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GLOSSARIO 

 

ACS (Autologous Conditioned Serum) - il siero condizionato autologo  

ASCs  (Adipouse derived Stromal Cells) - cellule stromali mesenchimali da tessuto adiposo 

AT-MSCs / Ad-MSCs (Adipose derived Stem Cells) - MSCs derivate dal tessuto adiposo  

BM- MSCs (Bone Marrow derived stem cells) - MSCs derivate dal midollo osseo 

BMS (Bone Marrown Surnatant) - surnatante preparato da midollo osseo 

CAF (Cancer Associated Fibroblasts) - fibroblasti associati al cancro  

CKD (Chronic Kidney Disease) - malattia renale cronica 

NK (Natural Killer cells) - cellule natural killer 

CSCs (Cancer Stem Cells) - cellule staminali del cancro 

DCs (Dendritic Cells) - cellule dendritiche 

DOX  (Doxorubicin) - doxorubicina 

ECM (Extra-cellular Matrix) - matrice extracellulare 

EMT (Epithelial-Mesenchimal Transition) - transizione da tipologia epiteliale a 

mesenchimale 

ESCs (Embryonic Stem Cells) - cellule staminali embrionali 

EVs (Extra-cellullar vescicles) - vescicole extra-cellulari 

FM-MSCs (Fetal Membranes MSCs) - cellule staminali derivate da membrane fetali  

hAMSCs (Human Adipose MSCs) - cellule mesenchimali adipose umane 

hBMSCs (Human Bone Marrow MSCs) - cellule staminali mesenchimali del midollo osseo 

umano  

HIF (Hypoxia Inducible Factors) - fattori inducibili dell'ipossia  

HLA I, HLA II (Human Leukocyte Antigens) - antigene leucocitario umano di classe I e di 

classe II 

hUCMSCs (Human Umbelical Cord MSCs) - cellule staminali mesenchimali del cordone 

ombelicale umano  

i-DC (Immature Dendritic Cells) - cellule dendritiche immature 

Iniezione IA - iniezione intra-articolare 

i-PSC (Induced Pluripotent Stem Cells) - cellule staminali pluripotenti indotte 
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LRS (Lactate Ringer Solution) - soluzione Ringer lattato  

MCAO (Middle Cerebral Artery Occlusion) - ischemia dell'arteria cerebrale media 

MCP (Monocyte Chemoactractant Protein) - proteina chemiotattica dei macrofagi 

m-DC (mature Dendritic Cells) - cellule dendritiche mature 

MenSCs (Menstrual blood derived Stem Cells) - cellule staminali mesenchimali isolate dal 

sangue mestruale  

MHC (Major Hystocompatibility Complex) - complesso maggiore di istocompatibilità 

MI (Myocardial Infarction) - infarto miocardico 

MSC-EVs (Extracellular derived MSCs) - vescicole extracellulari derivate da MSCs 

MSCs (Mesenchimal Stem Cells) - cellule mesenchimali staminali / stromali 

MSCs-PTX (Paclitaxel Loaded MSCs ) – MSCs caricate con PTX  

N-MSCs (Normal tissue MSCs) - MSCs associate al tessuto normale 

OA (Osteoarthritis) - osteoartrite 

OAds (Oncolytic Adenovirus) - adenovirus oncolitici  

OVs (Oncolytic Virus) - virus oncolitici 

PBS (Phosphatase Bufferd Saline) - soluzione fisiologica salina tamponata  

PRP (Platelet-Rich Plasma) - plasma ricco di piastrine  

RNAi (RNA interference) - interferenza dell’RNA  

rTRAIL (Ricombinant TRAIL) - TRAIL ricombinante  

siRNA (Short Interfering RNA) - RNA interferente breve  

TAFs (Tumor Associated Fibroblasts) -  fibroblasti associati al tumore 

TBI (Total Body Irradiation) - irradiazione totale del corpo  

TFs (Transcription Factor) - fattori di trascrizione 

TH1 (T-Helper Cells 1) - cellule T Helper 1 

TH2 (T-Helper Cells 1) - cellule T Helper 1 

TLR (Toll-Like Recepetors) - recettori Toll-Like 

TME (Tumor Microenvironment) - microambiente tumorale 

T-MSCs (Tumor associated MSCs) - MSCs associate al tumore  

TRAIL (Tumor Necrosis Factor-related apoptosis-inducing Ligand) - fattore di necrosi 

tumorale 
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INTRODUZIONE 

Le cellule stromali/staminali mesenchimali (MSCs, mesenchymal stromal/stem cells) 

sono definite come cellule adulte non specializzate capaci di differenziarsi, in seguito ad 

opportuni stimoli ambientali, in una delle molteplici e differenti tipologie cellulari di 

origine mesenchimale.  

Le cellule staminali hanno due principali proprietà che le caratterizzano e distinguono 

da ogni altra tipologia: l’auto-rinnovamento e la capacità differenziativa.  

Per auto-rinnovamento si intende la capacità di compiere un indeterminato numero di 

cicli replicativi senza modificare il proprio stato di cellule indifferenziate. Questo 

processo può avvenire tramite due diversi processi di divisione cellulare: la prima 

definita “divisione asimmetrica obbligata”, la seconda invece “differenziamento 

stocastico”.  

Secondo la prima modalità, una cellula staminale si divide generando una cellula identica 

alla cellula madre originale e una cellula “figlia” destinata alla differenziazione. Le due 

cellule hanno destino differente ricevendo, al momento della divisione, segnali interni 

differenti. In alternativa, stimoli esterni possono intervenire inducendo la 

differenziazione di una delle due cellule in base alla interazione con l’ambiente 

circostante. Secondo questa modalità di divisione asimmetrica sono fattori intrinseci od 

estrinseci alla cellula a determinare il diverso destino delle cellule figlie. 

Nel differenziamento stocastico invece, da una staminale si ottengono due cellule figlie 

differenziate e in contemporanea un’altra staminale subisce mitosi, producendo due 

cellule staminali identiche all’originale. 1–5 

Le diverse modalità di replicazione e differenziazione possono coesistere ed adattarsi alle 

necessità dei tessuti, permettendo e garantendo la conservazione della popolazione delle 

cellule staminali in funzione delle necessità dell’organismo. 

La potenzialità differenziativa delle cellule staminali invece indica la capacità di queste 

cellule di dare origine a una o più linee cellulari diverse tramite il differenziamento. Nel 

caso specifico, le MSCs dimostrano pluripotenza, ossia la capacità di generare una varietà 

di tipi cellulari diversi, riferibili alla linea mesenchimale. 

 

Le MSCs si ricavano sia da tessuti fetali quali la placenta, il liquido amniotico e il sangue 

del cordone ombelicale, sia da tessuti adulti quali il midollo osseo, il tessuto adiposo, il 

liquido sinoviale e il periostio, il derma, ed altri ancora. In pratica si ritiene che tutti i 

tessuti che hanno una componente stromale presentino una popolazione di MSCs. 

La spiegazione di questa alta diffusione risiede nella probabile origine perivascolare delle 

cellule, per cui esiste una correlazione diretta tra la loro frequenza e la densità dei vasi 

sanguigni nei tessuti stromali. 
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Le prime ricerche relative alle MSCs risalgono agli anni 70, ad opera di A.J. Friedestein6, 

che isolò una popolazione di cellule staminali derivate dallo stroma del midollo osseo e 

distinte dalle cellule staminali ematopoietiche. L’osservazione di una loro capacità 

differenziativa verso cellule di tipo mesenchimale (in primis osteoblasti e condroblasti), 

negli anni successivi ha spinto ad un attento studio sulle loro possibili applicazioni 

terapeutiche nelle patologie muscoloscheletriche.  

Più recentemente gli studi su queste cellule hanno dimostrato una spiccata capacità di 

secernere una varietà di molecole bioattive, allargando il loro potenziale utilizzo a 

numerose altre patologie e facendo supporre un complesso ruolo biologico di queste 

cellule nel mantenimento dell’omeostasi dei tessuti. 7–9 

Attualmente anche la loro denominazione originale di “cellule staminali mesenchimali” 

è stata messa in discussione, previlegiando la denominazione di “cellule stromali 

mesenchimali”. Questa nuova denominazione sottolinea più l’origine delle cellule che 

non le loro effettive capacità staminali, spesso messe in discussione nelle applicazioni 

terapeutiche. 

La ricerca sulle MSCs negli ultimi anni ha evidenziato come queste cellule svolgano una 

serie di attività biologiche, non necessariamente legate al concetto di staminalità, che 

nell’insieme giustificano la notevole varietà di applicazioni cliniche in cui sono state 

proposte come agente terapeutico: a queste cellule sono riconosciute una spiccata 

capacità secretoria, anche attraverso la produzione di vescicole extracellulari, l’attività 

immunomodulante, la capacità migratoria, l’attività antibatterica. Nell’insieme, queste 

funzioni contribuiscono in modo complesso alla regolazione del mantenimento, del 

rinnovo e della guarigione dei tessuti.  

La complessità di queste azioni ha recentemente indotto anche a valutare il 

comportamento di queste cellule nei confronti delle cellule tumorali e degli eventi 

associati alle patologie oncologiche. 

L’obiettivo del presente lavoro di tesi è l’analisi della recente letteratura scientifica che 

analizza il possibile rapporto tra le funzioni biologiche delle MSCs, lo sviluppo dei 

tumori e le potenziali applicazioni terapeutiche di queste cellule nei confronti delle 

patologie tumorali.  
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PROPRIETA’ BIOLOGICHE DELLE CELLULE STAMINALI 

MESENCHIMALI 

Le MSCs posseggono determinate proprietà che le rendono uniche rispetto alle altre 

popolazioni di cellule staminali: trofiche, anti-infiammatorie e immunomodulatorie, anti-

apoptotiche e anti-microbiche. 

 

PROPRIETA’ TROFICHE 

Le MSCs possono effettuare la secrezione di fattori di crescita e altre citochine per indurre 

la proliferazione cellulare e l’angiogenesi. 

Questo è possibile grazie alla loro espressione di proteine mitogene e pro-differenziative 

come: il fattore di crescita TGF-α eTGF-β, il fattore di crescita degli epatociti (HGF), il 

fattore di crescita epiteliale (EGF), il fattore di crescita dei fibroblasti di base (FGF-2) e il 

fattore di crescita simile all'insulina-1 (IGF-1) che hanno effetto sulla replicazione 

cellulare sia dei fibroblasti, sia delle cellule epiteliali ed endoteliali e sul loro 

differenziamento.10–13 

 

PROPRIETA’ ANTI-INFIAMMATORIE ED IMMUNOMODULATORIE 

In numerosi traumi muscolo-scheletrici, ma anche in patologie sistemiche o d’organo, le 

condizioni di infiammazione, se non controllate e risolte, impediscono il naturale 

processo di guarigione mediato dalle cellule progenitori locali mature. 

Le MSCs contribuiscono alla riparazione e alla ricostituzione dell’omeostasi tissutale 

mediante meccanismi paracrini che, oltre a modulare la rigenerazione tramite la loro 

azione trofica, esplicano una azione di controllo sul processo infiammatorio mediante 

processi anti-infiammatori e immunomodulatori: in risposta a molecole infiammatorie 

come interleuchina 1 (IL-1), interleuchina 2 (IL-2), interleuchina 12 (IL-12),  fattore di 

necrosi tumorale (TNF- α) e interferon gamma (INF-γ), rilasciano una serie di fattori di 

crescita e proteine anti-infiammatorie con un complesso sistema di feedback tra i vari tipi 

di cellule immunitarie. 

La tabella in seguito riportata riassume i rapporti fondamentali che si instaurano tra 

MSCs e cellule del sistema immunitario, le molecole responsabili della interazione 

funzionale e gli effetti determinati sulle cellule.14–19 
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Tabella 1. Mesenchymal stem cells: environmentally responsive therapeutivs for rigenerative medicine, Matthew B 

Murphy, 201320 

 

Le cellule staminali mesenchimali prevengono la proliferazione e l’attività di cellule 

infiammatorie immunitarie quali linfociti T, cellule natural killer (NK), linfociti B, 

monociti, macrofagi e cellule dendritiche. 15,21,22  

In corso di infiammazioni croniche vi è il persistente disequilibrio tra tipologie delle 

cellule T helper e macrofagi.23–25 Le MSCs indirettamente promuovono la transizione 

delle cellule T helper 1 (TH1) in T helper 2 (TH2) mediante la riduzione dell’INF-γ e 

l’aumento di IL-4 e IL-10.14,26 

L’instaurazione dell’equilibrio TH1/TH2 permette di incrementare la rigenerazione 

tessutale nelle ferite cartilaginee, muscolari e di altri tessuti molli, alleviare i sintomi di 

una malattia auto-immunitaria e avere un effetto anti-diabetogeno.27–31 

In modo simile, la riduzione dell’interferone gamma e la secrezione dell’interluchina 4 

promuovono la trasformazione dei macrofagi M1 (pro-infiammatori, inibenti 

l’angiogenesi e la crescita tissutale) in macrofagi M2 (anti-infiammatori, favorenti il 

rimodellamento e la guarigione tissutale), permettendo così la rigenerazione e la 

riparazione nel corso di patologie scheletriche, muscolari e neurologiche.23,29,31–34 
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Per evitare di esser riconosciute dal sistema immunitario, le MSCs esprimono livelli 

medio-bassi di antigene leucocitario umano di Classe I (HLA I) e livelli bassi di HLA di 

classe II, i quali sono un insieme di proteine di membrana che consente ai linfociti di 

riconoscere le cellule come proprie (self) oppure come estranee anche denominato MHC 

(complesso maggiore di istocompatibilità).35,36  

Questa proprietà è fondamentale nell’ipotetico caso di una terapia allogenica, in cui le 

cellule MSCs del donatore riescono a non esser rilevate dal sistema immunitario del 

ricevente, evitando così possibili rigetti e complicazioni legati al riconoscimento di tipi 

cellulari estranei. 37–40 

 

PROPRIETA’ ANTI-APOPTOTICHE 

In corso di esposizione ad agenti traumatici, ipossia, agenti chimici, pH estremi, danni 

meccanici e radiazioni, le cellule colpite innescano il processo di apoptosi, ovvero morte 

cellulare programmata, che se non controllato può essere causa del mantenimento e del 

progressivo aggravarsi della condizione patologica. Il controllo di questo processo di 

morte cellulare è in larga parte effettuato dalle MSCs, che sono in grado di interrompere 

il circolo negativo innescato dall’apoptosi.  

Il meccanismo anti-apoptotico non è del tutto chiarito nei suoi aspetti molecolari, tuttavia 

son state identificate delle proteine chiave coinvolte nel processo: la secrezione di IGF-1 

e IL-6 aumenta l’espressione della proteina chinasi B (Akt) e dell’NFκB. 

Gli elevati livelli di Akt incrementano la secrezione della SFRP-1 (Secreted frizzled-

related protein 1), un membro della via di trasduzione del segnale Wnt (acronimo dei 

geni omologhi wingless (wg) e Int-1 codificanti le glicoproteine secretorie, descritti 

rispettivamente nella mosca e nel topo) e un mediatore fondamentale per il processo di 

anti-apoptosi nei fibroblasti.16,41–44 

 

E’ stato dimostrato poi che il fattore di crescita endoteliale (VEGF), il fattore di crescita 

epatocitario (HGF) e il fattore di crescita trasformante (TGF-β 1) hanno un ruolo 

nell’invertire la morte cellulare programmata delle cellule endoteliali. 

Infine, nell’apoptosi indotta da ipossia, la produzione ed emissione del fattore di crescita 

endoteliale da parte delle MSCs sono notevolmente aumentati.45 
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PROPRIETA’ ANTI-MICROBICHE 

La difesa immunitaria nativa contro infezioni microbiche include molecole effettori 

definite “polipeptidi antimicrobici”, come lisozimi, lactoferrina, difensine e 

catelicidine.46–48 All’ultima famiglia elencata, appartiene il peptide Hcap-18/LL-37, il 

quale è comunemente secreto dalle cellule epiteliali e macrofagi per eliminare batteri 

Gram positivi e Gram negativi, ma viene espresso anche dalle MSCs, specialmente in 

corso di infezioni da Escherichia Coli. Questa scoperta portò a considerare le cellule 

mesenchimali staminali come un potente agente terapeutico per infezioni acute e 

sistemiche.49–54 

I principali effetti tropici, immunomodulatori e anti-batterici delle MSCs sono illustrati 

nella seguente figura:20 

 

Figura 1. Mesenchymal stem cells: environmentally responsive therapeutis for rigenerative medicine Meethew B 

Murphy, 201320 

 

FENOMENO DI HOMING DELLE CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI 

Con il termine di homing si intende il fenomeno di arresto e localizzazione delle MSCs 

all’interno di uno specifico tessuto, sede di eventi patogeni, infiammazione o ipossia. Il 

processo prevede l’arresto delle cellule a livello del sistema vascolare del tessuto, seguito 

da transmigrazione attraverso l’endotelio e infine localizzazione interna. 

In parole più semplici, per homing si intende la capacità di queste cellule di giungere 

esattamente nel sito in cui se ne ha la necessità., 

Da studi effettuati non è ancora chiaro se le MSCs effettuano l’homing in modalità attiva, 

utilizzando i meccanismi di adesione e transmigrazione tipici delle cellule simil 

leuocitarie oppure in modalità passiva, rimanendo intrappolati nei vasi sanguigni di 

piccolo diametro, come arteriole o venule post capillari. 

La modalità passiva è probabilmente una funzione della dimensione cellulare e della 

deformabilità complessiva delle cellule. Quest’ultimo concetto è di particolare 

importanza per l’utilizzo terapeutico delle MSCs. 
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Tali cellule infatti si ingrandiscono durante il processo di espansione cellulare in vitro, il 

quale è un passaggio necessario durante la terapia MSCs, ma questo aspetto particolare 

derivato dalla coltura cellulare in vitro va attentamente considerato poichè può 

aumentare il rischio di intrappolamento delle cellule in tessuti aspecifici. 

L’intrappolamento geometrico e meccanico è stato primariamente descritto in uno 

studio55,56 dopo una iniezione sistemica di MSCs e successivamente in un secondo 

studio57 dopo un’iniezione di cellule progenitrici endoteliali nel microcircolo tumorale. 

 

E’ possibile distinguere l'arresto passivo dall'arresto attivo tramite l'osservazione di un 

alterato flusso di sangue. Le cellule che effettuano l’homing attraverso i meccanismi di 

adesione dei leucociti si appiattiscono rapidamente e si diffondono sull'endotelio 

vascolare sottostante in preparazione alla trasmigrazione, meccanismo biologico che 

riduce la possibilità di un flusso sanguigno alterato.  

 

 

Figura 2. Mesenchymal Stem Cell Homing: The Devil Is in the Details, Jeffrey M. Karp, 200958  

 

La figura 258 soprastante riporta una rappresentazione grafica dei due possibili 

meccanismi con cui le MSCs decelerano nei vasi durante il processo di homing. 

Consideriamo (A) nella figura 2 la fase di decelerazione: le grandi dimensioni delle MSCs 

e/o le minori dei capillari più stretti potrebbero ridurre la velocità cellulare in seguito alle 

interazioni fisiche, portando all'intrappolamento passivo (cella superiore).  

In alternativa, le MSCs che si deformano probabilmente passano, attraverso i capillari, 

alle venule postcapillari similmente all’homing dei leucociti.  
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In questo caso la cellula può prima legarsi (i) e poi rotolare sulla vascolarizzazione (ii) 

attivata nei siti di infiammazione, da un gradiente di chemochine (di colore verde). 

Analizziamo ora il processo di arresto (B): nella modalità passiva, si osserva un flusso 

sanguigno alterato (frecce). Al contrario, durante quello attivo, le cellule si appiattiscono 

rapidamente, interagendo con l'endotelio sottostante e il flusso sanguigno rimane 

praticamente invariato.  

Infine vi è la fase di uscita dai vasi (C): dopo l'arresto attivo, le MSCs possono trasmigrare, 

ma il destino di quelle arrestate passivamente non è chiaro. 

In verde sono segnate le interazioni molecolari che regolano l’homing delle MCSs: 

VLA-1, very late antigen-4; VCAM-1, fattore cellulare di adesione vascolare ve-1; ICAM-

1, fattore di adesione intercellulare; MMPs, matrix metallo-proteinasi; TIMPs, inibitore 

tissutale delle metalloproteinasi. 

 

Una terza possibilità di attecchimento delle MSCs all'interno di tessuti infiammatori 

comporta l'arresto passivo all'interno del sistema vascolare prossimale al sito di 

infiammazione, seguita dalla trasmigrazione in risposta a un gradiente di chemochine 

nel tessuto circostante. 

È anche possibile che le proprietà fisiche delle MSCs aumentate di dimensioni in coltura, 

riducano abbastanza la velocità cellulare all'interno delle sedi nel versante postcapillare 

tanto da consentire una salda adesione ai recettori, portando così a un meccanismo che 

incorpora entrambi gli aspetti dell'homing attivo e passivo. 
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CAPITOLO 1  

APPLICAZIONI CLINICHE DELLE CELLULE 

STAMINALI MESENCHIMALI 

 

FONTI DI CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI 

Secondo quanto stabilito dalla International Society for Cell Therapy: una popolazione 

cellulare espansa in vitro per definirsi come “staminale mesenchimale” deve: 

 essere positiva per CD105, CD73, CD90;  

 essere negativa per CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19 e HLA-DRAs;  

 esser capace di differenziarsi in osteoblasti, adipociti, condroblasti in opportune 

condizioni di differenziazione;  

Prima di una qualunque applicazione terapeutica, le MSCs vanno raccolte dai tessuti che 

le ospitano, isolate ed espanse per ottenerne un numero adeguato alla terapia. 

L’isolamento avviene a partire da diverse fonti.  Tra i tessuti da cui sono state isolate 

vanno elencati il midollo osseo, il tessuto adiposo, il sangue periferico, la membrana 

sinoviale, il liquido sinoviale, la membrana amniotica, il sangue e i tessuti del cordone 

ombelicale. 

Nonostante l’ampia varietà di fonti, non tutte sono ugualmente idonee per le applicazioni 

cliniche: le più utilizzate e studiate sono difatti il midollo osseo (prelevabile a livello di 

sterno ed ileo) ed il tessuto adiposo, anche se si sta incrementando lo studio relativo alle 

cellule isolate dal sangue periferico e alle fonti perinatali, essendo risorse non invasive 

per il soggetto. 

Inoltre le MSCs perinatali presentano una espressione minore dei markers immunogeni, 

rendendole potenzialmente più adatte ad una possibile applicazione allogenica. Va 

ricordato tuttavia che l’utilizzo di cellule prelevate dagli annessi fetali, necessariamente 

implica il loro utilizzo allogenico in quanto la finestra temporale per il loro isolamento è 

ovviamente ridotta e queste cellule non saranno disponibili per la terapia autologa di un 

animale adulto. 

