sintesi delle prostaglandine, nel controllo della crescita e della proliferazione cellulare, nella 
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regolazione dello sviluppo tissutale e del sistema immunitario, anche se molte di queste funzioni 

sono state scoperte in seguito ad evidenze indirette. 45 

È stato inoltre ipotizzato che NGAL, grazie al sito di apertura del ɼ-barrel estremamente flessibile, 

possa legare recettori di superficie cellulare capaci di trasportarlo ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ Å ÁÌÌȭÅÓÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÅ 

cellule.44 NGAL è espresso in diversi organi tra cui trachea, timo, pancreas, ghiandole salivari, 

midollo osseo. A livello del rene, in particolare, è sintetizzato principalmente dalla parte 

ÁÓÃÅÎÄÅÎÔÅ ÄÅÌÌȭÁÎÓÁ ÄÉ (ÅÎÌÅ Å ÄÁÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÉÎÔÅÒÃÁÌÁÒÉ ÄÅÉ ÄÏÔÔÉ ÃÏÌÌÅÔÔÏÒÉȢ46 

N ÓÉÎÔÅÔÉÚÚÁÔÁ ÁÎÃÈÅ ÄÁ ÎÕÍÅÒÏÓÉ ÔÉÐÉ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅȟ ÃÏÍÅ ÌȭÅÐÉÔÅÌÉÏ ÄÕÔÔÁÌÅ ÄÅÌÌÁ ÍÁÍÍÅÌÌÁȟ É 

macrofagi circolanti del fegato, cellule globulari bronchiali del polmone, pneumociti di tipo II, 

adipociti, leucociti, cellule del trofoblasto e condrociti. 44 

NGAL, in condizioni non patologiche, viene filtrato dal glomerulo e riassorbito a livello del tubulo 

prossimale con un meccanismo megalina-dipendente, mentre è iper-espresso in seguito a danno 

renale ischemico o causato da sostanze tossiche.46 

Nel rene NGAL, associato al complesso sideroforo:ferro (holo-NGAL), viene internalizzato in un 

endosoma in seguito allȭÉÎÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÃÏÎ ÉÌ ÓÕÏ ÒÅÃÅÔÔÏÒÅȢ ,ȭÁÍÂÉÅÎÔÅ ÁÃÉÄÏ ÄÅÌÌȭÅÎÄÏÓÏÍÁ 

promuove il rilascio del ferro, che si accumula a livello citoplasmatico, ciò comporta una 

ÍÏÄÕÌÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÉ ÇÅÎÉ ÓÅÎÓÉÂÉÌÉ ÁÌÌÁ ÑÕÁÎÔÉÔÛ ÄÉ ÆÅÒÒÏȟ ÃÏÍÅ ÑÕÅÌÌÉ ÃÈÅ ÃÏÄÉÆÉÃÁÎÏ 

per il recettore della trasferrina (TfR) e per la ferritina. Al termine, NGAL può essere degradato 

ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÉ ÌÉÓÏÓÏÍÉ ÏÐÐÕÒÅ ÒÉÃÉÃÌÁÔÏȢ )Ì ÔÒÁÓÐÏÒÔÏ ÄÉ .'!, ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÁ ÃÅÌÌÕÌÁ ÔÁÒÇÅÔ, senza 

il complesso sideroforo:ferro (apo-NGAL), prevede che la lipocalina catturi il ferro nel citoplasma 

e lo trasporti nello spazio extracellulare. .'!, ÎÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÄÅÌÌȭÅÐÉÔÅÌÉÏ ÒÅÎÁÌÅ ÅÓÅÒÃÉÔÁ ÆÕÎÚÉÏÎÉ 

indipendenti dal trasporto del ferro, ÉÎÆÁÔÔÉ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁ ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÃÈÉÎÁÓÉ ÃÈÅ ÍÅÄÉÁÎÏ ÓÅÇÎÁÌÉ 

&ÉÇÕÒÁ ίȡ -ÏÄÅÌÌÏ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÔÉÖÏ ÄÅÌ ÔÒÁÓÐÏÒÔÏ ÄÅÌ ÆÅÒÒÏ ÍÅÄÉÁÔÏ ÄÁ .'!, 
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extracellulari. 47 Quando NGAL è associato al complesso sideroforo:ferro risulta più efficiente nel 

prevenire i danni del tubulo renale rispetto alla forma apo-NGAL. 47 

Sfruttando la capacità di legare il ferro libero, NGAL può prendere parte con attività 

batteriostatica anche in processi patologici, in quanto riduce la disponibilità dello ione, 

fondamentale per la crescita e la proliferazione batterica.  

In ambito renale è stato dimostrato inoltre ÃÈÅ .'!, ÒÉÄÕÃÅ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉ Å ÐÒÅÓÅÒÖÁ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ 

di N-caderina ÎÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÄÅÌÌȭÅÐÉÔÅÌÉÏ ÒÅÎÁÌÅ ÉÎ ÓÅÇÕÉÔÏ Á ÕÎ ÅÖÅÎÔÏ ÉÓÃÈÅÍÉÃÏȢ )Î ÑÕÅÓÔÁ 

situazione, infatti, NGAL potrebbe up-ÒÅÇÏÌÁÒÅ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÅÎÚÉÍÉ ÐÒÏÔÅÔÔÉÖÉ ÃÏÍÅ ÌȭÅÍÅ-

ossigenasi. 

Oltre che in infezioni batteriche, danno infiammatorio o ischemico, NGAL aumenta anche in 

patologie metaboliche, renali, intossicazioni da farmaci e neoplasie solide o ematologiche. 48 

NGAL è costitutivamente espresso dai neutrofili umani, mentre nelle cellule epiteliali è 

sintetizzato solo quando sono presenti stimoli infiammatori, ciò ci permette di correlare questa 

lipocalina con un ruolo nella modulazione del sistema immunitario.49 

Evidenze hanno infatti dimostrato che NGAL media la chemiotassi dei neutrofili e può ridurre lo 

stress ossidativo.46 

Nonostante il ruolo di NGAL nei processi infiammatori, i suoi effetti sul sistema immunitario non 

sono ancora stati compresi pienamente, da alcuni studi emerge che questa lipocalina potrebbe 

anche favorire la rigenerazione tissutale. 50 )ÎÏÌÔÒÅ ÌȭÉÎÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÉ .&Ë" Å .'!,ȟ Å ÑÕÉÎÄi il suo 

ÃÏÉÎÖÏÌÇÉÍÅÎÔÏ ÎÅÌÌȭÉÍÍÕÎÉÔÛ ÉÎÎÁÔÁ Å ÁÄÁÔÔÁÔÉÖÁȟ ÓÅÍÂÒÁ ÓÕÇÇÅÒÉÒÅ ÕÎ ÒÕÏÌÏ ÎÅÌÌÁ ÔÏÌÌÅÒÁÎÚÁ 

immunologica. In particolare, è stato recentemente condotto uno studio, su cellule linfo-

monocitarie di donatori sani trattati con dosi crescenti di NGAL, che dimostrato un aumento di 

espressione della molecola immunosoppressiva HLA-G in cellule CD4+ e CD8+Å ÕÎȭÅÓÐÁÎÓÉÏÎÅ 

della popolazione di linfociti Treg, con attività immunomodulatoria.51 

NGAL è attualmente utilizzato come biomarker renale, un parametro strutturale, biochimico, 

fisiologico o genetico, in grado di indicare la presenza, la severità o la progressione di una 

patologia.48 

Una molecola, per poter essere utilizzata come biomarker, deve essere semplice da misurare 

mediante approcci non invasivi, altamente specifica e sensibile, la sua manifestazione deve 

essere indice della presenza della patologia e proporzionale alla sua severità e prognostico per 

quanto riÇÕÁÒÄÁ ÌȭÅÓÉÔÏ ÄÅÌÌÁ ÐÁÔÏÌÏÇÉÁȢ 
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Poiché i livelli di NGAL variano in diverse condizioni patologiche, questa proteina risulta essere 

un biomarker ad alta sensibilità ma con una bassa specificità. Ciò rende necessaria la 

combinazione con altri marcatori per la diagnosi delle patologie. 

In clinica la funzione renale, viene attualmente valutata sulla base della concentrazione della 

ÃÒÅÁÔÉÎÉÎÁ ÓÉÅÒÉÃÁ ɉ3#ÒɊ Ï ÄÅÌÌȭÁÚÏÔÏ ÕÒÅÉÃÏ ɉ"5.ɊȢ %ÖÉÄÅÎÚÅ ÐÅÒĔ ÄÉÍÏÓÔÒÁÎÏ ÃÈÅ ÑÕÅÓÔÉ 

biomarker ÎÏÎ ÓÏÎÏ ÃÏÓý ÅÆÆÉÃÁÃÉ ÎÅÌÌȭÉÎÄÉÖÉÄÕÁÒÅ ÐÁÔÏÌÏÇÉÅ ÒÅÎÁÌÉ Á ÓÔÁÄÉ ÁÎÃÏÒÁ ÐÒÅÃÏÃÉȟ ÄÁ ÑÕÉ 

ÎÁÓÃÅ ÌȭÉÎÔÅÒÅÓÓÅ ÐÅÒ ÌÁ ÒÉÃÅÒÃÁ ÄÉ nuovi biomarker per la clinica in grado di individuare fasi precoci 

delle patologie.48 

In caso di CKD, NGAL è stato valutato come biomarker precoce in numerosi studi, con una buona 

performance. Mitsnefes e colleghi, in uno studio che comprendeva bambini con CKD tra lo stadio 

2 e 4, hanno dimostrato che i livelli di NGAL nel plasma sono inversamente proporzionali al GFR, 

inoltre con una funzione renale < 30 ml/min, NGAL mostra una performance migliore rispetto alla 

cistatina C, una proteina di 13 kDa utilizzata come biomarker renale, in quanto è filtrata dal 

glomerulo e poi riassorbita nel tubulo contorto prossimale, quindi in caso di danno renale i suoi 

livelli sierici aumentano. 48, 52 

Schmith-Ott e colleghi hanno condotto uno studio prospettico su 158 adulti con CKD allo stadio 

3 o 4, in cui viene mostrato come un elevato rapporto, tra i livelli di NGAL urinari (uNGAL) e 

creatinina, è associato con un elevato rischio di morte, quindi la valutazione dei livelli urinari di 

questa lipocalina permetterebbe di valutare la progressione della patologia.47 Livelli di NGAL 

urinari sia sierici (sNGAL) sono in grado di predire il rischio di progressione della CKD, in modo 

ÉÎÄÉÐÅÎÄÅÎÔÅ ÄÁÌÌȭÅÔÛ Å ÄÁÌ '&2Ȣ )Î ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅȟ ÌȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÉ ΣΡ ÎÇȾÍÌ ÄÉ Õ.'!, î ÁÓÓÏÃÉÁÔÏ ÃÏÎ 

un aumento del 3% del rischio di progressione verso gli stadi successivi della CKD, mentre un 

incremento di 10 ng/ml di sNGAL è stato associato ad un aumento del rischio del 2%.  

N ÓÔÁÔÁ ÖÁÌÕÔÁÔÁ ÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÁ ÄÉ .'!, ÃÏÍÅ biomarker anche nel delayed graft function (DGF), 

causato da un danno ai tubuli renali dovuto a ischemia-ÒÅÐÅÒÆÕÓÉÏÎÅ Ï Á ÍÅÄÉÁÔÏÒÉ ÄÅÌÌȭÉÍÍÕÎÉÔÛ 

innata e adattativa. I risultati dello studio hanno mostrato come i livelli di uNGAL il giorno 

successivo al trapianto, predicono la DGF con un valore di AUC di 0,75, dati confermati anche da 

un altro studio multicentrico, in cui i livelli urinari di NGAL raccolti il giorno del trapianto, hanno 

permesso di identificare i pazienti che avrebbero sviluppato DGF con un AUC di 0,8-0,9.53 

AUC è una misura di accuratezza diagnostica, che presenta come valore massimo 1, quando il 

test è in grado di discriminare perfettamente i soggetti sani dai patologici, e minimo di 0,5 

quando il test non riesce a distinguere i due gruppi. Più è elevato il valore di AUC, maggiore sarà 
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ÌȭÁÃÃÕÒÁÔÅÚÚÁ ÄÅÌ ÔÅÓÔȢ 1ÕÁÎÄÏ !5# ÒÁÇÇÉÕÎÇÅ É ÖÁÌÏÒÉ ÃÈÅ ÖÁÎÎÏ ÄÁ ΡȟΩ Á ΡȟΫ ÉÌ ÔÅÓÔȟ ÃÏÍÅ ÎÅÌ ÃÁÓÏ 

di NGAL, viene considerato moderatamente accurato.54    

In uno studio condotto su pazienti iperimmuni che avevano ricevuto un trapianto è stato 

dimostrato che i livelli sierici di NGAL erano notevolmente elevati in quei pazienti che avrebbero 

sviluppato il rigetto entro 30 giorni, in questo caso il valore di AUC per NGAL è di 0,7.55 
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)ÎÔÒÏÄÕÚÉÏÎÅȡ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÓÔÁÍÉÎÁÌÉ 

Le cellule di un organismo sono soggette ad un fisiologico processo di senescenza e morte. Per 

sopperire a ciò, i tessuti si servono di cellule indifferenziate che mantengono l'integrità 

strutturale e funzionale, definite staminali. 

Il termine Ȱcellula staminaleȱ fu coniato per la prima volta da Edmund Beecher Wilson per 

indicare una cellula germinale primordiale mitoticamente quiescente.1 Nel 2000, Gehron e Robey 

e Watt et al, definirono le cellule staminali come cellule immature, o non differenziate, 

clonogeniche, in grado eseguire divisioni cellulari asimmetriche. Di queste, una rimarrà staminale 

e una, progredendo nel processo di sviluppo, diventerà una cellula precursore e perderà 

progressivamente la capacità di proliferare.2 Questa cellula potrà poi moltiplicarsi e differenziarsi 

in fenotipi cellulari che a loro volta daranno origine ad una progenie con diminuito potenziale 

differenziativo, fino alla formazione di cellule differenziate mature. 3-5  

Con lo sviluppo di procedure di fecondazione assistita e la conseguente produzione di embrioni 

in sovrannumero, si è resa possibile la disponibilità di cellule con un alto grado di staminalità: lo 

zigote, prima cellula staminale, totipotente per eccellenza, capostipite di tutte le cellule di un 

organismo. Lo zigote, e i discendenti delle prime tre divisioni cellulari, sono definiti infatti  

totipotenti , in quanto sono in grado di originare un intero individuo. 6-8  

Allo stadio embrionale di otto cellule, i singoli blastomeri riducono il proprio potenziale 

differenziativo, iniziando a formare la blastocisti, caratterizzata da un accumulo di cellule 

chiamato embrioblasto (inner cell mass, ICMɊȟ ÄÁ ÃÕÉ ÓÉ ÓÖÉÌÕÐÐÁ ÌȭÅÍÂÒÉÏÎÅȢ ,Å ÃÅÌÌÕÌÅ 

ÄÅÌÌȭÅÍÂÒÉÏÂÌÁÓÔÏ ÓÏÎÏ considerate cellule pluripotenti, ovvero cellule in grado di dare origine a 

quasi tutte le linee cellulari dei tre foglietti germinali.9 Molti tessuti adulti hanno invece al loro 

interno cellule staminali multipotenti , ovvero cellule in grado di produrre un numero limitato di 

linee cellulari, appropriate alla loro collocazione.8 Alla base della piramide, si trovano invece le 

cellule staminali unipotenti, cellule in grado di generare solo una specifica linea cellulare.10  

La definizione di cellula staminale e staminalità è in costante evoluzione. Le principali 

caratteristiche di una cellula staminale sono però ben definite: 11 

1. capacità di automantenimento (self-renewal), vanno incontro a molteplici e sequenziali 

divisioni cellulari, mantenendo uno stato altamente indifferenziato e presentando 

caratteristiche morfologiche, strutturali o antigeniche diverse dalle cellule di tessuti maturi; 
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2. capacità di generare una progenie cellulare con le stesse caratteristiche della cellula madre 

tramite divisioni cellulari asimmetriche; 

3. capacità di differenziare in almeno un tipo cellulare in relazione alla sua derivazione originale; 

4. capacità di ripopolare un tessuto di origine danneggiato, rispondendo a segnali e fattori 

prodotti dal tessuto lesionato; 

5. popolare o contribuire al rinnovamento di un tessuto anche in assenza di danno, 

mantenendo l'integrità strutturale e funzionale del tessuto di origine.  

Inizialmente si riteneva che le cellule staminali fossero presenti nell'organismo solo nei tessuti a 

rapido rinnovamento, come per esempio l'epidermide o il sangue. Ulteriori studi hanno portato 

alla definizione che tutti i tessuti maturi contengano Ȱnicchieȱ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ ÓÔÁÍÉÎÁÌÉȟ ÁÎÃÈÅ ÔÅÓÓÕÔÉ 

classificati perenni, come cuore e cervello. Sono cellule dal destino non ancora ben definito che 

assumono il proprio ruolo specializzandosi, attraverso un processo di differenziamento, in un 

ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÔÏ Ȱlineageȱ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅȢ  

#ÅÌÌÕÌÅ ÓÔÁÍÉÎÁÌÉ ÁÄÕÌÔÅ 

Le cellule staminali adulte (Adult Stem Cells, ASC) sono cellule indifferenziate il cui ruolo principale 

è quello di ÍÁÎÔÅÎÅÒÅ ÌȭÉÎÔÅÇÒÉÔÛ ÄÉ tessuti specifici, provvedendo al normale riciclo cellulare e al 

riparo di eventuali danni, anche se non in modo illimitato.  

La rapidità con cui queste cellule sostengono l'omeostasi tissutale è variabile: alcuni tessuti 

adulti, come l'epidermide, l'intestino e il sangue sono caratterizzati da un continuo 

rinnovamento, altri come il tessuto cardiaco o quello nervoso, sono considerati a più lento 

potenziale rigenerativo, anche se provvisti di una popolazione staminale residente.12  

A differenza delle cellule staminali embrionali (Embryonic Stem Cells, ESCs), le cellule staminali 

adulte sono cellule considerate multipotenti o unipotenti, hanno infatti un potenziale di 

replicazione finito, oltre il quale non riescono a dividersi, raggiungendo uno stadio di così detta 

senescenza replicativa.13 Questo porta ad un progressivo differenziamento verso uno stadio 

maturo, dovuto ad una carenza dell'attività delle telomerasi, comunque superiore ai livelli medi 

delle cellule somatiche.14 Il potenziale replicativo delle cellule è infatti direttamente correlato 

ÁÌÌȭattività telomerasica15-17 che è una caratterista delle cellule ai primi stadi di sviluppo 

embrionale. 18,19  

Il potenziale staminale è garantito all'interno delle nicchie da diversi fattori: il contatto cellula-

cellula e cellula-matrice, l'azione di fattori diffusibili, come pure l'esclusione di stimoli proliferativi 

e differenziativi che devono poter raggiungere le cellule staminali solo in casi specifici di 
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necessità. In vivo, il pool di cellule staminali si trova in uno stato quiescente e, all'occorrenza, si 

attiva il programma proliferativo e poi differenziativo. In vitro, invece, viene meno il controllo da 

parte del microambiente presente nelle nicchie di staminalità e, in presenza di fattori mitogeni 

che si possono trovare nel siero del terreno di coltura, le cellule mostrano un'elevata capacità 

proliferativa. 

!ÎÃÈÅ ÌÁ ÒÅÇÏÌÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÇÅÎÉca ha un ruolo importante nel mantenimento della 

staminalità; sono ormai noti geni che codificano per fattori di trascrizione specifici, i quali 

presentano un'azione fondamentale nel mantenere la capacità di automantenimento e 

differenziamento delle cellule staminali.  

Oct-4 (octamer-binding transcription factor 4) è considerato indispensabile per il mantenimento 

dello stato indifferenziato delle cellule embrionali e nelle prime fasi di sviluppo embrionale. È un 

ÆÁÔÔÏÒÅ ÄÉ ÔÒÁÓÃÒÉÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ȰPOU domain genesȱ ÅÓÐÒÅÓÓÏ ÅÓÃÌÕÓÉÖÁÍÅÎÔÅ Á ÌÉÖÅÌÌÏ ÄÅÉ ÂÌÁÓÔÏÍÅÒÉ 

e delle cellule pluripotenti negli stadi precoci dell'embrione, con un importante ruolo nel 

determinare i primi passaggi dell'embriogenesi e del differenziamento. Durante lo sviluppo 

embrionale la sua espressione risulta down-regolata nelle fasi di differenziamento e sviluppo. 

Questo suggerisce che Oct-4 gioca un ruolo fondamentale nello sviluppo dei mammiferi e 

nelÌȭÁÕÔÏ-mantenimento delle cellule staminali embrionali. Oct-4 attiva e blocca la trascrizione di 

altri geni target interagendo con altri importanti fattori di trascrizione, uno su tutti SOX2.20,21  

SOX2 (SRY-related box protein) fa parte di una famiglia di fattori di trascrizione composta da circa 

20 membri. Come Oct-4, SOX2 si è dimostrato indispensabile per le prime fasi di sviluppo 

embrionale, tanto che l'inattivazione di uno solo di questi due geni risulta letale per l'embrione. 

Oct-4 e SOX2 inoltre cooperano per l'attivazione dell'espressione di altri geni tra cui Nanog.22  

Il grande interesse nei confronti di Nanog (homeobox protein Nanog) è dettato dalla sua azione 

nel mantenere la pluripotenza delle cellule indifferenziate. Modelli di embrioni privi di Nanog 

inizialmente sembrano capaci di dare origine alle cellule pluripotenti, ma immediatamente 

differenziano per formare l'endoderma extra-embrionico. Per questo, durante lo sviluppo, 

Nanog sembra essere richiesto più tardi rispetto Oct-4, ma entrambi sono essenziali per il 

mantenimento della pluripotenza.20  

La rete costituita da questi tre fattori di trascrizione necessita di una fine regolazione, in senso 

positivo o negativo, dato che una loro ipo- o iper-espressione potrebbe alterare le caratteristiche 

di staminalità e pluripotenza delle cellule staminali. L'espressione di questi fattori risulta quindi 

fondamentale per la definizione di staminalità e la caratterizzazione anche di popolazioni 

staminali ritrovate in tessuti adulti. 
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L'impiego di ASC come terapia cellulare è maggiormente accettato dal punto di vista etico, 

ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ %3#, non presenta problematiche limitanti legate alla compatibilità e al 

rigetto grazie alla possibilità di utilizzare cellule autologhe. Gli svantaggi a carico delle ASC 

riguardano principalmente le metodiche di isolamento e l'efficienza di espansione, talvolta più 

difficoltose rispetto agli altri tipi di staminali. La quantità di cellule ricavabili può essere un 

ulteriore fattore limitante per il loro utilizzo, per questo si è sviluppata l'esigenza di nuove 

strategie innovative per rendere disponibile un maggior numero di cellule all'isolamento.  

,ȭÕÔÉÌÉÚÚÏ terapeutico delle ASC può essere applicato anche in pazienti affetti da patologie 

genetiche a partire dalle cellule staminali, con l'utilizzo delle più recenti tecniche di terapia 

genica, in modo da riparare il difetto genetico e reimpiantare successivamente le cellule così 

ȰÃÏÒÒÅÔÔÅȱȢ 

Nel 1997, l'epitelio limbo-corneale umano è stato ricostruito in vitro e trapiantato in due pazienti 

che soffrivano di una carenza di cellule staminali limbari con un conseguente difetto nella 

riparazione corneale e opacizzazione della superficie anteriore dell'occhio.23 Il tessuto 

trapiantato è stato ottenuto coltivando cellule ottenute da una piccola biopsia della superficie 

oculare ottenendo un buon esito clinico documentato con risultati stabili fino ai 2 anni di follow-

up, suggerendo che l'area della biopsia selezionata conteneva le cellule necessarie per una 

rigenerazione a lungo termine.  

Un ulteriore esempio di terapia genica è stato recentemente presentato per il trattamento di 

epidermolisi bollosa distrofica recessiva (RDEB). La terapia ha previsto il trapianto di innesti 

epidermici autologhi generati da cheratinociti geneticamente corretti che sostengono la 

deposizione di collagene di tipo VII (C7) alla giunzione dermo-epidermica, proteina codificata dal 

gene COL7A1 ed essenziale per l'ancoraggio della formazione di fibrille alla giunzione dermo-

epidermica.24  

Le terapie con cellule staminali rappresentano uno degli esempi più avanzati di medicina 

personalizzata e si stanno avvicinando sempre più all'applicazione sui pazienti. Tuttavia, 

nonostante l'indubbio potenziale di queste terapie, l'equilibrio tra rischio e vantaggio rimane 

difficile da prevedere. Come in ogni nuovo campo, in caso di assenza di precedenti applicazioni 

negli esseri umani e lacune nella scienza di base, i ricercatori e i regolatori dovrebbero continuare 

a cercare un equilibrio tra la riduzione al minimo dei rischi potenziali e l'assicurazione che le 

terapie non vengano allontanate inutilmente dai pazienti.25  
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0ÌÁÓÔÉÃÉÔÛ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÓÔÁÍÉÎÁÌÉ ÁÄÕÌÔÅ 

Negli ultimi anni, un numero crescente di pubblicazioni ha affermato che il precedente dogma di 

Ȱtessuto-specificitàȱ per le cellule staminali adulte potrebbe non essere corretto. 

Si riteneva, infatti, che le ASC fossero specializzate nel generare cellule mature tipiche del tessuto 

in cui risiedono. Studi recenti hanno invece mostrato un'inattesa plasticità di queste cellule. 