Ritornando alle fonti maggiormente utilizzate, son state mostrate in vitro differenti 

proprietà tra le cellule staminali isolate dal midollo osseo e quelle derivate dal tessuto 
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adiposo, fatto che potrebbe essere rilevante per i loro utilizzi, decretando quali siano 

meglio a seconda della tipologia di danno. 

Son stati effettuati studi su lesioni tendinee indotte sperimentalmente confrontando le 

due tipologie cellulari e, sebbene le diversità tra i due trattamenti siano risultate piccole, 

le BM- MSCs (bone marrow, midollo osseo) hanno ottenuto un risultato migliore rispetto 

alle AT-MSCs (adipose tissue), soprattutto per la terapia muscolo-scheletrica.59–61  

Negli ultimi anni l’applicazione di terapie cellulari basate su MSCs ha ricevuto un 

notevole interesse da parte della comunità scientifica, sia in campo umano che 

veterinario.  

Se l’uso routinario di queste terapie si può ancora considerare lontano, si può comunque 

affermare che anche la comunità clinica veterinaria si sta aprendo alla possibilità di 

introdurre questi approcci terapeutici innovativi in diverse patologie.  

Nei paragrafi seguenti verranno brevemente illustrati alcuni esempi di patologie in cui 

l’uso di MSCs è stato descritto in letteratura. 

 

TERAPIA DELLE LESIONI MUSCOLO-SCHELETRICHE NEL 

CAVALLO 

Le principali vie di somministrazione per lesioni singole focali di tendini e legamenti, 

sono iniezioni dirette intra-lesionali usando ad esempio l’ultrasonografia che permette di 

eseguirle nella sede corretta. 

Nelle lesioni non facilmente accessibili o quando si riscontrano lesioni estese o 

multifocali, le MSCs possono essere iniettate all'interno della guaina tendinea (se 

applicabile) o mediante perfusione regionale attraverso un catetere endovenoso. 

La somministrazione intra-arteriosa non viene comunemente utilizzata a causa del 

rischio di trombosi conseguente.62,63 Per le patologie articolari come l’osteoartrite (OA) o 

lesioni meniscali, le MSCs possono essere direttamente iniettate a livello intra-articolare. 

Nelle lesioni cartilaginee focali, è stato suggerito di trattenere le cellule staminali in una 

“intelaiatura” e posizionarle direttamente nel difetto anatomico sotto guida artroscopica. 

Nella maggior parte delle situazioni sopra menzionate, così come in altre non correlate a 

lesioni muscoloscheletriche, la somministrazione richiede il passaggio attraverso un 

ago/catetere, che può influire sulla vitalità cellulare e, pertanto, deve essere preso in 

considerazione il diametro. 

L'aspirazione e la re-iniezione di MSCs equine utilizzando aghi di diverso calibro (G), 

replicando l'effetto della ri-sospensione delle cellule prima dell'iniezione, ha portato ad 

una maggiore vitalità cellulare e percentuale di cellule intatte quando sono stati utilizzati 

aghi da 20 G rispetto ad aghi di diametro minore (25 G).64 
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Uno studio64 ha valutato l’effetto di queste due manovre tramite aghi di diverso 

diametro, osservando che quest’ultimo non ha influito sulla vitalità cellulare durante 

l'iniezione di cellule, ma l'aspirazione della sospensione MSCs con diametri dell'ago di 

20G ha portato a una diminuzione della vitalità cellulare, che potrebbe essere stata 

dovuta alla pressione negativa durante l'aspirazione.  

Pertanto, un effetto negativo sulle staminali al momento del passaggio attraverso un ago 

viene prodotto principalmente nell’aspirazione piuttosto che durante l'iniezione, dunque 

è necessario utilizzare aghi da 18 G o più grandi per prendere la sospensione cellulare 

dalla fiala di spedizione nella siringa, mentre uno da 20 G è raccomandato per l'iniezione, 

che deve essere eseguita lentamente per evitare un eccessivo stress cellulare.65 

 

Protocolli terapeutici: quantitativo di cellule, tempistica e frequenza per una iniezione  

Ad oggi, non ci sono studi "dose-risposta" che chiariscano il numero ottimale di cellule 

da somministrare per le lesioni muscoloscheletriche66,67   

Ad ogni modo, l'attuale dose consigliata per l'OA equina mediante iniezione diretta intra-

articolare (IA) è di 4-20*106 MSCs, anche se il numero di cellule risiede all’interno di 

intervalli piuttosto ampi.68,69 Non ci sono studi che chiariscano il momento più 

appropriato per applicare le cellule, ma si ritiene che la finestra terapeutica ottimale sia 

durante la fase subacuta della riparazione tissutale, quando l'infiammazione è diminuita 

e la formazione di tessuto cicatriziale è ancora limitata.70  

Nella maggior parte degli studi, le MSCs autologhe sono somministrate nelle lesioni 

tendinee entro le 2-4 settimane dopo il trauma,71,72 anche se altri lavori hanno descritto 

somministrazioni più precoci,66,73 ma solo per il fatto che in questo secondo caso si 

trattava di una lesione indotta sperimentalmente con la possibilità quindi di isolare ed 

espandere prima del danno le MSCs. 

La sicurezza delle iniezioni ripetute è stata valutata nel cavallo,74,75 ma in termini di 

efficacia, la maggior parte degli studi si è concentrata su una singola iniezione. 

Tuttavia, somministrazioni ripetute hanno mostrato benefici in altri modelli animali, 

come quello suino di lesione del menisco.76 

 

Prodotti che possono essere combinati con le MSCs 

Le MSCs possono essere somministrate dopo essere state risospese sia in una soluzione 

isotonica a pH neutro come una soluzione fisiologica salina tamponata (PBS) o una 

soluzione Ringer lattato (LRS), sia con prodotti biologici come Plasma Ricco di Piastrine 

(PRP), surnatante preparato da midollo osseo (BMS) o il siero condizionato autologo 

(ACS). 

Empiricamente queste cellule sono spesso combinate con PRP o BMS per danni ai tendini 

o legamenti. 
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Per l’uso intra-articolare, è possibile la combinazione delle cellule staminali con gel 

iniettabili come acido ialuronico (HA) o glicosaminoglicani polisolfati (PSGAG) o idrogel 

di poliacrilammide (PAAG), anche se quest’ultimo ha mostrato causare una diminuzione 

della vitalità cellulare del 50-70% entro 24-48 ore in vitro, possibilmente a causa del pH 

più basso77.  

Per prevenire la flogosi articolare, si raccomanda prima della somministrazione di MSCs 

una dose di farmaci anti-infiammatori non steroidei (FANS), e, in un secondo momento, 

un bendaggio che deve essere lasciato in situ nelle 24-48 ore successive alla 

somministrazione. 

Infine si dovrebbe evitare di unire le cellule e altri prodotti in una unica siringa, anche se 

si possono somministrare tramite lo stesso ago, inserito in sede di inoculo, se in 

sequenza.68 

  

Prodotti che non dovrebbero essere combinati con le MSCs 

La sedazione e l’anestesia locale sono comunemente eseguite per permettere trattamenti 

muscolo-scheletrici. Gli effetti dei farmaci utilizzati sulle MSCs sono stati valutati in vitro 

tramite la stima della quantità che vi entrerebbe in contatto in vivo dopo la 

somministrazione endovenosa (per i farmaci sedativi), o durante l’esecuzione di 

anestesia loco-regionale. 

Da queste valutazioni si è mostrato che la romifidina, la detomidina e il butarfanolo non 

hanno condizionato significativamente la vitalità cellulare, al contrario della xilazina, che 

leggermente ne ha causato una diminuzione, per cui si raccomanda di evitarla quando le 

MSCs vengono somministrate. Per quanto riguarda gli anestetici locali usati per il blocco 

perineurale, essi non influenzano la vitalità cellulare.78 

 

UTILIZZI NEGLI ANIMALI DA COMPAGNIA: CANE E 

GATTO 

Se nel cavallo l’utilizzo di terapie cellulari basate su MSCs si è concentrato 

prevalentemente sulle patologie muscolo-scheletriche, negli animali da compagnia, e nel 

cane in particolare, le applicazioni descritte in letteratura spaziano all’interno di un 

ampio spettro di patologie che interessano apparati ed organi differenti 

 

OSTEOARTROSI: GLI STUDI NEL CANE  

Per questa patologia sono stati presi in considerazione 5 diversi studi: quattro inerenti 

alla displasia dell’anca e uno a quella del gomito. Tutti i protocolli analizzati negli studi 

https://www.regeneraps.org/terapie-rigenerative-veterinaria/artrosi-cane-trattamenti-alternativi/
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impiegavano singole iniezioni intrarticolari di cellule staminali derivate da tessuto 

adiposo (Ad-MSC). 

Le cellule sono state utilizzate con quattro metodiche differenti: 

 da sole 64 

 in combinazione con infiltrazioni intrarticolari di PRP79  

 insieme ad acido ialuronico80  

 con agenti condroprotettivi81 

 

Sono stati messi a confronto i risultati ottenuti tra infiltrazione di MSCs derivate da 

tessuto adiposo (Ad-MSCs) con PRP e Ad-MSCs con acido ialuronico. 

In tutte le ricerche è stato osservato un netto miglioramento del ROM (Range Of Motion), 

del dolore e della scala di valutazione visiva (VAS) nei cani. Non si sono evidenziati 

effetti collaterali entro i 6 mesi e i risultati positivi ottenuti sono perdurati nei 3- 6 mesi 

successivi.82 

Questi studi hanno dimostrato la fattibilità, la sicurezza e la reale efficacia dell’attività 

biologica delle cellule, iniettate per via intra-articolare, in cani con osteoartrosi. 

  

https://www.regeneraps.org/cellule-staminali-mesenchimali/
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DEGENERAZIONE DEI DISCHI INTERVERTEBRALI NEL CANE 

Questa patologia può presentarsi con o senza erniazione del disco ed è caratterizzata 

dalla seguente sintomatologia: 

 dolorabilità alla schiena 

 paresi o paralisi 

 decorso subacuto 

La contusione spinale può variare in termini di gravità, localizzazione e cronicità del 

decorso. Tutti gli studi effettuati riguardavano cani con assenza della sensibilità 

profonda e cronicità della lesione, per la durata variabile dai 60 giorni ai 6 mesi. 

In una di queste ricerche sono stati arruolati quattro cani refrattari al trattamento 

chirurgico e con forma degenerativa cronica (da più di 60 giorni), ai quali è stata 

effettuata una seconda laminectomia e contestualmente un infiltrato di cellule staminali 

da midollo osseo (BM-MSCs) in sei punti differenti della lesione. 

Successivamente, sono state eseguite delle valutazioni neurologiche nei 18 mesi 

successivi e risonanza magnetica nei 12 mesi. In questo caso specifico, nonostante la 

risonanza non manifestasse alcun cambiamento, l’atassia, la dolorabilità e i riflessi sono 

migliorati83. 

In un altro studio effettuato su sei cani con degenerazione cronica dei dischi, dopo 30 

giorni dal trattamento con laminectomia decompressiva senza esito, sono state iniettate 

cellule allogeniche fetali (BM-MSC) per via transcutanea a livello della lesione.84  

Anche in questo caso al controllo con la risonanza non si sono riscontrate modificazioni, 

ma la valutazione ha portato a concludere che a seguito del trattamento di 90 giorni, si è 

potuto evidenziare un lieve miglioramento dei seguenti parametri: 

 supporto della massa corporea 

 piccoli passi incoordinati 

 ritorno del tono della coda 

 riflessi profondi 

 defecazione 

 tono muscolare 
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Questi studi garantiscono la necessità di approfondire un modello che se adeguatamente 

sviluppato e confermato rispetto ai primi parziali risultati nel cane, potrebbe diventare 

utile anche per l’uomo, considerando che ad oggi questi trattamenti si sono dimostrati 

fattibili e sicuri. 

 

FISTOLE PERIANALI NEL CANE 

La letteratura riporta un lavoro in cui un gruppo di sei cani con fistole refrattarie al 

trattamento classico con ciclosporina, è stato trattato con le MSCs, direttamente 

all’interno della lesione, in diverse posizioni in modo da assicurare la dispersione delle 

cellule all’interno dell’intera area coinvolta dalla lesione. 

Tutti i pazienti hanno mostrato una remissione dei sintomi tranne uno che ha avuto una 

recidiva a 6 mesi dal trattamento.85 

 

INFIAMMATORY BOWEL DISEASE (IBD) 

La malattia infiammatoria intestinale (IBD) del cane è una condizione cronica che 

provoca infiammazione del tratto gastrointestinale. I sintomi possono variare a seconda 

della gravità della malattia e della posizione dell'infiammazione. 

L’IBD si può presentare in differenti varianti istopatologiche 

 la forma linfoplasmacellulare 

 la colite istiocitica ulcerativa 

 la colite eosinofilica 

 la colite granulomatosa 

La forma più comune nel cane, la linfoplasmacellulare, è caratterizzata da: un aumento 

del numero di mast cellule, infiltrazione della lamina propria da parte di cellule T del 

sistema immunitario e altri fattori comuni alle due specie. 

Uno studio è stato condotto su 12 cani con parziale tolleranza ai trattamenti tradizionali 

e diagnosi istologica confermata di IBD linfoplasmacellulare.86 Questi pazienti hanno 

ricevuto una iniezione intravenosa di cellule allogeniche staminali da tessuto adiposo 

(Ad-MSCs) al dosaggio di 2×106/Kg di peso. 
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Il controllo è durato solo 42 giorni sia con valutazioni di laboratorio sia con osservazioni 

cliniche, anche da parte del proprietario, quali: 

 appetito 

 frequenza e consistenza delle feci 

 vomito 

 prurito 

 ascite 

 edema periferico 

 peso corporeo 

 

Inoltre sono stati monitorati anche alcuni marker biologici: 

 folati 

 cobalamina 

 albumine seriche 

 CRP (Proteina Reattiva C) 

Tutti i biomarkers (escluso il CRP) hanno evidenziato un netto miglioramento rispetto ai 

valori iniziali, così come i segni clinici. Purtroppo, l’assenza del gruppo di controllo non 

ha consentito di valutare pienamente la reale portata dell’impatto del trattamento sulla 

malattia. 

 

Un altro studio,87 in cieco, ha trattato gatti con enterite linfoplasmacellulare iniettando le 

loro cellule staminali da tessuto adiposo (Ad-MSCs); mentre al gruppo di controllo è stato 

somministrato un placebo. 

Entrambi i gruppi hanno continuato, successivamente alla terapia, il trattamento 

tradizionale. 

Il procedimento è stato effettuato due volte in una settimana a dosaggio di 2*106/Kg di 

peso e si è mostrato sicuro ed efficace sui 5/7 gatti rispetto ai 4 di controllo con placebo, 

per i due mesi di valutazione fatta. 

 

Gli studi effettuati sulla IBD non hanno consentito di comprendere attraverso quali 

meccanismi molecolari e cellulari il trapianto di MSCs per via endovenosa sia stato in 

grado di avere un effetto efficace sull’intestino infiammato, ma ne hanno comunque 

dimostrato la capacità immunomodulatrice ed effettiva possibilità di applicazione. 
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MIOCARDIOPATIA DILATATIVA NEL CANE 

Negli animali da compagnia spesso sono presenti diverse patologie cardiache non 

ischemiche: 

 cardiomiopatia ipertrofica (HCM) nel gatto 

 cardiomiopatia dilatativa (DCM) nel cane 

 prolasso della valvola mitrale (MVP) 

 cardiomiopatia aritmica ventricolare destra 

L’unico studio pubblicato sull’applicazione delle cellule staminali in una patologia non 

ischemica, riguarda proprio la Miocardiopatia Dilatativa nel cane (DCM).88 

Il trattamento applicato su 15 cani consiste in una iniezione singola di cellule staminali di 

origine adiposa (Ad-MSCs), modificate con adenovirus (subtype2), al fine di ottenere una 

iper-espressione del gene, associato ad uno stimolo del processo di homing, con lo scopo 

di favorire l’innesto ed integrazione delle cellule nel miocardio. Le cellule sono state 

inoculate e trasportate attraverso la via venosa coronarica retrograda. 

 

Su 15 cani trattati, 14 sono stati dimessi in 24 ore dall’innesto cellulare, mentre uno ha 

presentato una aritmia ventricolare maligna prima, durante e dopo il trattamento, 

morendo per arresto cardiaco. Il follow up ha avuto una durata di 2 anni. 

Sono stati confrontati i controlli degli anni precedenti con i due anni a seguire e non si 

sono evidenziate differenze significative inerenti: 

 la sopravvivenza media 

 progressione verso l’insufficienza cardiaca congestizia (valutata con 

ecocardiografia) 

 parametri di ECG 

 indici ematici 

I risultati ottenuti sono indicativi rispetto alla sicurezza del trattamento, della via di 

somministrazione, dell’applicazione del virus specifico ed un aumento della funzione di 

homing. Lo studio non permette di trarre conclusioni relativamente alla efficacia 

terapeutica. 

 

CHERATOCONGIUNTIVITE SECCA  

Si tratta di una patologia su base immuno-mediata che crea un danno delle ghiandole 

salivari e lacrimali con ridotta funzione secretoria esocrina. 

https://www.regeneraps.org/patologie/miocardiopatia-dilatativa-sintomi-diagnosi/
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La causa è una infiltrazione della ghiandola della terza palpebra con linfociti B, e altre 

cellule (mastociti e simili) che si riducono dopo terapia oftalmica con ciclosporine.  

Uno studio effettuato si è basato su un protocollo in cui veniva testata l’efficacia di una 

singola iniezione di cellule staminali mesenchimali di origine adiposa, trapiantate intorno 

alla ghiandola lacrimale principale e alla ghiandola della terza palpebra su 12 cani, per 

un totale di 24 occhi.89  

I 24 occhi trattati son stati monitorati per 9 mesi dopo il trattamento, valutando quattro 

parametri: 

 il punteggio del test di Schirmer 

 scolo oculare 

 iperemia 

 opacità corneale 

Si è visto che i parametri medi sono nettamente migliorati e il punteggio migliore è 

persistito per nove mesi dopo il trattamento. Inoltre grazie ad un precedente studio con 

tracciamento delle cellule staminali dopo il trapianto, si è messo in evidenza che le stesse 

persistono per sole 2 o 3 settimane.90 

Ciò porta a pensare che le MSCs impiantate abbiano esercitato un effetto paracrino sulla 

ghiandola lacrimale, con anche effetto immunomodulatore e trofico rigenerativo, 

migliorando così la composizione e la reologia della secrezione. 

 

MENINGOENCEFALITE GRANULOMATOSE INFIAMMATORIE  

Tra le meningoencefaliti ad eziologia sconosciuta sono comprese anche diverse forme 

infiammatorie non infettive, in cui si pensa vi sia una componente autoimmunitaria. 

Nello specifico, la meningoencefalite granulomatosa è caratterizzata da: 

 infiltrazione di cellule T linfocitarie e gliali macrofagiche 

 ipersensibilità ritardata 

 aumento dei livelli di CL19/MIP3b nel liquido cerebrospinale 
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Le meningoencefaliti granulomatose, colpiscono il prosencefalo, il tronco encefalico ed il 

midollo spinale. Possono esitare in differenti forme: 

 diffuse 

 multifocali 

 focali 

 oculari 

 

Un gruppo di ricercatori91 ha valutato l’efficacia di un singolo impianto di cellule 

staminali mesenchimali (BM-MSCs) in 8 cani refrattari al trattamento tipico con 

corticosteroidi. 

Le vie di somministrazione utilizzate son state: 

 intratecale (4×10⁶) e intravenosa (2×10⁶) 

 intratecale (4×10⁶) e intracarotidea (2×10⁶) 

 

Il follow up è durato dai 6 mesi ai 2 anni e i risultati son stati i seguenti: 

 nessuna reazione avversa se non un leggero rialzo termico transitorio 

 7 degli 8 cani trattati sono sopravvissuti all’intero periodo di follow up 

 progressivo miglioramento dei segni clinici 

 scomparsa dei segni di infiammazione (pleiocitosi mononucleare) 

 Solo due cani hanno necessitato di terapia antiepilettica, mentre gli altri non sono 

stati sottoposti ad alcun trattamento. 

 

INSUFFICIENZA RENALE CRONICA NEL GATTO IN FASE FINALE  

Questa malattia è caratterizzata da una eziologia poco conosciuta e, da punto di vista 

patologico, da una nefrite tubulo interstiziale, con progressiva infiltrazione di linfociti, 

plasmacellule e macrofagi. L’utilizzo terapeutico delle cellule staminali è stato effettuato 

utilizzando sia cellule allogeniche che autologhe.  

In un primo studio92 son stati considerati sei gatti (quattro con insufficienza renale e due 

sani) trattandoli con Ad-MSCs e BM-MSCs per via intrarenale, con una sola 

somministrazione ad un dosaggio approssimativo di 1×105 cellule. 

In questo studio: 

 non ci sono stati effetti collaterali degni di nota 
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 in due gatti sottoposti a scintigrafia è stato notato un leggero miglioramento della 

funzionalità renale 

 

Un secondo studio93 ha preso in considerazione la via intravenosa di somministrazione 

di Ad-MSCs crioconservate. Son stati considerati undici gatti con insufficienza renale 

cronica infondendo loro tre somministrazioni a due settimane di distanza: 

 cinque gatti al dosaggio di 2×10⁶ per Kg 

 sei gatti al dosaggio di 4×10⁶ per Kg 

Il primo gruppo di gatti non ha mostrato effetti collaterali, mentre il secondo ha 

dimostrato le seguenti reazioni avverse: vomito, scialorrea, dispnea. 

Non è stato dimostrato nessun miglioramento della funzionalità renale. 
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CAPITOLO 2 

TERAPIA CON MSCS AUTOLOGHE VS 

TERAPIA CON MSCS ALLOGENICHE 

Col termine autologhe si intendono cellule provenienti dallo stesso organismo su cui si 

effettua la terapia, mentre allogeniche sono quelle provenienti da un individuo diverso 

rispetto al paziente, seppur appartenente alla stessa specie. 

Dal punto di vista normativo, le terapie con cellule allogeniche non sono consentite 

secondo l’accordo Stato Regioni del 29 aprile 2010 per motivi di sicurezza, riguardo sia la 

possibilità di risposte avverse del sistema immunitario, che la possibilità di trasmettere 

agenti patogeni.  

I dati presenti in letteratura tuttavia dimostrano come esista una ampia discussione nella 

comunità scientifica sulla sicurezza ed efficacia dei trattamenti allogenici. 

Difatti sta aumentando l’evidenza che le MSCs, a lungo considerate “privilegiate” dal 

sistema immunitario e quindi non riconosciute e attaccate, subiscano un riconoscimento 

e successiva eliminazione da parte del sistema immunitario dell’organismo ricevente. 

Espressioni variabili del complesso maggiore di istocompatibilità di tipo I (MHC –I) e di 

tipo II (MHC-II) insieme alla mancata corrispondenza delle MSCs tra donatore e ricevente 

potrebbe portare alla risposta immunitaria cellulare e/ umorale.94,95 

Le molecole di MHC-I e MHC-II espresse dalle staminali del donatore potrebbero essere 

riconosciute direttamente dalle cellule T CD8+ o CD4+ del destinarlo, rispettivamente. 