Wagers e collaboratori hanno definito la plasticità come la capacità delle cellule staminali adulte, 

teoricamente commissionate verso uno specifico lineage cellulare, di differenziare verso cellule 

di un tessuto di origine differente, se sottoposte all'azione di un particolare microambiente. 

Inoltre, perché una cellula cambi il suo destino, deve rispondere a fattori di crescita e segnali 

specifici, in grado di determinare quali geni debbano essere attivati e quali no, in quanto 

contribuiscono ad influenzare il pattern di espressione genica di una cellula staminale, quindi 

anche il suo potenziale in termini di plasticità.26 

Tuttavia la questione della plasticità somatica rimane ancora controversa e le prospettive 

terapeutiche risultano difficoltose. 

Per un possibile uso delle cellule staminali adulte nei trial clinici di medicina rigenerativa, infatti, 

si deve raggiungere una caratterizzazione più fine della popolazione cellulare responsabile della 

generazione di cellule mature di diversi tessuti. 27 

#ÅÌÌÕÌÅ ÓÔÁÍÉÎÁÌÉ ÍÅÓÅÎÃÈÉÍÁÌÉ 

Le cellule staminali mesenchimali (Mesenchymal Stem Cells, MSC) sono cellule multipotenti che 

derivano dal mesenchima, il tessuto connettivo embrionale sviluppatosi dal mesoderma, uno dei 

tre foglietti germinativi che si differenzia intorno alla terza settimana di gestazione, le MSC, 

quindi, sono capaci di dare origine a tutti i tessuti di origine mesodermica: cartilagine, osso, 

muscolo liscio e scheletrico, legamenti, tessuto adiposo e stroma midollare28, sia in vitro29,30 che 

in vivo.31  

Anche se ancora esistono pareri discordanti, sembra che queste cellule siano in grado di andare 

incontro a trans-differenziazione e dare origine a cellule sia del mesoderma, che di neuro-

ectoderma ed endoderma se sottoposte a specifiche condizioni sperimentali in vitro.32  

Ad esempio, diversi gruppi hanno anche dimostrato che le MSCs presentano capacità 

differenziativa in senso epatogenico e miogenico. 33,34 

Le MSC vennero scoperte nel 1966 da Friedenstein, che descrisse una popolazione di cellule 

isolate dallo stroma midollare di topo, clonogeniche, aderenti alle piastre e in grado di andare 

incontro in vitro a differenziazione in osso, tessuto adiposo e cartilagine. 35  
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Negli anni successivi altri studi hanno evidenziato come le cellule staminali mesenchimali 

ÒÉÓÉÅÄÁÎÏ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÎÏÎ ÓÏÌÏ ÄÅÌ ÍÉÄÏÌÌÏ ÏÓÓÅÏ ÍÁ ÁÎÃÈÅ ÄÅÌÌÁ ÍÁÇÇÉÏÒ ÐÁÒÔÅ ÄÅÉ ÔÅÓÓÕÔÉ 

connettivi: sangue periferico36, muscolo scheletrico37, tessuto adiposo38, osso trabecolare39, 

tendini40, tessuti placentari41,44, derma45, membrana e liquido sinoviale.46-48 

Le MSC isolate da tessuti differenti mostrano caratteristiche fenotipiche simili in vitro, quali una 

morfologia fibroblast-like, con una scarsa quantità di citoplasma, pochi mitocondri ed un 

apparato del Golgi poco sviluppato, ÌȭÁÄÅÓÉÏÎÅ ÁÌ ÆÏÎÄÏ ÄÅÌÌÁ ÐÉÁÓÔÒÁ ÄÉ ÃÏÌÔÕÒÁ Å ÌÁ ÐÒÏÐÅÎÓÉÏÎÅ 

a proliferare e differenziare in risposta aÌÌȭesposizione a fattori di crescita. In uno studio di 

Sakaguchi et al, vengono comparate cellule isolate da diversi tessuti tra cui midollo osseo, 

muscolo scheletrico e tessuto adiposo, dimostrando come le cellule isolate dalle diverse fonti 

abbiano una differente capacità di differenziazione condrogenica.48 

In uno studio successivo, Sotiropoulou et al ha riportato che la tecnica di isolamento, il medium 

e i substrati di coltura, la densità di coltura, i ÆÁÔÔÏÒÉ ÄÉ ÃÒÅÓÃÉÔÁȟ ÍÁ ÁÎÃÈÅ ÌȭÅÔÛ ÄÅÌ ÄÏÎÁÔÏÒÅ Å 

ÌȭÅÖÅÎÔÕÁÌÅ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ ÐÁÔÏÌÏÇÉÅ, possano influenzare in vitro ÌȭÅÓÐÁÎÓÉÏÎÅȟ ÌÁ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚiazione 

e le proprietà immunogeniche di queste cellule, alterando così il pattern di marcatori.49 

Si ritiene, infatti, che il fenotipo subisca continue modifiche in risposta al microambiente sia in 

vitro che in vivo, per questo motivo non si è ancora ottenuta una caratterizzazione chiara e 

specifica delle MSC.50 

Lo studio dell'immunofenotipo in campioni a fresco è reso ulteriormente difficoltoso dalla bassa 

percentuale delle MSC all'isolamento. Ad esempio nel midollo osseo si è stimata una frequenza 

dello 0,001-0,01% di MSC. 

In generale, le cellule mesenchimali staminali esprimono numerosi recettori importanti per 

l'adesione cellulare e l'interazione con le cellule emopoietiche. Esprimono molecole di adesione, 

recettori per fattori di crescita e citochine, integrine.13 

Sebbene i marcatori per identificare le cellule staminali mesenchimali siano numerosi, secondo 

ÑÕÁÎÔÏ ÒÉÐÏÒÔÁÔÏ ÄÁÌÌȭ)ÎÔÅÒÎÁÔÉÏÎÁÌ 3ÏÃÉÅÔÙ ÆÏÒ #ÙÔÏÔÈÅÒÁÐÙȟ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÓÔÁÍÉÎÁÌÉ mesenchimali 

sono definite tali qualora, oltre a crescere in aderenza, esprimano i marcatori CD73, CD90 e 

CD105, mentre siano negativi per CD14, CD19, CD34, CD45.51 

Le MSC sono facilmente isolabili senza incorrere in problemi di carattere etico. Data, inoltre, la 

loro capacità differenziativa, insieme ad una buona capacità di automantenimento e alle 

potenzialità di espansione ex vivo, le MSC sono diventate oggetto di diverse ÒÉÃÅÒÃÈÅ ÎÅÌÌȭÁÍÂÉÔÏ 

della terapia rigenerativa, alla cui base risiede la possibilità di avere a disposizione una 

popolazione cellulare autologa con un alto tasso di moltiplicazione ed in grado di differenziarsi a 
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sostegno ÄÅÌ ÔÅÓÓÕÔÏ ÄÁÎÎÅÇÇÉÁÔÏȢ .ÅÌÌȭÕÌÔÉÍÏ ÄÅÃÅÎÎÉÏ, sono infatti stati messi a punto diversi 

protocolli terapeutici che utilizzano MSC in campo cardiologico52,53 ed ortopedico.54,55 Sono state 

utilizzate in co-trapianto con le HSC (Hematopoietic Stem Cells), nel trattamento della Graft 

versus Host Disease (GvHD)56 e sono state utilizzate in studi preclinici e clinici con risultati efficaci 

nella terapia di patologie come il diabete di tipo 1, il morbo di Crohn e di Parkinson.57,58 

#ÁÐÁÃÉÔÛ ÉÍÍÕÎÏÍÏÄÕÌÁÔÏÒÉÁ 

Negli ultimi anni si è evidenziata una scarsa immunogenicità nelle MSC dirette a tutti i tipi di 

cellule del sistema immunitario.59 Questa caratteristica risulta utile soprattutto per quanto 

riguarda un possibile utilizzo clinico nell'ambito della medicina rigenerativa e della terapia 

cellulare, in cui le cellule hanno il compito di ricostruire tessuti danneggiati ed evitare la GvHD. 

Le MSC hanno evidenziato la capacità di modulare la risposta immunitaria allogenica di linfociti, 

di cellule presentanti l'antigene (APC) e di linfociti Natural Killer (NK), inoltre inibiscono 

l'espressione dei recettori NK-attivatori e l'induzione di funzioni effettrici, quali l'attività 

citotossica e la produzione di citochine da parte delle cellule della risposta immunitaria. 

Studi hanno dimostrato infatti come le MSCs siano in grado di sopprimere la reazione linfocitaria: 

Di Nicola et al. hanno evidenziato come, la proliferazione di cellule T umane stimolate dalla 

presenza di linfociti irradiati e cellule dendritiche, venga sensibilmente depressa dalla presenza 

in co-coltura di MSC.60 Inoltre, è stato dimostrato che le stesse MSC sono prive delle proteine 

HLA (Human Leukocyte Antigen) di classe II anche una volta differenziate, ed esprimono bassi 

livelli di proteine co-stimolatorie, evitando in questo modo di suscitare una reazione linfocitaria.61 

Esprimono invece molecole di adesione essenziali per l'interazione con le cellule T (VCAM-1 e 

ICAM-1), e mancano nÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÍÏÌÅÃÏÌÅ ÃÏ-stimolatorie come CD80, CD86 e CD40. Lo 

studio dell'espressione di queste molecole, fornisce un insieme di osservazioni che permettono 

di comprendere la loro capacità di modulare la risposta immunitaria, fenomeno estremamente 

complesso e dipendente anche dal particolare microambiente e network di citochine in cui la 

cellula si viene a trovare.  

Mimando la funzione fisiologica delle MSC nelle nicchie emopoietiche del midollo, il meccanismo 

risultante è il blocco dei linfociti T nella fase G0-G1 del ciclo cellulare. 

È stato ipotizzato che la capacità delle MSC di mediare la soppressione della proliferazione dei 

linfociti T avvenga attraverso diversi meccanismi:  

¶ la secrezione da parte delle MSC di citochine immunosoppressorie quali IL-10, IL-2 e TGF-

ɼȠ 
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¶ ÌȭÉÎÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÃÅÌÌÕÌÁ-cellula; 

¶ la presenza della indolamina 2,3-dioxigenasi (IDO), un enzima indotto da INF-ɻ ÃÈÅ 

catalizza la degradazione del triptofano in chinurenina, proteina con un ruolo 

fondamentale nell'immunosoppressione dei T.612 

Inoltre, l'attività immunomodulatoria in senso soppressivo delle MSC è associata a numerose 

molecole solubili quali il fattore di crescita epatocitario (HGF), transforming growth factor-ɼ (TGF-

ɼɊȟ tumour necrosis factor-ɻ (TNF-ɻɊȟ ÐÒÏÓÔÁglandina E2 (PGE2), e l'antigene solubile HLA-G.63 

L'antigene HLA-G è una molecola HLA di classe I non classica, che possiede proprietà inibitorie 

nei confronti delle cellule del sistema immunitario tra cui le cellule NK, i linfociti T e le cellule 

dendritiche. L'espressione di questa molecola infatti risulta un evento positivo in caso di 

gravidanza o trapianto d'organo, al contrario è associata a conseguenze negative in caso di 

neoplasie o infezioni virali, in quanto porta le cellule a sfuggire al controllo del sistema 

immunitario facendo progredire la malattia. 

Il ruolo immunomodulatorio delle MSC è dato quindi dall'interazione con varie cellule del sistema 

immunitario, dall'inibizione dei processi infiammatori e dalla promozione di pathway 

antiinfiammatori. 

L'interesse applicativo è correlato alla loro capacità di limitare la proliferazione dei linfociti T 

stimolati con agenti mitogeni e con gli alloantigeni che determinano il rigetto del trapianto. 

Inoltre le MSCs sono resistenti alla citossicità mediata dai linfociti T CD8+ inibiscono il 

differenziamento delle cellule dendritiche responsabili della presentazione dell'antigene ai 

linfociti T naive e la proliferazione dei linfociti B, limitando la produzione anticorpale e favorendo 

la formazione di cellule T regolatorie. 64-67  

Nel loro complesso queste cellule sono in grado di mediare un'attività tolerogenica dose-

dipendente sia nei confronti della risposta immunitaria innata che adattativa.  

A livello terapeutico, risultati sperimentali mostrano che MSC iniettate tramite infusione 

endovenosa sono in grado di migrare fino al sito danneggiato in caso di infarti miocardici68, e di 

danni ischemici al cervello.69 Se iniettate localmente, come nel caso di una sospensione 

somministrata nel ginocchio per via intra-articolare, si sono rivelate in grado di localizzarsi e 

riparare il menisco e la cartilagine nelle zone maggiormente lesionate. 70  

Tuttavia, i meccanismi che guidano le MSC verso il sito danneggiato sono ancora da chiarire. In 

uno studio è stato dimostrato come una chemochina monocitaria espressa in presenza di un 

danno ischemico cerebrale, ed assente in cervello sano, sia in grado di richiamare le MSC iniettate 

in prossimità del danno stesso. 71 
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Una volta nel sito danneggiato le cellule devono poi differenziare in un fenotipo appropriato per 

rigenerare il tessuto, ma ad oggi non si conoscono ancora i meccanismi alla base di questo 

fenomeno. 

&ÏÎÔÉ ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÖÅ ÄÉ -3# 

La prima fonte di MSC che ha permesso di allestire colture primarie in vitro è stata il midollo 

osseo. Sebbene quest'ultimo rappresenti una fonte ricca di cellule, l'invasività dei sistemi di 

prelievo non consentono di disporre di un buon numero di campioni e la quantità risulta essere 

piuttosto limitata. Per questi motivi sono state ricercate nuove fonti, tra cui le più studiate sono 

la placenta e gli annessi embrionali ed il tessuto adiposo.  

La possibilità di utilizzare il sangue cordonale come possibile fonte di MSC deriva dalla loro 

capacità di supportare l'emopoiesi. Questa fonte presenta un'alta percentuale di cellule 

CD34+/CD38-, suggerendo che nel sangue neonatale possano essere presenti progenitori dotati 

di potenziale proliferativo e differenziativo. Diversi autori hanno escluso la possibilità che nel 

cordone potessero essere presenti anche progenitori mesenchimali, ma nel 2004 Bieback ed i 

suoi collaboratori hanno dimostrato che è possibile isolare elementi simili a MSC dal sangue di 

cordone con un'efficienza maggiore del 60%.72 Tali cellule hanno una frequenza molto più bassa 

nel cordone rispetto che nel midollo, esprimono alcuni tipici marcatori mesenchimali, mentre 

mancano di quelli emopoietici. Sono inoltre in grado di differenziare in senso osteogenico e 

condrogenico. 

All'interno del cordone ombelicale scorrono i vasi ombelicali immersi in un tessuto mesenchimale 

ricco di acido ialuronico, la gelatina di Wharton, che impedisce la formazione di occlusioni e 

costrizioni allȭinterno del cordone durante il movimento del feto, da cui possono essere ottenute 

cellule mesenchimali (Wharton's Jelly-Mesenchymal Stem Cells, WJ-MSCs). Una delle prime 

scoperte riguardante queste cellule, si deve al gruppo di Wang, il quale è riuscito ad isolare una 

popolazione di cellule con marcatori tipici delle cellule staminali mesenchimali, recettori di 

matrice (CD44, CD105), integrine (CD29, CD51), ma non marcatori emopoietici (CD34, CD45). 73 

Infine, ha dimostrato che, sotto apposite condizioni di coltura, le WJ-MSC sono capaci di 

differenziare in adipociti e osteociti. 

Una fonte di MSC scoperta di recente ed argomento di studio molto interessante, risulta essere 

la placenta. Il vantaggio di utilizzare un tessuto di scarto risiede nella sua facile reperibilità e 

mancanza di implicazioni di carattere etico. Le cellule estratte dalla placenta sono dotate di 

importanti capacità immunomodulatorie. Durante la gravidanza, infatti , è a livello di questo 
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organo che viene mantenuta la tolleranza materno-fetale. Tale proprietà, in comune con le 

staminali midollari, è dovuta alla scarsità di molecole MHC di tipo II e co-stimolatorie ed alla 

presenza delle molecole HLA-G. Le cellule mesenchimali isolate da membrana amniotica 

(Amniotic Membrane - Mesenchymal Stem Cells, AM-MSC) e corion (Corionic Membrane - 

Mesenchymal Stem Cells, COR-MSC) hanno una derivazione di origine mesodermica 

extraembrionale. A livello morfologico sia AM- che COR-MSC mostrano un aspetto fibroblast-like 

ed esprimono antigeni di superficie classici associati alle MSC da midollo osseo. Risultano positive 

per CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 e CD166, e negative per marcatori emopoietici (CD34, 

CD45) e monocitari (CD14) classici. Entrambe le popolazioni isolate dalla porzione mesenchimale 

ÄÅÌÌÅ ÍÅÍÂÒÁÎÅ ÆÅÔÁÌÉ ÈÁÎÎÏ ÄÉÍÏÓÔÒÁÔÏ ÌÁ ÃÁÐÁÃÉÔÛ ÄÉ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÉÁÒÅ ÖÅÒÓÏ É Ȱlineageȱ 

mesenchimali classici, osteogenico, adipogenico e condrogenico. É stato successivamente 

analizzato anche il potenziale differenziativo verso tipologie cellulari appartenenti a tutti i 

foglietti germinativi, quindi in senso ectodermico, mesodermico ed endodermico. 74-77 

La membrana amniotica è attualmente già utilizzata nella pratica clinica per trattare ulcere, sia 

dermiche che croniche oculari ed ustioni, senza dar luogo a reazioni immunitarie di rigetto, 

evitando quindi la necessità di una terapia immunosoppressiva. 

)Ì ÔÅÓÓÕÔÏ ÁÄÉÐÏÓÏ 

Il tessuto adiposo è un tessuto altamente complesso, costituito da adipociti maturi, pre-adipociti, 

cellule dei vasi, cellule endoteliali e immunitarie. 78-80 

Il tessuto adiposo deriva dallo strato mesodermico dell'embrione e si sviluppa sia nel periodo 

prenatale che postnatale. Comincia a comparire verso il secondo trimestre della gravidanza e 

verso il 50°-70° giorno di gestazione, si identificano i precursori, pre-adipociti, 

contemporaneamente alla presenza dei fibroblasti.  

Il tessuto adiposo svolge molteplici funzioni:  

¶ trofica, rappresentando per l'organismo una cospicua riserva di materiali energetici; 

¶ meccanica, in quanto estende le potenzialità plastiche e previene alcune rotture dovute 

a stress fisici di altri tessuti. Inoltre, riveste i nervi, i vasi, i muscoli e riempie alcuni interstizi 

del midollo osseo; 

¶ termica, e grazie a questa caratteristica, è importante la sua presenza negli strati 

sottocutanei e in determinate regioni, come ad esempio l'addome, per impedire la perdita 

di calore verso l'esterno; 
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¶ metabolica, come parte integrante della regolazione dell'appetito e del metabolismo. In 

qualità di tessuto di deposito, può anche subire variazioni in seguito allo stato nutrizionale 

dell'individuo. 

Nel 2001, Zuk et al. descrisse per la prima volta il tessuto adiposo umano come fonte di cellule 

stromali/staminali mesenchimali multipotenti, simili a quelle presenti nel midollo osseo. 38, 81-83 

La localizzazione delle cellule progenitrici del tessuto adiposo è rimasta per lungo tempo 

controversa; il dubbio riguardava l'origine endoteliale, pericitica o stromale. I pre-adipociti e le 

cellule endoteliali condividono antigeni di superficie, in accordo con una derivazione comune.  

Le cellule stromali derivate da tessuto adiposo (Adipose-derived Stem Cells, ASC) sono state 

identificate nella frazione vascolo stromale (Stromal Vascular Fraction, SVF), composta da diversi 

tipi cellulari: progenitori staminali, periciti, cellule progenitrici endoteliali, cellule del sangue 

circolanti, macrofagi, residenti o infiltrati CD14+/CD31+, fibroblasti, cellule endoteliali CD34+/CD31+ 

e precursori degli adipociti CD34+/CD31.84,85 

Circa l'1% delle cellule totali nel tessuto adiposo sono cellule staminali multipotenti , che crescono 

in aderenza e possono differenziare in vitro verso linee mesodermiche come osteoblasti, 

adipociti e condrociti, positivi per marcatori mesodermici come CD73, CD90, CD105 e negativi per 

marcatori ematopoietici come CD14, CD34, CD45. 86,87 

Secondo alcuni autori, il meccanismo omeostatico che mantiene il volume totale del tessuto 

adiposo a livelli costanti, avviene non solo in seguito all'aumento di volume degli adipociti 

preesistenti, ma anche attraverso la generazione di nuovi adipociti dal pool di cellule staminali 

progenitrici. 88 

La presenza di progenitori cellulari è stata verificata anche tramite traccianti radioattivi, 

mostrando un tasso di ricambio delle cellule adipose variabile tra i 6 e i 15 mesi negli esseri umani. 

Presumibilmente è quindi presente una popolazione di cellule staminali in questo tessuto, 

responsabile della replicazione degli adipociti maturi nel corso della vita.  

La presenza di buone capacità differenziative dei progenitori cellulari del tessuto adiposo, 

inoltre, si riscontra in alcune patologie umane: bambini affetti da eteroplasia ossea progressiva 

presentano la formazione di tessuto osseo ectopico all'interno dello strato di tessuto adiposo 

sottocutaneo.89 Analisi istologiche dimostrano la presenza di osteoblasti e condrociti oltre agli 

adipociti, suggerendo quindi che le cellule staminali derivanti dal tessuto adiposo presentino un 

potenziale adipogenico, condrogenico e osteogenico90,91, anche se la differenziazione in senso 

condrogenico sembrerebbe essere inferiore per le cellule di derivazione adiposa rispetto alle 

cellule mesenchimali isolate da midollo.92,93  
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Alcuni autori hanno dimostrato inoltre come queste cellule abbiano un elevato potenziale 

angiogenico e siano in grado di ripristinare il flusso ematico dopo ischemia al pari delle cellule di 

derivazione midollare.94,95 

Le ASC mostrano anche capacità di secernere molecole bioattive in grado di stimolare 

l'angiogenesi, la rivascolarizzazione degli innesti di grasso, con proprietà anti-fibrotiche, anti-

apoptotiche e immunomodulatorie.96 Queste caratteristiche potrebbero rappresentare alcuni 

degli effetti osservati dopo l'innesto chirurgico del tessuto adiposo, come il miglior tropismo 

della pelle, la chiusura accelerata di ferite o ulcere complesse e la valorizzazione dell'aspetto 

cutaneo dopo danni da radioterapia.97-99  

Trattando ASC murine con sostanze neurogeniche, sono state in grado di dare origine a fenotipi 

neuronali positivi alla colorazione per le proteine acide gliali fibrillari (glial fibrillary acidic protein, 

GFAP) e altre sostanze neuronali.100 

Nel 2006, Timper et al, differenziarono le cellule staminali mesenchimali adipose in fenotipi 

pancreatici endocrini in grado di sintetizzare ormoni come insulina, glucagone e somatostatina, 

fornendo così uno spiraglio per la cura del diabete mellito di tipo I. 101 

Infine, anche se le cellule isolate da tessuto adiposo non sono in grado di andare incontro a 

differenziazione ematopoietica, sembrano fornire un importante supporto nella 

differenziazione di progenitori ematopoietici in cellule mieloidi e linfociti B. 102  

Mentre le basi molecolari del differenziamento in linee cellulari di origine mesodermica è ormai 

noto, gli eventi chiave e i fattori di trascrizione che danno inizio a differenziamenti in altri lineage 

cellulari non sono ancora stati identificati. Per questo gli studi si stanno concentrando sul 

chiarimento di questi meccanismi e sul rendere fattibile una terapia cellulare per patologie 

epatiche pancratiche e nervose. 

AnÃÈÅ ÓÅ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÉ ÍÁÒËÅÒ molecolari di superficie e ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁ ÄÅÌÌÅ -3# da 

tessuto adiposo sembrano essere simili a quelle del midollo osseo103,104 esistono alcune 

differenze molecolari.  

Nel 2005, uno studio analizzò ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ ÄÅÒÉÖÁÔÅ ÄÁ ÔÅÓÓÕÔÏ ÁÄÉÐÏÓÏȟ ÍÉÄÏÌÌÏ 

osseo, cordone ombelicale e fibroblasti di derma105, verificando che 25 geni risultavano 

maggiormente espressi nelle MSC rispetto ai fibroblasti, senza trovare differenze fenotipiche. 

Uno studio del 2004 identificò, invece, 24 geni sovraespressi nelle cellule staminali da tessuto 

adiposo comparandole a quelle di midollo e descrissero differenti espressioni per 8 marker di 

superficie in queste cellule. In accordo con i dati raccolti, gli aÕÔÏÒÉ ÉÐÏÔÉÚÚÁÒÏÎÏ ÃÈÅ ÍÅÎÏ ÄÅÌÌȭΣϷ 

dei geni venisse espresso differentemente tra MSC da tessuto adiposo e midollo.106 
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Come le BM-MSC (bone marrow -MSC), le cellule di origine adiposa non esprimono antigeni HLA 

e hanno proprietà immunosoppressive che le rendono disponibili per trapianti allogenici e fonte 

alternativa alle cellule di origine midollare107, con la possibilità di utilizzarle, quindi, nel 

trattamento della GvHD. 108,109  

Sebbene gli studi ancora siano limitati, ÆÁÔÔÏÒÉ ÃÏÍÅ ÌȭÅÔÛ ÄÅÌ ÄÏÎÁÔÏÒÅȟ ÌÁ ÌÏÃÁÌÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ 

tessuto (sottocutaneo o viscerale), il tipo di procedura chirurgica utilizzata, le condizioni di 

coltura possono influenzare sia la proliferazione che la capacità differenziativa delle ASC. 