Il riconoscimento diretto dalle cellule T naive richiederebbe anche molecole di co-

stimolazione come CD40, CD80 o CD86 che non sono espresse dalle MSCs in condizioni 

basali. 

Il riconoscimento indiretto, che non dovrebbe necessitare di segnali di co-stimolazione, 

potrebbe verificarsi tramite l’internalizzazione dei frammenti dell’MHC-I e MHC-II da 

parte delle cellule presentanti l’antigene del destinatario e la successiva presentazione 

alle cellule B e T, generando potenzialmente memoria immunitaria che potrebbe limitare 

ed ostacolare ripetute somministrazioni96.  

Inoltre, l’esposizione a molecole infiammatorie può incrementare l’espressione del MHC- 

II e delle molecole di co-stimolazione come CD40 nelle cellule MSCs, con probabilità di 

aumentarne l’immunogenicità. 

Tuttavia, gli stimoli infiammatori promuovono il profilo immunomodulatorio delle 

MSCs, che potrebbe facilitare l’evasione delle cellule allogeniche dal sistema 

immunitario.73  
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Ad ogni modo le implicazioni cliniche non sono ancora chiare: somministrazioni intra-

articolari (IA) singole e ripetute di MSCs allogeniche hanno mostrato di essere sicure sia 

nelle articolazioni equine sane74,97 sia in quelle colpite spontaneamente da malattie.77 

L’infiammazione lieve e transitoria alle articolazioni rilevata dopo il trattamento, 

autologo o allogenico che sia, è solitamente auto-limitante e di risoluzione spontanea in 

pochi giorni.74,98 

Ciononostante, le preoccupazioni inerenti alle MSCs allogeniche dovrebbero essere prese 

in considerazione ed è necessaria un ulteriore comprensione dei meccanismi molecolari 

e cellulari coinvolti per chiarirle. 
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CAPITOLO 3 

APPLICAZIONI DELLE CELLULE STAMINALI 

MESENCHIMALI NELLA TERAPIA 

ONCOLOGICA 

Le MSCs sono attivamente studiate sia relativamente ai loro aspetti biologici che per le 

loro varie applicazioni cliniche.  

Negli ultimi anni una linea di ricerca che si è andata sviluppando, prende in 

considerazione i rapporti tra MSCs e tumori. In particolare grazie alla loro capacità 

immunomodulatoria e alle loro capacità differenziative le MSCs potrebbero avere 

comportamenti variabili nei confronti delle cellule tumorali, fungendo talora da agente 

pro-tumorale e, in altre situazioni, al contrario come agente in grado di contrastare la 

crescita tumorale. 

 

Quest’ultima innesca e mantiene una situazione caratterizzata da infiammazione cronica, 

rimodellamento tessutale e indebolimento immunitario, alla quale le MSCs partecipano 

attivamente. 

Il principale meccanismo con cui le staminali influenzano l’inizio e la progressione del 

tumore sono gli effetti immunomodulatori da loro esercitati sull’immunità innata e 

adattativa, mediante contatti cellula-cellula, produzione di esosomi e altri fattori secreti. 

Le MSCs possono avere effetti opposti sulle cellule immunitarie: da una parte 

promuovono l’infiammazione ed esprimono caratteristiche immunosoppressive 

favorenti la progressione tumorale, dall’altra sfruttano la loro plasticità verso 

l’espressione di proprietà anti-tumorali, anti-infiammatorie e pro-immunogene che 

possono essere una futura opzione terapeutica. 

Tutto ciò richiede una comprensione completa e approfondita della relazione funzionale 

tra cellule tumorali, staminali e immunitarie, in particolare in che modo le prime 

modificano le seconde per indurle ad un funzionamento a loro favore e le caratteristiche 

fondamentali della plasticità delle MSCs che consentono tale cambiamento. 
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IL RAZIONALE BIOLOGICO DELL’USO TERAPEUTICO 

DELLE MSCs 

RUOLO NELLA RIGENERAZIONE TISSUTALE E NELLA GUARIGIONE DI FERITE 

L’infiammazione causata da una lesione e il conseguente rimodellamento tissutale 

forniscono segnali che mobilitano le MSCs e guidano la loro differenziazione verso 

diverse componenti stromali, alcune delle quali utilizzate come sostituzione alle cellule 

danneggiate. 

Queste possono o esser residenti nel tessuto coinvolto oppure giungere dal midollo osseo. 

Come risposta ai mediatori solubili derivati dal microambiente dei tessuti danneggiati, 

quali il fattore di necrosi tumorale-alfa (TNF-α), interleuchina-1 (IL-1), interferone-

gamma (IFN-γ) e tossine da agenti infettivi, le cellule mesenchimali hanno la capacità di 

rilasciare un’ampia gamma di altre molecole: il fattore di crescita epidermico (EGF), il 

fattore di crescita dei fibroblasti (FGF), il fattore di crescita derivato dalle piastrine 

(PDGF), il fattore di crescita trasformante-beta (TGF-β), il fattore di crescita dell'endotelio 

vascolare (VEGF), il fattore di crescita degli epatociti (HGF), il fattore di crescita insulino-

simile -1 (IGF-1), angiopoietina-1 (Ang-1), il fattore di crescita dei cheratinociti (KGF), la 

proteina G6 stimolata dal TNF (TSG-6), l’antagonista del recettore dell'interleuchina-1 

(IL-1RA), la prostaglandina E2 (PGE2), indoleamina 2,3 diossigenasi (IDO), l’ossido 

nitrico (NO) e il fattore di derivazione stromale 1 (SDF-1).  

Tutte queste hanno la funzione di promuovere l'attivazione di fibroblasti, cellule 

endoteliali e cellule progenitrici dei tessuti, andando quindi ad attivare e regolare i 

fenomeni di angiogenesi, di inibizione dell'apoptosi, di deposizione dell’ECM ed infine 

di sostituzione delle cellule danneggiate,99,100 101–103 che a loro volta permettono la 

rigenerazione e la riparazione tissutale.104–106 

Inoltre le MSC possono partecipare attivamente all'azione battericida attraverso la 

secrezione del peptide LL-37.54 

 

PROPRIETÀ IMMUNITARIE 

Le proprietà funzionali fondamentali per il ruolo immunitario delle cellule staminali sono 

principalmente due: la capacità di indurre immunosoppressione e quella di esercitare 

quello che è stato definito privilegio immunitario. 

La prima è stata prettamente associata con MSCs derivanti dal midollo osseo, mentre 

negli studi che utilizzano altre origini si sono dimostrate sia immunosoppressive sia pro-

infiammatorie e questo può essere dovuto a fattori dipendenti dal tessuto e specie-

specifici. 
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Per privilegio immunitario si intende quella situazione in cui alcuni distretti 

dell’organismo dei mammiferi sono in grado di tollerare l’introduzione di antigeni senza 

suscitare una risposta immunitaria infiammatoria; ad esempio in un trapianto di tessuto, 

i suoi innesti possono sopravvivere per lunghi periodi in quelle regioni anatomiche, 

senza il verificarsi del rigetto. 

I siti immunologicamente privilegiati includono: 

 gli occhi 

 la placenta e il feto 

 i testicoli 

 il sistema nervoso centrale 

 

I meccanismi di questo fenomeno sono in gran parte sconosciuti, ma con alta probabilità 

per quanto riguarda le MSCs son dati dalla bassa espressione delle molecole MHC I e 

MHC II accoppiate alle funzioni immunosoppressive delle MSCs. 

Questa proprietà, ritenuta fondamentale per diverse applicazioni terapeutiche, non è 

tuttavia stabile poiché il reclutamento (ossia l’attivazione funzionale di queste cellule) e 

la differenziazione cellulare che ne può derivare, tramite IFN-γ sovra-regolano 

l’espressione dell’MHC 1 e, in minor misura, anche dell’MHC II, portando così ad un 

miglioramento della capacità sia immunogenica sia di presentazione antigenica delle 

MSCs e ad una riduzione del privilegio immunitario.107 

Gli effetti immunosoppressivi delle cellule staminali necessitano della vicinanza alle loro 

cellule bersaglio, quali linfociti T, linfociti B e cellule NK. 

Le molecole MHC di classe I, i recettori di adesione ICAM-1 e VCAM-1 e la molecola 

immunosoppressiva PD-L1 (il ligando della morte programmata 1) sono sovra-regolati 

dalle MSCs innescate ed attivate. 

Le ultime tre molecole sopracitate riescono a riconoscere ligandi sulle cellule 

immunitarie, stimolando così l'adesione cellula-cellula con conseguente ottimizzazione 

dell'esposizione delle cellule immunitarie ai mediatori immuno-soppressivi secreti. 108 

A seguito dell’attivazione, il complesso immunosoppressivo secreto derivato dalle MSCs 

comprende: HLA-G, TGF- ß, PGE2, TSG-6 (fattore della necrosi tumorale inducibile dalla 

proteina 6 del gene), HO-1 (eme ossigenasi 1), HGF, IL-10, IL-6, IDO1 (indoleamine-

pirrolo 2,3-diossigenasi), ARG1/2 (arginasi), NOS2 (nitrico ossido sintasi 2A), adenosina 

e LIF (fattore inibitorio della leucemia), così come PD-L1/2 e ligando Fas (FasL).109 

I due mediatori chiave dell’immunosoppressione sono il TGF-ß e il PGE2.  

Il primo provoca inibizione diretta delle azioni delle cellule effettrici antitumorali (NK, 

cellule T CD8+ e cellule T γδ) mediante down-regulation del recettore attivante NKG2D, 

generando e reclutando cellule T regolatrici e cellule T γδ.110–119 

https://en.wikipedia.org/wiki/Human_eye
https://en.wikipedia.org/wiki/Placenta
https://en.wikipedia.org/wiki/Fetus
https://en.wikipedia.org/wiki/Testicles
https://en.wikipedia.org/wiki/Central_nervous_system
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Per quanto riguarda l’immunità innata, le MSCs hanno una relazione funzionale con il 

sistema del complemento, ad esempio le BM-MSCs esprimono i recettori delle 

anafilatossine C3aR e C5aR, suggerendo che C3a e C5a possono essere chemiotattici verso 

i siti di lesione.  

Le cellule staminali mesenchimali esprimono gli inibitori del complemento CD46, CD55 

e soprattutto CD59, che le proteggono sia dall’opsonizzazione attuata da questo sia dalla 

lisi, inoltre secernono il fattore H, un ulteriore inibitore.115,120,121  

Le MSCs agiscono attivamente nel reclutamento dei neutrofili tramite la secrezione di 

citochine chemiotattiche e chemochine, includendo IL-6, IL-8, IFN-ß, GM-CSF e il fattore 

inibitorio dei macrofagi (MIF). 

Promuovono anche la sopravvivenza neutrofilica, che contribuisce ad eliminare i 

patogeni122 e a rispondere al rilascio di istamina da parte dei mastociti, indotto dalla 

produzione di IL-6.123 

Esse contribuiscono direttamente e indirettamente alla proliferazione, produzione di 

citochine e, in alcune condizioni, alla citotossicità delle cellule natural killer.  

Le interazioni tra quest’ultime e le MSCs hanno un certo grado di complessità e 

dipendono soprattutto dal microambiente e dallo stato di attivazione delle seconde: 

quelle derivate dal midollo osseo (BM-MSCs) hanno la capacità di inibire la 

proliferazione, la citotossicità e la produzione di citochine delle NK mediante la 

secrezione di IDO1, TGF- ß, HLA-G e PGE2.21,123–127 

Ad esempio nelle neoplasie polmonari umane, le T-MSCs (tumor-associated MSCs) 

hanno mostrato una immunosoppressione maggiore rispetto alle N-MSCs (normal 

tissue- associated MSCs) tramite PGE2 e, in minor misura, IL-6. 

Tali molecole causano la riduzione della produzione di IFN-γ e la downregulation 

dell’espressione dei recettori attivanti delle cellule NK quali NKp44, NKp30, NKG2D, 

DNAM-I e NKG2A.  

Le T-MSC anche possono indurre una inversione del rapporto CD56bright/dim dl delle cellule 

NK in favore del fenotipo CD56dim, che è associato in maniera contatto-dipendente alla 

degranulazione piuttosto che ad una produzione di citochine elevata.124 

Le cellule staminali mesenchimali influenzano anche la funzione delle cellule dendritiche 

(DC), poiché hanno azione inibente diretta sia sulla maturazione dei monociti e delle 

cellule precursori CD34+, sia sulla attivazione delle DCs stesse tramite PGE2, IL-6, TSG-

6 e M-CSF (fattore stimolante le colonie di macrofagi) e azione mediata da Jagged-2.128–

130 

Tutte le cellule dendritiche sono sensibili all’azione delle MSCs, sia quelle mature (m-DC) 

sia quelle immature (i-DC), difatti in presenza di tali cellule, le i-DC mostrano una ridotta 

capacità nella presentazione dell’antigene e nella stimolazione della proliferazione delle 

cellule T e della differenziazione delle cellule T naïve, causando così una inefficace 

attivazione delle T cells. 
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Le cellule dendritiche mature possono anche essere ripristinate ad un fenotipo immaturo 

a causa della downregulation della espressione sulla superficie cellulare di molecole 

presentanti l’antigene e di molecole co-stimolatrici, della soppressione della secrezione 

di IL-12 e dell'incapacità di stimolare la proliferazione linfocitaria in vitro, il tutto per 

opera sempre delle MSCs.130 

Sembra che queste favoriscano la comparsa del fenotipo mieloide delle cellule 

soppressori (MDSC) tramite la secrezione di molecole come IL-6, HGF e CXCL3 (ligando 

3 delle chemochine con struttura C-X-C), le quali stimolano le MDSC alla produzione di 

COX2 (enzima cicloossigenasi-II, PTGS2), IDO, PD-L1, PD-L2 e MMP9 (metalloproteinasi 

9 della matrice).1.31,132 

Le cellule staminali mesenchimali conducono la mobilizzazione dei monociti dal midollo 

osseo e dei macrofagi, ai siti di infiammazione affinché si attui la riparazione della ferita 

tramite secrezione dei ligandi delle chemochine (con struttura C-C) CCL2, CCL3 e 

CCL12. Tali cellule svolgono un ruolo anche nella differenziazione dei monociti verso 

macrofagi M2 (associati alla riparazione tissutale), mediante secrezione di PGE2, IL-6, 

IDO e contatto diretto intercellulare52,133.  

La segnalazione dell’interleuchina 6 dei macrofagi è ciò da cui dipende profondamente 

la capacità sia della regolazione del fenotipo macrofagico (M1 o M2) sia della 

stimolazione della immunosoppressione da parte delle MSCs.134 

Si stanno compiendo studi sulla relazione tra MSCs e cellule T γδ, le quali sono in grado 

di produrre sia citochine pro-infiammatorie come IFN-γ, TNF-α e IL-17, sia 

antinfiammatorie quali TGF-β, IL-4 e IL-10, in base alle tipologie di segnali predominanti 

nel microambiente tissutale. Inoltre queste cellule hanno la capacità di esercitare effetti 

antitumorali ma anche protumorali.135  

Nella risposta regolatrice mediata dalle MSCs svolge un ruolo fulcro il TGF-β, mediante 

l’induzione delle cellule Treg CD4+ e γδ. 

D’altra parte le staminali sono potenti soppressori della proliferazione delle cellule γδ, 

della produzione di citochine e delle risposte citolitiche (effetto antitumorale) in vitro, 

grazie alla a elaborazione di COX2-dipendente di PGE2.136 
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IMMUNITÀ ADATTATIVA 

Le cellule staminali mesenchimali hanno la capacità di regolare l'attivazione e la funzione 

dei linfociti T e B. 

Nella soppressione della proliferazione delle cellule T mediata da MSCs agiscono 

numerosi fattori, quali iNOS (NO sintasi inducibile), IDO, semaforina-3A, B7-H4, HLA-

G, LIF, galectina(e), HO-1, IL-6, IL-10, PD-L1/2, FasL e PGE2.137–139 

Mediante sia secrezione di PD-1, PGE2, IL-10 sia promozione di quella dell’interleuchina 

IL-4 dai Th2, le cellule staminali possono esercitare effetti non solo inibitori verso cellule 

Th1 e Th17 (pro-infiammatorie),140 ma anche stimolatori sulle seconde. 

Inoltre le MSCs hanno l’abilità di promuovere la differenziazione delle Treg mediante 

secrezione di TGF-β, IL-6 e IL-10 ed espressione di IDO.14 

L’IFN-γ ha il ruolo di stimolare la funzione immunosoppressiva delle staminali, 

inducendo nell’uomo la produzione di chemochine, IDO, PGE2, HGF e TGF-β con la 

finalità di attrarre e sopprimere le cellule T.141,142 

Le funzioni immunosoppressive delle MSCs verso le cellule T sono mediate non solo dai 

fattori solubili, ma anche dal contatto cellula-cellula, incluse interazioni ICAM-1-LFA-1 e 

PD-1/PD-L1. 

Ulteriori meccanismi di soppressione sono verificati attraverso microRNA e rilascio di 

esosomi.142–144 

Le interazioni tra cellule B e MSCs sono meno investigate ad oggi, nonostante alcuni 

ricercatori suggeriscano la presenza della capacità inibitoria delle seconde inerente sia 

alla attivazione, proliferazione, differenziazione delle prime, sia a risposte 

chemiotattiche.145,146 

 

PRIMING: RUOLO DEI TOLL-LIKE RECEPTORS E GRADO INFIAMMATORIO 

L'attività immunomodulatoria delle cellule mesenchimali staminali non è solo 

determinata da citochine derivanti da un microambiente pro-infiammatorio (come di 

infiammazione, cancro o infezione), in particolare IFN-γ, TNF-α e IL-1β, ma anche dalla 

stimolazione dei recettori Toll-Like (TLR).147–153  

Le MSCs, che esprimono TLR1–6, TLR2–4, proteine 7 e 9, possono essere indirizzate verso 

un fenotipo immunosoppressivo o un pro-infiammatorio come conseguenza della 

stimolazione TLR: difatti quelle innescate da TLR4 sono polarizzate verso un fenotipo 

MSC1 pro-infiammatorio (agente nella inibizione della crescita tumorale), mentre quelle 

stimolate da TLR3 verso il fenotipo MSC2 immuno-soppressivo.154,155  

Un ulteriore aspetto importante nella polarizzazione è dato dal grado infiammatorio 

presente: le MSCs divengono immunosoppressive solo se esposte ad alti livelli di 
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citochine pro-infiammatorie quali TNF-α e INF-γ, come accade nelle ultime fasi del 

processo flogistico,108,156 specificando però che il fenotipo MSC2 è influenzato anche dalla 

stimolazione TLR3.156 

Al contrario, durante le prime fasi, vi è presenza di bassi livelli delle due molecole, per 

cui le cellule possono esprimere un fenotipo MSC1 pro-infiammatorio, migliorando le 

risposte immunitarie parzialmente tramite il TLR4 presente sulla loro superficie.155  

La stimolazione di quest’ultimo induce la secrezione di IL-6, IL-8 e TGF-β, mentre la 

stimolazione di TLR3 incrementa IL-4, IL-1RA (antagonista del recettore 

dell'interleuchina-1), IDO e PGE2.149,155,157,158 

 

ESOSOMI DERIVATI DA MSCS 

Le MSC-EVs sono vescicole extracellulari originate da cellule mesenchimali staminali e 

svolgono un ruolo rilevante nel microambiente tumorale (TME)159,160 inteso come insieme 

di molecole, cellule, tessuti, strutture circondanti il tumore e in apparenza sono parti 

dell’organismo non patologiche. 

In questo ambiente le vescicole vengono rilasciate tramite un meccanismo di 

comunicazione intercellulare usato da cellule sia tumorali sia stromali. 

Degli EVs fanno parte gli esosomi (la frazione più piccola derivante da endosomi 

intracellulari) e le microvescicole, ottenute tramite gemmazione dalla membrana del 

plasma. 

Queste vescicole hanno la capacità di attivazione diretta dei recettori superficiali della 

cellula bersaglio attraverso l’interazione con ligandi proteici e lipidici bioattivi specifici. 

La risposta cellulare indotta è mediata dall’attivazione di fattori di trascrizione, 

espressione di fattori di crescita, proteine di varia attività funzionale, RNA regolatori non 

codificanti, causando così dei cambiamenti funzionali nelle cellule riceventi 

Le MSCs possono avere effetti opposti sulle cellule tumorali: alcuni sono anti-oncogeni, 

altri, al contrario, pro-oncogeni. 

Similmente, le MSC-EVs posseggono duplice azione sulla progressione neoplastica: gli 

esosomi derivati da cellule mesenchimali staminali nel carcinoma polmonare non a 

piccole cellule, hanno dimostrato di promuovere la chemioresistenza;161 oppure, le EVs 

tumorali possono anche mediare la resistenza ai farmaci attraverso meccanismi che 

includono il sequestro della molecola, consegna di specifici miRNA e proteine, 

comunicazione tra cellule tumorali e MSCs.162,163 

Si è mostrato che le MSC-EVs svolgono anche un ruolo modulatorio del microambiente 

tumorale, instaurando condizioni favorevoli per la metastasi delle cellule neoplastiche, 

avendo la possibilità di imitare gli effetti delle staminali sulla promozione della crescita 

tumorale.164 
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All’interno delle EVs possono essere contenute citochine (compresi IL-6, IDO, PGE2, IL-

10) e chemochine (compresi CXCL2, CCL2, CXCL8) insieme ad acidi nucleici e 

modulatori post-trascrizionali che potrebbero influenzare la risposta infiammatoria una 

volta attivata.165,166 

Gli esosomi infatti hanno l’abilità di inibire la proliferazione delle cellule B167 e aumentare 

l'attività Treg.168 

In condizioni fisiologiche, è stato osservato che gli MSC-EVs modulano la risposta 

immunitaria cellulare per agevolare la riparazione tissutale, poiché  favoriscono i 

macrofagi M2 anti-infiammatori e pro-rigenerativi rispetto ai macrofagi M1 pro-

infiammatori, e incrementano l’espressione di citochine antinfiammatorie IL-10 e TGF-

β.169 

Nei tumori, l'infiammazione cronica promuove l'immunosoppressione almeno in parte 

attraverso il rilascio di EVs, che quindi contribuisce alla progressione dello stesso.170,171 

 

IL RUOLO DELL’INTERLEUCHINA 6 

Nella comunicazione tra MSCs ed il loro microambiente svolgono un ruolo importante 

TGF-β, PGE2 e soprattutto IL-6. 

Quest’ultima è una citochina pleiotropica, secreta ad alti livelli da cellule tumorali 

stromali che supporta la proliferazione della cellula neoplastica, la sua sopravvivenza ed 

infine la disseminazione metastatica. 

Inoltre, l’IL-6 agisce su numerose tipologie cellulari all'interno del microambiente 

neoplastico per sostenere un sistema un pro-tumorale, favorendo l'angiogenesi e 

l'evasione dalla sorveglianza immunitaria, ma nonostante ciò, può anche promuovere 

l’immunità adattativa antitumorale.172,173 

Le cellule mesenchimali staminali, soprattutto quelle isolate dallo stroma tumorale, 

secernono livelli più elevati di IL-6124,174 che, insieme a PGE2, partecipano alla 

soppressione dell'attività delle cellule NK e facilitano sia la disseminazione sia la 

metastasi.174 

La secrezione di questa citochina da parte delle MSCs è parte della risposta regolatrice 

tardiva, insieme al TGF-ß, che ha lo scopo di indurre cellule Natural Killer senescenti. 

Ad esempio nell’osteosarcoma il TGF-ß secreto dalle MSCs può aumentare la migrazione 

delle cellule tumorali, che successivamente stimolano la secrezione di IL-6, la quale 

favorisce la staminalità e l’aggressività delle cellule tumorali.175,176 

Infine l’interleuchina 6 modifica il profilo di secrezione di molecole solubili delle MSCs, 

causando un incremento di PGE2 e VEGF.  
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IL-6 e PGE2 derivate dalle cellule staminali mesenchimali possono portare la 

differenziazione dei monociti verso la formazione di macrofagi esprimenti IL-10.177 

 

HOMING 

Con il termine “homing” si indica la capacità delle cellule staminali mesenchimali, 

circolanti o esogene, di localizzarsi e successivamente integrarsi in un determinato 

ambiente, inteso come distretto anatomico specifico. 

Ad esempio, considerando le MSCs originate dal midollo, la migrazione può verificarsi 

anche verso tessuti lesi. 

 

Perché è importante focalizzarsi sull’homing? 

Le MSCs si caratterizzano, come già detto, per la mutevole plasticità di adesione, la 

capacità di differenziarsi in varie tipologie di tessuto connettivo, l’abilità di angiogenesi, 

di proliferazione e di immunosoppressione.178 

Tali cellule hanno un potenziale nel miglioramento dei decorsi ed esiti clinici inerenti ad 

infiammazioni e malattie degenerative. 

Vengono somministrate per via endovenosa o per inoculo in situ oppure possono essere 

mobilitate e reclutate a distanza dal tessuto danneggiato. 

Ognuna di queste modalità di utilizzo prevede lo sfruttamento del fenomeno di homing 

delle MSCs, che utilizza la maggior parte degli stessi passaggi di quello delle HSPC 

(cellule progenitrici ematopoietiche): include la presenza di selectine, l'attivazione 

mediante citochine, l’arresto tramite le integrine, la diapedesi attraverso rimodellatori di 

matrice ed infine la migrazione extravascolare verso gradienti di chemochine.179 

 

Metodi utilizzati per sondare l'arresto attivo delle MSCs  

Come già descritto, la trans-migrazione delle MSCs attraverso la parete vasale può 

sfruttare meccanismi attivi o passivi.  

Le MSCs infuse hanno una particolare tendenza a migrare verso siti di infiammazione o 

di lesione.  

 

Uno studio180 ha esaminato questo aspetto sottoponendo dei topi ad irradiazione 

corporea totale (TBI) e in alcuni casi in combinazione con un'ulteriore irradiazione locale 

nell'area addominale o nella zampa posteriore. 
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La distribuzione delle MSCs infuse per via sistemica è stata valutata 15 giorni dopo il 

trattamento, constatando che i livelli cellulari sono risultati più elevati nei topi sottoposti 

a TBI (Total Body Irradiation) rispetto a quelli non irradiati. 

La TBI ha causato un aumento di 2.8 volte dei livelli di incisione delle MSCs nel cervello, 

di 3 volte nel cuore, di 2.5 volte nel fegato, di 2.6 volte nel midollo osseo e di 1.7 volte nei 

muscoli, mentre i livelli di localizzazione nel polmone non sono stati influenzati.  

Questo studio suggerisce che le cellule in seguito alla somministrazione sono migrate e 

si sono localizzate nei diversi tessuti e/o organi in risposta al danno da radiazioni.  

Probabilmente questa mancanza di cambiamenti nel polmone è il risultato di un processo 

passivo. 

Tuttavia, non si può escludere la possibilità che, oltre all’up-regulation dell'integrina, in 

particolare quella di VCAM-1,181 l'irradiazione o l'induzione di infarto miocardico (MI) 

porti anche a cambiamenti locali del diametro dei microvasi, dando costrizione,182,183 

influenzando in questo modo l'arresto passivo e spiegando così l'accumulo di MSCs nel 

tessuto infiammato. 

L'evidenza più significativa dell'arresto attivo delle cellule mesenchimali staminali 

all'interno di tessuti infiammati è data dal meccanismo che prevede il blocco 

dell'integrina184 e studi di knockout185 che mostrano una dipendenza dalle interazioni tra 

selectina e integrina. 

Ad esempio, si è dimostrato184 che il blocco sulle MSCs della b1-integrina, una 

componente della molecola di adesione VLA-4 regolatrice dell'arresto dei leucociti 

sull'endotelio attivato, ha diminuito la loro capacità di localizzazione nel miocardio 

ischemico.  

Inoltre, utilizzando topi knockout per la P-selectina, si è dimostrato con la microscopia 

intravitale che è presente un numero minore di staminali rallentate nelle venule 

postcapillari rispetto ai topi wild-type.185 

Questo suggerisce che l'innesto all'interno dei tessuti bersaglio dipende da specifiche 

interazioni molecolari precedenti la fase di trasmigrazione, piuttosto che da fenomeni 

sterici passivi.  

Uno studio186 ha esaminato l’adesione delle MSCs su endotelio attivato o meno, mettendo 

in evidenza il ruolo dominante di VLA-4 e VCAM-1 come effettori dell’adesione 

stessa.187–189 

 

Un ulteriore studio190 ha riportato che le MSCs possono trasmigrare attraverso 

monostrati endoteliali non attivati grazie alle interazioni VCAM-1/VLA-4 , tendendo ad 

integrarsi con lo strato endoteliale, forse come periciti incorporati. 
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E’ stato osservato che alcune componenti della matrice, come la tropoelastina, aumentano 

l'homing e la proliferazione di staminali nello sviluppo e riparazione di ferite.191 

Infine, come nell'homing HSPC, le MSCs devono effettuare una migrazione verso il sito 

della lesione e ciò è permesso mediante segnali chemiotattici come PDGFα,116, il fattore 

1 di crescita dell’insulina,192 il  CXCL12 e altre chemochine, tra cui il fattore di crescita 

degli epatociti e il fattore di crescita epidermico.170 

Le MSCs esprimono CXCR4, CXCR7 (l'altro recettore per CXCL12193) e in modo variabile 

anche numerosi differenti recettori per le chemochine e ciò ha un ruolo significativo nel 

determinare verso quali tessuti migreranno. 

Ad esempio, in un modello di difetto del femore, il TTGF-β -3 (trasforming growth factor) 

è capace di aumentare la migrazione delle MSCs endogene originarie dal midollo verso 

la testa femorale con conseguenti aumenti nel volume osseo e nella densità minerale. 

Questo grazie al TGF-β che può indirettamente aumentare l'espressione della proteina 

chemiotattica dei macrofagi-1 (MCP) e reclutare anche cellule CD31+ vascolari.194 

Un altro esempio è il fattore di necrosi tumorale-α, che ha la capacità di incrementare la 

migrazione di MSCs mediante sovra-regolazione di CCR2, CCR3 e CCR4.195 

 

Come con gli HSPC, lo stato di fucosilazione delle molecole di adesione può influenzare 

l'homing. 

È stato scoperto che le staminali derivate dal midollo umano, in vitro, attuano questo 

processo tramite trasmigrazione delle cellule del rivestimento endoteliale mediante 

attivazione del PI3KAkt, MAPK e vie di segnalazione Jak/Stat in risposta alla produzione 

cellulare endoteliale di PDGF stimolata da CXCL12. 

Si giunge così all’attivazione delle chinasi di adesione focale e ai cambiamenti 

citoscheletrici che possono aiutare nella trasmigrazione.196 

 

L'homing e l'alloggiamento delle MSCs possono essere tessuto-dipendenti, in quanto 

quelle derivanti dal midollo sono state osservate essere in grado di ospitare tumori 

dell'ipofaringe,197 ma non sembra che si siano insediate, ad esempio, nei tumori primari 

della prostata. 

Allo stesso modo, nella malattia renale cronica (CDK), è presente un livello di homing 

basso ed una scarsa sopravvivenza delle MSCs di derivazione midollare trapiantate.198,199 

Quindi tale capacità differenziale di localizzazione dipende sia dal tessuto bersaglio, sia 

dalle alterazioni intrinseche delle staminali: ad esempio quelle positive alla molecola di 

adesione delle cellule del melanoma (CD146, MCAM) posseggono una maggiore 

trasmigrazione verso i dischi intervertebrali degenerativi rispetto alle loro controparti 

negative.200 



42 
 

In conclusione, si può affermare che il fenomeno di homing è una delle proprietà delle 

MSCs che più vengono sfruttate per fini terapeutici. 

Si presume che l'efficacia di tali cellule infuse per via sistemica sia basata sia sulla loro 

extravasazione e sul loro innesto nell’organismo, dove possono esercitare un'attività 

trofica o paracrina a livello locale oppure possono localizzarsi in un tessuto non specifico 

e rilasciare fattori paracrini a livello della vascolarizzazione con un conseguente effetto 

sistemico.55,201  

 

Metodi utilizzati per valutare il ruolo degli enzimi nell’homing delle MSCs 

Le cellule dotate di capacità migratoria all’interno dei tessuti, oltre a chemochine e a 

molecole di adesione, spesso secernono enzimi che sono essenziali per la loro migrazione. 

Questi sono proteasi, che regolano sia la trasmigrazione sia l'invasione della membrana 

basale dell’endotelio e degradano la matrice extracellulare (ECM) durante la chemiotassi. 

I ruoli della MMP2 (metalloproteasi di matrice 2), della MT1-MMP e del TIMP-2 (inibitore 

della metalloproteasi 2) nell'invasione delle MSCs è stato confermato da uno studio,202 

dove si è anche dimostrato che la migrazione guidata da gradienti chemiotattici poteva 

essere ostacolata dall'inibizione delle proteasi.  

La downregulation di MMP-2, MT1-MMP e TIMP-2 tramite RNA interference (RNAi) ha 

compromesso la migrazione delle MSCs rispettivamente del 72%, 75% e 65%, in 

confronto alle cellule di controllo che avevano ricevuto un siRNA non diretto a un 

bersaglio.  

In un altro studio190 è stata effettuata la perfusione di staminali in cuori di topo isolati e 

successivamente è stata rilevata la presenza di gelatinasi nei siti di invasione delle MSCs 

mediante zimografia in situ, che ha quindi permesso di mostrare la loro capacità di 

superare la membrana endoteliale e di migrare verso fattori chemiotattici. 

Le notevoli proprietà migratorie delle MSCs infuse per via sistemica sono state 

dimostrate anche da un’ulteriore ricerca203 condotta su un modello di occlusione 

dell'arteria cerebrale media (MCAO): le staminali umane marcate con Feridex 

(una sospensione colloidale di molecole di ossido di ferro rivestite di destrano usata come 

agente di contrasto) sono state immesse direttamente nell'emisfero omolaterale o 

controlaterale del cervello leso e sottoposte poi a risonanza magnetica una volta alla 

settimana fino a 10 settimane. 

E’ stato osservato che, indipendentemente dal sito di infusione, le MSCs erano in grado 

di migrare e successivamente localizzarsi sia nella zona periferica che in quella centrale 

del tessuto infartuato. 

Questo risultato è stato confermato dalla colorazione in blu di Prussia e 

dall'immunoistochimica con un anticorpo nucleo-specifico umano, dove le cellule 

positive a entrambe le metodiche erano esclusivamente nella regione danneggiata.  
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Tali capacità migratorie quindi sono probabilmente una funzione della loro reattività ai 

fattori chemiotattici e alla produzione di enzimi degradanti la matrice extracellulare. 
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INTERFERENZE FRA MSCs E CELLULE TUMORALI 

Prove accumulate dalla letteratura scientifica suggeriscono che le MSCs hanno la capacità 

di migrare verso le sedi tumorali204 in risposta a un'ampia gamma di tipologie cellulari 

derivate dal cancro.  

All'interno del microambiente tumorale (denominato come “TME” tumor 

microenvironment), le staminali possono esercitare, tramite interazioni dirette o indirette 

con le cellule tumorali, sia effetti stimolatori sia inibitori sulla loro crescita, invasione e 

metastasi (Figura 3). 

Tuttavia, dal bilancio tra l’effetto pro-tumorigenico e anti-tumorale, quello risultante 

predominante sembra essere il primo e questo dipende da: tipo di tumore, eterogeneità 

intratumorale, ecologia dell'ambiente ospitante, ed eventualmente la composizione della 

stessa popolazione di MSCs. 

 

 

Figura 3. Mesenchymal stromal cells in cancer: a review of their immunomodulatory functions and dual effects on 

tumor progression, Sabine Galland, 2020205 

 

All'interno del tumore primario, si è osservato che le MSCs hanno la capacità di guidare 

le cellule neoplastiche verso l'acquisizione della capacità invasiva e metastatica.  

Le staminali inducono l'espressione sia della transizione da tipologia epiteliale a 

mesenchimale (EMT), sia dei geni correlati all'ipossia nelle cellule tumorali primarie e ne 

promuovono la disseminazione.174 
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Inoltre svolgono anche le seguenti funzioni: 

 depositano matrice extra-cellulare ECM;206 

 partecipano al rimodellamento della TME; 

 secernono IL-6 e TGF-β, che induce EMT;  

 agevolano la creazione di una nicchia che promuova l'angiogenesi e l’invasione 

tumorale;207 

 

EFFETTI DEL MICROAMBIENTE TUMORALE SUL 

FENOTIPO DELLE CELLULE STAMINALI MESENCHIMALI 

La neoplasia libera dei segnali con la capacità di modulare il fenotipo delle MSCs 

residenti nei tessuti e reclutate dal tumore (chiamate “T-MSCs”), le quali andranno ad 

essere delle costituenti della massa tumorale e svilupperanno caratteristiche differenti da 

quelle appartenenti a tissutali normali (N-MSCs o MSCs non associate al tumore) o di 

midollo osseo (BM-MSCs).208 

Possono comparire differenze tra le T-MSCs e le N-MSCs, soprattutto legate alla risposta 

verso citochine ed esosomi prodotti dal microambiente neoplastico. 

Tale affermazione è sostenuta dalle osservazioni secondo cui le MSCs trattate con IFN-γ 

e TNF-α sovra-regolano l'espressione di TGF-β e VEGF.209,210 

Il TGF-β a sua volta può promuovere l'EMT, che può facilitare l'invasione e le metastasi. 

I fattori IFN-γ e TNF-α possono incrementare gli effetti immunosoppressivi locali delle 

MSCs, favorendo in questo modo la disseminazione delle cellule tumorali. 

Focalizzandoci ad esempio su uno specifico tumore, come quello al seno e alle ovaie, si è 

osservato che gli esosomi provenienti dalle cellule tumorali possono indurre le MSCs del 

tessuto adiposo ad adottare un fenotipo CAF (Fibroblasti Associati al Cancro) 

caratterizzato in parte da un'espressione sovra-regolata di α-SMA (marker della 

formazione di miofibrolasti), e possono anche stimolare l’espressione di SDF-1, VEGF, 

CCL5 (RANTES) e TGF-β da parte delle staminali.211,212 

Negli ultimi anni sono stati compiuti ulteriori studi nel tumore mammario, dimostrando 

che le MSCs residenti e derivate da midollo osseo, si differenziano verso una 

sottopopolazione con fenotipo simile a CAF che esprime diversi geni correlati alla 

risposta immunitaria. 

L’analisi dell'espressione genica in queste cellule o nelle loro metastasi polmonari ha 

mostrato cambiamenti trascrizionali tessuto-specifici, il che significa che vi è influenza 

sulla programmazione delle cellule staminali da parte del microambiente. 
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Inoltre, queste cellule staminali CAF-simili son risultate importanti per la crescita del 

tumore, essendo più efficienti delle loro controparti residenti nel promuovere 

l'angiogenesi. 

Da queste osservazioni si è potuto dedurre che le MSCs reclutate nei tessuti neoplastici 

possono essere riprogrammate in un tessuto specifico locale affinchè inducano 

l'infiammazione promuovente il tumore e favoriscano l'angiogenesi e la crescita della 

neoplasia.213 

 

CARATTERISTICHE DELLE CELLULE MESENCHIMALI 

STAMINALI ASSOCIATE AL TUMORE (T-MSCs) 

Le T-MSCs non subiscono trasformazioni e sono euploidi, ovvero il numero di 

cromosomi è un multiplo intero (2n, 3n, 4n ecc…) di quello della cellula aploide (n).214,215 

La loro presenza è maggiore nei tessuti neoplastici che nei tessuti sani adiacenti174,216 e 

mostrano una capacità proliferativa nettamente aumentata rispetto alle cellule staminali 

associate ai distretti anatomici normali.215,217–219 

Inoltre, le T-MSCs mostrano sia un’abilità nel migrare più intensa delle N-MSCs sia una 

più potente capacità immunosoppressiva delle BM-MSCs. 205,215,218–223 

E’ stato dimostrato infine che promuovono la proliferazione del tumore215 aumentando 

in proporzione le cellule staminali neoplastiche.215,224 

 

Andando ora ad approfondire l’argomento, partendo dal presupposto che riuscire a 

comprendere quale sia l'origine del cancro sarebbe un notevole progresso che 

permetterebbe di sviluppare un trattamento completo, negli ultimi due decenni numerosi 

studi hanno osservato che solo una piccola sottopopolazione di cellule tumorali possiede 

la capacità della tumorigenesi e son state denominate “cellule staminali del cancro” 

(CSC), o anche T-MSCs, come prima riportato. 

Queste condividono differenti caratteristiche con le cellule staminali normali: sono in 

grado di auto-rinnovarsi per formare cellule figlie identiche mediante divisione cellulare 

e di differenziarsi in vari tipi di progenie.225 

Le CSCs dei tumori solidi sono state identificate per la prima volta nel cancro al seno 

(CD44＋CD24-/lowLin-), e successivamente in altri tipi di neoplasie comuni quali 

cerebrale, ovarico, prostatico, al colon, pancreatico, epatico, epidermico, polmonare, e 

sono stati suggeriti marcatori CSCs comuni o unici per questi tumori.226,227  

Un’altra caratteristica di queste è la resistenza alle terapie antitumorali convenzionali: 

posseggono infatti meccanismi endogeni di resistenza alle radiazioni e alla 
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chemioterapia, che conferiscono un vantaggio in termini di sopravvivenza rispetto alle 

controparti differenziate.228,229  

Inoltre possono indurre una diversa composizione delle cellule in un tessuto tumorale, 

che porta alla generazione di sottocloni fenotipicamente variegati, causando così un 

aumento della possibilità di lasciare una frazione resistente dopo la terapia 

antitumorale.230 

 

Il microambiente circostante influenza in modo critico i tumori regolando la fisiologia 

delle CSCs: esso infatti non solo fornisce segnali che favoriscono la crescita, ma partecipa 

anche alla resistenza terapeutica, proteggendo le cellule tumorali dai danni indotti dalla 

terapia.231 

La presenza di CSCs all'interno di un tumore è frequentemente connessa ad una 

maggiore invasività e capacità metastatica,232–235 caratteristiche più salienti delle 

neoplasie maligne.  

 

Studi recenti stanno approfondendo la plasticità delle CSCs che consiste in una 

transizione dinamica del fenotipo cellulare tra epiteliale e mesenchimale a seconda delle 

fasi di invasione o metastasi.236 

Vi sono due concetti rappresentativi sulla loro origine: uno postula la presenza di cellule 

staminali adulte trasformate come loro fonte, e l'altro dimostra che le cellule tumorali 

differenziate possono essere riprogrammate per acquisire questo particolare fenotipo.237 

Tali ricerche hanno mostrato che la riprogrammazione si verifica in un’ampia varietà 

tumorale e influisce sull'eterogeneità delle CSCs in due modi: tramite riprogrammazione 

di cellule non CSC geneticamente diverse, oppure tramite il passaggio dinamico di stato 

delle CSCs.225,238,239  

 

MECCANISMI DI RIPROGRAMMAZIONE 

Segnali di staminalità e fattori di trascrizione (TF) fondamentali per la 

riprogrammazione 

Le cellule staminali normali e le CSCs condividono le principali vie di segnalazione della 

staminalità, come Notch, Hedgehog, WNT/β-Catenina, JAK/STAT e NFκB,240 le quali 

posseggono ruoli fondamentali nel mantenimento delle loro proprietà e nella regolazione 

della loro differenziazione durante numerosi processi di sviluppo e progressione 

tumorale. 

L'attivazione di questi segnali nella regolazione della plasticità delle cellule staminali 

agisce sia in tessuti normali sia in quelli tumorali, ad esempio, nella corteccia cerebrale 
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normale, i tipi di cellule gliali come gli astrociti reattivi hanno una multipotenza simile a 

quella delle cellule staminali neurali in vivo e in vitro e, attraverso l'induzione del segnale 

Sonic Hedgehog (SHH) dopo una lesione invasiva, si ri-differenziano in neuroni.241 

Questo significa che alcuni tipi di cellule differenziate agiscono come progenitori tissutali 

attraverso la de-differenziazione col fine di riparare le lesioni tissutali.  

In maniera analoga, l'SHH secreto dalle cellule endoteliali promuove le proprietà simili 

alle CSCs delle cellule di glioma,242 per cui l'esposizione ad appropriati segnali di 

staminalità permette di indurre meccanismi di de-differenziazione nei tessuti normali. 

Tali meccanismi sono utilizzati dalla neoplasia per costruire una gerarchia cellulare. 

 

In alcuni studi è stato identificato che il processo di riprogrammazione in condizioni 

fisiologiche coincide in una trasformazione della cellula epiteliale in tipo mesenchimale, 

attraverso un processo denominato EMT (transizione epiteliale-mesenchimale) e questo 

si manifesta sia nelle cellule normali che in quelle tumorali.243 

I meccanismi dell'EMT e delle CSCs condividono molti fattori di trascrizione (TF) come 

agenti determinanti, come Twist, ZEB1/2 e HIF e le vie di segnalazione di TGF-β, WNT/β-

Catenina, Notch e Hedgehog.244  

Ultimamente, differenti studi hanno dimostrato l'importanza del segnale infiammatorio 

NFκB mediato nella biologia delle CSCs, soprattutto nel MET.245  

Per esempio il tumore al seno induce il programma EMT attraverso l'asse NFκB-Twist 

attivato dalla stimolazione di TNFα.246 

L’alterazione finale dell’espressione genica è sotto diretto controllo dei TF, nonostante le 

CSCs attivino le vie di segnalazione della staminalità, come la rete di riprogrammazione 

mediata da HGF-Cmet che richiede la funzione di Nanog, uno dei TFs embrionali.247 

Il legame tra la riprogrammazione delle CSCs e le principali reti di TFs delle staminali è 

di fondamentale importanza nelle i-PSC (cellule staminali pluripotenti indotte) originate 

da cellule somatiche mediante espressione ectopica di 4 TF, OCT3/4, SOX2, KLF4 e 

cMYC,248 che hanno la funzione di regolare i vari geni necessari per la pluripotenza. 