Nell'uomo è stato osservato che il numero maggiore di cellule staminali viene raccolto dal 

tessuto adiposo sottocutaneo a livello del braccio, rispetto a coscia, addome e seno, mentre per 

ÑÕÁÎÔÏ ÒÉÇÕÁÒÄÁ ÌȭÅÔÛ del donatore è stato dimostrato che la capacità di adesione alle piastre e di 

proliferazione, sono maggiori in campioni prelevati da donatori giovani, ma la capacità di 

ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÉÁÚÉÏÎÅ ÓÉ ÍÁÎÔÉÅÎÅ ÁÎÃÈÅ ÃÏÎ ÌȭÁÕÍÅÎÔÁÒÅ ÄÅÌÌȭÅÔÛ. 110 

,ȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÃÁÎÕÌÅ ÄÉ ÄÉÁÍÅÔÒÏ ÖÁÒÉÁÂÉÌÅ ÐÅÒ aspirare il tessuto adiposo sottocutaneo tramite ha 

permesso di disporre di ampie quantità di tessuto adiposo, con tecniche minimamente invasive 

anche per il paziente, semplificando l'isolamento, senza alterare in modo significativo la vitalità 

delle cellule isolate dalla frazione cellulare vascolo-stromale.111 Questo permette inoltre un 

utilizzo diretto per applicazioni terapeutiche Ï ÐÅÒ ÌȭÉÓÏÌÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÁ ÃÏÍÐÏÎÅÎÔÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ 

staminale. 112,113 

!ÐÐÌÉÃÁÚÉÏÎÉ 

Le MSC da tessuto adiposo rappresentano una prospettiva promettente sia di terapia cellulare 

che di medicina rigenerativa con trattamenti autologhi o eterologhi, grazie alla possibilità di 

utilizzare cellule vitali, facilmente reperibili in numero elevato, con lo scopo di riparare,  

sostituire e riportare ad una normale funzione fisiologica tessuti danneggiati o con funzionalità 

alterata. 38, 114,115 

Diverse localizzazioni anatomiche di tessuto adiposo, quindi, hanno differenti  caratteristiche 

metaboliche, attività lipolitica, composizione in acidi grassi e espressione genica e queste 

potrebbero influenzare le caratteristiche a lungo termine del campione trapiantato.  

,ȭÉÐÏÔÅsi è che le cellule, una volta trasferite ÎÅÌ ÓÉÔÏ ÄȭÉÎÔÅÒÅÓÓÅ mantengono proprietà del sito 

di origine. Sono quindi necessari ulteriori studi per dimostrare se differenti fonti anatomiche di 

MSC (sottocute periferico, sottocute addominale, omento) mostrino differenze metaboliche e 

comportamentali una volta attecchite. Inoltre la tecnica chirurgica utilizzata per il prelievo 

influenza la proliferazione cellulare delle ASC. 116 



38 
 

Le cellule staminali derivanti dal tessuto adiposo hanno dimostrato la capacità di favorire e 

velocizzare la guarigione delle ferite, ulcere, difetti cutanei e migliorare la pigmentazione della 

pelle. Klinger e collaboratori, hanno ottenuto ottimi risultati anche nel trattamento di diversi casi 

di estese cicatrici del volto, riconducibili a ustioni di secondo e terzo grado. Dopo l'innesto di 

tessuto adiposo, è stato notato un netto miglioramento nella deposizione di nuovo collagene, 

iper-vascolarizzazione cutanea ed iperplasia del derma. Responsabili di questi effetti e quindi 

capaci di migliorare la qualità delle cicatrici sembrano essere le cellule staminali trapiantate.117 

Nel 1997, Coleman ha standardizzato una procedura chirurgica di lipofilling per ripristinare il 

volume del viso.118 Successivi studi hanno dimostrato che l'innesto di tessuto adiposo ha bisogno 

di contenere adipociti vitali per ottenere unȭÁÚÉÏÎÅ ÖÏÌÕÍÉÚÚÁÎÔÅ ed una componente staminale 

per ottenere ÕÎȭÁÚÉÏÎÅ ÒÉÇÅÎÅÒÁÎÔÅ ÅÆÆÉÃÁÃÅ Å ÄÕÒÁÔÕÒÁ nel tempo. La dimensione dei cluster 

adipocitari deve essere inferiore a 1 mm (0,3-0,8 mm) per migliorare la vascolarizzazione e 

semplificare le iniezioni superficiali. 119-122 

Diverse procedure di lipofilling sono state sviluppate negli ultimi due decenni. Nelle prime 

applicazioni mediche, sono state impiegate cannule con diametro dei pori laterali da 3 a 6 mm, 

per eseguire l'innesto come riempimento dopo traumi, malattie o invecchiamento. 

Successivamente, sono state sviluppate procedure che utilizzavano volumi ridotti del tessuto 

iniettato per migliorarne l'attecchimento.  

Ogni anno aumenta il numero di studi clinici che valutano l'efficacia e la sicurezza delle staminali 

da tessuto adiposo nella ricostruzione e nella rigenerazione dei tessuti. Secondo il database di 

studi clinici (ClinicalTrials.gov 2017), sono attualmente registrati 248 studi che utilizzano ASC, 

principalmente per il trattamento di malattie dell'osso, della cartilagine, del sistema nervoso e 

autoimmuni. 

Diversi protocolli sono stati sviluppati per isolare le cellule staminali dai campioni di lipoaspirato 

utilizzando procedure enzimatiche o non enzimatiche. Anche se i protocolli sono piuttosto simili 

agli altri, le differenze nella concentrazione degli enzimi, nel numero di lavaggi, nei parametri di 

centrifugazione, nella emolisi e nelle condizioni di coltura, possono influenzare l'efficienza e la 

riproducibilità dell'isolamento. Inoltre, i chirurghi utilizzano tecniche distinte per il prelievo del 

tessuto adiposo, aumentandone la variabilità e il possibile confronto tra i campioni.  

Negli ultimi anni inoltre, sono stati introdotti  diversi tipi di cannula e dispositivi automatici per 

isolare cellule staminali da tessuto adiposo, che utilizzano collagenasi o sfruttano forze 

meccaniche, con un mercato in rapida crescita.123 Questo richiede ÌȭÉÎÔÒÏÄÕÚÉÏÎÅ ÄÉ nuovi sistemi 

di controllo della qualità, per valutare le caratteristiche del tessuto adiposo utilizzato prima 
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dell'iniezione nel paziente, con particolare attenzione alle cellule staminali mesenchimali e alla 

composizione in periciti del campione. 124-128 

Un recente studio ha valutato le caratteristiche biologiche delle ASC isolate mediante la tecnica 

standardizzata da Coleman, ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÕÎÁ ÃÁÎÎÕÌÁ ÃÏÎ ÄÉÁÍÅÔÒÏ ÉÎÆÅÒÉÏÒÅ. Si è 

confermato il mantenimento della proliferazione cellulare, delle capacità differenziative e 

immunomodulatorie delle staminali mesenchimali, migliorando la fluidificazione del campione 

prelevato. Questo comporta un aumento delle applicazioni cliniche dei trapianti autologhi di 

staminali da tessuto adiposo. 129 

4ÅÒÁÐÉÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÉ Å ÔÒÁÐÉÁÎÔÉ ÄȭÏÒÇÁÎÏ 

Come descritto in precedenza, lȭÉÎÉÅÚÉÏÎÅ ÄÉ cellule staminali autologhe o eterologhe nei soggetti 

sottoposti a trapianto potrebbe indurre una migliore tolleranza immunologica verso i tessuti 

trapiantati.  

I linfociti T regolatori (Treg) sono una popolazione cellulare altamente soppressiva. Le evidenze 

che i Treg siano correlati alla tolleranza nel trapianto derivano da studi preclinici su modelli 

animali. 130 Su modelli murini umanizzati è stato dimostrato che iniezioni di Treg umani espansi ex 

vivo sono efficaci nel prevenire il rigetto.131 ,ȭÉÎÄÕÚÉone della tolleranza immunologica è 

ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÔÁ ÄÁÌÌÁ ÒÉÄÕÚÉÏÎÅ ÄÅÇÌÉ ÅÆÆÅÔÔÏÒÉ 4 ÁÌÌÏÒÅÁÔÔÉÖÉ Å ÄÁÌÌȭÉÎÃÒÅÍÅÎÔÏ ÄÅÌ ÎÕÍÅÒÏ ÄÉ Treg 

nei tessuti linfoidi Å ÎÅÌÌȭÏÒÇÁÎÏ ÔÒÁÐÉÁÎÔÁÔÏȢ 132 #ÉĔ ÓÕÐÐÏÒÔÁ ÌȭÉÐÏÔÅÓÉ ÃÈÅ É Treg possano essere 

utili per indurre toÌÌÅÒÁÎÚÁ ÉÍÍÕÎÏÌÏÇÉÃÁ ÁÎÃÈÅ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏȢ  

Dati preliminari su trial clinici di fase I e II attualmente in corso, suggeriscono che terapie basate 

su infusioni di Treg sono efficaci come terapia adiuvante nel trattamento di GvHD e suggeriscono 

l'introduzione di questo approccio in altre malattie con background immunitario. 133,134 

#ÏÎÓÉÄÅÒÁÔÁ ÌȭÅÌÅÖÁÔÁ ÅÔÅÒÏÇÅÎÅÉÔÛ ÄÅÉ Treg, è necessario capire come ÉÌ ÍÅÃÃÁÎÉÓÍÏ ÄȭÁÚÉÏÎÅ e 

interazione tra le diverse sottopopolazioni nel contesto delle terapie cellulari e quale tecnica sia 

più opportuna ÐÅÒ ÌȭÉÓÏÌÁÍÅÎÔÏ Å ÌȭÅÓÐÁÎÓÉÏÎÅ ex vivo. 

Anche le cellule mesenchimali adulte (MSC) sono in grado di down-regolare casi di GvHD e il 

rigetto, sopprimendo i linfociti T effettori e le cellule della memoria, e al tempo stesso 

promuovendo lo sviluppo di linfociti T regolatori. Date le loro uniche proprietà 

immunomodulatorie, ÓÉÁ ÓÕÌÌȭÉÍÍÕÎÉÔÛ ÉÎÎÁÔÁ ÃÈÅ ÁÄÁÔÔÉÖÁ, le MSC costituiscono una 

promettente popolazione per la terapia cellulare in caso di trapianto, in particolare per 

ÌȭÉÎÄÕÚione della tolleranza. 
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,Å -3# ÈÁÎÎÏ ÌÁ ÃÁÐÁÃÉÔÛ ÄÉ ÃÏÎÖÅÒÔÉÒÅ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÐÒÅÓÅÎÔÁÎÔÉ ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ ÉÎ ÕÎ ÆÅÎÏÔÉÐÏ ÉÎÉÂÉÔÏÒÉÏ 

o soppressivo attraverso il contatto cellula-cellula, bloccando così le cellule dendritiche in uno 

stato semi-maturo e inducendo una tolleranza periferica associata alla riduzione di IFN, IL-12 e 

TNF-ɻȢ 135 

In recenti studi, ÌȭÉÎÆÕÓÉÏÎÅ ÄÉ -3# ÉÎ ÍÏÄÅÌÌÉ ÓÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÉ ÄÉ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÄÉ ÏÒÇÁÎÏ ÓÏÌÉÄÏ ÈÁ ÐÏÒÔÁÔÏ 

ad un aumento della tolleranza mediata dai Treg. 136 

Le MSC sono inoltre in grado di avere un effetto sinergico ÃÏÎ ÌȭÉÍÍÕÎÏÓÏÐÐÒÅÓÓÉÏÎÅ 

farmacologica a basse dosi o transiente, finalizzata al mantenimento della tolleranza a lungo 

termine. ,ȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÆÁÒÍÁÃÉ ÉÍÍÕÎÏÓÏÐÐÒÅÓÓÏÒÉ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁ ÌÁ ÆÕÎÚÉÏÎÅ ÄÉ ÔÕÔÔÅ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ 4, 

indipendentemente dalla loro specificità antigenica, rendendo il ricevente suscettibile ad 

infezioni e tumori. L'uso prolungato di immunosoppressori è inoltre associato ad altri effetti 

indesiderati, come malattie cardiovascolari, ipertensione, sindromi metaboliche e un effetto 

ÔÏÓÓÉÃÏ ÄÉÒÅÔÔÏ ÓÕÉ ÔÅÓÓÕÔÉ ÔÒÁÐÉÁÎÔÁÔÉȟ ÃÏÎÔÒÉÂÕÅÎÄÏ ÁÌ ÒÉÇÅÔÔÏ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎÏȢ ,ȭÉÎÆÕÓÉÏÎÅ ÄÉ 

mesenchimali potrebbe consentire una minimizzazione della terapia farmacologica di 

mantenimento.  

Diversi studi in vitro ed in vivo ÄÏÃÕÍÅÎÔÁÎÏ ÌȭÁÂÉÌÉÔà delle MSC di indirizzare i linfociti T verso un 

fenotipo regolatorio. Co-colture di MSC umane con cellule mononucleate o con linfociti T CD4+ 

inducono la differenziazione di questi ultimi in Treg Foxp3+.137 

Altri meccanismi di generazione di Treg sotto induzione di MSC includono il rilascio di HLA-G 

solubile, una molecola non classica HLA di classe I138, o di microvescicole. 139 

Casiraghi et al. hanno dimostrato come MSC murine infuse in topi prima del trapianto di rene, 

siano in grado di localizzarsi preferenzialmente a livello degli organi linfoidi portando ad una 

precoce espansione dei Treg. Al contrario, le MSC infuse post-trapianto vanno a localizzarsi nel 

rene trapiantato portando ad una espansione inferiore di Treg.140 Lo stesso team di ricerca ha 

effettuato uno studio clinico in cui sono stati reclutati due soggetti sottoposti a trapianto di rene 

da donatore vivente. Il giorno prima del trapianto entrambi i pazienti hanno ricevuto infusioni di 

BM-MSC autologhe espanse ex vivo. ,ȭÉÎÆÕÓÉÏÎÅ ÄÉ MSC ha favorito un ambiente pro-

tolerogenico, caratterizzato dalla diminuzione dei linfociti T CD8+ rispetto al gruppo di controllo, 

ÃÈÅ ÈÁ ÒÉÃÅÖÕÔÏ ÌÁ ÓÔÅÓÓÁ ÔÅÒÁÐÉÁ ÄȭÉÎÄÕÚÉÏÎÅ ÍÁ ÎÏÎ ÌȭÉÎÆÕÓÉÏÎÅ ÄÉ ÍÅÓÅÎÃÈÉÍÁÌÉȢ ,Á ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ 

di linfociti T regolatori è lentamente aumentata in seguito ad una marcata riduzione, dovuta alla 

ÄÅÐÌÅÚÉÏÎÅ ÃÁÕÓÁÔÁ ÄÁÌÌÁ ÔÅÒÁÐÉÁ ÄȭÉÎÄÕÚÉÏÎÅ. 140 

Per testare la capacità immunomodulatoria e tollerogenica delle mesenchimali, studi hanno 

infuso cellule mesenchimali staminali derivate da tessuto adiposo (ASC) e cellule staminali 
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ematopoietiche (HSC) in pazienti soggetti a trapianto di rene da donatore vivente sotto 

condizioni non mieloablative, senza la convenzionale immunosoppressione. Nel follow-up a 6 

anni lo studio ha dimostrato una sopravvivenza totale del 70%, di cui il 50% dei pazienti non 

sottoposto a terapia immunosoppressiva.141 Questo studio apre nuove prospettive per i 

ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÉ ÃÌÉÎÉÃÉ ÃÈÅ ÕÔÉÌÉÚÚÁÎÏ ÃÅÌÌÕÌÅ ÓÔÁÍÉÎÁÌÉ ÐÅÒ ÌȭÉÎÄÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÔÏÌÌÅÒÁÎÚÁ ÎÅÌ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ 

ÄȭÏÒÇÁÎÏȢ 

Nonostante gli studi preclinici e clinici siano promettenti, sono necessari ulteriori studi per 

standardizzare la metodica di somministrazione delle cellule mesenchimali e per capire 

esattamente come queste possano modulare al meglio la risposta immunitaria dell'ospite in vivo. 

È stato dimostrato, infatti , che il tempo d'infusione di MSC rispetto al trapianto di organi solidi è 

uno dei principali fattori che influenzano la capacità di MSC di espandere la componente Treg e 

ÐÒÏÌÕÎÇÁÒÅ ÌÁ ÓÏÐÒÁÖÖÉÖÅÎÚÁ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎo trapiantato.142 
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Vari studi hanno dimostrato che i pazienti con CKD, in trattamento emodialitico sostitutivo, 

presentano alterazioni del sistema immunitario che ne aumentano la suscettibilità a infezioni, sia 

batteriche che virali. 

Inoltre, è stato osservato che la procedura emodialitica, accentua la condizione di 

immunodeficienza di questi pazienti, a seguito della tossicità dei prodotti uremici e delle reazioni 

ÄÉ ÂÉÏÃÏÍÐÁÔÉÂÉÌÉÔÛ ÃÏÎ ÌÅ ÍÅÍÂÒÁÎÅ ÄÅÉ ÆÉÌÔÒÉ ÄÉÁÌÉÚÚÁÔÏÒÉ ÃÈÅ ÐÏÒÔÁÎÏ ÁÌÌȭÉÎÓÔÁÕÒÁÒÓi di una 

condizione di infiammazione cronica. Nei pazienti in emodialisi, infatti, si osserva uno squilibrio 

tra il numero di linfociti T CD4+ attivati e il numero di linfociti T regolatori. Questi ultimi risultano 

avere, inoltre, ÕÎȭÁÌÔÅÒÁÔÁ ÆÕÎÚÉÏÎÁÌÉÔÛ immunosoppressiva.  

Ai fini del trapianto renale, ÔÅÒÁÐÉÁ ÄȭÅÌÅÚÉÏÎÅ per i pazienti con CKD, lȭÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÒÉÓÐÏÓÔÁ 

T regolatoria risulta importante: affinché un trapianto abbia successo, è necessario che i pazienti 

possiedano un sistema immunitario integro e in grado di autoregolarsi, con meccanismi di 

soppressione della risposta immunitaria efficienti, in grado di inibire eventuali alloreazioni che 

potrebbero causare la ÐÅÒÄÉÔÁ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎÏ trapiantato.  

Gli studi clinici condotti  ÓÏÎÏ ÖÏÌÔÉ ÁÌÌȭÁÕÍÅnto del numero di Treg in circolo, al fine di migliorare 

la risposta immunosoppressiva. Buoni risultati sono stati raggiunti coÎ ÌȭÉÍÐÉÅÇÏ ÄÅÌÌÁ 

Rapamicina, farmaco immunosoppressore in grado di regolare la crescita, la proliferazione, la 

motilità e la sopÒÁÖÖÉÖÅÎÚÁ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅȟ Ï ÃÏÎ ÌȭÉÍÐÉÅÇÏ ÄÉ ÆÉÌÔÒÉ ÄÉÁÌÉÚÚÁÔÏÒÉ Á ÂÁÓÓÁ ÂÉÏÃÏÍÐÁÔÉÂÉÌÉÔÛȟ 

in modo da favorire la mobilizzazione dei Treg ÉÎ ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌÌȭÁÕÍÅÎÔÁÔÁ ÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÓÉÓÔÅÍÁ 

immunitario. Tuttavia, lȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÍÏÌÅÃÏÌÅ ÆÉÓÉÏÌÏÇÉÃÁÍÅÎÔÅ ÐÒÅÓÅÎÔÉȟ risulterebbe più 

vantaggioso al fine di stimolare la risposta T regolatoria.  

Tra i pazienti in attesa di trapianto di rene, inoltre, occorre prestare particolare attenzione ai 

pazienti iperimmuni, pazienti complessi con un elevato titolo di anticorpi IgG diretti contro gli 

antigeni HLA e non HLA, dovuti a precedenti esposizioni con antigeni not-self. La presenza di 

questi anticorpi è considerata una controindicazione al trapianto, poiché potrebbero 

ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÒÅ ÉÌ ÒÉÇÅÔÔÏ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎÏ ÔÒÁÐÉÁÎÔÁÔÏ. Per questo motivo, ad oggi, è molto difficile 

trovare loro un ÄÏÎÁÔÏÒÅ ÃÏÍÐÁÔÉÂÉÌÅ Åȟ ÄÉ ÃÏÎÓÅÇÕÅÎÚÁȟ ÐÅÒÄÕÒÁÎÏ ÉÎ ÌÉÓÔÁ ÄȭÁÔÔÅÓÁ ÐÅÒ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ 

di rene.  

Attualmente, al fine di ridurre É ÔÅÍÐÉ ÉÎ ÌÉÓÔÁ ÄȭÁÔÔÅÓÁ ÐÅÒ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÄȭÏÒÇÁÎÏȟ ÓÉ ÓÔÁÎÎÏ 

sviluppando protocolli di desensibilizzazione, basati principalmente su plasmaferesi e 

trattamenti farmacologici, che permettono ai pazienti iperimmuni di ricevere un trapianto di rene 
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anche in presenza di anticorpi anti HLA diretti contro gli antigeni del donatore. Dati di letteratura 

dimostrano però, che spesso questi protocolli non risultano efficaci e alcuni pazienti sottoposti 

a desensibilizzazione, continuano a mostrare anticorpi donatore-specifico, anche dopo mesi dal 

trapianto, determinando un rigetto acuto. 

Numerosi studi clinici hanno valutato l'efficacia e la sicurezza delle staminali da tessuto adiposo 

nella ricostruzione e nella rigenerazione dei tessuti e, di recente, si è confermata la capacità 

immunomodulatoria e tollerogenica delle mesenchimali anche in casi di ÔÒÁÐÉÁÎÔÉ Äȭorgano, 

determinando un aumento di linfociti T regolatori nel ricevente, con una sopravvivenza totale 

del 70% nel follow-up a 6 anni. 

Questo progetto ha quindi lo scopo di studiare i meccanismi di tolleranza immunologica dovuti 

allȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), proteina nota anche come 

biomarker ÐÒÅÃÏÃÅ ÄÉ ÄÁÎÎÏ ÒÅÎÁÌÅȟ Å ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÌȭÅÆÆÅÔÔÏ ÉÍÍÕÎÏÍÏÄÕÌÁÔÏÒÉÏ ÓÉÎÅÒÇÉÃÏ di una 

popolazione staminale adulta su pazienti sottoposti a emodialisi e iperimmuni. 

Dati in letteratura dimostrano che NGAL, infatti, è in grado di indurre ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÍÏÌÅÃÏÌÅ 

immunomodulanti e di determinare un aumento della popolazione dei linfociti T regolatori. 

A tal fine, il progetto ha analizzato ÌȭÁÚÉÏÎÅ ÄÉ .'!, e di una popolazione di cellule staminali 

derivanti da tessuto adiposo sulla componente linfo-monocitaria (PBMC) di pazienti in 

trattamento emodialitico e iperimmuni, ÐÒÏÖÅÎÉÅÎÔÉ ÄÁÌÌȭ5ÎÉÔÛ /ÐÅÒÁÔÉÖÁ ÄÉ .ÅÆÒÏÌÏÇÉÁȟ $ÉÁÌÉÓÉ Å 

Trapianto diretta dal Prof. La Manna, Policlinico SanÔȭ/ÒÓÏÌÁȟ "ÏÌÏÇÎÁ. 

Durante la prima fase del progetto, si sono allestite colture di PBMC da soggetti con insufficienza 

renale cronica. I PBMC isolati sono stati attivati con fitoemoagglutinina (PHA), per mimare lo 

stato infiammatorio in cui si trovano questi pazienti, e sono stati trattati con dosi crescenti di 

NGAL (80 ng/ml, 320 ng/ml, 640 ng/ml) per 72 h di coltura. Attraverso tecniche citofluorimetriche 

si è analizzata la popolazione T regolatoria CD4+CD25+FoxP3+ e il ciclo cellulare. Infine si è valutata 

la proliferazione cellulare utilizzando un saggio ELISA. 

Nella seconda fase dello studio, ÐÅÒ ÁÐÐÒÏÆÏÎÄÉÒÅ ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌÌÅ ÎÏÔÅ ÃÁÐÁÃÉÔÛ 

immunomodulatorie delle popolazioni mesenchimali anche verso soggetti con alterazioni del 

sistema immunitario, si sono allestite colture primarie di cellule staminali mesenchimali adulte 

isolate da lipoaspirati (ASC). 3É î ÖÁÌÕÔÁÔÏ ÌȭÅÆÆÅÔÔÏ ÄÉ .'!, ÓÕ questa popolazione staminale, 

analizzandone la morfologia, il fenotipo, ÌÁ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ Å ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÇÅÎica. Infine, 

ÃÏÎ ÌȭÁÌÌÅÓÔÉÍÅÎÔÏ ÄÉ ÃÏ-colture, si è approfondito ÌȭÅÆÆÅÔÔÏ ÓÉÎÅÒÇÉÃÏ ÄÅÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÄÉ .'!, Å 

ÌȭÁÚÉÏÎÅ ÉÍÍÕÎÏÍÏÄÕÌÁÎÔÅ di ASC sulla popolazione linfo-monocitaria di pazienti in trattamento 

emodialitico.  
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!ÒÒÕÏÌÁÍÅÎÔÏ 

Lo ÓÔÕÄÉÏ î ÓÔÁÔÏ ÃÏÎÄÏÔÔÏ ÓÕ ÕÎ ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÓÏÔÔÏÐÏÓÔÉ Á ÅÍÏÄÉÁÌÉÓÉ ÐÒÅÓÓÏ Ìȭ5ÎÉÔÛ 

/ÐÅÒÁÔÉÖÁ ÄÉ .ÅÆÒÏÌÏÇÉÁȟ $ÉÁÌÉÓÉ Å 4ÒÁÐÉÁÎÔÏ ÄÅÌÌȭ/ÓÐÅÄÁÌÅ 3ÁÎÔȭ/ÒÓÏÌÁȟ "ÏÌÏÇÎÁȟ ÄÉÒÅÔÔÁ ÄÁÌ 0rof. 