 

L'attivazione dei fattori di riprogrammazione delle iPSC è stata identificata in molti tipi 

di tumori quali il glioblastoma e i carcinomi della mammella, del fegato, della prostata e 

del polmone, soprattutto nelle CSCs.249–252 

Alcuni studi che si occupano di questi TFs associati alla staminalità hanno dimostrato il 

loro ruolo nell'acquisizione di proprietà delle CSCs tramite esperimenti di gain-of-

function. 
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Dunque per colpire queste cellule è necessario comprendere a fondo i segnali di 

riprogrammazione extracellulare come i ligandi, le loro cascate di segnali a valle e i TFs 

corrispondenti nelle CSCs (Fig. 4).  

 

 

Figura 4. Vie di segnalazione principali e modifiche epigenetiche che regolano la riprogrammazione e la 

differenziazione delle CSC. Cancer stem cell heterogeneity: origin and new perspectives on CSC targeting, Kiyoung 

Eun, 2017253 

 

FATTORI DEL MICROAMBIENTE 

La plasticità neoplastica è più influenzata dal suo microambiente piuttosto che dalle 

mutazioni durante il processo di riprogrammazione. 

Le cellule staminali, nell’omeostasi dei tessuti normali, son sottoposte a regolazione da 

parte di diversi segnali provenienti da microambienti specializzati che prendono il nome 

di “nicchie di cellule staminali”,254 le quali sono analogamente necessarie alle CSCs per 

mantenere le loro proprietà.  

Queste nicchie sono costituite da cellule endoteliali, cellule immunitarie, fibroblasti, ECM 

e i loro fattori secreti, come fattori di crescita o citochine.237  

Le più soggette a studi sono quelle perivascolari e ipossiche, ma ci sono anche altri 

microambienti composti da varie cellule stromali.237 

Le nicchie o i singoli microambienti delle CSCs sono importanti non solo per il 

mantenimento delle stesse, ma anche per la loro riprogrammazione. 
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Nicchia perivascolare 

Per nicchia perivascolare si intende il microambiente intorno ai vasi sanguigni ed è 

cruciale per il mantenimento di popolazioni di MSCs e di CSCs nel tessuto tumorale 

attraverso interazioni dirette cellula-cellula o fattori solubili secreti.255 

Nel 2007, è stato suggerito che esse contribuiscono al mantenimento del pool di CSCs che 

si auto-rinnovano nel glioma,256 dove recentemente si è osservato che le cellule endoteliali 

migliorano le loro proprietà di staminalità mediante l'attivazione del segnale Notch e la 

via di segnalazione dell'ossido nitrico (NO).257 

In ugual modo, l’incremento dell’ID4 (inibitore della differenziazione 4) da parte del 

PDGF (fattore di crescita di derivazione piastrinica) e la segnalazione di NO promuovono 

l'attività di Jagged1-Notch, con conseguente auto-rinnovamento e tumorigenesi.258 

Le cellule endoteliali SHH-positive incrementano, in quelle del glioma, vari fattori di 

staminalità, come SOX2, OLIG2 e BMI1, generando cellule di glioma CD133＋ CSC-

like.242 

Oltre ai tumori cerebrali, sono stati identificati meccanismi di riprogrammazione anche 

di altre tipologie neoplastiche nella nicchia vascolare, dove ad esempio il VEGF (fattore 

di crescita dell’endotelio vascolare) promuove le proprietà di staminalità del cancro nel 

carcinoma cutaneo a cellule squamose259 oppure, in quello della testa e del collo, l’EGF 

(fattore di crescita epidermico) secreto dalle cellule endoteliali induce l'EMT delle cellule 

tumorali e le porta ad acquisire caratteristiche di staminalità.260 

 

Ipossia:  

L'ossigeno è un fattore essenziale per il metabolismo cellulare e la condizione fisiologica 

in cui è carente viene denominata ipossia, causa di grave danni. 

Alcune cellule presentano meccanismi di risposta e di adattamento a questo fenomeno 

che sono mediati principalmente dalle proteine sensore dell'ossigeno, chiamati fattori 

inducibili dell'ipossia (HIF). 

Questa situazione ha anche un effetto benefico sullo sviluppo embrionale e nel 

mantenimento delle funzioni delle cellule staminali,261 ma il cancro utilizza questi 

meccanismi legati alle cellule staminali per mantenere o generare CSCs in ipossia.  

Nei neuroblastomi HIF1α e HIF2α, stabilizzati in tale condizione, cambiano i pattern di 

espressione genica inducendo la de-differenziazione in cellule progenitrici simpatiche 

simili alla cresta neurale, esprimenti Notch-1 e c-Kit e, inoltre, anche l’incremento di ID2 

da parte di HIF1 svolge un ruolo nel de-differenziamento.262 

Questo fenomeno insieme all’HIF induce la demetilazione m6A mediata da ALKBH5 

dell'mRNA di Nanog e la sua stabilizzazione nel carcinoma mammario.263 
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L’ipossia, causando un impoverimento dei nutrienti e dell'ossigeno, è una condizione 

sfavorevole per la crescita cellulare e per molti processi biosintetici anche nelle cellule 

tumorali, per cui sia un adattamento sia un'evasione da questa può rappresentare una 

possibile strategia di sopravvivenza. 

L'EMT è infatti il fenomeno più rilevante con l'invasività cellulare e la riprogrammazione 

del cancro in ipossia: HIF1α regola TF trascrizionalmente noti correlati all'EMT, come 

ZEB1 e Twist.264,265 

In aggiunta, alcuni studi hanno osservato che le vie di segnalazione della staminalità 

coinvolgenti Notch, WNT/β-Catenina, Hedgehog e NFκB sono potenzialmente associati 

all'ipossia e all'EMT.266  

Nel carcinoma mammario, tale condizione induce la segnalazione di Jagged2-Notch, che 

stimola i programmi di EMT, provocando metastasi e l'acquisizione di proprietà di cellule 

staminali.267 

 

Altre cellule stromali 

Esistono numerose tipologie di cellule stromali all’interno dei tessuti tumorali (cellule 

immunitarie, stromali mesenchimali, fibroblasti), che possono interagire e promuovere 

la plasticità delle CSCs.  

La neoplasia modula le cellule immunitarie specialmente attraverso la secrezione di varie 

citochine per favorire la progressione del tumore piuttosto che attaccarlo. 

I fattori associati all'infiammazione hanno la capacità di attivare la rete di 

riprogrammazione che porta alla generazione di CSCs.  

Il reclutamento di monociti e macrofagi nel tessuto neoplastico porta all'invasione e alle 

metastasi, creando, mediante il potente stimolare dell’EMT TGF-β, un ambiente 

immunosoppressivo. 

Inoltre l’EMT viene indotto sia tramite l'attivazione di NFκB e STAT3, mediante citochine 

infiammatorie come IL-6 e STAT3,268 sia di TNFα.269,270 

Questi microambienti immuno-associati si generano nei tessuti tumorali, partecipando 

alla loro plasticità: ad esempio i fibroblasti, chiamati fibroblasti associati al cancro (CAF), 

promuovono la progressione del tumore e hanno un ruolo nella de-differenziazione. 

Altre considerazioni sono inerenti ai fattori secreti dai miofibroblasti, come il HGF che 

aumenta l'attività del segnale WNT e le proprietà di staminalità delle CSCs LGR5-

positive nei tumori colon-rettali,271 oppure ancora considerando una cellula stellata, 

simile ai miofibroblasti nel pancreas, promuovente il fenotipo CSCs attraverso 

Nodal/Activin.272 

Queste valutazioni mostrano che le citochine o i fattori di crescita di varie cellule stromali 

attivano le proprietà delle cellule tumorali e inducono metastasi. 
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Essendo che la maggior parte delle vie di segnalazione mediate dalle citochine può essere 

associata a risposte infiammatorie, le risposte indotte dalle terapie possono causare un 

microambiente di flogosi che favorisce i tumori maligni: ad esempio CAF e IL-17 

aumentano le attività biologiche delle cellule staminali del cancro colon-rettale dopo la 

chemioterapia, con conseguente chemioresistenza e recidiva.273 

 

MODIFICAZIONI EPIGENETICHE 

La determinazione finale di una specifica tipologia cellulare dipende dallo stato 

epigenetico dei geni dei fattori trascrizionali tipici di quel tipo cellulare.  

Durante la generazione delle iPSC, sono fondamentali l’espressione di TFs tipici delle 

cellule staminali embrionali (ESCs) e la presenza di modulatori epigenetici che guidano 

meccanismi specializzati aventi un ruolo fondamentale nel reset della loro identità 

durante il processo di riprogrammazione.274,275 

Tali TFs della staminalità e le modifiche epigenetiche sono considerati elementi critici 

anche per la riprogrammazione delle cellule tumorali in CSCs: sono difatti stati riportati 

studi inerenti alla la rilevanza di vari modificatori epigenetici nei tumori. 

Per esempio, le cellule neoplastiche reprimono i geni legati al differenziamento o i geni 

soppressori del tumore attraverso il silenziamento epigenetico delle proteine del gruppo 

Polycomb, che agiscono nella differenziazione e nello sviluppo cellulare attraverso la 

repressione trascrizionale.276,277 

Lo stato di metilazione di ogni tipo di cancro varia, ma l'insieme dei geni ipermetilati di 

un determinato tipo di tumore è in comune con l’espressione delle CSE.278 

Ad esempio i fattori chiave del complesso repressivo di polycomb 2 (PRC2), quali 

l'enhancer of zeste omologo 2 (EZH2) e il soppressore di zeste omologo 12 (SUZ12), sono 

sovraespressi nei tumori dell'ovaio, della mammella, della prostata e del colon, 

risultando cruciali per il mantenimento della loro popolazione di CSCs.279–282 

L'espressione ectopica di SUZ12 in cellule di cancro al seno differenziato consegue alla 

formazione di CSCs280 e nelle cellule staminali leucemiche il BMI1, una subunità chiave 

del complesso PCR1, è regolata dal controllo del modello di metilazione del suo 

promotore da parte del SALL4, fattore di trascrizione embrionale. 

Altro esempio ancora si trova nel glioblastoma, dove BMI1 e EZH2 sono altamente 

espressi nelle cellule iniziali del tumore. 

 

Le DNA metiltransferasi (DNMT), quali la DNMT1 e la DNMT3 (essenziali per la 

metilazione ex novo delle isole CpG) sono fondamentali per il mantenimento dei modelli 

di metilazione esistenti e sono potenziali fattori di riprogrammazione delle CSCs. 
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Le due metiltransferasi citate svolgono una funzione cruciale nella regolazione della 

malignità di queste cellule della mammella e di varie cellule staminali leucemiche, 

rispettivamente.283,284 

 La mixed-lineage leukemia 1 (MLL1), altro enzima istone metiltransferasi, è necessaria 

per le proprietà di auto-rinnovamento indotte dall'ipossia,275 e la JARID1B, una 

demetilasi degli istoni, partecipa nella dinamica della popolazione delle CSCs nei 

melanomi.285 

 

In conclusione, un'epigenetica aberrante induce o sopprime la trascrizione di fattori di 

staminalità o di differenziazione, con conseguente attivazione di varie vie di segnalazione 

della staminalità nelle cellule neoplastiche differenziate. 

 Per di più al fine di spiegare la plasticità variabile del cancro, lo stato della cromatina 

può anche essere strettamente associato con i microambienti circostanti, piuttosto che con 

un’unica mutazione genetica: ad esempio i tumori al seno differenziati acquisiscono 

caratteristiche CSCs grazie alla segnalazione di ZEB1, incrementate dalla segnalazione di 

TGFβ.286 

Le dinamiche della cromatina, in situazioni fisiologiche e con fattori ambientali corretti, 

sono regolate nel complesso da programmi cellulari regolari controllati da riconoscitori 

di stimoli, mediatori di segnale e TFs. 
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CAPITOLO 4 

UTILIZZO DELLE MSCS NELLA TERAPIA 

TUMORALE 

Negli ultimi anni c’è stato un aumento degli studi clinici che utilizzano le cellule 

mesenchimali staminali per il trattamento dei tumori.287 

In questi contesti le MSCs sono utilizzate come strumento di veicolazione genica per 

terapie mirate;288–290 ad esempio sono state manipolate col fine di trasportare 

interleuchine per ottimizzare la sorveglianza immunitaria antitumorale o come agenti di 

interferoni (IFN-α e INF-β)142 oppure ancora come vettori di virus oncolitici.291,292 

Le MSCs sono anche state sottoposte a test come portatrici di agenti anti-angiogenici, 

proteine pro-apoptotiche (ad esempio TRAIL)293 e antagonisti dei fattori di crescita. 

In aggiunta è stato osservato che a seguito di esposizione a dosi elevate di farmaci 

chemioterapici, come la gemcitabina, riescono ad accumulare e distribuire l'agente anti-

neoplastico senza subire modificazioni genetiche, contribuendo a ridurre la crescita 

tumorale.294,295 

Grazie alla loro capacità di migrare preferenzialmente verso siti tumorali (neoplasie 

primarie e metastatiche), all’elevata biodisponibilità, alla natura non immunogenica e alla 

relativa facilità di manipolazione in vitro, queste cellule sembrano essere interessanti 

soggetti per delle nuove terapie cellulari. 

Tuttavia, la loro potenziale attività pro-tumorale, soprattutto in caso di sovversione 

dall'ECM, solleva dubbi sulla loro sicurezza. 
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INIBIZIONE DEGLI EFFETTI PRO TUMORALI DELLE MSCs 

Il blocco diretto della funzione immunosoppressiva delle MSCs e la riprogrammazione 

per rendere le loro proprietà immunostimolanti dominanti sulle opposte, sono due 

metodiche che potrebbero essere utilizzate per indirizzare le staminali nella TME e 

contrastare i propri effetti immunosoppressivi.207 

L'attività delle MSCs può essere variata in differenti modi: con l’utilizzo di farmaci 

inibenti una o diverse molecole immunosoppressive quali IDO, TGF-β; con 

l’applicazione di anticorpi inibitori (ad es. anticorpi anti-PDGF, anti-EGFR) che bloccano 

l'effetto dei fattori di crescita coinvolti nel crosstalk MSC-cellule tumorali296–298 e 

stimolano la citotossicità cellulare anticorpo-dipendente (ADCC); mediante sia inibitori 

delle sheddasi/ADAMs (abbreviazione di disintegrina e metalloproteinasi), una famiglia 

di metalloendopeptidasi transmembrana a singolo passaggio, sia inibitori delle tirosin-

chinasi.  

Tra questi approcci, alcuni trovano il loro bersaglio sia nelle MSCs sia nelle cellule 

tumorali: ad esempio gli inibitori della HMG-CoA reduttasi (statine) diminuiscono il 

mevalonato, il quale prodotto metabolico è fondamentale per il metabolismo di entrambe 

ed è anche necessario per sviluppare una risposta immunitaria e per uccidere le cellule 

neoplastiche.  

 

Il PD-L1 (ligando di morte programmata) è una proteina espressa sulla superficie del 

tumore e regola la risposta immunitaria: legandosi a PD-1 espresso sui linfociti del nostro 

sistema immunitario, spegne la capacità di reagire contro il tumore. 

La sua espressione nelle MSCs è soggetta ad up-regulation dell’INF-γ299 e PD-L1/PD1 è 

coinvolto nella regolazione della proliferazione di queste cellule, oltre che dei linfociti B 

e T.300,301 

 

Le proteine ADAMs possono essere rilasciate negli esosomi e microvescicole e hanno la 

capacità di liberare i ligandi delle MSCs per le cellule NK diminuendo il riconoscimento 

delle cellule tumorali da parte di queste. 

La riprogrammazione delle cellule mesenchimali staminali da un fenotipo 

immunosoppressivo a uno immunostimolante può essere un ulteriore approccio 

promettente. 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Metalloendopeptidases
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TRATTAMENTI DELLE FORME TUMORALI MEDIANTE 

MSCs  

Le cellule staminali mesenchimali (MSCs) sono vettori promettenti per la 

somministrazione di agenti antitumorali sfruttando il loro tropismo verso il 

microambiente neoplastico. La migrazione verso il tumore è determinata da segnali 

infiammatori simili a quelli di una ferita cronica che non guarisce.302 È stato dimostrato 

che le MSCs sono attivamente attratte verso il carcinoma epatico,303 il carcinoma 

mammario,304 il glioma305 e nicchie pre-metastatiche.306 

Queste cellule hanno la capacità di migrare in siti flogistici e traumatici 

conseguentemente sia ad un gradiente di chemioattrattori presenti nella matrice 

extracellulare (ECM) e nel sangue periferico,307 sia a fattori locali quali l'ipossia, 

l'ambiente delle citochine e i ligandi dei recettori Toll-like; una volta che questi segnali 

giungono alle cellule, promuovono l’espressione da parte delle MSCs di fattori di crescita 

che accelerano la rigenerazione tissutale.308  

In seguito all'accumulo nei siti di formazione e crescita della neoplasia, le staminali 

possono differenziarsi in periciti o in TAFs (fibroblasti associati al tumore), andando così 

a dare origine ad un microambiente di supporto alla crescita e secernendo fattori trofici 

quali il VEGF (fattore di crescita dell’endotelio vasale), IL-8 (l'interleuchina 8), il TGF-β 

(fattore di crescita trasformante b), l’EGF (fattore di crescita epidermico) e il PDGF 

(fattore di crescita di derivazione piastrinica).309 

Ad esempio, si è dimostrato che le MSCs sono in grado di stimolare la crescita tumorale 

e la vascolarizzazione all'interno di un modello di xenotrapianto di cancro del colon-retto 

in vivo e riescono anche ad indurre l'attivazione di Akt ed ERK nelle cellule endoteliali, 

causandone così l’aumento del reclutamento e il potenziale angiogenico.310  

In esperimenti di co-coltura in vitro, queste cellule hanno stimolato l'invasione e la 

proliferazione delle cellule mammarie tumorali.302 

Le MSCs possono anche sopprimere, oltre alla progressione del tumore, la crescita 

mediante l'arresto del ciclo cellulare e l'inibizione della proliferazione, con il blocco della 

via PI3K/AKT e dell'espressione dei geni soppressori del tumore.311 

Le proprietà antitumorali sono descritte in esperimenti sia in vitro sia in vivo di vari 

modelli di tumore; ad esempio, le MSCs iniettate in un modello in vivo di sarcoma di 

Kaposi ne hanno soppresso la crescita tumorale312 e risultati analoghi sono stati riportati 

per l'epatoma,313 per il cancro del pancreas,314,315 il cancro alla prostata316 e il melanoma.317  

Le differenze nell'attività antitumorale potrebbero essere dovute al loro diverso stato di 

attivazione, che verrà discusso in un ulteriore paragrafo.318  

Ad ogni modo è osservabile con certezza che queste cellule posseggono un maggiore 

tropismo verso i tumori che le rende vettori ideali per una terapia antitumorale mirata.288  
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MSCs GENETICAMENTE INGEGNERIZZATE CON 

ATTIVITA’ ANTI-TUMORALE  

In alcuni studi pionieristici sul rapporto tra MSCs e tumori, le cellule sono state 

geneticamente modificate con interferone β (IFN-β) per poi esser iniettate in modelli di 

xenotrapianto di topi con melanoma umano, dove si osservava una diminuzione della 

crescita tumorale e un aumento di circa 2 volte della sopravvivenza rispetto ai controlli.319 

In aggiunta in un modello murino di xenotrapianto di melanoma, è stato dimostrato che 

il carico supplementare di MSCs canine modificate con IFN-β e basse quantità di 

cisplatino., portavano ad un incremento significativo dell'efficacia della terapia 

antitumorale.320  

Attualmente, oltre all'IFN-β, esistono diverse altre citochine con attività anti-tumorale e 

geni onco-soppressori che si utilizzano per la modificazione genetica delle MSCs (Tabella 

2): una delle più citochine pro-apoptotiche più promettenti a livello terapeutico è il TNF-

α (fattore di necrosi tumorale) e il TRAIL (ligando di induzione dell'apoptosi), che induce 

selettivamente la morte programmata nelle cellule neoplastiche.  

L'effetto antitumorale di staminali modificate con TRAIL è stato osservato in differenti 

tipologie neoplastiche dove in nessuna è risultato tossico per cellule e per tessuti 

sani.321,322  
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Tabella 2. Utilizzo di cellule staminali mesenchimali geneticamente modificate per la somministrazione mirata di 

agenti terapeutici con attività antitumorale. Application of Mesenchymal Stem Cells for Therapeutic Agent Delivery 

in Anti-tumor Treatment, Daria S. Chulpanova, 2018. 288 

 

È stato notato che le MSCs ricombinanti attivate con TNF-α in combinazione con 

l'esposizione a radiazioni, hanno la capacità di aumentare significativamente il livello di 

espressione di TRAIL endogeno,323 che può essere osservato anche in quelle modificate 

mediante IFN-γ315.   

E’ stato suggerito che le staminali modificate col TRAIL potrebbero essere usate in 

combinazione con agenti chemioterapici come il cisplatino324 col fine di aumentarne il 

potenziale terapeutico. 

Ciononostante, alcune neoplasie posseggono meccanismi di resistenza a TRAIL tramite 

la sovraespressione di XIAP (X-linked inhibitory of apoptosis protein), che inibisce 

l'attivazione delle caspasi 3 e 9. 
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Le proprietà anti-apoptotiche della XIAP sono regolate dallo Smac (il secondo attivatore 

delle caspasi derivato dai mitocondri) che ha il ruolo di impedire l'interazione fisica tra 

XIAP e le caspasi, bloccando così l'inibizione della apoptosi.325   

In uno studio326 son state utilizzate le cellule staminali mesenchimali per la distribuzione 

e l'espressione simultanea di nuove forme di Smac e TRAIL, penetrabili dalle cellule. 

L'efficacia di tale metodo è stata dimostrata nella linea cellulare di cancro al seno MCF-7 

resistente a TRAIL. 

 

Son state considerate come agenti anti-tumorali anche le interleuchine per il loro essere 

regolatrici di infiammazione e di risposte immunitarie: ad esempio, le MSCs modificate 

con IL-12 sono in grado di diminuire le metastasi e di indurre l'apoptosi delle cellule 

tumorali in topi con melanoma, cancro al polmone ed epatoma del 75%, 83% e 91% 

rispettivamente. 