La Manna. 

I pazienti in emodialisi sono stati suddivisi in due gruppi, sulla base del loro valore di PRA. 

Il prelievo di sangue è stato effettuato previo espresso consenso informato dei soggetti 

ÐÁÒÔÅÃÉÐÁÎÔÉȟ ÐÒÉÍÁ ÄÅÌÌȭÉÎÉÚÉÏ ÄÅÌÌÁ ÓÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉÁÌÉÔÉÃÁȢ 

)ÓÏÌÁÍÅÎÔÏ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ ÍÏÎÏÎÕÃÌÅÁÔÅ 

Le cellule mononucleate (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) sono state isolate da sangue 

periferico mediante separazione su gradiente di densità, utilizzando Ficoll-Plaque® PLUS (GE 

Healthcare).  

In seguito a centrifugazione, si ha la formazione di varie fasi: partendo dal fondo della provetta, 

ÓÉ ÓÔÒÁÔÉÆÉÃÁÎÏ ÅÒÉÔÒÏÃÉÔÉ Å ÇÒÁÎÕÌÏÃÉÔÉ ÐÏÌÉÍÏÒÆÏÎÕÃÌÅÁÔÉ ɉÅÏÓÉÎÏÆÉÌÉ Å ÎÅÕÔÒÏÆÉÌÉɊȠ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÆÁÃÃÉÁ ÔÒÁ 

Ficoll e il plasma, si distribuiscono le cellule mononucleate del sangue (linfociti e monociti). 

Il sangue periferico, prelevato in provette con EDTA, è stato diluito 1:2 con PBS (Dulbecco's 

Phosphate Buffered Saline, Gibco) sterile addizionato con 1% v/v di penicillina/streptomicina 

(Sigma-Aldrich). Come controllo sono stati utilizzati buffy-coat diluiti 1:10. 

10 ml di sangue diluito sono stati poi stratificati su 4,5 ml di Ficoll in provette da 15ml e centrifugati 

Á ΣΧΡΡ ÒÐÍ ÐÅÒ ΥΡ ÍÉÎÕÔÉ ÉÎ ÁÓÓÅÎÚÁ ÄÉ ÆÒÅÎÏȢ $ÏÐÏ ÌÁ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁȟ ÌȭÁÎÅÌÌÏ ÃÏÓÔÉÔÕÉÔÏ ÄÁ 0"-# î 

stato raccolto, lavato due volte con PBS e centrifugato a 1500 rpm per 10 min, prima di eseguire 

ÌȭÅÍÏÌÉÓÉ ÄÅÉ ÇÌÏÂÕÌÉ ÒÏÓÓÉ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ Σ ÍÌ ÄÉ ÌÉÓÁÎÔÅ 6ÅÒÓÁ,ÙÓÅ ,ÙÓÉÎÇ ÓÏÌÕÔÉÏÎ ɉ"ÅÃËÍÁÎ 

- #ÏÕÌÔÅÒɊ ÐÅÒ ΣΡ ÍÉÎ ÁÌ ÂÕÉÏ Á ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ ÁÍÂÉÅÎÔÅȢ !Ì ÔÅÒÍÉÎÅ ÄÅÌÌȭÉÎÃÕÂÁÚÉÏÎÅȟ î ÓÔÁÔÏ 

eseguito un ulteriore lavaggio in PBS per eliminare la soluzione lisante. Il pellet di PBMC è stato 

risospeso infine in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco) al 10% FBS (Fetal serum 

bovine, Gibco).  

Le cellule sono state infine contate in metilvioletto in modo da discriminare le cellule nucleate, 

ÐÅÒ ÌȭÁÌÌÅÓÔÉÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÅ ÃÏÌÔÕÒÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÉȢ 
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#ÏÌÔÕÒÁ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ Å ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÉ ÃÏÎ .'!, 

I PBMC isolati sono stati seminati a una densità di 1x109 cell/ml in piastre 6-well (Falcon) e attivati 

con 5 µg/ml di PHA-L (phytohemagglutinin-L, Sigma-Aldrich), lectina con azione mitogena sui 

linfociti T, in grado di attivarli policlonalmente ed indurne la proliferazione. Infine, sono stati trattati 

con dosi crescenti di Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL, 80 ng/ml, 320 ng/ml, 640 

ng/ml) e mantenuti in incubazione a 37°C per 72 h. 

Al termine delle 72 h, i PBMC sono stati raccolti in una provetta da 15 ml per ogni condizione, per 

valutare la proliferazione cellulare mediante saggio ELISA e, una parte, è stata utilizzata per la 

caratterizzazione citofluoÒÉÍÅÔÒÉÃÁ ÄÅÌÌÁ ÃÏÍÐÏÎÅÎÔÅ 4 ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉÁ Å ÐÅÒ ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌ ÃÉÃÌÏ 

cellulare. 

3ÁÇÇÉÏ ÄÉ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ  

)Ì ÔÁÓÓÏ ÄÉ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÄÅÉ 0-"# î ÓÔÁÔÏ ÖÁÌÕÔÁÔÏ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÕÎ ÓÁÇÇÉÏ %,)3! 

ÃÏÌÏÒÉÍÅÔÒÉÃÏȟ ÃÈÅ ÓÉ ÂÁÓÁ ÓÕÌÌȭÉÎÃÏÒÐÏÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌla 5-bromo-Τȭ-deossiuridina (BrdU, Cell 

Proliferation ELISA, Sigma). 

La BrdU è un nucleotide sintetico analogo della timidina che viene incorporato nel DNA durante 

la fase di sintesi; valutando quindi la quantità di BrdU incorporata, è possibile ottenere una stima 

indiretta del tasso di proliferazione cellulare. 

Dopo il trattamento di 72 h con dosi crescenti di NGAL, 100 µl di PBMC di ogni condizione sono 

stati seminati in una piastra 96-well in triplicato. Seguendo il protocollo fornito dalla ditta, ad 

ogni pozzetto sono stati aggiunti 10 µl di BrdU diluita 1:100 in RPMI e la piastra è stata incubata 

per 2 h a 37°C. Al termine, la piastra è stata centrifugata a 300 g per 10 minuti e dopo la rimozione 

del terreno per inversione le cellule sono state fissate per 30 minuti a temperatura ambiente. 

Sono poi stati aggiunti 100 µl di anticorpo anti-BrdU per pozzetto e la piastra è stata lasciata in 

ÉÎÃÕÂÁÚÉÏÎÅ Á ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ ÁÍÂÉÅÎÔÅ ÐÅÒ ΫΡ ÍÉÎÕÔÉȢ !Ì ÔÅÒÍÉÎÅ ÄÅÌÌȭÉÎÃÕÂÁÚÉÏÎÅ ÌȭÅÃÃÅÓÓÏ ÄÉ 

anticorpo è stato eliminato mediante lavaggi utilizzando una washing solution fornita dal kit. 

Sono stati aggiunti 100 µl di substrato (tetramethyl-benzidine, TMB) per pozzetto e la piastra è 

stata mantenuta al buio a temperatura ambiente per 30 minuti. Infine, sono stati aggiunti 25 µl 

di H2SO4 ÐÅÒ ÐÏÚÚÅÔÔÏ ÐÅÒ ÅÆÆÅÔÔÕÁÒÅ ÌÁ ÌÅÔÔÕÒÁ ÄÅÌÌȭÁÓÓÏÒÂÁÎÚÁ ÁÌÌÁ ÌÕÎÇÈÅÚÚÁ ÄȭÏÎÄÁ ÄÉ ΦΧΡ ÎÍ 

con lettore di piastre Victor PerkinElmer. 
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#ÉÃÌÏ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ 

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌ ÃÉÃÌÏ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÐÅÒÍÅÔÔÅ ÄÉ ÑÕÁÎÔÉÆÉÃÁÒÅ ÌÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ ÄÉÓÔÒÉÂÕÉÔÅ ÎÅlle fasi 

del ciclo (G0-G1, S, G2-M). 

,Á ÔÅÃÎÉÃÁ ÓÉ ÂÁÓÁ ÓÕÌÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÅÌ ÐÒÏÐÉÄÉÏ ÉÏÄÕÒÏȟ ÕÎ ÉÎÔÅÒÃÁÌÁÎÔÅ ÄÅÇÌÉ ÁÃÉÄÉ ÎÕÃÌÅÉÃÉ ÃÈÅ 

legandosi alla doppia elica emette fluorescenza. In questo modo, le cellule in fase G2-M, con un 

quantitativo doppio di materiale genetico, emetteranno fluorescenza doppia rispetto a quella 

emessa da cellule in fase G0-G1. La fluorescenza emessa da una cellula in fase S sarà invece 

intermedia. 

Questo saggio fornisce una valutazione addizionale sulla proliferazione di una coltura cellulare, 

che sarà tanto maggiore quanto più è elevato il numero di cellule in fase G2-M. 

$ÏÐÏ ÉÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÄÉ ΩΤ È ÃÏÎ ÄÏÓÉ ÃÒÅÓÃÅÎÔÉ ÄÉ .'!,ȟ É 0"-# ÄÅÓÔÉÎÁÔÉ ÁÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌ ÃÉÃÌÏ 

cellulare sono stati raccolti in una provetta da 15 ml per condizione e fissati in 500 µl di etanolo 

al 70% in acqua. Infine, sono stati conservati a 4°C fino alla lettura al citofluorimetro eseguita 

ÐÒÅÓÓÏ ÉÌ 3ÅÒÖÉÚÉÏ 4ÒÁÓÆÕÓÉÏÎÁÌÅ ÄÅÌ 3ÁÎÔȭ/ÒÓÏÌÁȢ  

Per ogni condizione sono stati acquisiti 5x103 eventi tramite FACS Navio FC (Beckman-Coulter) 

ÃÏÎ ÌȭÅÓÃÌÕÓÉÏÎÅ ÄÅÉ ÄÏÐÐÉÅÔÔÉ Å ÌͻÁÎÁÌÉÓÉ î ÓÔÁÔÁ ÅÓÅÇÕÉÔÁ ÃÏÎ ÉÌ ÓÏÆÔ×ÁÒÅ +ÁÌÕÚÁ &# !ÎÁÌÙÓÉÓȢ 

#ÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÉÍÍÕÎÏÆÅÎÏÔÉÐÉÃÁ 

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ ÉÍÍÕÎÏÆÅÎÏÔÉÐÉÃÁ î ÓÔÁÔÁ ÅÓÅÇÕÉÔÁ ÐÅÒ ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÌÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉ 

(Treg, CD4+CD25+FoxP3+) presenti nelle colture di PBMC attivati e trattati con NGAL. 

A tal fine, sono stati utilizzati i seguenti anticorpi: anti-CD4-PC7 (Phycoerythrin Cyanin 7), anti-

CD25-APC (Allophycocyanin) ed anti-FoxP3-PE (R-ÐÈÙÃÏÅÒÙÔÈÒÉÎɊȢ ˲ ÓÔÁÔÁ ÅÆÆÅÔÔuata inoltre anche 

ÌÁ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ (,!-G da parte dei linfociti T regolatori con anti-HLA-G -FITC 

(Fluorescein isothiocyanato) (Abcam 7904). 

$ÏÐÏ ÉÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÄÉ ΩΤ È ÃÏÎ ÄÏÓÉ ÃÒÅÓÃÅÎÔÉ ÄÉ .'!,ȟ É 0"-# ÄÅÓÔÉÎÁÔÉ ÁÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉ 

citofluorimetrica sono stati raccolti in una provetta da 15 ml per condizione e fissati con 100 µl di 

fissativo Intraprep (Beckman Coulter) per 10 min a temperatura ambiente. Al termine 

ÄÅÌÌȭÉÎÃÕÂÁÚÉÏÎÅ î ÓÔÁÔÏ ÅÓÅÇÕÉÔÏ ÕÎ ÌÁÖÁÇÇÉÏ ÉÎ 0"3 Å ÉÌ ÐÅÌÌÅÔ î ÓÔÁÔÏ ÐÏÉ ÒÉÓÏspeso in 500 µl di 

0"3 Å ÃÏÎÓÅÒÖÁÔÏ Á ΦІ# ÆÉÎÏ ÁÌ ÍÏÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉȟ ÅÓÅÇÕÉÔÁ ÐÒÅÓÓÏ ÉÌ 3ÅÒÖÉÚÉÏ 4ÒÁÓÆÕÓÉÏÎÁÌÅ ÄÅÌ 

3ÁÎÔȭ/ÒÓÏÌÁȢ 0ÅÒ ÏÇÎÉ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÁÃÑÕÉÓÉÔÉ ΣΡ4 eventi tramite FACS Navio FC (Beckman-

Coulter) e l'analisi è stata eseguita con il software Kaluza FC Analysis. 
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6ÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÉ (,!Ȥ' ÓÏÌÕÂÉÌÅ 

Per valutare la quantità di HLA-G solubile (sHLA-G) rilasciato nei surnatanti delle colture di PBMC 

trattati con concentrazioni crescenti di NGAL, è stato utilizzato un saggio ELISA (sHLA-G ELISA 

Biovendor) capace di identificare le isoforme HLA-G1 e HLA-G5.  

Il saggio si basa sul legame di anticorpi anti-sHLA-G alle molecole di sHLA-G presenti nel campione, 

con successiva aggiunta di un anticorpo secondario coniugato con la perossidasi che ossida il 

substrato tetramethyl-benzidine (TMB)Φ [ΩŀƎƎƛǳƴǘŀ ŦƛƴŀƭŜ ŘŜƭƭΩŀŎƛŘƻ ŎƻƴǘŜƴǳǘƻ ƴŜƭƭŀ {ǘƻǇ {ƻƭǳǘƛƻƴ 

ŦƻǊƴƛǘŀ Řŀƭ ƪƛǘΣ ŎƻƳǇƻǊǘŀ ǳƴ ǾƛǊŀƎƎƛƻ ǾŜǊǎƻ ƛƭ ƎƛŀƭƭƻΦ [ΩŀǎǎƻǊōŀƴȊŀ, misurata a 450 nm tramite lettore 

di piastre, è proporzionale alla concentrazione di sHLA-D ǇǊŜǎŜƴǘŜ ƴŜƭ ŎŀƳǇƛƻƴŜΦ ˪ ǎǘŀǘŀ ŜǎŜƎǳƛǘŀ 

anche una lettura a 595 nm, i cui valori vengono sottratti a quelli ottenuti con la lettura a 450 nm 

per eliminare il segnale di background. 

Per valutare la quantità di sHLA-G presente nel campione è necessario costruire una retta di taratura 

utilizzando un master calibrator fornito dal kit, che contiene una quantità nota di sHLA-G. Il master 

calibrator viene ricostituito in acqua distillata e diluito tramite diluizioni seriali con RPMI per 

ottenere gli altri punti della retta. Secondo le indicazioni del kit è possibile risalire alla quantità di 

sHLA-G valutando che 2,5 U corrispondono a 1 ng.  

Dopo il trattamento di 72 h dei PBMC con dosi crescenti di NGAL sono stati raccolti i surnatanti di 

ogni condizione di coltura. 100 µl di ogni surnatante e di ogni calibratore per la creazione della curva 

di taratura è stato seminato in duplicato in una piastra da 96 pozzetti pre-coated con un anticorpo 

monoclonale anti-sHLA-G. 

Seguendo le indicazioni del kit, la piastra ŝ ǎǘŀǘŀ ƛƴŎǳōŀǘŀ ǇŜǊ нл Ƙ ŀ пϲ/Φ ¢ŜǊƳƛƴŀǘŀ ƭΩƛƴŎǳōŀȊƛƻƴŜΣ 

sono state eseguiti 3 lavaggi con la Wash Solution, è stata aggiunta la Conjugate solution contenente 

ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇƻ ǎŜŎƻƴŘŀǊƛƻ ƳŀǊŎŀǘƻ Ŏƻƴ ƭŀ ǇŜǊƻǎǎƛŘŀǎƛΦ ! ǉǳŜǎǘƻ Ǉǳƴǘƻ ƭŀ ǇƛŀǎǘǊŀ ŝ ǎǘŀǘŀ ƛƴŎǳōŀǘŀ ǇŜr 1 

h in agitazione a 300 rpm. 

Successivamente sono state eseguiti 3 lavaggi con Wash Solution e sono stati aggiunti 100 µl di 

substrato per pozzetto. La piastra è stata posta in incubazione al buio per 25 minuti. Infine la 

reazione è stata stoppata medianǘŜ ƭΩŀƎƎƛǳƴǘŀ Řƛ млл ҡƭ Řƛ stop solution e si è eseguita la lettura 

ŘŜƭƭΩŀǎǎƻǊōŀƴȊŀ ŀ прл ƴƳ Ŝ рфр ƴƳΦ 
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)ÓÏÌÁÍÅÎÔÏ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ ÍÅÓÅÎÃÈÉÍÁÌÉ ÄÁ ÔÅÓÓÕÔÏ ÁÄÉÐÏÓÏ 

) ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÄÉ ÌÉÐÏÁÓÐÉÒÁÔÏ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÏÔÔÅÎÕÔÉ ÇÒÁÚÉÅ ÁÌÌÁ ÃÏÌÌÁÂÏÒÁÚÉÏÎÅ ÃÏÎ ÉÌ ÃÅÎÔÒÏ ÄÉ ÃÈÉÒÕÒÇÉÁ 

ÅÓÔÅÔÉÃÁ Å ÍÅÄÉÃÉÎÁ ÅÓÔÅÔÉÃÁ Ȱ3ÔÕÄÉÏ 6ÉÇÎÏÌÉȱ ÄÉ "ÏÌÏÇÎÁ ɉ0ÒÏÔȢ.Ȣ ΣΡΤΫȾ#% ÄÅÌ Τ ÄÉÃÅÍÂÒÅ ΤΡΣΦɊȢ 

)Ì ÍÁÔÅÒÉÁÌÅ ÐÒÅÌÅÖÁÔÏ ÄÕÒÁÎÔÅ ÉÌ ÐÒÏÃÅÓÓÏ ÄÉ ÌÉÐÏÓÕÚÉÏÎÅȟ ÔÒÁÍÉÔÅ ÃÁÎÎÕÌÁ ÎÁÎÏÆÁÔȟ ÖÉÅÎÅ 

ÃÏÌÌÅÚÉÏÎÁÔÏ ÉÎ ÔÕÂÉ ÄÁ ΧΡ ÍÌ ÓÔÅÒÉÌÉ Å ÔÒÁÓÐÏÒÔÁÔÉ ÄÉÒÅÔÔÁÍÅÎÔÅ ÉÎ ÌÁÂÏÒÁÔÏÒÉÏ ÐÅÒ ÌȭÉÓÏÌÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÁ 

ÃÏÍÐÏÎÅÎÔÅ ÍÅÓÅÎÃÈÉÍÁÌÅȢ 

ΤΡÍÌ ÄÉ ÌÉÐÏÁÓÐÉÒÁÔÏ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÔÒÁÔÔÁÔÉ ÃÏÎ ÕÎÁ ÓÏÌÕÚÉÏÎÅ ÄÉ ÃÏÌÌÁÇÅÎÁÓÉ )) ÁÌÌÏ ΡȟΡΩΧϷ ÐȾÖ ɉ3ÔÁÒ&ÉÓÈɊ 

ÐÅÒ ΥΡ ÍÉÎÕÔÉ Á ΥΩІ# ÉÎ ÁÇÉÔÁÚÉÏÎÅȢ 3ÕÃÃÅÓÓÉÖÁÍÅÎÔÅȟ ÓÉ î ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÔÏ Á ΣΧΡΡ ÒÐÍ ÐÅÒ ΣΡ ÍÉÎÕÔÉ 

ÅÄ ÅÌÉÍÉÎÁÔÏ ÉÌ ÓÕÒÎÁÔÁÎÔÅ ÃÏÎÔÅÎÅÎÔÅ ÌÁ ÐÁÒÔÅ ÆÉÂÒÏÓÁ Å ÌÁ ÐÁÒÔÅ ÇÒÁÓÓÁȢ ÉÌ ÐÅÌÌÅÔ î ÓÔÁÔÏ ÒÉÓÏÓÐÅÓÏ 

ÉÎ 0"3 ɉ,ÏÎÚÁɊ ÁÄÄÉÚÉÏÎÁÔÏ ÄÉ ÁÎÔÉÂÉÏÔÉÃÉ ÁÌÌͻ ΣϷ ɉ0ÅÎÉÃÉÌÌÉÎȤ3ÔÒÅÐÔÏÍÙÃÉÎȟ ,ÏÎÚÁɊ Å ÆÉÌÔÒÁÔÏ 

ÕÔÉÌÉÚÚÁÎÄÏ ÕÎÏ ÓÔÒÁÉÎÅÒ ΣΡΡ ЎÍ ɉ"$ "ÉÏÓÃÉÅÎÃÅÓɊ ÁÌ ÆÉÎÅ ÄÉ ÅÌÉÍÉÎÁÒÅ ÒÅÓÉÄÕÉ ÄÉ ÔÅÓÓÕÔÏ ÆÉÂÒÏÓÏ 

ÁÎÃÏÒÁ ÐÒÅÓÅÎÔÉȢ 

,Á ÓÏÓÐÅÎÓÉÏÎÅ î ÓÔÁÔÁ ÕÌÔÅÒÉÏÒÍÅÎÔÅ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÔÁ Á ΣΧΡΡ ÒÐÍ ÐÅÒ Χ ÍÉÎÕÔÉ ÐÅÒ ÅÆÆÅÔÔÕÁÒÅ ÌÁ ÌÉÓÉ 

ÄÅÉ ÇÌÏÂÕÌÉ ÒÏÓÓÉ ÃÏÎ Σ ÍÌ ÄÉ ÓÏÌÕÚÉÏÎÅ ÌÉÓÁÎÔÅ ɉ6ÅÒÓÁÌÙÓÅ ,ÙÓÉÎÇ 3ÏÌÕÔÉÏÎȟ "ÅÃËÍÁÎȤ#ÏÕÌÔÅÒɊ Å ÉÎÆÉÎÅ 

ÉÌ ÐÅÌÌÅÔ î ÓÔÁÔÏ ÒÉÓÏÓÐÅÓÏ ÉÎ ÔÅÒÒÅÎÏ $ÕÌÂÅÃÃÏͻÓ -ÏÄÉÆÉÅÄ %ÁÇÌÅ -ÅÄÉÕÍ ɉ$-%- ÈÉÇÈ ÇÌÕÃÏÓÅ ΪȟΫ 

ÇȾÌȟ ,ÏÎÚÁɊ ÁÌ ΣΡϷ ÄÉ &"3 ɉ&ÅÔÁÌ "ÏÖÉÎÅ 3ÅÒÕÍȟ ,ÏÎÚÁɊȢ ,Á ÆÒÁÚÉÏÎÅ ÖÁÓÃÏÌÏ ÓÔÒÏÍÁÌÅ ɉÓÔÒÏÍÁÌ 

ÖÁÓÃÕÌÁÒ ÆÒÁÃÔÉÏÎȟ 36&Ɋ ÃÏÓý ÏÔÔÅÎÕÔÁȟ ÄÏÐÏ ÃÏÎÔÁ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÉÎ ÅÒÉÔÒÏÓÉÎÁȟ î ÓÔÁÔÁ ÓÅÍÉÎÁÔÁ Á ΤΡȢΡΡΡ 

ÃÅÌÌÓȾÃÍΤȢ 0ÅÒ ÑÕÅÓÔÏ ÓÔÕÄÉÏ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÉ Ϊ ÄÉÖÅÒÓÉ ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÄÉ ÌÉÐÏÁÓÐÉÒÁÔÏȢ 

!ÌÌÅÓÔÉÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÅ ÃÏÌÔÕÒÅ ÄÉ ÍÅÓÅÎÃÈÉÍÁÌÉ 

)Î ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌÌȭÉÓÏÌÁÍÅÎÔÏȟ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÍÅÓÅÎÃÈÉÍÁÌÉȾÓÔÒÏÍÁÌÉ ÄÁ ÔÅÓÓÕÔÏ ÁÄÉÐÏÓÏ ɉ!3#Ɋ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ 

ÍÁÎÔÅÎÕÔÅ ÉÎ ÃÏÌÔÕÒÁ ÁÄ ÕÎÁ ÄÅÎÓÉÔÛ ÄÉ ÓÅÍÉÎÁ ÄÉ ΥȢΡΡΡ ÃÅÌÌȾÃÍΤ ÉÎ $-%- ( ÁÌ ΣΡϷ &"3 Å ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÅ 

ÔÒÁ ÉÌ ΥІȤ ΩІ ÐÁÓÓÁÇÇÉÏ ÐÅÒ ÌȭÁÌÌÅÓÔÉÍÅÎÔÏ ÄÅÉ ÓÁÇÇÉ ÓÕÃÃÅÓÓÉÖÉȢ 

6ÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁ 

!Ì ÑÕÁÒÔÏ ÐÁÓÓÁÇÇÉÏ ÉÎ ÃÏÌÔÕÒÁȟ ÌÅ !3# ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÓÅÍÉÎÁÔÅ ÉÎ ÐÉÁÓÔÒÅ ΨȤ×ÅÌÌ Á ΫȢΡΡΡ ÃÅÌÌÓȾÃÍΤ Å 