È stata riportata anche l'attivazione di cellule immunitarie quali linfociti T citotossici e 

cellule natural killer.327  

Uno studio328 ha dimostrato che l'iniezione di staminali modificate derivate dal liquido 

amniotico ed esprimenti IL-2, ha causato l'induzione dell'apoptosi nelle cellule di cancro 

ovarico in un modello in vivo di murino. 

Un’altra ricerca329 ha portato che le MSCs esprimenti uno degli oncosoppressori 

principali, il PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10), sono 

capaci di migrare verso le cellule tumorali di glioblastoma cerebrale (DBTRG) in vitro. 

L'attività antitumorale delle staminali modificate in questa metodica è stata descritta 

anche in un ulteriore studio, in co-coltura con cellule di glioma U251.330 

 

La somministrazione mediata da MSCs e le proprietà antitumorali sono state descritte 

anche per altre proteine quali IFN-α, IFN-γ, CX3CL1, apoptina, PEDF e ncRNA (miR-124 

e miR-145).  

La modificazione delle MSCs per la co-espressione di diverse proteine terapeutiche può 

aumentare il loro potenziale antitumorale. 

È stato dimostrato che il TRAIL e la timidina chinasi del virus herpes simplex chinasi 

(HSV-TK) modificati in presenza di ganciclovir (GCV) sono stati in grado di ridurre 

significativamente la crescita del tumore e di aumentare la sopravvivenza di topi con 

glioblastoma multiforme altamente maligno (GBM).331  

 

L'effetto della somministrazione diretta della maggioranza di questi agenti viene spesso 

limitato dalla loro breve emivita nell'organismo e dalla marcata tossicità nei confronti 

delle cellule normali non cancerose. 
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L'uso delle MSCs per la somministrazione delle proteine terapeutiche sopra citata, aiuta 

a minimizzare i problemi precedentemente riportati grazie alla capacità di queste cellule 

di migrare selettivamente verso i siti tumorali e di esercitare effetti terapeutici a livello 

locale, aumentando così significativamente la concentrazione dell'agente nella neoplasia 

e riducendone la tossicità sistemica. 

 

Un altro approccio promettente è la veicolazione di virus oncolitici mediante le cellule 

staminali mesenchimali. Per esempio, alcuni ricercatori332 le hanno utilizzate per 

trasportare l'herpes simplex (oHSV), approvato dalla Food and Drug Administration 

(FDA) per il trattamento del melanoma, in modelli di metastasi di tale tumore cerebrale 

umano in topi immunodeficienti e immunocompetenti. 

Si è osservato che le MSC-oHSV introdotte erano capaci di dirigersi verso il sito di 

formazione neoplastico, prolungando notevolmente la sopravvivenza dei topi. 

Nel modello immunocompetente, una combinazione di MSCs-oHSV e blocco di PD-L1 

incrementa la produzione di IFN-γ causando la produzione di linfociti T CD8+ infiltranti 

il tumore e determinando un incremento significativo della sopravvivenza mediana degli 

animali trattati.332 

 

MSCs VEICOLANTI FARMACI ANTI-NEOPLASTICI 

La relativa resistenza delle cellule staminali mesenchimali ai farmaci chemioterapici 

citostatici e citotossici unita alla capacità di migrazione, permettono di cercare ed 

individuare nuovi metodi per utilizzarle nella somministrazione mirata di agenti 

terapeutici direttamente ai siti tumorali.  

Uno studio333 ha dimostrato che le cellule stromali SR4987 BDF/1 provenienti dal midollo 

osseo325 di topo possono essere un serbatoio di doxorubicina (DOX), la quale può essere 

conseguentemente rilasciata sia sotto forma di metaboliti, sia nella sua forma originale. 

È stato inoltre evidenziato che le MSCs possono assorbire e rilasciare efficacemente 

paclitaxel (PTX) in forma attiva,334 DOX, e gemcitabina (GCB), che posseggono un effetto 

inibitorio in vitro sul carcinoma a cellule squamose della lingua (SCC154).335  

Un’altra ricerca336 ha riscontrato che la concentrazione massima di PTX non influenzante 

la vitalità delle MSCs è di 10 000 ng/mL, che è però già sufficiente a ridurre la vitalità di 

alcuni tipi di cellule tumorali, come quelle leucemiche umane. 

Le indagini in vivo dimostrano che le MSCs caricate con PTX (MSC-PTX) dimostrano una 

forte attività antitumorale, inibendo la crescita delle cellule tumorali e la 

vascolarizzazione della neoplasia in un modello murino di xenotrapianto MOLT-4 

(leucemia).336  
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L'attività anti-neoplastica delle staminali è studiata su differenti tipologie cellulari 

tumorali: ad esempio, un gruppo di ricerca337 ha dimostrato che le MSC-PTX sopprimono 

la proliferazione delle cellule di mieloma umano RPMI-8226 in un sistema di coltura 

dinamica 3D in vitro.  

La caratteristica antitumorale di queste è stata ulteriormente confermata in vitro in 

relazione alle cellule di carcinoma pancreatico.338 

Un altro studio339 ha mostrato che il cisplatino (CDDP) non ha ottenuto nessun effetto 

significativo sulla morfologia cellulare, sull'adesione o sull'induzione dell'apoptosi nelle 

MSCs e che non ha nessuna influenza sull'immunofenotipo o sul potenziale di 

differenziazione delle staminali. 

Pertanto, le MSCs sono considerate vettori promettenti per la somministrazione di CDDP 

ai siti tumorali. 

 

Oltre ai farmaci chimici in forma solubile, le staminali sono in grado di assorbire e 

trasportare nanomateriali contenenti agenti chemioterapici, ad esempio cellule caricate 

con nanoparticelle di silice contenenti DOX hanno portato ad un incremento significativo 

dell'apoptosi delle cellule di glioma U251 in vivo.340 

In un ulteriore studio341 son state utilizzate MSCs provenienti da due fonti differenti 

(tessuto adiposo di cane e midollo osseo) col fine di studiare l'attività antitumorale delle 

staminali e del PTX su cellule di glioma umano (T98G e U87MG). 

 

MICROVESCICOLE DERIVATE DA MSCs: DEFINIZIONE ED 

APPLICAZIONI  

Le vescicole extracellulari sono strutture racchiuse da una membrana a doppio strato 

fosfolipidico di dimensioni nanometriche, secrete sia in condizioni fisiologiche che 

patologiche, contenenti proteine funzionali biologicamente attive e acidi nucleici (tra cui 

mRNA e microRNA),342 lipidi, metaboliti, fattori di crescita e citochine, che agiscono come 

trasportatori versatili di questi contenuti tra cellule.343  

Le EVs possono contribuire al decorso di differenti malattie, compresi tumori.344 

Queste particelle sono in grado di agire come mediatori paracrini trasferendo 

biomolecole tra cellule tumorali, cellule stromali, fibroblasti, cellule endoteliali e cellule 

immunitarie, permettendo così di facilitare la comunicazione in tutto il microambiente 

tumorale.  

Le vescicole extracellulari (EVs) comprendono sia microvescicole (MVs) sia esosomi e 

vengono rilasciate da un gran numero di cellule, svolgendo un ruolo cardine nella 

comunicazione intercellulare.  
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Pertanto si ritiene che le microvescicole siano coinvolte nella patogenesi del cancro, nella 

sua progressione, nelle metastasi e nell'immunomodulazione. 

Nonostante il notevole interesse che le MVs stanno ricevendo come agente terapeutico in 

grado di sostituire le terapie cellulari con MSCs, è stato osservato che le MVs derivate da 

MSCs possono promuovere la progressione di differenti tipologie tumorali: ad esempio 

sono risultate capaci di facilitare la migrazione delle cellule di cancro al seno MCF7, 

tramite attivazione della via di segnalazione Wnt;345 oppure ancora di promuovere la 

progressione delle cellule di carcinoma nasofaringeo346 e  anche di aumentare la 

proliferazione e il potenziale metastatico delle cellule neoplastiche gastriche.347  

Le MVs sono in grado inoltre di incrementare la resistenza delle cellule tumorali ai 

farmaci: riescono ad indurre la resistenza al 5-fluorouracile nelle cellule di tumore 

gastrico attivando il sistema CaM-Ks/Raf/MEK/ERK.   

In uno studio recente348 è stato dimostrato che una possibile causa di aumento della 

resistenza alla chemioterapia risiede nei micro-RNA inclusi nelle microvescicole, come il 

miR-222/223, che favoriscono la resistenza delle cellule di tumore mammario nel midollo 

osseo. 

In realtà però si sono ottenuti risultati contrastanti da varie ricerche: in una di queste349 è 

stato osservato che le microvescicole isolate dal midollo osseo e dal sangue del cordone 

ombelicale hanno causato la soppressione della divisione inducendo l'apoptosi nelle 

cellule di glioblastoma; tuttavia, in questo stesso studio, le MSCs derivate dal tessuto 

adiposo hanno mostrato l'effetto opposto stimolando la proliferazione delle cellule 

tumorali. 

Tali differenze potrebbero essere spiegate dallo stato di attivazione delle cellule parentali 

da cui hanno preso origine le MVs. 

Una delle possibili metodiche per utilizzare le MVs in terapia è tramite il 

priming/caricamento di queste strutture con agenti terapeutici. 

Altri ricercatori334 hanno provato che l'attività antitumorale delle MSCs-PTX, cellule 

stromali caricate con l’agente chemioterapico paclitaxel, potrebbe essere dovuta al 

rilascio di un gran numero di microvescicole da parte delle cellule mesenchimali 

staminali: infatti queste ultime, caricate con PTX, mostrano strutture simili a vacuoli con 

un accumulo di MVs nello spazio extracellulare senza modificazioni significative nella 

morfologia cellulare. 

La presenza di PTX nelle MVs è stata confermata mediante spettroscopia in trasformata 

di Fourier. 

Il rilascio di PTX da MVs si è dimostrato capace di attività antitumorale su di un modello 

adenocarcinoma pancreatico umano CFPAC-1 in vitro.334 
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Questa scoperta è stata supportata dai recenti studi350che hanno dato dimostrazione 

dell'attività antitumorale di MVs derivate da MSC-PTX e MSC-GCB su cellule di tumore 

pancreatico in vitro. 

Alcuni ricercatori351 hanno studiato l'attività anti-neoplastica di staminali derivate da 

MVs trasportanti TRAIL ricombinante (rTRAIL) sulla loro superficie.  

La coltivazione di cellule di carcinoma mammario M231 in presenza di microvescicole ha 

causato l'induzione dell'apoptosi nelle cellule tumorali ma non nelle cellule epiteliali 

bronchiali umane normali (HBEC).  

Si può quindi affermare che l’utilizzo di microvescicole derivate da cellule mesenchimali 

staminali con rTRAIL sulla superficie si è rivelato più efficace dell'uso di rTRAIL puro.351  

 

L'applicazione più comune delle EVs si fonda sulle loro proprietà di trasporto e consegna 

di materiale funzionale a cellule mirate, rendendole adatte ad essere utilizzate come 

veicoli di farmaci; è stato osservato che le MVs possono ospitare biomolecole endogene 

antitumorali che posson essere sfruttate come agenti terapeutici.  

A differenza dei veicoli di trasporto farmacologico comunemente utilizzati quali i 

liposomi, le EVs bioingegnerizzate sono sfruttate per la loro capacità di targeting, per la 

bassa immunogenicità, per l’elevata flessibilità di modifica e per la permeabilità alla 

barriera biologica,352 il tutto grazie alla loro caratteristica di essere fattori cellulari 

endogeni. 

Le microvescicole usate attualmente negli approcci terapeutici derivano soprattutto dalle 

MSCs, che le producono in elevate quantità. Queste MVs  possono migrare 

preferenzialmente verso i tumori ed essere incorporate nello stroma neoplastico,353–356 

dove hanno la capacità di regolare il destino delle cellule tumorali in maniera paracrina. 

Le EVs derivate dalle MSCs, essendo i principali contributori tra questi effettori 

paracrini,8 posseggono un significativo potenziale bioingegneristico come piattaforma di 

somministrazione guidata di farmaci antitumorali grazie al loro forte tropismo 

migratorio verso i siti neoplastici.357–359  

La figura 5 sintetizza le fasi chiave del processo di applicazione terapeutica delle EVs 

derivate da MSCs. 
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Figura 5. Fasi chiave del processo di applicazione terapeutica delle EV derivate da MSC.  

AFM microscopia a forza atomica, DLS dispersione dinamica della luce, EM microscopia elettronica, ER reticolo 

endoplasmatico, ESE endosoma di selezione precoce, FC citometria a flusso, ILV vescicola intraluminale, LSE 

endosoma di selezione tardiva, MVB corpo multivescicolare, NTA analisi di tracciamento delle nanoparticelle, TRPS 

rilevamento a impulsi con resistenza sintonizzabile. Therapeutic roles of mesenchymal stem cell‑derived extracellular 

vesicles in cancer, Zhijie Weng, 2021360  
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CARATTERISTICHE BIOLOGICHE DELLE VESCICOLE EXTRACELLULARI 

Queste particelle sono classificate in due principali classi: ectosomi ed esosomi.  

I primi sono vescicole di 50-1000 nm di diametro rilasciate attraverso gemmazione della 

membrana plasmatica e comprendono microvescicole, microparticelle e vescicole di 

grandi dimensioni. 

Gli esosomi hanno un diametro minore, di circa 40-160 nm, sono di origine endosomiale. 

Il processo di formazione è piuttosto complesso e passa attraverso diverse fasi che 

comportano la formazione di vescicole intraluminali (ILV) in cui son caricate proteine, 

lipidi ed acidi nucleici, raccolti all’interno di strutture denominate “multi vescicular 

bodies” (MVB). Quest’ultimi sono trasportati alla membrana cellulare dove, per esocitosi, 

le ILV sono secrete formando gli esosomi. 

Le diverse modalità di origine tra ectosomi e esosomi giustificano la differente 

composizione interna e anche la presenza di proteine e lipidi differenti nel doppio strato 

lipidico che le delimita. Queste differenze permettono di differenziare i diversi tipi di EVs 

e determinano svariate azioni biologiche delle stesse.361 

 

Purificazione 

Per la purificazione delle EVs si utilizzano differenti tecnologie quali 

l'ultracentrifugazione differenziale, l'ultracentrifugazione a gradiente di densità, la 

cromatografia ad esclusione dimensionale, la filtrazione a flusso tangenziale e la 

cromatografia per affinità.362 

L’approccio più spesso adottato grazie al protocollo semplice e alla resa relativamente 

elevata363 è l’ultracentrifugazione differenziale, dove se si variano in maniera controllata 

le condizioni di centrifugazione, ossia la velocità di centrifugazione e/o il tempo, si ottiene 

la separazione delle particelle dotate di velocità di sedimentazione diverse, permettendo 

di rimuovere i componenti indesiderati durante ogni ciclo.  

Tuttavia, esso non è in grado di separare facilmente particelle con intervalli dimensionali 

e di densità sovrapposti, come gli esosomi e le microvescicole. 

L'ultracentrifugazione a gradiente di densità, la cromatografia a esclusione dimensionale 

e la filtrazione mostrano problemi simili, poichè dipendono dalla densità o dalle 

dimensioni delle particelle per la separazione.  

La Società internazionale per le vescicole extracellulari (ISEV) ha proposto una guida 

dettagliata per questi metodi di isolamento364 ma è assai complesso raggiungere la 

preparazione in purezza assoluta che consiste nell’isolare completamente le EVs tra di 

loro e da altri prodotti biologici.  

In sostanza, ogni metodo presenta vantaggi e svantaggi che combinati insieme 

permetterebbero di ottenere il massimo arricchimento dei preparati di EVs. 
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Caratterizzazione 

Caratterizzare meticolosamente le EVs secondo criteri minimi dell'ISEV è necessario per 

la convalida del metodo di isolamento.  

Una caratterizzazione completa delle EVs comprende quella generale, per caratterizzare 

la popolazione nel suo complesso, ed eventualmente quella di vescicole singole. 

La prima solitamente si focalizza su determinati marcatori proteici mediante Western 

Blot o ELISA, l'ISEV suggerisce di utilizzare almeno tre marcatori proteici EV positivi e 

uno negativo.  

I primi dovrebbero includere almeno una proteina transmembrana (ad esempio, CD63, 

CD9, CD81) e una proteina citosolica (ad esempio, TSG101, ALIX). 

Il procedimento della singola vescicola invece necessita di tecniche di imaging e di 

caratterizzazione biofisica.  

Nelle prime rientrano la microscopia a forza atomica (AFM) e la microscopia elettronica 

(EM) tra cui sia quella a trasmissione (TEM) sia quella a scansione (SEM), e queste sono 

le uniche tecniche di imaging in grado di catturare immagini ad alta risoluzione della 

morfologia delle EVs. 

La caratterizzazione biofisica include l'analisi di tracciamento delle nanoparticelle (NTA), 

il rilevamento di impulsi di resistenza sintonizzabile (TRPS), la dispersione dinamica 

della luce (DLS) e la citometria a flusso (FC).364 

Nonostante le diverse tecniche utilizzate, una procedura univoca per la caratterizzazione 

dettagliata delle sottopopolazioni di EVs e della composizione molecolare di ciascun tipo 

di microvescicola non è ancora disponibile.365 

 

FUNZIONI FISIOLOGICHE DELLE EVS DERIVATE DALLE MSCS NEI TUMORI 

Partecipazione all'angiogenesi tumorale 

E’ stato osservato164 che gli esosomi derivati da cellule staminali mesenchimali del 

midollo osseo umano (hBMSCs) favoriscono la crescita tumorale in modelli murini di 

xenotrapianto nel tumore gastrico e del colon, ma non ottengono risultati simili sulle 

cellule neoplastiche in vitro.  

L'attivazione della via di segnalazione molecolare coinvolta in questo processo è simile 

sia in vivo e in vitro, con un aumento dei livelli di mRNA di VEGF e CXCR4, coincidente 

con l’incremento della densità vascolare osservata nei tessuti tumorali in vivo.  

E’ stato dimostrato che gli esosomi derivati da hBMSCs sono in grado di aumentare 

l'espressione di VEGF e CXCR4 nelle cellule tumorali mediante l'attivazione delle vie 

ERK1/2 e p38 MAPK, causando un incremento dell'angiogenesi e promuovendo così la 

crescita neoplastica in vivo. 
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Tuttavia, sono stati scoperti366 effetti opposti nelle cellule di tumore mammario: gli 

esosomi derivati da hBMSCs potrebbero inibire l'angiogenesi e la progressione del 

tumore sia in vivo sia in vitro mediante trasferimento alle cellule tumorali di miR-16, un 

micro-RNA capace di ridurre l’espressione di VEGF. 

Un ulteriore studio367 ha messo in luce che miR-100 arricchito negli esosomi derivati da 

hBMSCs, può diminuire l'angiogenesi in vitro attraverso la down-regulation del VEGF 

nelle medesime cellule tumorali. 

 

Inibizione della proliferazione e promozione dell'apoptosi 

Nei primi studi effettuati sono state utilizzate differenti linee cellulari tumorali e modelli 

murini di xenotrapianto, col fine di verificare i ruoli modulatori delle microvescicole 

derivate dalle MSCs nel ciclo cellulare neoplastico, nella proliferazione e nella apoptosi. 

Son state segnalate EVs provenienti da hBMSCs come attivatori dei regolatori negativi 

del ciclo causando così sia morte cellulare programmata o apoptosi, sia inibizione della 

proliferazione tumorale nelle cellule di carcinoma epatocellulare, ovarico e sarcoma di 

Kaposi.368 

In maniera analoga, nel carcinoma vescicale sono stati rilevati gli effetti anti-proliferativi 

e pro-apoptotici delle EVs derivate da MSCs del cordone ombelicale umano (hUCMSCs), 

i quali sono stati correlati alla fosforilazione della proteina AKT-chinasi e all'aumento del 

clivaggio della Caspasi 3.369 

In una ricerca370 è stato osservato che l'incorporazione di cellule mesenchimali adipose 

umane (hAMSC) ha permesso sia di attenuare la proliferazione delle cellule di cancro 

ovarico, sia di indurre l'apoptosi. 

Nello stesso lavoro son state trattate le cellule di carcinoma ovarico con esosomi trattati 

con proteasi o con esosomi digeriti con RNasi con lo scopo di verificare se la proteina 

esosomiale o l'RNA fossero responsabili degli effetti osservati ed è risultato che vi sono 

state differenze significative tra gli esosomi digeriti con proteasi e quelli freschi, mentre 

quelli digeriti con RNasi non hanno ottenuto alcun effetto di inibizione della 

proliferazione nelle cellule di cancro ovarico. 

Gli autori sono giunti alla conclusione che i miRNA correlati a oncogeni negli esosomi 

derivati dalle hAMSC son responsabili delle attività antitumorali osservate e causano un 

aumento dell'apoptosi mediata dai mitocondri nelle cellule cancerose osservate 

attraverso l'up-regulation di molecole pro-apoptotiche e la down-regulation di quelle 

anti-apoptotiche. 

Vi sono stati differenti ricerche su questi ultimi due fenomeni; ad esempio l'up-regulation 

del miRNA-145 negli esosomi derivati dalle hAMSC si è dimostrato svolgere un ruolo 

soppressivo nella progressione del cancro prostatico e ha indotto l'apoptosi attraverso la 

via della Caspasi-3/7.371 
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Un altro esempio è il miRNA let-7i, che potrebbe essere trasferito da EVs derivate da 

hBMSC in cellule di cancro polmonare per interrompere la proliferazione delle cellule 

tumorali sfruttando la via KDM3A/DCLK1/FXYD3.372 

Tuttavia, sono ancora necessarie ulteriori indagini approfondite per determinare quale 

sia il meccanismo alla base delle azioni biologiche dei miRNA esosomiali o di altri 

“cargoes” sconosciuti nella progressione del cancro. 

 

Le tecnologie per il caricamento dei farmaci e la produzione di EV terapeutiche 

Le microvescicole bioingegnerizzate presentano un potenziale terapeutico molto 

interessante come veicoli di molecole anti-tumorali, data la loro capacità di trasportare i 

carichi desiderati, incapsulando agenti terapeutici, proteine, farmaci e acidi nucleici, e di 

conferire una maggiore specificità nel bersaglio.360 

Due sono le strategie principali applicate col fine di massimizzare l'efficacia terapeutica 

delle EVs: l'ingegnerizzazione del carico e l'ingegnerizzazione della superficie. 

Il processo di caricamento delle EVs con specifiche molecole è solitamente ottenibile 

mediante due diverse possibilità operative: pre-caricamento (ottenuto prima 

dell'isolamento delle EVs) e post-caricamento (dopo l'isolamento delle EVs). 

 

Pre-caricamento delle EVs 

Tramite manipolazione genetica delle cellule parentali, i carichi terapeutici possono 

essere impacchettati per via endogena nelle EVs durante il processo di biogenesi 

cellulare, quindi prima del loro isolamento.373 

Mediante la trasfezione cellulare, le cellule parentali possono sovra-esprimere miRNA, 

siRNA, proteine e peptidi terapeutici che sono successivamente incapsulati nelle 

microvescicole. 