ÄÏÐÏ ΤΦ ÏÒÅ î ÓÔÁÔÏ ÅÆÆÅÔÔÕÁÔÏ ÕÎ ÃÁÍÂÉÏ ÔÅÒÒÅÎÏ ÃÏÎ ÄÏÓÉ ÃÒÅÓÃÅÎÔÉ ÄÉ .'!, ɉΪΡ ÎÇȾÍÌȟ ΥΤΡ 

ÎÇȾÍÌȟ ΨΦΡ ÎÇȾÍÌɊ ÉÎ ÔÒÉÐÌÉÃÁÔÏ ÐÅÒ ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁȟ ÔÒÁÍÉÔÅ 2ÅÁÌ4ÉÍÅȤ0#2 ÄÅÌÌÅ 

ÃÏÌÔÕÒÅ ÔÒÁÔÔÁÔÅ ÃÏÎ ÌÅ ÄÉÖÅÒÓÅ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÅ ÄÉ ÌÉÐÏÃÁÌÉÎÁȢ 

Le piastre sono state mantenute in incubazione a 37°C per 72 h. Al termine del trattamento le 

cellule, per ogni condizione, sono state risospese con 1 ml di Trizol® (Invitrogen) e mantenute a -

ΪΡІ# ÆÉÎÏ ÁÌÌȭÅÓÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭ2.! ÔÏÔÁÌÅȢ 
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%ÓÔÒÁÚÉÏÎÅ Å ÑÕÁÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭ2.! ÔÏÔÁÌÅ  

,ȭ2.! ÔÏÔÁÌÅ î ÓÔÁÔÏ ÅÓÔÒÁÔÔÏ ÄÁÌÌÁ ÓÏÓÐÅÎÓÉÏÎÅ ÄÉ 4ÒÉÚÏÌ ̈́ÓÅÇÕÅÎÄÏ ÌÅ ÉÎÆÏÒÍÁÚÉÏÎÉ ÆÏÒÎÉÔÅ ÄÁÌÌÁ 

ÄÉÔÔÁ ɉ)ÎÖÉÔÒÏÇÅÎɊȢ )Ì 4ÒÉÚÏÌ ̈́î ÕÎÁ ÓÏÌÕÚÉÏÎÅ ÍÏÎÏÆÁÓÉÃÁ ÄÉ ÆÅÎÏÌÏ Å ÇÕÁÎÉÄÉÎÁ ÉÓÏÔÉÏÃÉÁÎÁÔÏ ÉÎ 

ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÌÉÓÁÒÅ É ÔÅÓÓÕÔÉ Å ÄÉÓÓÏÌÖÅÒÅ É ÖÁÒÉ ÃÏÍÐÏÎÅÎÔÉ ÐÕÒ ÍÁÎÔÅÎÅÎÄÏ ÌȭÉÎÔÅÇÒÉÔÛ ÄÅÌÌȭ2.!Ȣ  

) ÃÁÍÐÉÏÎÉȟ ÕÎÁ ÖÏÌÔÁ ÓÃÏÎÇÅÌÁÔÉȟ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÍÁÎÔÅÎÕÔÉ ÐÅÒ Χ ÍÉÎÕÔÉ Á ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ ÁÍÂÉÅÎÔÅ ÐÅÒ 

ÐÅÒÍÅÔÔÅÒÅ ÌÁ ÃÏÍÐÌÅÔÁ ÄÉÓÓÏÃÉÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÃÏÍÐÌÅÓÓÉ ÎÕÃÌÅÏÐÒÏÔÅÉÃÉȢ !Ä ÏÇÎÉ ÃÁÍÐÉÏÎÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ 

ÁÇÇÉÕÎÔÉ ΤΡΡ ЎÌ ÄÉ ÃÌÏÒÏÆÏÒÍÉÏ ÐÅÒ ÍÌ ÄÉ 4ÒÉÚÏÌȠ̈́ ÌÅ ÅÐÐÅÎÄÏÒÆ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÁÇÉÔÁÔÅ ÖÉÇÏÒÏÓÁÍÅÎÔÅ 

ÐÅÒ ΣΧ ÓÅÃÏÎÄÉ ÆÉÎÏ ÁÄ ÏÔÔÅÎÅÒÅ ÕÎÁ ÓÏÓÐÅÎÓÉÏÎÅ ÌÁÔÔÉÇÉÎÏÓÁȢ 4ÒÁÓÃÏÒÓÉ Ω ÍÉÎÕÔÉ Á ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ 

ÁÍÂÉÅÎÔÅȟ É ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÔÉ Á ΣΤȢΡΡΡ Ç ÐÅÒ ΣΧ ÍÉÎÕÔÉ Á ΦІ#Ȣ ! ÓÅÇÕÉÔÏ ÄÅÌÌÁ 

ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÚÉÏÎÅȟ ÌÁ ÓÏÌÕÚÉÏÎÅ ÓÉ ÓÅÐÁÒÅÒÛ ÉÎ ÄÕÅ ÆÁÓÉȡ ÕÎÁ ÆÁÓÅ ÉÎÆÅÒÉÏÒÅ ÏÒÇÁÎÉÃÁȟ ÃÏÒÒÉÓÐÏÎÄÅÎÔÅ 

ÁÌ ÆÅÎÏÌÏȤÃÌÏÒÏÆÏÒÍÉÏ ÎÅÌÌÁ ÑÕÁÌÅ ÓÉ ÔÒÏÖÁÎÏ ÌÅ ÐÒÏÔÅÉÎÅȟ Å ÕÎÁ ÆÁÓÅ ÓÕÐÅÒÉÏÒÅ ÁÃÑÕÏÓÁȟ 

ÃÏÎÔÅÎÅÎÔÅ ÅÓÃÌÕÓÉÖÁÍÅÎÔÅ Ìȭ2.!Ȣ !ÌÌȭÉÎÔÅÒÆÁÃÃÉÁ ÔÒÁ ÌÅ ÄÕÅ ÆÁÓÉ ÓÉ ÓÔÒÁÔÉÆÉÃÁ ÉÌ $.!Ȣ &ÁÃÅÎÄÏ 

ÁÔÔÅÎÚÉÏÎÅ Á ÎÏÎ ÐÒÅÌÅÖÁÒÅ ÉÌ $.!ȟ ÌÁ ÆÁÓÅ ÁÃÑÕÏÓÁ î ÓÔÁÔÁ ÐÒÅÌÅÖÁÔÁȟ ÔÒÁÓÆÅÒÉÔÁ ÉÎ ÕÎÁ ÎÕÏÖÁ 

ÐÒÏÖÅÔÔÁ Å ÁÄÄÉÚÉÏÎÁÔÁ ÄÉ ΧΡΡ ЎÌ ÄÉ ÉÓÏÐÒÏÐÁÎÏÌÏ ÐÅÒ ÍÌ ÄÉ 4ÒÉÚÏÌ ̈́ÐÅÒ ÆÁÖÏÒÉÒÅ ÌÁ ÐÒÅÃÉÐÉÔÁÚÉÏÎÅ 

ÄÅÌÌȭ2.!Ȣ  

) ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÑÕÉÎÄÉ ÉÎÃÕÂÁÔÉ ÏÖÅÒÎÉÇÈÔ ɉ/Ȣ.ȢɊ Á ȤΤΡІ#Ȣ 3ÕÃÃÅÓÓÉÖÁÍÅÎÔÅȟ ÄÏÐÏ Ω ÍÉÎ Á 

ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ ÁÍÂÉÅÎÔÅȟ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÔÉ Á ΣΤȢΡΡΡ Ç ÐÅÒ ΣΡ ÍÉÎÕÔÉ Á ΦІ#Ȣ 

)Ì ÓÏÖÒÁÎÁÔÁÎÔÅ î ÓÔÁÔÏ ÒÉÍÏÓÓÏ Å ÉÌ ÐÅÌÌÅÔ î ÓÔÁÔÏ ÌÁÖÁÔÏ ÃÏÎ Σ ÍÌ ÄÉ ÅÔÁÎÏÌÏ ÁÌ ΩΧϷ ÉÎ (Τ/ $%0# 

ɉÄÉÅÔÉÌÐÉÒÏÃÁÒÂÏÎÁÔÏɊ ÐÅÒ ÍÌ ÄÉ 4ÒÉÚÏÌȟ̈́ ÁÇÉÔÁÎÄÏ ÖÉÇÏÒÏÓÁÍÅÎÔÅȢ ) ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÉÎÆÉÎÅ 

ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÔÉ Á ΩȢΧΡΡ Ç ÐÅÒ Χ ÍÉÎÕÔÉ Á ΦІ#Ȣ 

%ÌÉÍÉÎÁÔÏ ÌȭÅÔÁÎÏÌÏȟ ÉÌ ÐÅÌÌÅÔ î ÓÔÁÔÏ ÌÁÓÃÉÁÔÏ ÁÓÃÉÕÇÁÒÅ ÁÌÌȭÁÒÉÁ Å ÉÎÆÉÎÅ ÒÉÓÏÓÐÅÓÏ ÉÎ (Τ/ $%0# Å 

ÃÏÎÓÅÒÖÁÔÏ Á ȤΪΡІ#Ȣ 

,Á ÑÕÁÌÉÔÛ ÄÅÌÌȭ2.! ÅÓÔÒÁÔÔÏ î ÓÔÁÔÁ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÔÁ ÖÁÌÕÔÁÎÄÏ ÌÁ ÎÉÔÉÄÅÚÚÁ ÄÅÌÌÅ ÂÁÎÄÅ ΤΪ3 ɉΦȟΩ ËÂɊ 

Å ΣΪ3 ɉΣȟΫ ËÂɊ ÄÉ Ò2.!ȟ ÉÎ ÓÅÇÕÉÔÏ Á ÃÏÒÓÁ ÅÌÅÔÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃÁ ÓÕ ÇÅÌ ÄȭÁÇÁÒÏÓÉÏ ÁÌÌȭΣϷ ÉÎ "ÕÆÆÅÒ 4!% ɉΣ8Ɋ 

ɉ42)3ȤÁÃÅÔÁÔÏ ΦΡ Í-Ȥ%$4! Σ Í-ȟ Ð( ΩȟΧɊȢ ,Å ÂÁÎÄÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÖÉÓÕÁÌÉÚÚÁÔÅ ÕÔÉÌÉÚÚÁÎÄÏ 'ÅÌ$ÏÃ 

ɉ"ÉÏ2ÁÄɊ ÉÎ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ ÒÁÇÇÉ 56ȟ ÇÒÁÚÉÅ ÁÌÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ ÂÒÏÍÕÒÏ ÄÉ ÅÔÉÄÉÏȟ ÕÎ ÉÎÔÅÒÃÁÌÁÎÔÅ ÄÉ ÁÃÉÄÉ 

ÎÕÃÌÅÉÃÉȢ  

) ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÄÉ 2.! ÓÏÎÏ ÐÒÅÐÁÒÁÔÉ ÁÇÇÉÕÎÇÅÎÄÏ Á ΣȟΧЎÌ ÄÉ ÃÉÁÓÃÕÎ ÃÁÍÐÉÏÎÅ ÃÏÎ ΣȟΧ ÄÉ ,ÏÁÄÉÎÇ $ÙÅ 

Τ8 ÃÏÎÔÅÎÅÎÔÅ É ÃÏÌÏÒÁÎÔÉ ÂÒÏÍÏÆÅÎÏÌÏ ÂÌÕ Å ØÉÌÅÎÅ ÃÉÁÎÏÌÏ Å ÌȭÁÇÅÎÔÅ ÄÅÎÁÔÕÒÁÎÔÅ ÆÏÒÍÁÍÍÉÄÅȟ 

ÐÅÒ ÌÁ ÓÅÐÁÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÄÉ 2.! ÄÕÒÁÎÔÅ ÌÁ ÃÏÒÓÁȢ ) ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÑÕÉÎÄÉ ÄÅÎÁÔÕÒÁÔÉ 

Á ΩΡІ# ÐÅÒ ΣΡ ÍÉÎÕÔÉ ÁÌ ÆÉÎÅ ÄÉ ÅÌÉÍÉÎÁÒÅ ÌÅ ÓÔÒÕÔÔÕÒÅ ÓÅÃÏÎÄÁÒÉÅ ÄÅÌÌȭ2.! ÐÒÉÍÁ ÄÉ ÉÎÉÚÉÁÒÅ ÌÁ ÃÏÒÓÁ 
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ÅÌÅÔÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃÁȢ ) ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÃÈÅ ÐÒÅÓÅÎÔÁÖÁÎÏ ÄÅÌÌÅ ÂÁÎÄÅ ÄÉ Ò2.! ÄÅÆÉÎÉÔÅȟ ÑÕÉÎÄÉ ÎÏÎ ÄÅÇÒÁÄÁÔÉȟ 

ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÉ ÐÅÒ É ÐÁÓÓÁÇÇÉ ÓÕÃÃÅÓÓÉÖÉȢ 

N ÓÔÁÔÏ ÐÏÉ ÑÕÁÎÔÉÆÉÃÁÔÏ Ìȭ2.! ÔÏÔÁÌÅ ÅÓÔÒÁÔÔÏ ÃÏÎ ÌÅÔÔÕÒÁ ÄÅÌÌȭÁÓÓÏÒÂÁÎÚÁ Á ΤΨΡ ÎÍ Å ΤΪΡÎÍ 

ÔÒÁÍÉÔÅ .ÁÎÏÄÒÏÐ ɉ.ÁÎÏÄÒÏÐ 3ÐÅÃÔÒÏÆÏÔÏÍÅÔÅÒ .$ȤΣΡΡΡɊȢ ,ȭÉÎÄÉÃÅ ÄÅÌÌÁ ÐÕÒÅÚÚÁ ÄÅÌ ÃÁÍÐÉÏÎÅ 

ÄÉ 2.! ÖÉÅÎÅ ÃÁÌÃÏÌÁÔÏ ÉÎ ÂÁÓÅ ÁÉ ÒÁÐÐÏÒÔÉ ÔÒÁ ÌÅ ÁÓÓÏÒÂÁÎÚÅ ÅÍÅÓÓÅ Á ΤΨΡȾΤΥΡÎÍ Å ΤΨΡȾΤΪΡÎÍȡ ÉÌ 

ÐÒÉÍÏ ÉÎÄÉÃÁ ÕÎȭÅÖÅÎÔÕÁÌÅ ÃÏÎÔÁÍÉÎÁÚÉÏÎÅ ÆÅÎÏÌÉÃÁ ɉÖÁÌÏÒÅ ÏÔÔÉÍÁÌÅ ΤɊȟ ÍÅÎÔÒÅ ÉÌ ÓÅÃÏÎÄÏ ÉÎÄÉÃÁ 

ÕÎȭÅÖÅÎÔÕÁÌÅ ÃÏÎÔÁÍÉÎÁÚÉÏÎÅ ÐÒÏÔÅÉÃÁ ɉÖÁÌÏÒÅ ÏÔÔÉÍÁÌÅ ÃÏÍÐÒÅÓÏ ÔÒÁ ΣȟΪ Å ΤȟΤɊȢ  

 

&ÉÇÕÒÁ ΧΦȡ )ÍÍÁÇÉÎÅ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÔÉÖÁ ÄÉ ÕÎÁ ÃÏÒÓÁ ÅÌÅÔÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃÁ ÓÕ ÇÅÌ ÄȭÁÇÁÒÏÓÉÏ ÁÌÌȭΧϻ ÐÅÒ ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÌÁ ÑÕÁÌÉÔÛ ÄÅÌ 2.! 
ÅÓÔÒÁÔÔÏȢ -ȡ ÍÁÒËÅÒȠ Ψή3ȡ 2.! ÒÉÂÏÓÏÍÉÁÌÅ Ψή3 ɉΪέΦΦ ÂÐɊȠ Χή3ȡ 2.! ÒÉÂÏÓÏÍÉÁÌÅ Χή3 ɉΧίΦΦ ÂÐɊ Å ÄÅÌÌÁ ÑÕÁÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ 

ÕÎ ÃÁÍÐÉÏÎÅ ÄÉ 2.! ÁÌ .ÁÎÏÄÒÏÐȢ 

2ÅÔÒÏÔÒÁÓÃÒÉÚÉÏÎÅ  

,Á ÒÅÔÒÏÔÒÁÓÃÒÉÚÉÏÎÅ î ÕÎÁ ÒÅÁÚÉÏÎÅ ÃÈÅ ÐÅÒÍÅÔÔÅ ÄÉ ÏÔÔÅÎÅÒÅ ÕÎ ÐÒÉÍÏ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏ ÄÉ Ã$.! 

ÐÁÒÔÅÎÄÏ ÄÁÉ ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÄÉ 2.! ÇÒÁÚÉÅ ÁÌÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÅÌÌȭÅÎÚÉÍÁ ÒÅÔÒÏÔÒÁÓÃÒÉÔÔÁÓÉȢ )Î ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌÌÁ 

ÑÕÁÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭ2.!ȟ î ÓÔÁÔÏ ÅÓÅÇÕÉÔÏ ÉÌ ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÏ ÄÅÓÃÒÉÔÔÏ ÄÁÌ ËÉÔ Ȱ-ÁØÉÍÁ &ÉÒÓÔ 3ÔÒÁÎÄ 

Ã$.! 3ÙÎÔÈÅÓÉÓ +ÉÔ ×ÉÔÈ ÄÓ$.ÁÓÅȱ ɉ4ÈÅÒÍÏ&ÉÓÈÅÒɊ ÃÈÅ ÐÅÒÍÅÔÔÅ ÄÉ ÒÅÔÒÏÔÒÁÓÃÒÉÖÅÒÅ 2.! ÔÏÔÁÌÅ 

ÎÅÌ ÒÁÎÇÅ ÄÉ Σ ÐÇ ɀ Χ ЎÇȢ 0ÅÒ ÃÉÁÓÃÕÎ ÃÁÍÐÉÏÎÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÒÅÔÒÏÔÒÁÓÃÒÉÔÔÉ ΣȟΤ ЎÇ ÄÉ 2.! ÔÏÔÁÌÅȢ 

)Î ÇÈÉÁÃÃÉÏ î ÓÔÁÔÁ ÐÒÅÐÁÒÁÔÁ ÕÎÁ -ÁÓÔÅÒ -ÉØ ÐÅÒ ÃÉÁÓÃÕÎ ÃÁÍÐÉÏÎÅ ÄÉ ΣΡ Ў, ÃÏÍÐÒÅÎÄÅÎÔÅȡ  

¶ Σ Ў, ΣΡ8 ÄÓ$.ÁÓÅ "ÕÆÆÅÒ 

¶ Σ Ў, ÄÓ$.ÁÓÅ 

¶ 4ÅÍÐÌÁÔÅ 2.! 

¶ (Τ/ȟ ÎÕÃÌÅÁÓÅȤÆÒÅÅ ÆÉÎÏ Á ΣΡ Ў, 

,Å ÐÒÏÖÅÔÔÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÖÏÒÔÅØÁÔÅ ÄÅÌÉÃÁÔÁÍÅÎÔÅ Å ÃÁÒÉÃÁÔÅ ÎÅÌ ÔÅÒÍÏÃÉÃÌÁÔÏÒÅ 04#ȤΣΡΡΆ ɉ0ÅÌÔÉÅÒ 

4ÈÅÒÍÁÌ #ÙÃÌÅÒɊ ÐÒÅÒÉÓÃÁÌÄÁÔÏ ÐÅÒ Τ ÍÉÎ Á ΥΩІ#Ȣ )ÎÆÉÎÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÁÇÇÉÕÎÔÉ ÁÄ ÏÇÎÉ ÐÒÏÖÅÔÔÁȡ 

¶ Φ Ў, Χ8 2ÅÁÃÔÉÏÎ -ÉØ  

¶ Τ Ў, -ÁØÉÍÁ %ÎÚÙÍÅ -ÉØ  

¶ Φ Ў, (Τ/ȟ ÎÕÃÌÅÁÓÅȤÆÒÅÅ  

$ÏÐÏ ÁÖÅÒ ÖÏÒÔÅØÁÔÏ ÇÅÎÔÉÌÍÅÎÔÅȟ É ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÒÅÔÒÏÔÒÁÓÃÒÉÔÔÉ ÃÏÎ ÉÌ ÓÅÇÕÅÎÔÅ ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÏȡ  
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¶ ΣΡ ÍÉÎ Á ΤΧІ# 

¶ ΥΡ ÍÉÎ Á ΧΡІ#  

¶ ΪΧІ# ÐÅÒ Χ ÍÉÎ 

¶ ÍÁÎÔÅÎÉÍÅÎÔÏ Á ΦІ#  

,Á ÑÕÁÎÔÉÔÛ ÄÉ Ã$.! ÄÉ ÃÉÁÓÃÕÎ ÃÁÍÐÉÏÎÅ ÉÎ ÓÅÇÕÉÔÏ Á ÒÅÔÒÏÔÒÁÓÃÒÉÚÉÏÎÅ î ÓÔÁÔÏ ÑÕÁÎÔÉÆÉÃÁÔÏ 

ÔÒÁÍÉÔÅ ÌÅÔÔÕÒÁ ÄÅÌÌȭÁÓÓÏÒÂÁÎÚÁ ÁÌÌÏ ÓÐÅÔÔÒÏÆÏÔÏÍÅÔÒÏ ɉ5ÌÔÒÏÓÐÅÃ ΥΡΡΡȟ 0ÈÁÒÍÁÃÉÁ "ÉÏÔÅÃÈȟ 

#ÁÍÂÒÉÄÇÅȟ 5+Ɋ Á ΤΨΡ ÎÍ Å ΤΪΡ ÎÍ Å ÄÉÌÕÉÔÏ Á ΣΡΡ ÎÇȾʈÌ ÉÎ (Τ/ $%0#Ȣ 

)Ì Ã$.! ÃÏÓý ÏÔÔÅÎÕÔÏ î ÓÔÁÔÏ ÃÏÎÓÅÒÖÁÔÏ Á ȤΤΡІ# Å ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÏ ÐÅÒ ÌÅ ÓÕÃÃÅÓÓÉÖÅ ÁÎÁÌÉÓÉ ÄÉ 2ÅÁÌ4ÉÍÅȤ

0#2Ȣ 

0ÒÏÇÅÔÔÁÚÉÏÎÅ ÐÒÉÍÅÒ 

0ÅÒ ÌÁ ÐÒÏÇÅÔÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÉ ÄÅÉ ÓÏÆÔ×ÁÒÅ ÃÈÅ ÎÅ ÐÅÒÍÅÔÔÏÎÏ ÉÌ ÄÉÓÅÇÎÏ Å 

ÌÁ ÖÁÌÉÄÁÚÉÏÎÅ ÉÎ ÓÉÌÉÃÏȢ ) ÐÒÉÍÅÒ ÓÏÎÏ ÄÉÓÅÇÎÁÔÉ ÔÅÎÅÎÄÏ ÉÎ ÃÏÎÓÉÄÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÉÖÅÒÓÉ ÐÁÒÁÍÅÔÒÉ ÃÏÍÅ 

ÌÁ ÌÕÎÇÈÅÚÚÁ Å ÌÁ ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ ÄÉ ÍÅÌÔÉÎÇ ÄÅÌÌȭÁÍÐÌÉÃÏÎÅȟ ÌÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ '#ȟ ÌȭÁÓÓÅÎÚÁ ÄÉ 

ÓÔÒÕÔÔÕÒÅ ÓÅÃÏÎÄÁÒÉ Å ÄÉ ÄÉÍÅÒÉ ÄÉ ÐÒÉÍÅÒȢ  

)Ì ÐÒÉÍÏ ÓÏÆÔ×ÁÒÅ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÏ ÐÅÒ ÌÁ ÒÉÃÅÒÃÁ ÄÉ ÕÎÁ ÃÏÐÐÉÁ ÄÉ ÐÒÉÍÅÒ î Ȱ'ÅÎÅȱ 

ɉÈÔÔÐÓȡȾȾ×××ȢÎÃÂÉȢÎÌÍȢÎÉÈȢÇÏÖȾÇÅÎÅɊȟ ÃÈÅ ÐÅÒÍÅÔÔÅ ÄÉ ÓÔÕÄÉÁÒÅ ÌÅ ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÓÔÉÃÈÅ ÄÅÌ ÇÅÎÅ ÄÉ 

ÉÎÔÅÒÅÓÓÅ Å ÃÏÎÔÉÅÎÅ ÉÌ ÌÉÎË ÁÌÌÁ ÓÅÑÕÅÎÚÁ ÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉÃÁ ÄÉ 2.! ÄÅÌ ÇÅÎÅ 

ɉÈÔÔÐÓȡȾȾ×××ȢÎÃÂÉȢÎÌÍȢÎÉÈȢÇÏÖȾÎÕÃÃÏÒÅȾɊȢ 5ÎÁ ÖÏÌÔÁ ÉÎÄÅÎÔÉÆÉÃÁÔÁ ÌÁ ÓÅÑÕÅÎÚÁ ÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉÃÁ ÄÅÌ 

ÇÅÎÅȟ î ÓÔÁÔÏ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÏ ÉÌ ÓÏÆÔ×ÁÒÅ Ȱ0ÒÉÍÅÒ "ÌÁÓÔȱ ɉÈÔÔÐÓȡȾȾ×××ȢÎÃÂÉȢÎÌÍȢÎÉÈȢÇÏÖȾÔÏÏÌÓȾÐÒÉÍÅÒȤ

ÂÌÁÓÔȾɊ ÃÈÅ ÐÅÒÍÅÔÔÅ ÄÉ ÉÎÄÉÖÉÄÕÁÒÅ ÄÉÖÅÒÓÅ ÃÏÐÐÉÅ ÄÉ ÐÒÉÍÅÒ ÃÈÅ ÁÍÐÌÉÆÉÃÈÉÎÏ ÅÓÃÌÕÓÉÖÁÍÅÎÔÅ ÉÌ 

ÇÅÎÅ ÄÉ ÉÎÔÅÒÅÓÓÅ Å ÃÈÅ ÁÂÂÉÁÎÏ ÄÅÌÌÅ ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÓÔÉÃÈÅ ÄÉ ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁȟ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ '# ÃÏÍÐÒÅÓÁ 

ÔÒÁ ÉÌ ΦΧϷȤΧΧϷ ÄÅÆÉÎÉÔÅ ÄÁÌÌȭÏÐÅÒÁÔÏÒÅȢ  

)ÎÏÌÔÒÅȟ ÌÁ ÃÏÐÐÉÁ ÄÉ ÐÒÉÍÅÒ î ÓÔÁÔÁ ÐÒÅÆÅÒÉÂÉÌÍÅÎÔÅ ÃÏÓÔÒÕÉÔÁ ÉÎ ÍÏÄÏ ÃÈÅ ÕÎÁ ÄÅÌÌÅ ÄÕÅ ÓÅÑÕÅÎÚÅ 

ÓÉÁ Á ÃÁÖÁÌÌÏ ÔÒÁ ÄÕÅ ÅÓÏÎÉ ɉÅØÏÎ ÊÕÎÃÔÉÏÎɊ ÏÐÐÕÒÅ ÃÈÅ ÌÅ ÄÕÅ ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÓÉÁÎÏ ÓÕ ÄÕÅ ÅÓÏÎÉ ÄÉÖÅÒÓÉ 

ÁÌÌÏ ÓÃÏÐÏ ÄÉ ÅÖÉÔÁÒÅ ÃÏÎÔÁÍÉÎÁÚÉÏÎÉ ÄÉ $.! ÇÅÎÏÍÉÃÏȢ ,Á ÓÐÅÃÉÆÉÃÉÔÛ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ ÓÃÅÌÔÉ î ÓÔÁÔÁ ÐÏÉ 

ÖÅÒÉÆÉÃÁÔÁ ÃÏÎ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÅÌ ÐÒÏÇÒÁÍÍÁ !ÍÐÌÉÆÙȟ ÃÈÅ ÅÆÆÅÔÔÕÁ ÕÎÁ 0#2 ÉÎ ÓÉÌÉÃÏ Å ÐÅÒÍÅÔÔÅ ÄÉ 

ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÒÅ ÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ ÁÓÐÅÃÉÆÉÃÉ Ï ÄÉÍÅÒÉ ÄÉ ÐÒÉÍÅÒȢ ,Å ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ ÏÔÔÅÎÕÔÉ ÓÏÎÏ 

ÒÉÐÏÒÔÁÔÅ ÉÎ 4ÁÂÅÌÌÁ ΣȢ 

 ,Á ÓÐÅÃÉÆÉÃÉÔÛ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ î ÓÔÁÔÁ ÖÁÌÕÔÁÔÁ ÁÎÁÌÉÚÚÁÎÄÏ ÌÅ ÃÕÒÖÅ ÄÉ ÍÅÌÔÉÎÇ ÁÌ ÔÅÒÍÉÎÅ ÄÅÌÌÁ ÒÅÁÚÉÏÎÅ 

ÄÉ 2ÅÁÌ4ÉÍÅȤ0#2ȟ ÍÅÎÔÒÅ ÌÁ ÌÕÎÇÈÅÚÚÁ ÄÅÇÌÉ ÁÍÐÌÉÃÏÎÉ î ÓÔÁÔÁ ÖÅÒÉÆÉÃÁÔÁ ÃÁÒÉÃÁÎÄÏ É ÐÒÏÄÏÔÔÉ ÄÉ 

0#2 ÓÕ ÇÅÌ ÄÉ ÁÇÁÒÏÓÉÏ ÁÌ ΤϷȢ 
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4ÁÂÅÌÌÁ Χȡ ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÄÅÌÌÅ ÃÏÐÐÉÅ ÐÒÉÍÅÒ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÅ ÎÅÌÌÅ ÁÎÁÌÉÓÉ ÄÉ Ñ24Ȥ0#2Ȣ ɼ Ȥ!ÃÔÉÎ Å '!0$( ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÉ ÃÏÍÅ 
ÇÅÎÉ ÈÏÕÓÅËÅÅÐÉÎÇȢ  

Unigene 

accession 

no. 

Gene 

ID GENE Left Primer Right Primer 
Amplicone 

(bp) 

Hs.544577 2597 GAPDH* ##4'!##4'##'4#4!'!!! 4'#4'4!'##!!!44#'44' 233 

Hs.520640 60 ɼ-Actin*  !'!##4'4!#'##!!#!#!'4 !'4!#44'#'#4#!''!''! 140 

Hs.249184 5460 OCT-4 AGTTTGTGCCAGGGTTTTTG ACTTCACCTTCCCTCCAACC 113 

Hs.635882 79923 NANOG CCTTCTGCGTCACACCATT AACTCTCCAACATCCTGAACC 126 

Hs.126256 3553 IL-1 ɼ AGCCATGGCAGAAGTACCTG CCTGGAAGGAGCACTTCATCT 116 

Hs.654458 3569 IL-6 CAATGAGGAGACTTGCCTGGT AGCTGCGCAGAATGAGATGA 275 

Hs.193717 3586 IL-10 GGCGCTGTCATCGATTTCTTC GCCACCCTGATGTCTCAGTT 108 

Hs.241570 7124 TNF-ɻ CCCCAGGGACCTCTCTCTAA TCTCAGCTCCACGCCATT 145 

Hs.437322 7130 TSG-6 TGGAAACCTCCAGCTGTCAC TGGCTTTGTGGGAAGATACTGT 114 

Hs.297413 4318 MMP-9 GCCACCCGAGTGTAACCA GAACCAATCTCACCGACCAG 67 

6ÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ 

0ÒÉÍÁ ÄÉ ÐÒÏÃÅÄÅÒÅ ÎÅÇÌÉ ÅÓÐÅÒÉÍÅÎÔÉ ÄÉ ÁÎÁÌÉÓÉ ÄÉ ÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁȟ ÐÅÒ ÏÇÎÉ ÐÒÉÍÅÒ î ÓÔÁÔÁ 

ÖÁÌÕÔÁÔÁ ÌȭÅÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÃÏÎ ÌȭÁÕÓÉÌÉÏ ÄÅÌÌÁ ÔÅÃÎÉÃÁ ÄÉ Ñ24Ȥ0#2Ȣ )Î ÖÉÁ ÔÅÏÒÉÃÁ 

ÌȭÅÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÄÅÌÌÁ ÒÅÁÚÉÏÎÅ ÄÉ 0#2 ÄÅÌ ΣΡΡϷ ÃÏÎÓÅÎÔÅ ÉÌ ÒÁÄÄÏÐÐÉÁÒÅ ÌÁ ÑÕÁÎÔÉÔÛ ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÏ ÁÄ 

ÏÇÎÉ ÃÉÃÌÏ ÄÉ 0#2Ȣ 0ÅÒ ÖÅÒÉÆÉÃÁÒÅ ÑÕÅÓÔÁ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÅ ÓÉ î ÁÌÌÅÓÔÉÔÏ ÕÎ ÅÓÐÅÒÉÍÅÎÔÏ ÄÉ Ñ24Ȥ0#2 ÃÏÎ 

ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÃÒÅÓÃÅÎÔÉ ÄÉ Ã$.! ɉΤΧȟ ΧΡȟ ΣΡΡȟ ΤΡΡȟ ΦΡΡ ÎÇȾЎÌɊȢ /ÇÎÉ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ î ÓÔÁÔÁ 

ÓÁÇÇÉÁÔÁ ÉÎ ÄÕÐÌÉÃÁÔÏȢ )Ì ÓÏÆÔ×ÁÒÅ ÃÉ ÃÏÎÓÅÎÔÅ ÄÉ ÏÔÔÅÎÅÒÅ ÕÎ ÇÒÁÆÉÃÏ ÃÈÅ ÒÉÐÏÒÔÁ ÌÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ 

ÄÉ Ã$.! ÓÕÌÌȭÁÓÓÅ ÄÅÌÌÅ ÁÓÃÉÓÓÅ Å ÉÌ ÎÕÍÅÒÏ ÄÅÉ ÃÉÃÌÉ ÓÕÌÌȭÁÓÓÅ ÄÅÌÌÅ ÏÒÄÉÎÁÔÅȢ ,Á ÐÅÎÄÅÎÚÁ ÄÅÌÌÁ ÒÅÔÔÁ 

ÃÈÅ ÓÉ ÏÔÔÉÅÎÅ ÉÎÄÉÃÁ ÌȭÅÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÄÅÌÌÁ ÒÅÁÚÉÏÎÅȢ 4ÁÌÅ ÖÁÌÏÒÅ ÄÅÖÅ ÅÓÓÅÒÅ ÃÏÍÐÒÅÓÏ ÔÒÁ ÉÌ ΫΧϷȤΣΡΧϷȢ 

2ÅÁÌ4ÉÍÅȤ0#2  

,Á 2ÅÁÌȤ4ÉÍÅ 0#2 î ÕÎÁ ÒÅÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ $.! ÃÈÅ ÃÏÎÓÅÎÔÅ ÄÉ ÑÕÁÎÔÉÆÉÃÁÒÅ ÌÁ ÓÉÎÔÅÓÉ 

ÄÅÌ ÐÒÏÄÏÔÔÏ ÄÉ 0#2 ÁÄ ÏÇÎÉ ÃÉÃÌÏ ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÉÎ ÔÅÍÐÏ ÒÅÁÌÅȟ ÐÁÒÔÅÎÄÏ ÄÁ Ã$.!Ȣ 

)Ì ÓÅÇÎÁÌÅ ÃÈÅ ÖÉÅÎÅ ÑÕÁÎÔÉÆÉÃÁÔÏ î ÄÁÔÏ ÄÁÌÌÁ ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎÚÁ ÅÍÅÓÓÁ ÄÁ ÆÌÕÏÒÏÆÏÒÉ ÎÅÌ ÍÏÍÅÎÔÏ ÉÎ 

ÃÕÉ ÓÉ ÉÎÔÅÒÃÁÌÁÎÏ ÁÌÌÅ ÍÏÌÅÃÏÌÅ ÄÉ $.! ÐÒÏÄÏÔÔÅ ÁÄ ÏÇÎÉ ÃÉÃÌÏ ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÅÄ ÁÕÍÅÎÔÁ ÉÎ 

ÒÁÐÐÏÒÔÏ ÁÌ ÎÕÍÅÒÏ ÄÉ ÓÉÔÉ ÄÉ ÌÅÇÁÍÅ ÁÉ ÄÏÐÐÉ ÆÉÌÁÍÅÎÔÉ ÄÉ $.! ÐÒÏÄÏÔÔÉȢ  

,Á ÑÕÁÎÔÉÔÛ ÄÉ ÐÒÏÄÏÔÔÏ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÏ ÐÕĔ ÅÓÓÅÒÅ ÑÕÉÎÄÉ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÔÁ ÁÄ ÏÇÎÉ ÃÉÃÌÏ ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅȟ 

ÒÉÌÅÖÁÎÄÏ ÁÌ ÔÅÒÍÉÎÅ ÄÅÌÌÁ ÆÁÓÅ ÄÉ ÅÓÔÅÎÓÉÏÎÅȟ ÌÁ ÒÁÄÉÁÚÉÏÎÅ ÅÍÅÓÓÁ ÄÅÌ ÆÌÕÏÒÏÆÏÒÏȢ 5ÎÏ ÄÅÉ 



53 
 

ÆÌÕÏÒÏÆÏÒÉ ÐÉĬ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÉ î ÉÌ 39"2 ̈́'ÒÅÅÎȢ )Ì ÃÏÍÐÌÅÓÓÏ $.!Ȥ39"2 ̈́'ÒÅÅÎ ÁÓÓÏÒÂÅ ÌÕÃÅ ÂÌÕ ÁÄ ÕÎÁ 

ÌÕÎÇÈÅÚÚÁ ÄȭÏÎÄÁ ‗άὥὼ Ͼ ΦΪΪ ὲά ÅÄ ÅÍÅÔÔÅ ÌÕÃÅ ÖÅÒÄÅ Á ÕÎÁ ÌÕÎÇÈÅÚÚÁ ÄȭÏÎÄÁ ‗άὥὼ Ͼ ΧΤΤ ὲάȢ 

,Á ÒÅÁÚÉÏÎÅ ÃÏÎÓÉÓÔÅ ÉÎ ÕÎÁ ÓÅÒÉÅ ÄÉ ÃÉÃÌÉ ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅȠ ÐÅÒ ÏÇÎÉ ÃÉÃÌÏ ÓÉ ÐÏÓÓÏÎÏ ÄÉÓÔÉÎÇÕÅÒÅ 

ÔÒÅ ÆÁÓÉȡ ÄÅÎÁÔÕÒÁÚÉÏÎÅȟ ÁÎÎÅÁÌÉÎÇ ÅÄ ÅÓÔÅÎÓÉÏÎÅȢ ,Á ÄÅÎÁÔÕÒÁÚÉÏÎÅ ÁÖÖÉÅÎÅ ÁÄ ÕÎÁ ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ 

ÄÉ ΫΧІ# ÐÅÒ ΥΡ ÓÅÃÏÎÄÉȟ ÌÁ ÑÕÁÌÅ ÐÅÒÍÅÔÔÅ ÌÁ ÒÏÔÔÕÒÁ ÄÅÉ ÌÅÇÁÍÉ ÉÄÒÏÇÅÎÏ ÔÒÁ ÌÅ ÃÁÔÅÎÅ Åȟ ÄÉ 

ÃÏÎÓÅÇÕÅÎÚÁȟ ÌÁ ÓÅÐÁÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÄÏÐÐÉÁ ÅÌÉÃÁ ÄÉ $.! ÓÔÁÍÐÏ ÉÎ ÄÕÅ ÆÉÌÁÍÅÎÔÉ ÓÉÎÇÏÌÉȢ 3ÅÇÕÏÎÏ 

ΦΧ ÃÉÃÌÉ ÃÏÓÔÉÔÕÉÔÉ ÏÇÎÕÎÏ ÄÁ ÕÎÁ ÆÁÓÅ ÄÉ ÄÅÎÁÔÕÒÁÚÉÏÎÅ Á ΫΧІ# ÐÅÒ Χ ÓÅÃÏÎÄÉ Å ÕÎÁ ÆÁÓÅ ÄÉ 

ÁÎÎÅÁÌÉÎÇȾÅÓÔÅÎÓÉÏÎÅ Á ΨΡ І# ÐÅÒ ΤΧ ÓÅÃÏÎÄÉ ÓÅÇÕÉÔÁ ÄÁÌÌÁ ÌÅÔÔÕÒÁ ÄÅÌÌÁ ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎÚÁ ÁÌÌÁ ÆÉÎÅ ÄÉ 

ÏÇÎÉ ÃÉÃÌÏȢ .ÅÌÌÁ ÆÁÓÅ ÄÉ ÁÎÎÅÁÌÉÎÇȟ ÌÁ ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ ÖÉÅÎÅ ÁÂÂÁÓÓÁÔÁ ÉÎ ÍÏÄÏ ÄÁ ÐÅÒÍÅÔÔÅÒÅ ÉÌ 

ÌÅÇÁÍÅ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ ÁÌÌÅ ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÃÏÍÐÌÅÍÅÎÔÁÒÉ ÄÉ $.! Á ÓÉÎÇÏÌÁ ÅÌÉÃÁ ÌÏÃÁÌÉÚÚÁÔÅ ÁÌÌÅ ÅÓÔÒÅÍÉÔÛ 

ÄÅÌ ÆÒÁÍÍÅÎÔÏ ÄÉ ÉÎÔÅÒÅÓÓÅȢ .ÅÌÌȭÕÌÔÉÍÁ ÆÁÓÅ ÄÉ ÅÓÔÅÎÓÉÏÎÅȟ ÌÁ ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ ÖÉÅÎÅ ÒÉÁÌÚÁÔÁ ÐÅÒ 

ÍÁÓÓÉÍÉÚÚÁÒÅ ÌȭÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ $.! ÐÏÌÉÍÅÒÁÓÉȟ ÌÁ ÑÕÁÌÅ ÅÓÔÅÎÄÅ É ÐÒÉÍÅÒ ÉÎÃÏÒÐÏÒÁÎÄÏ É ÓÉÎÇÏÌÉ 

ÄÅÏÓÓÉÒÉÂÏÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉÔÒÉÆÏÓÆÁÔÉ ɉÄ.40ÓɊ ÃÏÍÐÌÅÍÅÎÔÁÒÉ ÁÌ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏ ÓÔÁÍÐÏȢ /ÇÎÉ ÃÉÃÌÏ ÄÉ 

ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÓÉ ÒÉÐÅÔÅ ΥΡȤΦΡ ÖÏÌÔÅ ÐÅÒ ÏÔÔÅÎÅÒÅ ÕÎȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÅÓÐÏÎÅÎÚÉÁÌÅ ÄÅÌÌÁ ÓÅÑÕÅÎÚÁ 

ÔÁÒÇÅÔȢ  

!Ì ÔÅÒÍÉÎÅ ÄÅÉ ÃÉÃÌÉ ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅȟ ÌÏ ÓÔÒÕÍÅÎÔÏ ÅÓÅÇÕÅ ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌÌÅ ÃÕÒÖÅ ÄÉ ÍÅÌÔÉÎÇ ÃÈÅ 

ÐÅÒÍÅÔÔÅ ÄÉ ÒÉÌÅÖÁÒÅ ÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ ÄÉÍÅÒÉ ÄÉ ÐÒÉÍÅÒ Ï ÁÍÐÌÉÃÏÎÉ ÁÓÐÅÃÉÆÉÃÉȢ )ÎÆÁÔÔÉȟ ÏÇÎÉ ÐÒÏÄÏÔÔÏ 

ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÐÏÓÓÉÅÄÅ ÕÎÁ ÐÒÏÐÒÉÁ 4Í ÓÐÅÃÉÆÉÃÁȟ ÄÉÐÅÎÄÅÎÔÅ ÄÁÌÌÁ ÇÒÁÎÄÅÚÚÁ ÄÅÌÌȭÁÍÐÌÉÃÏÎÅ 

Å ÄÁÌÌÁ ÎÁÔÕÒÁ ÄÅÉ ÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉ ÃÈÅ ÌÏ ÃÏÍÐÏÎÇÏÎÏȢ 0ÅÒ ÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÒÅ ÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ ÐÒÏÄÏÔÔÉ 

ÁÓÐÅÃÉÆÉÃÉȟ ÁÌ ÔÅÒÍÉÎÅ ÄÅÌÌÁ ÒÅÁÚÉÏÎÅȟ ÌÁ ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ ÖÉÅÎÅ ÁÌÚÁÔÁ ÄÁ ÕÎ ÍÉÎÉÍÏ ÄÉ ΨΡІ# ÁÄ ÕÎ 

ÍÁÓÓÉÍÏ ÄÉ ΫΧІ# ÔÒÁÍÉÔÅ ÐÉÃÃÏÌÉ ÉÎÃÒÅÍÅÎÔÉ ÄÉ ΡȟΧІ# ÏÇÎÉ Χ ÓÅÃÏÎÄÉ ÃÉÒÃÁȢ  

1ÕÁÎÄÏ ÌÁ ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ ÒÁÇÇÉÕÎÇÅ ÌÁ 4Í ÓÐÅÃÉÆÉÃÁ ÄÉ ÕÎ ÁÍÐÌÉÃÏÎÅ ÁÖÖÉÅÎÅ ÌÁ ÓÅÐÁÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ 

ÆÉÌÁÍÅÎÔÉ Å ÉÌ ÃÏÎÓÅÇÕÅÎÔÅ ÃÁÌÏ ÄÅÌÌÁ ÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎÚÁȟ ÖÉÓÕÁÌÉÚÚÁÂÉÌÅ ÇÒÁÆÉÃÁÍÅÎÔÅ ÄÁ ÕÎ ÐÉÃÃÏȢ 3Å ÉÌ 

ÐÒÏÄÏÔÔÏ ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ î ÕÎÉÃÏ ÓÉ ÖÉÓÕÁÌÉÚÚÅÒÛ ÕÎ ÓÏÌÏ ÐÉÃÃÏȟ ÁÌ ÃÏÎÔÒÁÒÉÏ ÌÁ ÖÉÓÕÁÌÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÄÉ 

ÐÉĬ ÐÉÃÃÈÉ ÉÎÄÉÃÁ ÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ ÐÉĬ ÐÒÏÄÏÔÔÉ ÁÓÐÅÃÉÆÉÃÉȢ  

5ÔÉÌÉÚÚÁÎÄÏ ÉÌ ËÉÔ 3ÓÏ!ÄÖÁÎÃÅÄΆ 5ÎÉÖÅÒÓÁÌ 39"2 ̈́'ÒÅÅÎ 3ÕÐÅÒÍÉØ î ÓÔÁÔÁ ÖÁÌÕÔÁÔÁ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ 

ÄÅÉ ÇÅÎÉ ÉÎ 4ÁÂÅÌÌÁ Σȟ ÕÔÉÌÉÚÚÁÎÄÏ ɼȤ!ÃÔÉÎÁ Å '!0$( ÃÏÍÅ ÇÅÎÉ ÈÏÕÓÅËÅÅÐÉÎÇȢ 

)Î ÇÈÉÁÃÃÉÏ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÐÒÅÐÁÒÁÔÅ ÌÅ -ÁÓÔÅÒ -ÉØ ÐÅÒ ÃÉÁÓÃÕÎ ÇÅÎÅ ÄÁ ÁÎÁÌÉÚÚÁÒÅ ÃÏÓÔÉÔÕÉÔÅ ÄÁȡ  

¶ 39"2 ̈́'ÒÅÅÎ 

¶ (Τ/ $%0#  

¶ 0ÒÉÍÅÒ &ÏÒ×ÁÒÄ ɉΧ Ў-Ɋ  

¶ 0ÒÉÍÅÒ 2ÅÖÅÒÓÅ ɉΧ Ў-Ɋ  
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)Î ÕÎÁ ÐÉÁÓÔÒÁ ÄÁ ΫΨȤ×ÅÌÌ ÐÅÒ 0#2 ÍÁÎÔÅÎÕÔÁ ÉÎ ÇÈÉÁÃÃÉÏȟ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÁÌÉÑÕÏÔÁÔÉ ÉÎ ÏÇÎÉ ÐÏÚÚÅÔÔÏ 

ΣΥȟΧ Ў, ÄÉ -ÁÓÔÅÒ -ÉØ Å ÁÇÇÉÕÎÔÉ ΣȟΧ Ў, ÄÉ Ã$.! ΣΡΡ ЎÇȾÍÌ ÉÎ ÔÒÉÐÌÉÃÁÔÏ ÐÅÒ ÃÉÁÓÃÕÎ ÃÁÍÐÉÏÎÅ ÉÎ 

ÏÇÎÉ ÐÏÚÚÅÔÔÏȢ ,Á ÐÉÁÓÔÒÁ î ÓÔÁÔÁ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÔÁ ÐÅÒ Χ ÍÉÎÕÔÉ Á ΥΡΡΡ ÒÐÍ Å ÃÁÒÉÃÁÔÁ ÎÅÌ 

ÔÅÒÍÏÃÉÃÌÁÔÏÒÅ ɉ#&8ΫΨ "ÉÏ2ÁÄɊȢ  

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÉ ÄÁÔÉ î ÓÔÁÔÁ ÅÆÆÅÔÔÕÁÔÁ ÕÔÉÌÉÚÚÁÎÄÏ ÉÌ ÓÏÆÔ×ÁÒÅ #&8 -ÁÎÁÇÅÒ ɉ"ÉÏ2ÁÄɊȡ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ 

ÃÉÁÓÃÕÎ ÇÅÎÅ ÄÉ ÉÎÔÅÒÅÓÓÅ î ÓÔÁÔÁ ÃÁÌÃÏÌÁÔÁ ÔÒÁÍÉÔÅ ÑÕÁÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÒÅÌÁÔÉÖÁ ÕÔÉÌÉÚÚÁÎÄÏ ÌÁ ÆÏÒÍÕÌÁ 

ΤȤɝɝ#4 ΣΦΥ Å ÃÏÒÒÅÇÇÅÎÄÏ ÉÌ ÒÉÓÕÌÔÁÔÏ ÐÅÒ ÌȭÅÆÆÅÔÔÉÖÁ ÅÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒÓȢΣΦΦ 0ÅÒ ÃÉÁÓÃÕÎ ÇÅÎÅȟ ÓÉ 

ÃÁÌÃÏÌÁ ÉÌ ÖÁÌÏÒÅ ÄÅÌ ɝ#Ô ÐÅÒ ÏÇÎÉ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÅ ÓÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÅȟ ÄÁÔÏ ÄÁÌÌÁ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÁ ÔÒÁ ÉÌ #Ô ÄÅÌ ÇÅÎÅ 

ÄÉ ÉÎÔÅÒÅÓÓÅ Å ÉÌ ÖÁÌÏÒÅ ÄÅÌ #4 ÄÉ ÕÎ ÇÅÎÅ ÈÏÕÓÅËÅÅÐÉÎÇȢ )ÎÆÉÎÅȟ ÐÅÒ ÏÇÎÉ ÇÅÎÅ ÓÉ ÃÁÌÃÏÌÁ ÉÌ ÖÁÌÏÒÅ 

ÄÅÌ ɝɝ#Ô ÄÁÔÏ ÄÁÌÌÁ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÁ ÔÒÁ ÉÌ ɝ#4 ÏÔÔÅÎÕÔÏ ÐÅÒ ÏÇÎÉ ÓÉÎÇÏÌÁ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÅ Å ÉÌ ɝ#4 ÏÔÔÅÎÕÔÏ 

ÄÁÌÌÁ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÅ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏȢ ) ÇÅÎÉ ÈÏÕÓÅËÅÅÐÉÎÇ ÕÓÁÔÉ ÓÏÎÏ ɼȤÁÃÔÉÎ Å '!0$(ȟ ÏÖÖÅÒÏ ÄÕÅ ÇÅÎÉ 

ÅÓÐÒÅÓÓÉ ÃÏÓÔÉÔÕÔÉÖÁÍÅÎÔÅ ÎÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ Å ÃÈÅ ÎÏÎ ÓÏÎÏ ÍÏÄÉÆÉÃÁÔÉ ÄÁÌÌÅ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÉ ÓÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÉȢ 

,Á ÓÔÁÂÉÌÉÔÛ ÄÅÉ ÇÅÎÉ ÈÏÕÓÅËÅÅÐÉÎÇ î ÓÔÁÔÁ ÖÁÌÕÔÁÔÁ ÕÔÉÌÉÚÚÁÎÄÏ ÄÕÅ ÐÁÒÁÍÅÔÒÉ ÃÁÌÃÏÌÁÔÉ ÄÁÌ 

ÓÏÆÔ×ÁÒÅȟ #6 Å - ÖÁÌÕÅȢΣΦΧ ) ÇÅÎÉ ɼȤÁÃÔÉÎ Å '!0$( ÈÁÎÎÏ ÖÁÌÏÒÉ ÄÉ - ÖÁÌÕÅ Å #6 ÃÈÅ ÒÉÅÎÔÒÁÎÏ ÎÅÌ 

ÒÁÎÇÅ ÉÎÄÉÃÁÔÏ ÒÉÆÌÅÔÔÅÎÄÏ ÑÕÉÎÄÉ ÌÁ ÂÕÏÎÁ ÓÔÁÂÉÌÉÔÛ ÄÅÉ ÄÕÅ ÇÅÎÉȢ ,ȭÁÎÁÌÉÓÉ ÓÔÁÔÉÓÔÉÃÁ ÄÅÉ ÄÁÔÉ î ÓÔÁÔÁ 

ÅÆÆÅÔÔÕÁÔÁ ÔÒÁÍÉÔÅ ÉÌ ÓÏÆÔ×ÁÒÅ Ñ"ÁÓÅȢ 

#ÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÉÍÍÕÎÏÆÅÎÏÔÉÐÉÃÁ 

Le ASC al quinto passaggio sono state seminate a 9.000 cells/cm2 in DMEM H al 10% FBS e dopo 24 

ore a 37°C è stato effettuato un cambio terreno in presenza/assenza di NGAL 320 ng/ml, 

concentrazione in cui si î ÏÔÔÅÎÕÔÁ ÌȭÅÆÆÅÔÔÏ ÍÁÓÓÉÍÏ ÎÅÌÌÅ ÃÏÌÔÕÒÅ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ ÌÉÎÆÏÍÏÎÏÃÉÔÁÒÉÅ ÉÎ 

seguito a trattamento con lipocalina.  