Un ulteriore metodo consiste nell'incubare direttamente i farmaci con le cellule, 

consentendo la produzione di EVs contenente tali molecole. 

Le strategie di pre-caricamento permettono la produzione di microvescicole racchiuse 

con i componenti attivi desiderati in modo relativamente semplice e stabile, mantenendo 

la loro integrità di membrana. 

Tuttavia, richiedendo molto tempo e avendo una bassa efficienza, il potenziale di carico 

è limitato.360 
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Caricamento delle EVs post-isolamento 

Questo processo si verifica dopo l’isolamento delle microvescicole, dove i carichi esogeni 

vengono incapsulati tramite caricamento passivo o attivo. 

Nel primo caso si tratta di farmaci idrofobici che possono venire combinati con la 

membrana a doppio strato lipidico delle EVs a seguito della co-incubazione diretta; 

questa strategia dipende dal gradiente di concentrazione delle molecole e dalla loro 

natura idrofobica, e solitamente conducono a una bassa capacità di carico.374  

Il caricamento attivo è inerente ai farmaci idrofili e ha il fine di permeabilizzare 

temporaneamente la membrana lipidica idrofobica, fisicamente o chimicamente, 

permettendo la loro diffusione nelle microvescicole.  

I metodi fisici quali l'elettroporazione, la sonicazione, i cicli di congelamento e 

scongelamento, l’estrusione comportano solitamente una transitoria rottura della 

membrana delle EVs da parte di forze esterne;352 tra tutti quello più utilizzato è 

l’elettroporazione, soprattutto per l'incapsulamento dell'RNA.  

Gli approcci chimici fanno uso di reagenti per la trasfezione o permeabilizzanti, per 

facilitare l'ingresso dei carichi nelle EVs senza però comportarvi nessuna rottura.375 

E’ fondamentale agire con elevata cautela per evitare l'aggregazione delle microvescicole, 

il danneggiamento della loro membrana o l'induzione di immunogenicità durante le 

procedure di post-caricamento.376–382 

 

Ingegneria di superficie delle EVs 

Le microvescicole presentano numerose molecole di superficie mostrando selettività per 

specifiche cellule riceventi.  

L'alterazione della loro superficie, specialmente della composizione proteica, può 

alterarne la biodistribuzione e il tropismo. 

L’ingegneria di superficie ha come scopo di dotare le EVs di un'ulteriore specificità di 

targeting, incrementandone in tal modo la concentrazione locale nei siti desiderati e 

riducendo la tossicità sistemica.  

Le tecnologie di ingegneria di superficie sono classificate in tre categorie: ingegneria 

genetica, modificazione chimica e ingegneria di membrana. 

 

Ingegneria genetica 

Le EVs hanno proteine transmembrana native che possono essere modificate con ligandi 

di targeting esogeni. Con il termine ligando di targeting si intende un ligando che può 

veicolare la EV su bersagli cellulari specifici, grazie al riconoscimento di proteine 

recettoriali specifiche per il ligando. I sistemi descritti in letteratura sono diversi.  
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Molti si basano sulla proteina di membrana esosomiale associata ai lisosomi 2 (Lamp2b), 

modificata in vari modi per poter interagire con diversi ligandi e target cellulari. 

Questi sistemi mostrano in vitro prestazioni interessanti in quanto a  selettività verso i 

tessuti bersaglio, ma tuttavia possono causare attivazione immunitaria e perdite 

funzionali delle proteine dell'ospite, rendendo estremamente complesso il loro utilizzo 

in vivo.383 

 

Modificazione chimica 

A seguito dell’isolamento delle EVs, i ligandi di targeting hanno anche la possibilità di 

essere fissati alla loro superficie basandosi su reazioni di bioconiugazione o di 

assemblaggio di lipidi.  

I gruppi amminici delle proteine di membrana delle EVs, ad esempio, possono essere 

convertiti in gruppi alchinici reagendo con ligandi marcati con azide.384  

Inoltre, i lipidi o le molecole anfipatiche si possono inserire nel doppio strato fosfolipidico 

delle microvescicole mediante autoassemblaggio lipidico, per poi legare i ligandi di 

targeting alla superficie di queste, sviluppando così un'altra strategia chimica.374  

Ad esempio il polietilenglicole innestato con 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina 

(DSPE-PEG) è stato utilizzato per ancorare ligandi di targeting sulle membrane con lo 

scopo di veicolare farmaci tumore-specifici;385 purtroppo tale tecnica può anche 

provocare una maggiore tossicità delle EVs. 

 

Ingegneria della membrana ibrida 

Il doppio strato fosfolipidico della membrana delle EVs ha la capacità di fondersi 

spontaneamente con altre strutture di membrana, come i liposomi sintetici: per esempio 

in uno studio386 è stato introdotto un sistema ibrido denominato “EXOPLEXs” per la 

fusione diretta della membrana tra i due elementi sopracitati, col fine di veicolare in 

modo efficiente grandi molecole senza la compromissione di alcuna struttura. 

Questa strategia ha anche permesso la modifica della superficie mediante la fusione con 

liposomi incorporanti più ligandi. 

Per di più, l'ibridazione delle EVs con i liposomi può essere indotta dal glicole 

polietilenico (PEG) durante i cicli di congelamento e scongelamento per evitare 

l'attivazione del sistema immunitario,382,387  questo perché Il PEG ha la capacità di celare 

il sistema ibrido formando uno strato di idratazione.388 

Le EVs ingegnerizzate con queste tecniche sono, secondo gli autori, dotate di una minore 

immunogenicità, migliore stabilità e tempi di circolazione più protratti. 
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APPLICAZIONI DELLE EVS BIOINGEGNERIZZATE DERIVATE DA MSCS 

Le microvescicole bioingegnerizzate derivate da MSCs possiedono dei vantaggi come 

veicoli di consegna di molecole terapeutiche nella terapia del cancro dovuti al loro forte 

tropismo tumorale, alla immunogenicità, all’alta tolleranza e alle caratteristiche insite in  

nanoparticelle facilmente diffusibili nell’organismo.361 

Diversi carichi antitumorali possono essere introdotti in queste cellule quali miRNA, anti-

miRNA, siRNA, mRNA, farmaci e proteine attraverso la modifica delle cellule parentali 

o direttamente delle EVs. 

 

Vescicole extracellulari come veicolo di acidi nucleici 

Le MSCs trasfettate possono rilasciare EVs incapsulate con miRNA specifici che, dopo 

internalizzazione, possono trasportare l’acido nucleico nelle cellule neoplastiche per 

regolare lo sviluppo del tumore. 

Uno studio389 ha dimostrato che le microvescicole derivate da hBMSC e caricate con miR-

379 sono state capaci di sopprimere il cancro al seno mediante la regolazione della ciclo-

ossigenasi 2 (COX-2). 

Analogamente i miR-146b,390 miR-124a391 e miR-34a392 sono stati introdotti nelle cellule 

di glioma da EVs trasfettate (sempre derivate da hBMSC) e ne hanno abrogato la crescita 

mediante riduzione della proteina EGFR e NF-κB, silenziando FOXA2 (Forkhead box A2 

oppure fattore nucleare 3-β degli epatociti) e down-regolando MYCN (proteina del proto-

oncogene N-myc o proteina di base dell’elica-ansa-elica 37). 

Altri miRNA sono stati impacchettati similmente nelle EVs e hanno svolto la funzione di 

agenti antitumorali attraverso la modulazione post-trascrizionale dell'espressione genica 

neoplastica tumorale in diversi tipi di cancro.392–401  

Basandosi sulla presentazione di effetti pro-tumorali da parte di alcuni miRNA, gli 

oligonucleotidi inibitori complementari a questi possono essere caricati all'interno delle 

EVs e trasportati nelle cellule tumorali per invertire i risultati. 

Ad esempio, in uno studio402 esosomi isolati da BMSCs di topo son stati caricati con acido 

nucleico anti-miR-142-3p mediante elettroporazione, il quale successivamente è stato 

veicolato alle cellule di cancro al seno mostrando effetti antitumorali tramite la down-

regulation dei miR-142-3p e miR-150 e miR-150, e conseguentemente aumentando gli 

anti-oncogeni (APC e P2X7R). 

Con la stessa metodica possono essere caricati anche i piccoli RNA interferenti (siRNA): 

ad esempio in uno studio rappresentativo son stati generati esosomi derivati da hBMSCs 

utilizzando un sistema di coltura basato su bioreattore per poi essere elettroporati con un 

siRNA mirato all'oncogene KRASG12D.403 
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Recentemente, un gruppo di ricerca404 ha riportato un nuovo biosistema di veicolazione, 

l'iEXO-OXA, dove gli esosomi derivati da BMSC sono stati caricati con galectina-9 siRNA 

mediante elettroporazione e con il prodotto di oxaliplatino (OXA) tramite modifica della 

superficie.  

Dopo l’internalizzazione da parte delle cellule neoplastiche pancreatiche, il siRNA della 

galectina-9 ha bloccato l'asse galectina-9/dectina-1 per migliorare l'immunoterapia, 

mentre l'OXA ha indotto la morte immunogenica delle cellule tumorali e ciò ha portato 

alla soppressione della crescita tumorale. 

Inoltre, il carico di mRNA degli esosomi è stato studiato tramite manipolazione genetica 

delle MSCs parentali ed è stato dimostrato che quelli derivati da diverse cellule 

mesenchimali staminali trasdotte tramite infezione da retrovirus con il gene yCD::UPRT 

erano in grado di trasportare l'mRNA del gene suicida.404 

La morte cellulare indotta si è verificata in presenza del profarmaco 5-FC che si converte 

in 5-FU a seguito dell'internalizzazione dell'esosoma del gene suicida da parte delle 

cellule tumorali.404 

 

Vescicole extracellulari come veicolo di farmaci 

I farmaci anti-tumorali possono essere incorporati nelle EVs derivate da MSCs mediante 

tecniche di pre-caricamento o di post-caricamento. 

Per quanto riguarda il pre-caricamento, alcuni studiosi334 hanno dimostrato che le BMSCs 

di topo hanno impacchettato il paclitaxel (PTX) in seguito all'esposizione ad un suo 

dosaggio molto elevato in vitro per 24 ore e lo hanno trasferito in cellule tumorali 

attraverso i loro esosomi, causando così la soppressione della crescita tumorale in 

adenocarcinoma pancreatico.  

Anche altri ricercatori405 hanno riportato un approccio simile isolando efficacemente 

esosomi caricati con PTX da hUCMSCs incubate con questa molecola per 24 ore. 

Questi hanno mostrato effetti inibitori della crescita tumorale e delle metastasi nel cancro 

al seno, al polmone e alle ovaie.  

Analogamente, cellule staminali mesenchimali della papilla gengivale umana (hGinPa-

MSCs) sono state innescate con un'alta concentrazione di PTX, il quale è stato rilasciato e 

incorporato in cellule tumorali attraverso le EVs per il trattamento dei carcinomi  

pancreatico e squamoso umani.406 
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In un'altra strategia di caricamento del farmaco chiamata “post-caricamento”, il 

medicinale viene impacchettato direttamente nelle microvescicole dopo averle isolate. 

Ad esempio, alcuni studiosi407 hanno utilizzato esosomi derivati da BMSCs di topo per 

trasportare il farmaco antitumorale doxorubicina (DOX) introdotto mediante 

elettroporazione, come piattaforma versatile per il trattamento del cancro colorettale. 

 

Vescicole extracellulari come veicolo di proteine 

Ad oggi sono stati condotti solo pochi studi relativi a MSCs caricate con proteine 

specifiche per la terapia antitumorale. Tra gli studi descritti, è rappresentativo il lavoro 

relativo al fattore di necrosi tumorale (TRAIL),351 che è una promettente proteina 

antitumorale avente la capacità di indurre selettivamente l'apoptosi delle cellule. 

È stato dimostrato che le EVs derivate da MSCs trasdotte da TRAIL possono esprimere 

questa proteina sulla membrana e quindi il trasferimento di questo fattore alle cellule 

tumorali può indurre apoptosi e abolire la resistenza ad esso nel cancro del polmone, nel 

mesotelioma pleurico maligno, nel carcinoma renale, nell’adenocarcinoma mammario e 

nel neuroblastoma. 

 

L’UTILIZZO DI MSCs MODIFICATE GENETICAMENTE 

COME AGENTI ANTI-TUMORALI408 

Un altro approccio alla terapia anti-tumorale basato sulle MSCs è la preparazione di 

cellule in grado di produrre, dopo modificazione genetica, proteine specifiche ad attività 

antitumorale. Secondo questo tipo di approccio, le MSCs, in grado di fare homing a livello 

dei tumori, verrebbero utilizzate  come veicoli cellulari di molecole bioattive all'interno 

del parenchima e dello stroma dei tumori.409,410 

Inoltre, mantengono caratteristiche immunologiche rilevanti per il trattamento dei 

disturbi legati al sistema immunitario411 e per il loro utilizzo come veicoli cellulari nel 

trasporto di molecole bioattive all'interno del parenchima e dello stroma tumorali.412 

Un esempio di questo approccio è stata la generazione di una linea di MSCs in grado di 

esprimere un gene modificato denominato iCas9.413 

Con questo approccio l'innesco del suicidio è indipendente dalla fase del ciclo cellulare, 

così da non interferire con alcun programma farmacologico413 ed inoltre differenti studi 

hanno dimostrato l'elevata efficacia e specificità di iCasp9.414–416  

Il gene suicida denominato “iCasp9”, basato sulla sequenza della Caspasi-9 umana 

codifica per una proteina modificata che presenta un'elevata affinità con una piccola 

molecola sintetica e bioinerte (B/B Homidimerizer, AP20187). In presenza del ligando, si 

ha dimerizzazione  ed attivazione della iCasp9, con conseguente morte cellulare.413 
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Questo approccio si è rivelato in grado di causare morte cellulare su diversi modelli di 

tumore in vitro. 

 

TERAPIA ONCOLITICA CON VIRUS 

La viroterapia oncolitica, seppure considerata ancora ad oggi un approccio sperimentale, 

rappresenta una delle innovazioni potenzialmente più significative nell'immunoterapia 

del cancro. Recentemente, un trattamento specifico basato su di un virus oncolitico ha 

mostrato benefici clinici giungendo all'approvazione da parte dell'EMA (Agenzia 

Europea per i Medicinali) e della FDA (Food and Drug Administration). Il trattamento 

approvato con il nome di “Imlygic”, per pazienti umani con melanoma metastatico,417,418 

è basato su una forma del virus herpes simplex 1.   

La ricerca con i virus oncolitici (OV) in campo medico veterinario non è ancora avanzata 

come quella in umano, ma negli ultimi anni sono stati pubblicati alcuni lavori scientifici 

focalizzati sulla messa a punto di terapie virali contro i tumori animali.419,420 

In particolare, recentemente, sono stati condotti alcuni studi419,421–425  sui cani che 

utilizzano come OV adenovirus,426 virus del morbillo,427 virus del cimurro,428 virus 

dell'herpes simplex,429 virus della malattia di Newcastle,430 reovirus431 e il virus della 

vaccinia.432,433  

Sebbene ne siano stati sviluppati molti, gli adenovirus oncolitici (Ads) sono ancora i più 

comunemente utilizzati per la viroterapia oncolitica grazie alla loro efficacia di infezione, 

alla produzione di titoli elevati, alla sicurezza, alla facilità di modifica genetica ed alle 

caratteristiche di replicazione.434 

L'efficacia di Ads è stata dimostrata in diversi modelli murini e in studi clinici veterinari 

e umani, dove son emersi pochissimi effetti avversi riconducibili a lievi sintomi simil-

influenzali, che possono essere più gravi in seguito ad una somministrazione sistemica, 

e a reazioni locali nel sito di iniezione.435–439  

I pazienti trattati erano affetti soprattutto da tumori solidi, come osteosarcomi, melanomi 

e carcinomi mammari o sarcomi dei tessuti molli.420,440 

La via di somministrazione può essere intra-tumorale o sistemica, in funzione del tipo e 

della localizzazione del tumore. La prima modalità può essere rischiosa soprattutto per i 

tumori inaccessibili, come in quelli cerebrali o polmonari, dove infatti la via sistemica è 

considerata più sicura.  
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Nel caso di somministrazione sistemica le particelle virali (vp) però possono essere 

trattenute dal fegato o bloccate da anticorpi neutralizzanti o altri componenti del 

sangue420,441,442 e la loro presenza nel torrente circolatorio periferico induce l'attivazione 

del sistema immunitario, causando una risposta antivirale. 

Per evitare queste problematiche sono stati proposti diversi sistemi di somministrazione 

alternativi, tra cui "veicoli" come vettori cellulari, liposomi, nanoparticelle e particelle 

polimeriche con la capacità di trasportare il virus nel sito tumorale.443–445  

I virus utilizzati nella terapia oncolitica sono modificati non solo per attenuarne od 

eliminarne completamente l’azione patogena potenziale, ma sono anche trattati mediante 

l’introduzione di transgeni specifici al fine di ottenere il cosiddetto “oncovirus armato”, 

che può esercitare diverse funzioni biologiche specifiche anti-tumorali come il 

potenziamento del tropismo tumorale e la penetrazione all’interno delle cellule, 

promuovendo la morte cellulare e l'anti-angiogenesi ed infine modulando l'immunità 

antitumorale.418–420 

Le cellule staminali mesenchimali, possedendo un tropismo tumorale naturale, sono state 

utilizzate come vettori cellulari per veicolare gli OV,444–446 come ad esempio un agente 

immunoterapico oncologico chiamato “Celyvir”, che può essere somministrato per via 

endovenosa ed è basato su MSCs autologhe infettate con un adenovirus oncolitico.422 

L'utilizzo di cellule mesenchimali staminali come veicolo permette di ridurre la risposta 

immunitaria antivirale ed aumentare l'effetto oncolitico del trattamento rispetto al 

trattamento effettuato con il solo virus senza vettore.444–448  

 

Come precedentemente indicato, gli OVs presentano numerose problematiche che ne 

minano l’efficacia terapeutica nel caso di applicazione sistemica: infatti, una volta 

somministrati attraverso questa via, possono esser filtrati e trattenuti da alcuni tessuti, 

soprattutto quello epatico. 

Inoltre il sistema immunitario può riconoscere le particelle virali nel flusso sanguigno, 

causandone così la loro eliminazione. 

In aggiunta, gli Ovs devono superare l’anomala vascolarizzazione tumorale e l’elevata 

pressione del fluido interstiziale per riuscire ad evadere dal flusso sanguigno ed entrare 

nello spazio extracellulare.449 

Il microambiente tumorale (TME) per di più possiede varie barriere che limitano la 

penetrazione e la diffusione virale, come la matrice extracellulare tumorale alterata 

(ECM) e ricca di proteine, acido ialuronico, proteoglicani e cellule stromali.450 

 

Per superare queste difficoltà, son state messe in atto differenti strategie come l’uso di 

vettori cellulari per la somministrazione sistemica di OV al tumore primario e alle 

metastasi. 
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La loro funzione è di proteggere l’oncovirus dal complemento o dagli anticorpi 

neutralizzanti e di ottenere la possibilità di eludere gli organi di filtraggio, attraversando 

la barriera endoteliale grazie alla loro capacità di dirigersi verso sedi diverse seguendo 

gradienti di chemochine o mediante proteine di adesione della superficie cellulare.  

Per di più alcune tipologie cellulari posseggono la capacità di migrare in modo specifico 

verso i tumori, come le cellule immunitarie (linfociti T e macrofagi), cellule progenitrici, 

cellule tumorali, cellule staminali neurali e cellule staminali mesenchimali.451,452  

Andando ad analizzare le caratteristiche fondamentali che le cellule carrier devono avere  

per fungere da vettori efficienti, bisogna che si soddisfino quattro requisiti: 

1. possedere un'infettività efficiente 

2. consentire la replicazione e la produzione di OV 

3. modulare la risposta immunitaria contro il virus 

4. promuovere una risposta immunitaria antitumorale  

 

Per quanto riguarda in modo specifico le MSCs, vi è la possibilità di combinare diverse 

tipologie virali con queste cellule, anche se devono essere presi in considerazione alcuni 

elementi per massimizzare i benefici della combinazione. 

Innanzitutto, la tipologia di genoma virale poiché quelli a RNA si replicano più 

velocemente di quelli a DNA, permettendo alle cellule di raggiungere il tumore in tempi 

più brevi.  

Come secondo fatto è la scelta di OV, che deve essere capace di infettare e replicarsi 

correttamente nelle MSCs, affinchè sia garantita una distribuzione virale ottimale nel 

tumore. 

La somministrazione attraverso le staminali è indicata specialmente per quei virus privi 

di tropismo tumorale, in quanto possono trarre beneficio dalla proprietà di homing, sia 

per quanto riguarda la distribuzione all’interno della formazione neoplastica, sia per 

evitare l'infezione di organi sani.  

  



77 
 

VIRUS UTILIZZABILI PER L’ONCOTERAPIA BASATA SU MSCS 

Virus del mixoma (MYXV) 

Il MYXV esprimente la proteina verde fluorescente (GFP) come gene marker è stato 

combinato con cellule staminali mesenchimale umane derivate dal tessuto adiposo 

(ASCs) per il trattamento del tumore cerebrale maligno nei topi.453 

Son state messe in luce la capacità delle ASCs di generare nuove particelle virali e le 

proprietà di "tumor-homing" delle cellule infette dopo la somministrazione intracranica: 

è stato osservato infatti un significativo aumento della sopravvivenza nei topi trattati con 

le MSCs caricate con OV rispetto ai topi trattati con le cellule senza caricamento. 

Considerando le MSCs derivate dal midollo osseo (BM-MSCs), sono risultate permissive 

alla replicazione di MYXV e utilizzando un virus del mixoma armato di IL-15 per 

infettarle, dopo un trattamento endovenoso, si è osservata un'efficacia antitumorale 

superiore in un modello di melanoma polmonare immunocompetente, rispetto alla 

monoterapia con MYXV.453 

Un indice di potenziale impedimento del riconoscimento virale da parte del sistema 

immunitario ad opera delle MSCs è la presenza di una più elevata percentuale di cellule 

natural killer circolanti solo in quegli animali trattati con il virus. 

Infine, un aumento delle citochine pro-infiammatorie (IFN-γ e TNFα), della proteina 1 

della morte cellulare programmata (PD-1) e del suo ligando (PD-L1) e dell'infiltrazione 

di cellule T effettrici è stato documentato solo nei tumori degli animali trattati con MSCs 

caricate con MYXV-IL-15, risultando essere una ipotetica risposta immunitaria 

antitumorale come conseguenza della terapia. 

 

Virus dell'herpes simplex (HSV) 

Due studi hanno dimostrato il potenziale antitumorale della combinazione di HSV e 

MSCs.  