Le colture sono state mantenute in incubazione per 72 h, al termine sono state analizzate in 

ÃÉÔÏÆÌÕÏÒÉÍÅÔÒÉÁ ÐÅÒ ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÌȭÉÍÍÕÎÏÆÅÎÏÔÉÐÏ ÉÎ relazione al trattamento con la lipocalina, 

investigando i cluster CD34, CD45, CD73, CD90, CD105 (BD Biosciences). 

0ÅÒ ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÃÉÔÏÆÌÕÏÒÉÍÅÔÒÉÃÁ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÁÃÑÕÉÓÉÔÉ ΣΡ4 eventi per saggio tramite CyFlow® Space 

(Sysmex - 0!24%#Ɋ Å ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ Åseguita con il software FlowJo. 

  



55 
 

0ÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ 

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌÌÁ ÖÉÔÁÌÉÔÛ delle ASC coltivate in presenza di NGAL 320 ng/ml si è effettuata utilizzando 

Ìȭ!ÌÁÍÁÒ"ÌÕÅ !ÓÓÁÙ ɉ)ÎÖÉÔÒÏÇÅÎɊȢ 1ÕÅÓÔÏ ÔÅÓÔ ÓÉ ÂÁÓÁ ÓÕÌÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ ÕÎ ÉÎÄÉÃÁÔÏÒÅ 

colorimetrico/fluorimetrico di tipo REDOX che vira in base alla variazione dello stato di riduzione 

del terreno di crescita indotta dal metabolismo cellulare. 

Le ASC tra il 5°-6° passaggio sono state seminate a 9.000 cell/cm2 in piastre da 24-well in DMEM 

H al 10% di FBS. Dopo 24h si è provveduto ad un cambio terreno aggiungendo al terreno base il 

10% AlamarBlue con e senza aggiunta di NGAL a 320 ng/ml, in triplicato. Le piastre sono state 

incubate al buio e si è effettuata una lettura della fluorescenza a EX 560 nm / EM 590 nm 

utilizzando il lettore di piastra Victor2 Multilabel Counter (Victor Multilabel Plate Reader - Perkin 

Elmer, Boston, MA, USA) ogni 24h, ripetendo la procedura e sostituendo il medium, fino alle 72h 

di trattamento. I valori di fluorescenza sono stati normalizzati rispetto al bianco. 

6ÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÔÏÓÓÉÃÉÔÛ ÄÉ .'!, 

Per valutare la percentuale di cellule apoptotiche o necrotiche in seguito al trattamento delle 

cellule mesenchimali/stromali con lipocalina, è stata eseguita la marcatura con Annessina V. 

Questa è una proteina ubiquitaria, capace di legarsi alla membrana cellulare in maniera Ca2+-

ÄÉÐÅÎÄÅÎÔÅȟ ÃÈÅ ÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎȭÁÌÔÁ ÁÆÆÉÎÉÔÛ ÐÅÒ ÌÁ ÆÏÓÆÁÔÉÄÉÌÓÅÒÉÎÁ ɉ03Ɋȟ ÇÅÎÅÒÁÌÍÅÎÔÅ ÌÏÃÁÌÉÚÚÁÔÁ 

ÓÕÌÌÏ ÓÔÒÁÔÏ ÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÁ ÍÅÍÂÒÁÎÁ ÐÌÁÓÍÁÔÉÃÁȢ 0ÏÉÃÈï ÁÌÌȭÉÎÉÚÉÏ ÄÅÌÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉ ÁÖÖÉÅÎÅ 

ÌȭÅÓÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ 03 ÓÕÌÌÁ ÍÅÍÂÒÁÎÁ ÅÓÔÅÒÎÁȟ ÉÌ ÓÁÇÇÉÏ ÃÏÎ ÁÎÎÅÓÓÉÎÁ 6 ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎ ÍÅÔÏÄÏ 

ÄÉ ÒÉÌÅÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ ÆÁÓÉ ÐÒÅÃÏÃÉ ÄÅÌÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉ ÔÒÁÍÉÔÅ ÁÎÁÌÉÓÉ ÃÉÔÏÆÌÕÏÒÉÍÅÔÒÉÃÁȢ  

Per distinguere le cellule vive da quelle apoptotiche e necrotiche, è stata utilizzata una doppia 

marcatura con propidio ioduro (PI), colorante in grado di legarsi agli acidi nucleici e che è in 

ÇÒÁÄÏȟ ÑÕÉÎÄÉȟ ÄÉ ÆÏÒÎÉÒÅ ÕÎȭÉÎÆÏÒÍÁÚÉÏÎÅ ÓÕÌÌÁ ÑÕÁÎÔÉÔÛ ÄÉ $.! ÃÏÎÔÅÎÕÔÁ ÎÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅȢ  

Le cellule vive risultano negative sia ad annessina che al PI; le cellule in uno stadio iniziale di 

ÁÐÏÐÔÏÓÉ ÒÉÓÕÌÔÁÎÏ ÐÏÓÉÔÉÖÅ ÁÌÌȭÁÎÎÅÓÓÉÎÁ Å ÎÅÇÁÔÉÖÅ ÁÌ 0)Ƞ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÎÅÃÒÏÔÉÃÈÅ ÓÁÒÁÎÎÏ ÎÅÇÁÔÉÖÅ 

ÁÌÌȭÁÎÎÅÓÓÉÎÁ Å ÐÏÓÉÔÉÖÅ ÁÌ 0)ȟ ÍÅÎÔÒÅ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÐÏÓÉÔÉÖÅ ÁÄ ÅÎÔÒÁÍÂÉ É ÍÁÒÃÁÔÏÒÉ ÉÄÅÎtificano cellule 

in apoptosi avanzata.  

Per poter effettuare questa analisi, le ASC al quinto passaggio sono state seminate a 9.000 

cell/cm2 in DMEM H, 10% FBS. Dopo per 24 ore è stato effettuato un cambio terreno in presenza 

o assenza di NGAL 320 ng/ml. 

Le colture sono state mantenute in incubazione a 37°C per 72 h e al termine del trattamento le 

cellule delle due condizioni sono state tripsinizzate e centrifugate a 1200 rpm per 5 min. 
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I pellet sono stati infine risospesi in binding buffer 1X, a cui si è aggiunta annessina V ɀ FITC e PI, 

seguendo il protocollo descritto dal fornitore (BD Biosciences). I campioni sono stati vortexati 

delicatamente e incubati al buio per 20 minuti a temperatura ambiente prima di analizzarli al 

citofluorimetro. Per ogni condizione sono stati acquisiti 104 eventi tramite CytoFlex (Beckman-

Coulter) e l'analisi è stata eseguita con il software CytExpert (Beckman-Coulter). 

!ÌÌÅÓÔÉÍÅÎÔÏ ÄÉ ÃÏȤÃÏÌÔÕÒÅ  

,Å ÐÒÏÖÅ ÄÉ ÉÍÍÕÎÏÍÏÄÕÌÁÚÉÏÎÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÅÆÆÅÔÔÕÁÔÅ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÃÏȤÃÏÌÔÕÒÅ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ 

ÍÏÎÏÎÕÃÌÅÁÔÅ ÉÓÏÌÁÔÅ ÄÁ ÓÁÎÇÕÅ ÐÅÒÉÆÅÒÉÃÏ ÓÅÃÏÎÄÏ ÉÌ ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÏ ÐÒÅÃÅÄÅÎÔÅÍÅÎÔÅ ÄÅÓÃÒÉÔÔÏȟ 

ÓÅÍÉÎÁÔÅ ÓÕ ÄÕÅ ÌÉÎÅÅ ÄÉ !3#Ȣ 

,Å !3# ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÓÅÍÉÎÁÔÅ ÉÎ ÐÉÁÓÔÒÅ ÄÁ ΨȤ×ÅÌÌ ÁÄ ÕÎÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ΫȢΡΡΡ ÃÅÌÌȾÃÍΤ ÉÎ $-%- 

( ÁÌ ΣΡϷ &"3 Å ÉÎÃÕÂÁÔÅ Á ΥΩІ#ȟ ÁÌ ΧϷ ÄÉ #/Τ ÐÅÒ ΤΦ ÏÒÅȢ  

,Å ÃÅÌÌÕÌÅ ÍÏÎÏÎÕÃÌÅÁÔÅ ÉÓÏÌÁÔÅ ÄÁ ÂÕÆÆÙȤÃÏÁÔȟ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÏ ÃÏÍÅ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏȟ Å ÉÓÏÌÁÔÅ ÄÁ ÓÏÇÇÅÔÔÉ ÉÎ 

ÅÍÏÄÉÁÌÉÓÉ Å ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉȟ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÓÅÍÉÎÁÔÅ ÉÎÓÉÅÍÅ ÁÌÌÅ !3# ÁÄÅÓÅ ÉÎ ÔÅÒÒÅÎÏ 20-) ÁÌ ΣΡϷ &"3 

ÉÎ ÐÒÅÓÅÎÚÁ Ï ÁÓÓÅÎÚÁ ÄÉ .'!, ΥΤΡ ÎÇȾÍÌ Á ΤØΣΡΨ ÃÅÌÌȾÐÏÚÚÅÔÔÏȢ ,ȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ 0"-# ÓÉ î 

ÏÔÔÅÎÕÔÁ ÃÏÎ ÁÇÇÉÕÎÔÁ ÄÉ 0(! ÁÄ ÕÎÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÉ Χ ʈÇȾÍÌȢ 0ÁÒÁÌÌÅÌÁÍÅÎÔÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ 

ÁÌÌÅÓÔÉÔÅ ÄÅÌÌÅ ÃÏÌÔÕÒÅ ÄÉ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏ ÄÉ 0"-#ȟ ÃÏÎ Å ÓÅÎÚÁ ÁÇÇÉÕÎÔÁ ÄÉ 0(!Ȣ  

,Å ÃÏȤÃÏÌÔÕÒÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÉÎÃÕÂÁÔÅ Á ΥΩІ# ÐÅÒ ΩΤ ÏÒÅȢ  

!Ì ÔÅÒÍÉÎÅ î ÓÔÁÔÏ ÒÉÓÏÓÐÅÓÏ ÉÌ ÓÏÖÒÁÎÁÔÁÎÔÅ ÄÅÌÌÅ ÃÏȤÃÏÌÔÕÒÅȟ ÉÎ ÍÏÄÏ ÄÁ ÒÉÐÏÒÔÁÒÅ ÉÎ ÓÏÓÐÅÎÓÉÏÎÅ 

ÌÅ ÍÏÎÏÎÕÃÌÅÁÔÅ ÓÕÌ ÆÏÎÄÏ ÄÅÌÌÁ ÐÉÁÓÔÒÁ Å ÔÒÁÓÆÅÒÉÔÏ ÉÌ ÔÕÔÔÏ ÉÎ ÕÎÁ ÐÒÏÖÅÔÔÁ ÄÁ ΣΧ ÍÌȢ 

,Å ÃÅÌÌÕÌÅ ÍÏÎÏÎÕÃÌÅÁÔÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÅ ÉÎ ÐÁÒÔÅ ÔÒÁÍÉÔÅ ÓÁÇÇÉÏ %,)3! ÐÅÒ ÌÁ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ 

ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÃÏÍÅ ÄÅÓÃÒÉÔÔÏ ÉÎ ÐÒÅÃÅÄÅÎÚÁ ÅÄ ÉÎ ÐÁÒÔÅ ÔÒÁÍÉÔÅ ÁÎÁÌÉÓÉ 

ÃÉÔÏÆÌÕÏÒÉÍÅÔÒÉÃÁ ÐÅÒ ÌÁ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ ÆÁÓÉ ÄÅÌ ÃÉÃÌÏ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ Å ÐÅÒ ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÌÁ ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ 4 

ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉÁȟ ÃÏÍÅ ÐÒÅÃÅÄÅÎÔÅÍÅÎÔÅ ÄÅÓÃÒÉÔÔÏȢ  

,Å !3# ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÅ ÉÎ ÃÉÔÏÆÌÕÏÒÉÍÅÔÒÉÁ ÐÅÒ ÌÁ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ (,!Ȥ'Ȣ 

,ȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÔÒÁÎÓ×ÅÌÌ ɉ&ÁÌÃÏÎɊ ÈÁ ÐÅÒÍÅÓÓÏ ÄÉ ÁÎÁÌÉÚÚÁÒÅ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁ ÔÒÁÍÉÔÅ 2ÅÁÌ4ÉÍÅȤ

0#2 ÄÅÌÌÅ ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÉ ÓÉÎÇÏÌÅ ÄÏÐÏ ÃÏȤÃÏÌÔÕÒÁ ÓÅÇÕÅÎÄÏ É ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÉ ÄÅÓÃÒÉÔÔÉ ÉÎ ÐÒÅÃÅÄÅÎÚÁȢ 
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2)35,4!4) 

#ÁÓÉÓÔÉÃÁ 

0ÅÒ ÉÌ ÐÒÏÇÅÔÔÏ ÄÉ ÓÔÕÄÉÏ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÁÒÒÕÏÌÁÔÉ É ÓÅÇÕÅÎÔÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉȟ ÓÕÄÄÉÖÉÓÉ ÉÎ ÂÁÓÅ ÁÌ ÖÁÌÏÒÅ ÄÉ 02! 

ÍÁØ ЂΪΡϷȢ .ÅÌÌÁ ÐÒÉÍÁ ÔÁÂÅÌÌÁ ÓÏÎÏ ÅÌÅÎÃÁÔÉ É ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÎ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÅÍÏÄÉÁÌÉÔÉÃÏ ÐÒÅÓÓÏ Ìȭ5Ȣ/Ȣ 

ÄÉ .ÅÆÒÏÌÏÇÉÁȟ $ÉÁÌÉÓÉ Å 4ÒÁÐÉÁÎÔÏ ÄÅÌ 0ÏÌÉÃÌÉÎÉÃÏ 3Ȣ /ÒÓÏÌÁ ÎÏÎ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉȢ .ÅÌÌÁ ÓÅÃÏÎÄÁ ÔÁÂÅÌÌÁ 

ÓÏÎÏ ÅÌÅÎÃÁÔÉ É ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÁÒÒÕÏÌÁÔÉ ÉÎ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÅÍÏÄÉÁÌÉÔÉÃÏ ÄÅÆÉÎÉÔÉ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉȟ ÉÎ ÑÕÁÎÔÏ ÈÁÎÎÏ 

ÐÒÅÓÅÎÔÁÔÏ ÐÅÒ ÁÌÍÅÎÏ Υ ÖÏÌÔÅ ÕÎ ÖÁÌÏÒÅ ÄÉ 02! ЂΪΡϷȢ 

)Ì ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÄÉÁÌÉÚÚÁÔÉ ÎÏÎ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉ ÁÒÒÕÏÌÁÔÏ ÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎȭÅÔÛ ÍÅÄÉÁ ÄÉ ΨΨȟΣΤΧ ÁÎÎÉ Å ÉÌ 

ΨΩϷ î ÄÉ ÓÅÓÓÏ ÆÅÍÍÉÎÉÌÅȟ ÓÏÔÔÏÐÏÓÔÏ Á ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÅÍÏÄÉÁÌÉÔÉÃÏ ÉÎ ÍÅÄÉÁ ÄÁ ΨȟΥ ÁÎÎÉȢ 

)Ì ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉ ÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎȭÅÔÛ ÍÅÄÉÁ ÄÉ ΧΫȟΧ ÁÎÎÉȟ ÉÌ ΨΡϷ î ÄÉ ÓÅÓÓÏ ÍÁÓÃÈÉÌÅȟ 

ÃÏÎ ÁÌÍÅÎÏ ÕÎ ÔÒÁÐÉÁÎÔÏ ÅÓÅÇÕÉÔÏȠ ÉÌ ÐÁÚÉÅÎÔÅ ÉÎ ÍÅÄÉÁ î ÓÏÔÔÏÐÏÓÔÏ ÁÄ ÅÍÏÄÉÁÌÉÓÉ ÄÁ ΣΣȟΩ ÁÎÎÉ ÅÄ 

î ÉÓÃÒÉÔÔÏ ÁÌÌÁ ,ÉÓÔÁ ÔÒÁÐÉÁÎÔÉ ÄÉ 2ÅÎÅ ÄÅÌÌÁ ÒÅÇÉÏÎÅ %ÍÉÌÉÁȤ2ÏÍÁÇÎÁ ÄÁ ΣΡȟΧ ÁÎÎÉȢ  

 

4ÁÂÅÌÌÁ Ψȡ 0ÁÚÉÅÎÔÉ ÅÍÏÄÉÁÌÉÚÚÁÔÉ ÁÒÒÕÏÌÁÔÉ ÎÅÌÌÏ ÓÔÕÄÉÏ 

COD. Età Sesso Patologia di base 
Inizio 
dialisi 

iscrizione in 
lista 

Attesa per 
trapianto (gg)  

N. trapianti 
eseguiti 

A1 52 F 
Nefropatia HIV-relata 01/08/2008 31/07/2015 180 1 

Uscita per trapianto 

A2 53 F 

Malattia renale vascolare 
per ipertensione maligna 

01/09/2005 03/10/2006 3077 1 

Uscita per trapianto 

A3 67 F 
  10/12/1995 179  

Uscita per siero scaduto 

A5 58 M 

Malattia policistica 
ŘƻƳƛƴŀƴǘŜ ŘŜƭƭΩŀŘǳƭǘƻ 

05/10/2013 27/04/2017 218 1 

Uscita per trapianto 

A6 83 F 
Pielonefrite cronica 22/11/2012 no /  /  

Deceduta 

A7 52 M 

Diabete mellito, uropatia 
ostruttiva 

26/05/2014 no /  /  

 

A8 83 F 
 13/04/2015 no /  /  

 

A9 81 F 
 21/04/2008 no /  /  

 

MEDIA 
Età media 
66,13 anni 

67%F 
33%M 

trattamento emodialitico da 
6,3 anni 
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4ÁÂÅÌÌÁ Ωȡ 0ÁÚÉÅÎÔÉ ÅÍÏÄÉÁÌÉÚÚÁÔÉ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉ ÁÒÒÕÏÌÁÔÉ ÎÅÌÌÏ ÓÔÕÄÉÏ 

COD. Età Sesso 
Patologia di 

base 
Inizio 
dialisi 

iscrizione 
in lista 

Attesa 
per tx 
(gg) 

Trapianti 
eseguiti 

PRA max 

01 69 F 
Policistosi renale 12/01/11 15/05/2012 2037 2 

(24/09/2012) 
88 

Rivalutazione di idoneità per secondo trapianto. Paziente iperimmunizzata. Attiva per tutti i programmi 
trapianto compreso quello dei donatori HCV. Comorbidità immunologiche 

02 51 M 

Sindrome 
emolitico-
uremica 

01/03/95 01/05/1995 8261 2 
(03/02/2005) 

100 

Si conferma la permanenza in lista per trapianto di rene con rischio aumentato per l'immunizzazione 
legata al pregresso trapianto e per i reperti vascolari.  
Comorbidità ipertensione, trattamento farmacologico, renale, immunologiche 

03 69 M 
Policistosi renale 01/10/08 21/03/2013 1141 2 

(09/12/2010) 
20 

Uscito di lista per secondo trapianto 

04 53 M 

Pielonefrite 
cronica e 

nefropatia 
associata a 

reflusso vescico-
ureterale 

01/03/07 24/02/2009 3213 2 
(29/10/2009) 

100 

Condizioni cliniche generali stabili. Si conferma l'idoneità al programma di trapianto di rene seppur a 
rischio aumentato per secondo trapianto e lunga storia nefrologica. 

05 62 M 

Nefrite 
interstiziale  

(non altrimenti 
specificata) 

01/07/99 03/08/1999 6019 1 
(22/02/2011) 

8 

Uscito di lista per non idoneità clinica in data 25/01/2016 

06 55 F 

Nefrite 
interstiziale 

01/08/94 31/01/1995 8351 2 
(10/02/2001) 

100 

Rivalutazione di idoneità secondo trapianto di rene di paziente immunizzata, già portatrice di trapianto 
renale da donatore cadavere dal 1984 al 1994. Rientrata in lista trapianto nel Malattia di base: 
nefropatia interstiziale da farmaci. La paziente si presenta in condizioni cliniche soddisfacenti e 
pertanto è confermata la sua permanenza in lista attiva e nel programma iperimmuni nazionale e 
regionale. Comorbidità vascolari, immunologiche 

07 66 F 

Glomerulosclerosi 
cronica  

Vasculite 
autoimmune 

17/06/05 28/06/2005 4550 1 
(06/07/2011) 

100 

Rivalutazione di idoneità a secondo trapianto di rene di paziente di 68 anni in dialisi dal 2005 per una 
nefropatia secondaria a vasculite pANCA positiva. Politrasfusa. Immunizzata. In anamnesi si segnala: 
ipertensione arteriosa, problematiche di accesso vascolare. La paziente aveva già dato il consenso ai 
programmi trapianto disponibili. Sulla base dell'analisi degli accertamenti effettuati si conferma 
l'idoneità al trapianto con rischio aumentato. 
Comorbidità autoimmuni, immunologiche 

08 45 M 

Sindrome 
emolitico-
uremica 

01/03/10 29/11/2011 2205 3 
(08/02/2017) 

45 

Rivalutazione di idoneità a terzo trapianto di rene di paziente fortemente immunizzato, già portatore 
di trapianto renale da donatore: il primo dal 2002 al 2005; il secondo dal 2006 al 2010. Reni trapiantati 
entrambi in sede. Viene consegnata anche l'informativa del CNT in merito alle categorie di rischio dei 
donatori. In base agli esami disponibili si conferma l'idoneità al trapianto di rene singolo con rischio 
immunologico e cardiovascolare aumentato. Comorbidità immunologiche. 
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09 70 M 

Glomerulonefrite 
cronica 

01/07/13 18/12/2014 1090 2 
(18/09/2017) 

99 

Paziente rientrato in Lista trapianto dopo un primo trapianto durato 25 anni. Nell'ultimo anno ha 
effettuato la nefrectomia del rene destro per neoplasia, TAC e PET, nonchè il controllo oncologico che 
non ha dato controindicazioni al mantenimento in Lista. Anche le valutazioni cardiologiche e doppler 
sono soddisfacenti. Ho nuovamente spiegato i programmi trapianto ai quali può aderire e per i quali 
ha formalizzato il suo consenso, compreso il NHBD. Al momento si ritiene idoneo e fortemente 
motivato al trapianto. 

10 55 F 

Nefrite tubulo 
interstiziale  

(non pielonefrite) 
15/12/11 25/10/2012 1699 1 

(08/02/2013) 
90 

Uscita di lista per primo trapianto 

MEDIA 
Età 

media 
59,50 

40%F 
60%M 

In trattamento 
emodialitico da 

11,7 anni 

Iscrizione in 
Lista da  
10,5 anni 

3856,6 giorni  
 (10,6 anni) 

> 1 trapianto eseguito 

 

#ÏÌÔÕÒÁ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ Å ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÉ ÃÏÎ .'!, 

-ÅÄÉÁÎÔÅ ÌÁ ÓÅÐÁÒÁÚÉÏÎÅ ÓÕ ÇÒÁÄÉÅÎÔÅ ÄÉ ÄÅÎÓÉÔÛ î ÓÔÁÔÏ ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÉÓÏÌÁÒÅ 0"-# ÄÁÌ ÓÁÎÇÕÅ 

ÐÅÒÉÆÅÒÉÃÏ ÄÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÎ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÅÍÏÄÉÁÌÉÔÉÃÏ Å ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉȟ ÐÒÉÍÁ ÄÅÌÌȭÉÎÉÚÉÏ ÄÅÌÌÁ ÓÅÄÕÔÁ 

ÄÉÁÌÉÔÉÃÁȢ 

) 0"-# ÉÓÏÌÁÔÉ ÄÁÉ ÓÏÇÇÅÔÔÉ ÄÅÉ ÔÒÅ ÇÒÕÐÐÉ ÉÎ ÓÔÕÄÉÏ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÁÔÔÉÖÁÔÉ ÃÏÎ 0(! Χ ЎÇȾÍÌ Å ÔÒÁÔÔÁÔÉ 

ÃÏÎ ÄÏÓÉ ÃÒÅÓÃÅÎÔÉ ÄÉ .'!, ɉΪΡȟ ΥΤΡȟ ΨΦΡ ÎÇȾÍÌɊ ÐÅÒ ΩΤÈȢ #ÏÍÅ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÅ ÂÁÓÁÌÅ ÓÉ î ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÁ 

ÕÎÁ ÃÏÌÔÕÒÁ ÄÉ 0"-# ÎÏÎ ÔÒÁÔÔÁÔÁ ÃÏÎ .'!,Ȣ 
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0ÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ 

 

0ÅÒ ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÌÁ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ 0"-# ÔÒÁÔÔÁÔÉ ÃÏÎ .'!, î ÓÔÁÔÏ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÏ ÕÎ ÓÁÇÇÉÏ %,)3! ÃÈÅ 

ÓÉ ÂÁÓÁ ÓÕÌÌȭÉÎÃÏÒÐÏÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ "ÒÄ5 ÎÅÌ $.! ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÎÔÉȢ  

)Ì ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏ ÎÏÎ ÍÏÓÔÒÁ ÖÁÒÉÁÚÉÏÎÉ ÓÉÇÎÉÆÉÃÁÔÉÖÅ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÉÎ ÓÅÇÕÉÔÏ 

ÁÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ .'!, Á ÔÕÔÔÅ ÌÅ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÉÎ ÁÎÁÌÉÓÉȢ !ÎÁÌÉÚÚÁÎÄÏ É ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÓÏÔÔÏÐÏÓÔÉ ÁÄ 

ÅÍÏÄÉÁÌÉÓÉ ÓÉ ÐÕĔ ÎÏÔÁÒÅ ÕÎÁ ÌÉÅÖÅ ÄÉÍÉÎÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÄÏÓÅ ÄÉÐÅÎÄÅÎÔÅȟ ÍÁ 

ÓÅÎÚÁ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÅ ÓÉÇÎÉÆÉÃÁÔÉÖÅȢ  

) ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉ ÐÒÅÓÅÎÔÁÎÏ ÕÎÁ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÍÁÇÇÉÏÒÅ ÓÉÁ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌ ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏȟ 

ÓÉÁ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÎ ÅÍÏÄÉÁÌÉÓÉȟ ÉÎ ÔÕÔÔÅ ÌÅ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÉ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÅȟ ÓÅÎÚÁ ÍÏÓÔÒÁÒÅ ÖÁÒÉÁÚÉÏÎÉ ÉÎ 

ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ .'!,Ȣ 

  

Figura 11: Valutazione della proliferazione cellulare mediante saggio ELISA. 
I dati sono presentati come media ± SD, analizzati con test ANOVA tramite software 

GraphPad Prism. 
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#ÉÃÌÏ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ  

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌ ÃÉÃÌÏ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÐÅÒÍÅÔÔÅ ÄÉ ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÓÅ ÉÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ .'!, ÃÏÍÐÏÒÔÉ ÕÎÁ 

ÖÁÒÉÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÌÉÎÆÏȤÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÁÎÁÌÉÚÚÁÎÄÏ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÎÅÌÌÅ ÄÉÖÅÒÓÅ ÆÁÓÅ ÄÉ 

ÑÕÉÅÓÃÅÎÚÁȾÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅȢ  

-ÅÄÉÁÎÔÅ ÉÌ ÓÁÇÇÉÏ ÃÉÔÏÆÌÕÏÒÉÍÅÔÒÉÃÏȟ ÃÈÅ ÓÉ ÂÁÓÁ ÓÕÌÌȭÉÎÃÏÒÐÏÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÐÒÏÐÉÄÉÏ ÉÏÄÕÒÏ ÎÅÌ 

ÄÏÐÐÉÏ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏ ÄÉ $.!ȟ ÓÉ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁ ÐÅÒ ÔÕÔÔÉ É ÇÒÕÐÐÉ ÉÎ ÁÎÁÌÉÓÉ ÕÎÁ ÔÅÎÄÅÎÚÁ ÄÏÓÅ ÄÉÐÅÎÄÅÎÔÅ 

ÎÅÌÌÁ ÒÉÄÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ 0"-#ȟ ÃÈÅ ÓÉ ÔÒÁÄÕÃÅ ÉÎ ÕÎ ÁÕÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÉÎ ÆÁÓÅ 

ÑÕÉÅÓÃÅÎÔÅ 'ΡȤ'ΣȢ  

1ÕÅÓÔÉ ÐÒÉÍÉ ÒÉÓÕÌÔÁÔÉ ÄÉÍÏÓÔÒÁÎÏ ÃÏÍÅ ÉÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ .'!, ÎÏÎ ÁÂÂÉÁ ÕÎ ÅÆÆÅÔÔÏ ÔÏÓÓÉÃÏ ÓÕÌÌÅ 

ÃÅÌÌÕÌÅ ÄÅÉ ÇÒÕÐÐÉ ÉÎ ÓÔÕÄÉÏ Å ÎÏÎ ÃÏÍÐÏÒÔÉ ÖÁÒÉÁÚÉÏÎÉ ÓÉÇÎÉÆÉÃÁÔÉÖÅ ÎÅÌÌÁ ÌÉÎÆÏȤÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ 

0"-# Á ÔÕÔÔÅ ÌÅ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÅȢ 

  

Figura 12: Valutazione del ciclo cellulare mediante analisi citofluorimetrica delle 
colture di PBMC dei tre gruppi in studio trattate con diverse concentrazioni di 

lipocalina. I dati sono presentati come media ± SD, analizzati con tramite 
software GraphPad Prism. 
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#ÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÉÍÍÕÎÏÆÅÎÏÔÉÐÉÃÁ  

0ÅÒ ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÓÅ ÉÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ .'!, ÉÎÄÕÃÅÓÓÅ ÕÎ ÁÕÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÁ ÃÏÍÐÏÎÅÎÔÅ ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉÁ 

#$ΦϹ ÉÎ ÃÏÌÔÕÒÅ ÄÉ 0"-# ÉÓÏÌÔÁÔÉ ÄÁ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÎ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÅÍÏÄÉÁÌÉÔÉÃÏȟ ÓÉ î ÓÔÁÔÁ ÅÓÅÇÕÉÔÁ 

ÕÎȭÁÎÁÌÉÓÉ ÉÍÍÕÎÏÆÅÎÏÔÉÐÉÃÁ ÉÎ ÓÅÇÕÉÔÏ Á ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÃÒÅÓÃÅÎÔÉ ÄÉ .'!, ɉΪΡȟ 

ΥΤΡȟ ΨΦΡ ÎÇȾÍÌɊ ÐÅÒ ΩΤ È ÁÎÁÌÉÚÚÁÎÄÏ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÍÁÒËÅÒ ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÓÔÉÃÉ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 

ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉȟ #$ΦϹ#$ΤΧϹ&ÏØ0ΥϹȢ 

$ÉÖÅÒÓÁÍÅÎÔÅ ÄÁÌÌÅ ÁÎÁÌÉÓÉ ÐÒÅÃÅÄÅÎÔÅÍÅÎÔÅ ÄÅÓÃÒÉÔÔÅȟ ÌÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ 4ÒÅÇ ÖÉÅÎÅ ÍÏÄÉÆÉÃÁÔÁ ÉÎ 

ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ ÄÉÖÅÒÓÅ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÄÉ .'!,ȟ ÉÎÏÌÔÒÅ ÓÉ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁ ÕÎ ÁÎÄÁÍÅÎÔÏ 

ÎÅÔÔÁÍÅÎÔÅ ÄÉÖÅÒÓÏ ÎÅÉ ÇÒÕÐÐÉ ÄÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÉȢ  

.ÅÌ ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏ ÓÉ ÍÏÓÔÒÁ ÕÎ ÁÕÍÅÎÔÏ ÄÏÓÅȤÄÉÐÅÎÄÅÎÔÅ ÄÅÌÌÁ ÃÏÍÐÏÎÅÎÔÅ 4 ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉÁ 

ÃÏÎ ÖÁÌÏÒÅ ÍÁÓÓÉÍÏ ÍÅÄÉÏ ÄÉ ΦΧȟΧΦϷ ÁÌÌÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ ΥΤΡ ÎÇȾÍÌ ÄÉ .'!,Ƞ ÌÏ ÓÔÅÓÓÏ ÁÎÄÁÍÅÎÔÏ 

ÌÏ ÓÉ ÒÉÓÃÏÎÔÒÁ ÐÅÒ ÉÌ ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÎ ÅÍÏÄÉÁÌÉÓÉ ÎÏÎ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉ ÃÈÅ ÍÏÓÔÒÁÎÏ ÕÎ ÁÕÍÅÎÔÏ 

ÃÏÎ ÖÁÌÏÒÅ ÍÁÓÓÉÍÏ ÄÅÌÌÁ ÃÏÍÐÏÎÅÎÔÅ 4ÒÅÇ ÄÉ ΧΣȟΥΩϷ ÁÌÌÁ ÓÔÅÓÓÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÌÉÐÏÃÁÌÉÎÁȢ 

0ÅÒ É ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉ ÓÉ ÎÏÔÁ ÕÎ ÌÉÅÖÅ ÉÎÃÒÅÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ 4 ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉ 

ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌÌÁ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÅ ÂÁÓÁÌÅȟ ÍÁ ÎÏÎ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁÔÏ ÄÁÌÌÅ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÄÉ .'!, ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÅȟ 

ÉÎÆÁÔÔÉ Á ΪΡȟ ΥΤΡ Å ΨΦΡ ÎÇȾÍÌ ÄÉ .'!, ÓÉ ÓÏÎÏ ÏÔÔÅÎÕÔÉ ÉÎ ÍÅÄÉÁ ΣΦȟΣϷȟ ΣΧȟΥϷ Å ΣΤȟΩϷ ÒÉÓÐÅÔÔÉÖÁÍÅÎÔÅȢ 

)Î ÁÓÓÅÎÚÁ ÄÉ .'!,ȟ ÎÅÌ ÇÒÕÐÐÏ ÄÅÉ ÃÏÎÔÒÏÌÌÉ ÓÁÎÉ î ÓÔÁÔÏ ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÒÉÌÅÖÁÌÅ ÕÎÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÍÅÄÉÁ 

ÄÉ 4ÒÅÇ ÄÉ ΤȟΩΦϷȟ ÍÅÎÔÒÅ ÐÅÒ É ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÎ ÅÍÏÄÉÁÌÉÓÉȟ ÃÏÍÅ ÐÅÒ É ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉȟ ÒÉÓÕÌÔÁ 

ÌÉÅÖÅÍÅÎÔÅ ÁÕÍÅÎÔÁÔÁ Á ΧȟΦΣϷȢ  

Figura 13: Percentuale di linfociti T regolatori nelle colture di PBMC dei tre gruppi in 
studio trattate con diverse concentrazioni di lipocalina. I dati sono presentati come 

media ± SD, analizzati con tramite software GraphPad Prism, *p<0,05 
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!ÌÌÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ΨΦΡ ÎÇȾÍÌȟ ÓÉÁ ÐÅÒ É ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÄÉÁÌÉÚÚÁÔÉ ÃÈÅ ÐÅÒ ÉÌ ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏ ÌÁ 

ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ 4ÒÅÇ ÒÉÌÅÖÁÔÏ ÓÃÅÎÄÅ ÌÉÅÖÅÍÅÎÔÅ Á ΦΤȟΩϷ Å ΥΪȟΩϷ ÒÉÓÐÅÔÔÉÖÁÍÅÎÔÅȢ  

 

/ÌÔÒÅ ÁÌÌÁ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ 4ÒÅÇ ÉÎÄÏÔÔÅ ÄÁÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ .'!,ȟ ÓÉ î ÖÁÌÕÔÁÔÁ 

ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ (,!Ȥ' ÄÁ ÐÁÒÔÅ ÄÉ ÑÕÅÓÔÁ ÓÏÔÔÏÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ ÌÉÎÆÏÃÉÔÁÒÉÁȢ 

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ ÈÁ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÔÏ ÁÎÃÈÅ ÐÅÒ ÑÕÁÎÔÏ ÒÉÇÕÁÒÄÁ ÑÕÅÓÔÏ ÍÁÒËÅÒ ÄÉ ÔÏÌÌÅÒÁÎÚÁȟ ÕÎ ÁÕÍÅÎÔÏ 

ÄÏÓÅȤÄÉÐÅÎÄÅÎÔÅ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ .'!,ȟ ÉÎ ÍÏÄÏ ÁÎÁÌÏÇÏ ÁÌÌȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÉ 4ÒÅÇȢ 

.ÅÌ ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏȟ ÃÏÍÅ ÐÅÒ ÉÌ ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÄÉÁÌÉÚÚÁÔÉ ÎÏÎ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉȟ ÓÉ î ÏÔÔÅÎÕÔÁ ÌÁ ÍÁÓÓÉÍÁ 

ÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÁÌÌÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ΥΤΡ ÎÇȾÍÌ ÃÏÎ ÉÌ ΦΩȟΧΤϷ Å ΨΡȟΣΨϷ ÒÉÓÐÅÔÔÉÖÁÍÅÎÔÅȢ 

"ÁÓÁÌÍÅÎÔÅȟ ÓÉ î ÒÉÓÃÏÎÔÒÁÔÁ ÕÎȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÐÁÒÉ ÁÌ ΨȟΩϷȟ ΦȟΨΤϷ Å ΧȟΨΦϷ ÎÅÉ ÔÒÅ ÇÒÕÐÐÉ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÉȟ 

ÓÅÎÚÁ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÅ ÓÉÇÎÉÆÉÃÁÔÉÖÅȢ 

,ȭÁÇÇÉÕÎÔÁ ÄÉ ÌÉÐÏÃÁÌÉÎÁȟ ÁÌÌÁ ÍÉÎÏÒ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÁȟ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁ ÕÎ ÎÏÔÅÖÏÌÅ ÁÕÍÅÎÔÏ 

ÄÉ ÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ (,!Ȥ' ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌÌÁ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÅ ÂÁÓÁÌÅȟ ÓÉÁ ÎÅÌ ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏ ÃÈÅ ÎÅÉ 

ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÎÏÎ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉȟ ÁÄ ÕÎ ÖÁÌÏÒÅ ÍÅÄÉÏ ÒÉÓÐÅÔÔÉÖÁÍÅÎÔÅ ÄÉ ΤΦȟΡΦϷ Å ΥΩȟΥΫϷȢ 

)Ì ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÁÌÌÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ ÍÁÇÇÉÏÒÅȟ ÉÎÖÅÃÅȟ ÈÁ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÔÏȟ ÃÏÍÅ ÐÅÒ ÌÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ 

4ÒÅÇȟ ÕÎÁ ÌÉÅÖÅ ÄÉÍÉÎÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ (,!Ȥ'Ȣ 3É î ÒÉÓÃÏÎÔÒÁÔÁ ÕÎÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ 

ÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ΦΡȟΪΪϷȟ ΧΣȟΩΣϷ Å ΩȟΡΪϷ ÒÉÓÐÅÔÔÉÖÁÍÅÎÔÅ ÎÅÉ ÇÒÕÐÐÉ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÉȢ 

  

Figura 14: Percentuale di linfociti Treg HLA-G+ nelle colture di PBMC dei gruppi in studio 
trattate con diverse concentrazioni di lipocalina. I dati sono presentati come media ± 

SD, analizzati con tramite software GraphPad Prism, ***p<0,001 
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6ÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÒÉÌÁÓÃÉÏ ÄÉ (,!Ȥ' ÓÏÌÕÂÉÌÅ 

 

 

0ÅÒ ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÉÌ ÒÉÌÁÓÃÉÏ ÄÉ Ó(,!Ȥ' ÄÁ ÐÁÒÔÅ ÄÅÉ 0-"# ÔÒÁÔÔÁÔÉ ÉÎ ÖÉÔÒÏ ÃÏÎ ÄÏÓÉ ÃÒÅÓÃÅÎÔÉ ÄÉ .'!, î 

ÓÔÁÔÏ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÏ ÕÎ ËÉÔ Ó(,!Ȥ' %,)3!Ȣ !Ì ÔÅÒÍÉÎÅ ÄÅÌÌÅ ΩΤÈ ÄÉ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ ÌÁ ÌÉÐÏÃÁÌÉÎÁ ÓÉ ÓÏÎÏ 

ÒÁÃÃÏÌÔÅ ÁÌÉÑÕÏÔÅ ÄÉ ÓÏÖÒÁÎÁÔÁÎÔÅ ÐÅÒ ÏÇÎÉ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÅ Å ÍÁÎÔÅÎÕÔÅ Á ȤΪΡІ# ÆÉÎÏ ÁÌ ÍÏÍÅÎÔÏ 

ÄÅÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉȢ 

0ÅÒ É ÓÏÇÇÅÔÔÉ ÓÁÎÉ ÌÁ ÑÕÁÎÔÉÔÛ ÄÉ Ó(,!Ȥ' ÒÉÌÅÖÁÔÁ ÎÅÌ ÓÏÖÒÁÎÁÔÁÎÔÅ ÄÅÌÌÅ ÃÏÌÔÕÒÅ ÉÎ ÁÓÓÅÎÚÁ ÄÉ .'!, 

ÃÏÒÒÉÓÐÏÎÄÅ Á ΦȟΩΦ5ȾÍÌ Å ÒÉÍÁÎÅ ÓÔÁÂÉÌÅ ÁÌÌÅ ÄÉÖÅÒÓÅ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÅ ÄÉ ÌÉÐÏÃÁÌÉÎÁȟ 

ÒÉÓÐÅÔÔÉÖÁÍÅÎÔÅ Á ΧȟΧΪȟ ΧȟΨΩ Å ΧȟΪΪ 5ȾÍÌ ÐÅÒ ΪΡȟ ΥΤΡȟ ΨΦΡ ÎÇȾÍÌȢ 

!ÎÃÈÅ ÐÅÒ É ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÄÉÁÌÉÚÚÁÔÉ ÉÌ ÃÏÎÔÅÎÕÔÏ ÄÉ Ó(,!Ȥ' ÒÉÌÁÓÃÉÁÔÏ ÎÅÌ ÓÏÖÒÁÎÁÔÁÎÔÅ ÄÅÌÌÅ ÃÏÌÔÕÒÅ 

ÃÅÌÌÕÌÁÒÉ ÒÉÍÁÎÅ ÉÎÖÁÒÉÁÔÏ ÁÌÌÅ ÄÉÖÅÒÓÅ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÄÉ .'!,ȟ ÃÏÎ ÕÎ ÌÉÅÖÅ ÁÕÍÅÎÔÏ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌ 

ÇÒÕÐÐÏ ÄÉ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏȢ 

)Ì ÇÒÕÐÐÏ ÄÅÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÉÐÅÒÉÍÍÕÎÉ ÐÒÅÓÅÎÔÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÄÉ Ó(,!Ȥ' ÐÉĬ ÅÌÅÖÁÔÉ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÉ ÄÕÅ 

ÇÒÕÐÐÉ ÐÒÅÃÅÄÅÎÔÅÍÅÎÔÅ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÉȟ ÓÅÎÚÁ ÍÏÓÔÒÁÒÅ ÐÅÒĔ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÅ ÓÉÇÎÉÆÉÃÁÔÉÖÅȢ "ÁÓÁÌÍÅÎÔÅ ÓÉ 

î ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÔÏ ÉÌ ÒÉÌÁÓÃÉÏ ÄÉ ΪȟΦΦ 5ȾÍÌȟ ΪȟΪΡ 5ȾÍÌ ÁÌÌÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ΪΡ ÎÇȾÍÌ Å ΫȟΧΪ 5ȾÍÌ ÉÎ 

ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ ΥΤΡ ÎÇȾÍÌ ÄÉ .'!,Ƞ ÁÌÌÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ ÍÁÇÇÉÏÒÅ ÄÉ ÌÉÐÏÃÁÌÉÎÁ ÉÌ ÖÁÌÏÒÅ 

ÄÉ Ó(,!Ȥ' ÄÉ ΨȟΥΡ 5ȾÍÌ î ÐÁÒÁÇÏÎÁÂÉÌÅ ÁÇÌÉ ÁÌÔÒÉ ÄÕÅ ÇÒÕÐÐÉ ÉÎ ÓÔÕÄÉÏȢ 

Figura 15: Concentrazione di sHLA-G rilasciato nei sovranatanti delle colture di PBMC dei 
gruppi in studio trattate con diverse concentrazioni di lipocalina. I dati sono presentati 

come media ± SD, analizzati con tramite software GraphPad Prism. 
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)ÓÏÌÁÍÅÎÔÏ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ ÍÅÓÅÎÃÈÉÍÁÌÉ ÄÁ ÔÅÓÓÕÔÏ ÁÄÉÐÏÓÏ 

Utilizzando campioni di lipoaspirati, ottenuti con metodo nanofat, tramite digestione enzimatica 

è stato possibile isolare e successivamente ottenere colture di cellule mesenchimali stabilizzate 

in vitro. 

Le cellule isolate presentano una morfologia di tipo fibroblastoide, tipica delle cellule staminali 

mesenchimali, come dimostrato in Fig.16, mantenuta per diversi passaggi. 

 

&ÉÇÕÒÁ Χάȡ !Ȣ !3# ΦЊ0 Á ÃÏÎÆÌÕÅÎÚÁ ɉΪ8ɊȠ "Ȣ !3# ΩЊ0 ɉΪ8ɊȠ #Ȣ !3# άЊ0 ɉΧΦ8ɊȢ 

 

4ÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÄÉ !3# ÃÏÎ .'!, 

#ÏÌÔÕÒÅ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ ÓÔÁÍÉÎÁÌÉ ÁÌ ΨІ ÐÁÓÓÁÇÇÉÏ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÅ ÐÅÒ ÌÁ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÆÆÅÔÔÏ ÄÉ 

.'!,ȟ ÁÌÌÅ ÄÉÖÅÒÓÅ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÓÔÕÄÉÁÔÅȟ ÉÎ ÔÅÒÍÉÎÉ ÄÉ ÍÏÒÆÏÌÏÇÉÁ ÅÄ ÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÇÅÎÉ ÄÉ 

ÓÔÁÍÉÎÁÌÉÔÛ Å ÄÉ ÇÅÎÉ ÃÏÉÎÖÏÌÔÉ ÎÅÌ ÐÁÔÈ×ÁÙ ÉÎÆÉÁÍÍÁÔÏÒÉÏȢ 

,Å !3# ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÓÅÍÉÎÁÔÅ Á ΫȢΡΡΡ ÃÅÌÌȾÃÍΤȟ ÄÏÐÏ ΤΦÈ î ÓÔÁÔÏ ÃÁÍÂÉÁÔÏ ÉÌ ÔÅÒÒÅÎÏ ÄÉ ÃÏÌÔÕÒÁ ÅÄ 

î ÓÔÁÔÁ ÁÇÇÉÕÎÔÁ ÌÁ ÌÉÐÏÃÁÌÉÎÁ Á ΪΡȟ ΥΤΡȟ ΨΦΡ ÎÇȾÍÌȢ #ÏÍÅ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÅ ÄÉ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏ ÓÉ î ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÁ 

ÕÎÁ ÃÏÌÔÕÒÁ ÍÁÎÔÅÎÕÔÁ ÉÎ ÔÅÒÒÅÎÏ ÂÁÓÁÌÅ $-%- ( ÁÌ ΣΡϷ &"3 ÓÅÎÚÁ ÁÇÇÉÕÎÔÁ ÄÉ .'!,Ȣ !Ì ÔÅÒÍÉÎÅ 

ÄÅÌÌÅ ΩΤÈ ÄÉ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÓÉ ÓÏÎÏ ÃÏÎÆÒÏÎÔÁÔÅ ÌÅ ÃÏÌÔÕÒÅ ÁÌ ÍÉÃÒÏÓÃÏÐÉÏ ÏÔÔÉÃÏ ÓÅÎÚÁ ÎÏÔÁÒÅ 

ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÅ ÎÅÌÌÁ ÍÏÒÆÏÌÏÇÉÁ ÃÈÅ ÎÅÌÌÁ ÐÒÏÌÉÆÅÒÁÚÉÏÎÅ Á ÔÕÔÔÅ ÌÅ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÉ ÁÎÁÌÉÚÚÁÔÅȢ 