Nel primo454 son state infettate le cellule staminali derivate da membrane fetali (FM-

MSCs) con un HSV codificante per un anticorpo a catena singola avente come bersaglio 

il recettore del fattore di crescita epidermico umano 2 (HER-2) (R-LM249) e son stati 

dimostrati l'infezione virale delle FM-MSCs, la produzione di progenie virale e la 

veicolazione virale al tumore.  

L'efficacia antitumorale della somministrazione endovenosa è stata valutata in due 

differenti modelli murini: il primo era rappresentato da metastasi polmonari (utilizzando 

la linea cellulare SK-OV-3 HER-2 positiva), dove le MSCs infettate con R-LM249 hanno 

portato ad una inibizione significativa della comparsa di metastasi, a differenza di quelle 

non infette. 
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Risultati analoghi sono stati osservati in un modello di metastasi cerebrali (HER2+ MDA-

MB-453 EGFP), in cui le MSCs trattate con R-LM249 son riuscite ad impedire lo sviluppo 

di metastasi cerebrali. 

In un secondo studio, è stata effettuata la consegna MSC-mediata di HSV oncolitico alle 

metastasi cerebrali in un melanoma dopo una singola somministrazione intra-carotidea, 

che ha causato una significativa remissione dei tumori metastatici e, di conseguenza, 

l’aumento della sopravvivenza dei topi, rispetto a quelli trattati con le sole MSCs.  

 

Virus del morbillo (MV) 

Cellule staminali mesenchimali di diversa origine sono state combinate con MV per il 

trattamento del cancro in modelli murini. 

Due studi hanno valutato la somministrazione singola endovenosa di BM-MSCs caricate 

con MV nel carcinoma epatocellulare e nella leucemia linfoblastica:455,456  

E’ stata riportata da entrambi sia la permissività delle BM-MSCs per la replicazione del 

virus nei tumori, sia un'efficacia terapeutica superiore a quella riscontrata con 

trattamento a base di MV senza cellule, in presenza di anticorpi neutralizzanti anti-MV 

preesistenti.  

Anche le staminali provenienti da tessuto adiposo sono state combinate con il virus del 

morbillo. Altri ricercatori457 hanno testato il potenziale antineoplastico delle ASCs 

infettate da MV in un modello murino di xenotrapianto di cancro ovarico dopo una 

singola somministrazione intraperitoneale e si è osservato che l'uso di queste come vettori 

di virus ha incrementato sia il potenziale terapeutico rispetto al trattamento con la sola 

particella virale, sia la capacità di proteggere quest’ultimo dall'immunità antivirale 

preesistente. 

 

Adenovirus (Ad) 

Gli Adenovirus oncolitici (OAds) sono stati i virus più frequentemente applicati in 

combinazione con le MSCs per il trattamento del cancro.  

Alcuni studi del 2007458,459 su modelli murini di cancro al polmone e alla mammella, 

hanno evidenziato la capacità delle MSCs caricate con OAd di raggiungere, dopo una 

singola somministrazione endovenosa, il tumore e di ridurne la crescita. 

Si è valutata la combinazione di BM-MSCs con l'OAd delta-24/RGD: in un primo lavoro 

son stati utilizzati due diversi modelli murini di xenotrapianto di glioma (U87 e U215-

V121), dove gli autori hanno rilevato il tropismo nei confronti del tumore cerebrale e 

l'attività antitumorale delle cellule infettate dopo una singola somministrazione 

intracarotidea.460  
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Altri ricercatori461 hanno descritto una sottopopolazione di BM-MSCs che sovra-

esprimono le integrine α2, α3 e α5, con una maggiore capacità di migrazione tumorale. 

Il caricamento di queste cellule con un OAd ha condotto ad un'efficacia terapeutica 

significativa rispetto alle MSCs non caricate e al virus come monoterapia in un modello 

di xenotrapianto di melanoma dopo una singola somministrazione retro-orbitale. 

Inoltre è stato osservato che le condizioni di ipossia hanno favorito le proprietà tumorali 

delle cellule staminali inducendo così l'aumento dei recettori CXCR4 e CXCR1.462 

Tuttavia, in un modello di xenotrapianto di cancro al colon, la combinazione di un OAd 

eliminato da E1B-55KD con BM-MSCs coltivate in tale ambiente non è stata in grado di 

controllare la crescita tumorale dopo una singola somministrazione intraperitoneale e ciò 

è stato attribuito possibilmente alla bassa potenza virale, nonostante non sia stato incluso 

nello studio un gruppo di controllo con il virus come monoterapia. 

Col fine di valutare l’efficacia delle MSCs derivate dal cordone ombelicale (HU-MSCs) e 

delle BM-MSCs caricate con diversi OAds, son stati analizzati modelli murini di 

carcinoma epatocellulare. 

Combinando un OAd che esprime IL-24 con HU-MSCs modificate esprimenti la proteina 

adenovirale E1A, i ricercatori463 hanno osservato un miglioramento nella replicazione e 

nella produzione virale, oltre ad un'efficiente migrazione delle HU-MSCs caricate verso 

la neoplasia dopo una singola somministrazione endovenosa. 

Inoltre, aggiungendo un basso dosaggio di 5-fluorouracile si è ottenuta un'efficace 

inibizione della crescita tumorale. 

Le HU-MSCs sono state anche unite con un OAd esprimente una sequenza bersaglio di 

microRNA-122 per evitare la replicazione virale nelle cellule epatiche sane.464 

Un'efficacia antitumorale significativa è stata riportata dopo due somministrazioni 

endovenose utilizzando come modelli di tumore un epatocarcinoma ortotopico e uno 

sottocutaneo, nonostante non sia stato effettuato un confronto diretto con il solo virus. 

Infine, le BM-MSCs son state testate in un epatocarcinoma ortotopico come portatori di 

cellule per un OAd codificante un recettore decoy WNT inhibiting (WNTi). 

Successivamente all’ottimizzazione della dose di OAd per il caricamento in BM-MSCs, 

son state effettuate due somministrazioni endovenose di BM-MSCs caricate con OAd-

WNTi che hanno mostrato una notevole efficacia terapeutica in vivo.465 

Il confronto diretto con l'OAd-WNTi senza vettore cellulare ha messo in luce un'efficacia 

terapeutica 8.1 volte superiore per i virus protetti dalle cellule rispetto a quelli “nudi” e, 

inoltre, le cellule staminali hanno prolungato ottimamente il tempo di circolazione 

dell'OAd, prevenendo il danno epatico rispetto alla somministrazione diretta virale.  

In uno studio seguente, il medesimo gruppo di ricerca ha utilizzato un modello dinamico 

in silicio di TME come rete di interazione e un modello matematico predittivo per 

l’identificazione dei due parametri in grado di migliorare il risultato: la molteplicità 
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dell'infezione utilizzata per infettare le MSCs e il numero di numero di OAd-MSCs 

somministrate.466 

E’ stata effettuata una combinazione tra Ad/RLX, un OAd che codifica per la relaxina 

(ormone peptidico con proprietà di degradazione del collagene della ECM) e BM-MSCs 

per il trattamento preclinico del cancro al pancreas.467 

Topi portatori di xenotrapianti pancreatici AsPC-1 hanno ricevuto tre somministrazioni 

EV di Ad/RLX nudo, BM-MSCs caricate con Ad/RLX o BM-MSCs infettate con Ad/RLX 

precedentemente trattate con poli(etilenimina)-coniugato con poli(CBA-DAH) (PCDP), 

un polimero cationico in grado di incrementare l'infettività virale delle staminali. 

Un'efficacia antitumorale significativa è stata rilevata solamente per l'ultimo gruppo, 

probabilmente a causa della maggiore infettività delle MSCs e della produzione virale 

dell'Ad/RLX trattato con PCDP. 

 

In un altro studio,468 è stato usato un embrione di pulcino con xenotrapianto di cancro 

pancreatico come modello ed è stata dimostrata la capacità delle BM-MSCs infettate con 

OAd di invadere gli sferoidi tumorali, venendo a generare nuove particelle virali nella 

neoplasia. 

Per di più, utilizzando un OAd chimerico (fibra 5/3) esprimente, come carico per le BM-

MSCs, il ligando inducente l'apoptosi legato al TNF, è stata osservata una maggiore 

riduzione del tumore rispetto alla monoterapia virale. 

 

Altra innovazione risiede nell’utilizzo delle cellule staminali mesenchimali isolate dal 

sangue mestruale (MenSCs) anche come vettori cellulari per l'OAd. 

Uno studio469 ha applicato quanto sopra riportato in modelli murini di cancro del colon-

retto: conseguentemente alla somministrazione endovenosa o intraperitoneale, è stata 

determinata la corretta migrazione tumorale delle MSCs e due somministrazioni EV di 

MenSCs infettate con Ad5/F11 hanno determinato una significativa efficacia 

antitumorale, anche se il trattamento virale da solo non è stato incluso nello studio come 

controllo. 

Il promotore modificato E1a/delta24 e RGD fibra OAd chiamato “ICOVIR15”, è stato 

utilizzato combinato con le MSCs per la terapia oncologica. 

 

Un gruppo di ricercatori470 ha utilizzato BM-MSCs infettate con un ICOVIR15 

ingegnerizzato affinchè esprimesse un gene suicida inducibile della Caspasi 9 

(ICOVIR15-Ad.iC91) per il trattamento preclinico del cancro al polmone. 
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Eseguita una singola somministrazione endovenosa, son state rilevate le cellule 

mesenchimali staminali nei tessuti tumorali e si è notato un maggiore controllo del cancro 

negli animali trattati con ICOVIR15-A di C9-MSCs. 

Come vettore cellulare alternativo di ICOVIR15 è stato utilizzato MenSCs: in un primo 

studio, sono state sottoposte a confronto le modifiche dei capsidi virali per selezionare le 

più efficienti in termini di infezione delle MSCs e di produzione di progenie virale.471 

Uno studio successivo ha illustrato il vantaggio di utilizzare MenSC allogeniche anziché 

autologhe, a causa dell'ambiente pro-infiammatorio più elevato generato nel momento 

di interazione tra le MenSC caricate con OAd e le cellule mononucleate del sangue 

periferico (PBMC):425 

la correlazione tra questo ambiente, le cellule staminali, le cellule T e quelle natural killer, 

indica la potenziale capacità delle prime di favorire il riconoscimento immunitario del 

tumore. 

Infatti il potenziale terapeutico delle OAdMenSCs è stato dimostrato in topi NSG 

portatori di tumore e riceventi iniezioni endovenose di PBMC umane allogeniche, dove 

monociti e cellule NK hanno contribuito all'efficacia.  

Infine, il potenziale terapeutico delle OAd-MenSCs è stato ulteriormente implementato 

caricando le MenSCs con un ICOVIR15, ovvero un vettore oncolitico ingegnerizzato per 

esprimere il recettore EGF mirato a un T cell engager bispecifico (anticorpo reclutante 

cellule T citotossiche con lo scopo di uccidere cellule tumorali) denominato “cBiTE”. 

L'efficacia anti-neoplastica delle MenSCs ICOVIR15-cBiTE è risultata migliore e maggiore 

rispetto a entrambi i controlli in monoterapia.  

Infine, due diversi gruppi di ricerca hanno dimostrato il beneficio dell'utilizzo preclinico 

di MSCs caricate con OAd per il trattamento di tumori cerebrali dopo somministrazione 

locale o intra-tumorale. 

In tempi più recenti, uno studio472 ha impiegato ICOVIR17, un ICOVIR15 modificato per 

codificare per la ialuronidasi solubile PH20 mediatrice della degradazione dell'acido 

ialuronico della ECM, in combinazione con le ASCs, per trattare il glioblastoma (GBM) 

per via intra-tumorale. 

In questo caso un'efficacia antitumorale significativa è stata osservata in topi portatori di 

tumori U87 intracranici o in xenotrapianti di GBM. 

 

In sintesi, le cellule staminali mesenchimali di diversa origine hanno dimostrato di avere 

un elevato potenziale come vettori cellulari per RNA o DNA OVs possedendo diversi 

gradi di proprietà litica ed evidenziando, in questo modo, la versatilità di queste cellule 

nel combinarsi con virus oncolitici. 
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UTILIZZO DI VIROTERAPIA ONCOLITICA IN TUMORI SPONTANEI DI CANE 

Gli esempi descritti in letteratura di terapie oncolitiche associate a MSCs in medicina 

veterinaria sono sostanzialmente limitati a pochi lavori, che rivestono quindi una 

notevole importanza in quanto potrebbero aprire la possibilità di applicare queste terapie 

anche negli animali domestici. 

un primo esempio di terapia anti-tumorale su paziente canino 473 

Un primo esempio di utilizzo di virus oncolitico trasportato da MSCs nel trattamento di 

un paziente canino è stato pubblicato da Delgado-Bonet et al. Il caso riportato è relativo 

ad un cane meticcio maschio castrato di 10 anni di 20,3 kg con una storia di due mesi di 

tosse lieve. 

Dalla radiografia toracica si è osservata una massa di tessuto molle nella regione ventrale 

del lobo medio del polmone destro del paziente; l'aspirazione ecografica ha confermato 

la presenza di un tumore epiteliale maligno. 

Successivamente è stata eseguita anche una tomografia toracica computerizzata per la 

caratterizzazione della massa polmonare, mostrando che era ben circoscritta con margini 

lisci nel lobo medio del polmone e che vi era un moderato ingrandimento del l linfonodo 

tracheobronchiale destro. 

Sulla base della diagnosi, son state effettuate gli interventi chirurgici di lobectomia ed 

escissione linfonodale. Prima dell’intervento il paziente è stato trattato con MSCs caricate 

con un adenovirus oncolitico (dCelyvir).473  

 In un secondo momento, il trattamento con quest’ultimo è stato lavato due volte e 

risospeso in tampone salino, affinchè fosse pronto per essere somministrato mediante un 

catetere endovenoso e un filtro cellulare anti-aggregato.  

Il caso in oggetto è stato utilizzato come modello clinico per dimostrare la capacità di 

homing di MSCs, modificate con un adenovirus oncolitico canino e marcate con la 

proteina verde fluorescente GFP, per dimostrare la localizzazione intra-tumorale delle 

cellule. Il prodotto ottenuto, dCelyvir-GFP, è stato somministrato ad una dose di 0,5*106 

cellule/kg di peso in 45 minuti e durante il trattamento, la temperatura, il polso e la 

frequenza respiratoria del paziente canino sono stati sottoposti a monitoraggio ogni 10 

minuti.  

La somministrazione è stata fatta 48 ore prima dell’asportazione della massa tumorale. 

Successivamente, analisi di tipo istologico, citofluorimetrico, e di microscopia a 

fluorescenza hanno permesso di dimostrare l’homing, anche se limitato, delle cellule 

all’interno della massa tumorale. La coltura cellulare di queste cellule ha permesso inoltre 

di verificarne in vitro la capacità replicativa. Questi risultati indicano che le MSCs 

inoculate sono state in grado di raggiungere il tessuto neoplastico 

Inoltre, la presenza di dCelyvir-GFP è stata dimostrata nelle colture di cellule ottenute 

dalla biopsia polmonare e il supernatante rilasciato da queste è stato sottoposto a qPCR 
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per quantificare le particelle virali. La quantificazione ha mostrato un elevato numero di 

copie del genoma virale e queste particelle si sono rivelate infettive in vitro.  

Tutti i risultati indicano che il dCelyvir è stato in grado di raggiungere il tumore 

rilasciando l’adenovirus oncolitico funzionale dopo somministrazione per via 

intravenosa. Il dato riportato, secondo gli autori, conferma la possibilità di utilizzare 

questa via di somministrazione su casi clinici reali. In sostanza, la capacità di homing 

delle MSCs potrebbe essere sfruttata per veicolare virus oncolitici all’interno di masse 

tumorali anche se non raggiungibili mediante somministrazione diretta. 

 

Un secondo esempio di studio su paziente canino con OV ICOCAV17474 

In uno altro studio clinico veterinario descritto da Cejaldo T. et al (2018) basato su 

dCelyvir ottenuto infettando MSCs di cane con il virus oncolitico ICOCAV17, sono stati 

trattati 27 pazienti affetti da diversi tipi di tumore solido (tra cui osteosarcoma, 

fibrosarcoma, tumori del sistema nervoso).  Dopo infusione intravenosa del preparato 

cellulare non sono stati osservati effetti avversi significativi, in grado di incidere sulla 

qualità di vita dei pazienti. La quantità più elevata di DNA adenovirale nei campioni di 

sangue è stata rilevata 72 ore dopo la prima infusione.474  

Gli autori riportano una risposta clinica nel 74% degli animali trattati, con 14,8% dei casi 

che hanno dimostrato una risposta completa. Questi dati, secondo i ricercatori,  

sostengono l’ipotesi dell’uso di MSCs caricate con virus oncolitici nel trattamento di 

forme tumorali solide nel cane. 
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Un terzo esempio di studio su paziente canino con dCelyvir475 

Un recente lavoro di Cloquell et al. descrive un’ulteriore applicazione di terapia basata 

sull’uso di virus oncolitici veicolati da MSCs in tumori del cane, in particolare nei gliomi 

maligni. Non esiste ad oggi una terapia considerata gold standard per questo tipo di 

neoplasie nel cane.  

Queste forme presentano somiglianze biologiche, genetiche, fenotipiche, immunologiche 

e cliniche con la forma corrispondente umana, rappresentando quindi un potenziale 

modello di terapia traslazionale. 

Son stati selezionati 10 cani con gliomi rostrotentoriali ad alto grado al fine di esser 

sottoposti a viroterapia sistemica endovenosa settimanale con dCelyvir (0,5×106 MSC/kg 

infettate con l'adenovirus oncolitico canino ICOCAV17) per una durata di 8 settimane. 

L'efficacia è stata determinata poi considerando lo stato clinico e le misure della risonanza 

magnetica in 7 cani totali su 10 arruolati. 

I criteri di inclusione dei pazienti nello studio erano i seguenti:  

 presenza di una singola massa rostrotentoriale intra-assiale; 

 nessun trattamento precedente, se non qualche cura palliativa con 

anticonvulsivanti e/o prednisone; 

 buone condizioni fisiche, senza evidenza ematologiche o biochimiche di 

disfunzione d'organo;  

 un lieve aumento degli enzimi epatici; 

 peso superiore a 4 kg;  

 assenza di concomitanza con altre malattie neoplastiche o infiammatorie. 

I pazienti che hanno sviluppato severe anomalie biochimiche o una progressione della 

patologia dopo il primo trattamento sono stati esclusi dallo studio. Due cani hanno avuto 

una risposta parziale (PR), ovvero riduzione delle dimensioni pari a 76% e 86% 

rispettivamente, mentre altri tre hanno mostrato una malattia stabile (SD).  

Questi cinque pazienti sono stati selezionati per un secondo ciclo di dCelyvir (quattro 

dosi, ogni 2 settimane). 

Sono stati rilevati sporadicamente effetti avversi di minore entità quali gonfiore degli arti 

e affaticamento, ma son sono risultati autolimitanti o con necessità di un trattamento 

antinfiammatorio a breve termine. 

 Non si sono verificate variazioni significative dell'emocromo completo e i parametri 

biochimici son rimasti nel range ideale, durante terapia e follow-up. 

L'uso di dCelyvir non ha evidenziato significativi cambiamenti patologici o segni clinici 

in nessun paziente a livello epatico.474,476 
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Tutti i cani hanno mostrato un aumento delle IgG anti ICOCAV17 fino al raggiungimento 

di un plateau dopo la seconda dose di dCelyvir.474,477  

Si è messa in luce una correlazione tra gli anticorpi antivirali e le particelle di ICOCAV17, 

suggerendo che una concentrazione più bassa di immunoglobuline potrebbe causare la 

riduzione delle particelle virali neutralizzate, permettendo in tal modo una maggiore 

carica virale oncolitica.  

Osservando il profilo delle citochine, si è notata l'assenza di una risposta infiammatoria 

diffusa che potrebbe esser indice di una risposta sistemica limitata, a differenza di altri 

vaccini iniettati per via intratecale.478 

Infine i cani hanno presentato una tendenza alla riduzione dell'infiltrazione delle cellule 

B memoria e un aumento delle cellule B attivate e dei monociti/macrofagi. 

Sette cani sono sopravvissuti più di 2 mesi dopo l'inizio della terapia, effettuando anche 

una seconda valutazione di risonanza magnetica. 

Quattro cani sono morti naturalmente e sei sono stati sottoposti a eutanasia a causa del 

deterioramento clinico su richiesta del proprietario.  

La mediana di sopravvivenza (MST) è stata pari a 128 giorni dall'esordio clinico, 123 

giorni dalla diagnosi e 90 giorni dall'inizio della viroterapia.  

Il ritrovamento di adenovirus all'interno dei tumori è la prova che le dMSCs sono efficaci 

come veicoli ICOCAV17. 

Tale lavoro rappresenta un’ulteriore conferma della possibilità di sviluppare in futuro 

protocolli terapeutici sicuri ed efficaci per la terapia basata su virus oncolitici in tumori 

degli animali da affezione.   
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Figura 6. Crescita tumorale e tempo di sopravvivenza dei pazienti trattati con dCelyvir. 

(A) Grafico a cascata che mostra i cambiamenti nelle dimensioni del tumore. Per ogni paziente è mostrata la crescita 

del tumore dal basale (prima RM) a 2 mesi dopo l'inizio del trattamento con dCelyvir (seconda RM) 

(B) Tempo di sopravvivenza. Grafico a barre che mostra il tempo di sopravvivenza totale per ciascun paziente. I giorni 

trascorsi dalla comparsa dei sintomi alla diagnosi all'inizio del trattamento con dCelyvir e dal trattamento alla morte 

sono indicati per ciascun paziente. 

(C) Analisi di sopravvivenza. Curva di Kaplan-Meier che mostra la probabilità di sopravvivenza per i cani trattati 

con dCelyvir (linea blu) a partire dal giorno del trattamento fino alla morte.La linea rossa tratteggiata indica la MST 

secondo la letteratura e i casi storici trattati con chirurgia resettiva. 

(D-G) Analisi di correlazione tra il tempo di sopravvivenza e le dimensioni del tumore alla prima RM (D), alla seconda 

RM (E), la crescita del tumore (F) e la dose di dCelyvir (G)., calcolata con il coefficiente di correlazione di Pearson (r). 

Sono mostrati i valori individuali (punti blu) e le linee di regressione. 

**p<0.005. MST, tempo mediano di sopravvivenza; PD, malattia progressiva; PR, risposta parziale; SD, malattia 

stabile. 

Systemic cellular viroimmunotherapy for canine high-grade gliomas, Cloquell A, Mateo I, Gambera S, et al., 2022475 
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IMMUNOTERAPIA  

La chemioresistenza è una problematica di rilievo nel trattamento del cancro. La 

resistenza ai trattamenti farmacologici da parte delle cellule tumorali viene acquisita 

attraverso diversi meccanismi e vie di regolazione che interessano, ad esempio, il 

metabolismo, le vie di controllo della crescita e dell'apoptosi, l'assorbimento o l'efflusso 

del farmaco.479  

Come precedentemente indicato, le MSCs associate al cancro (CA-MSCs)480 sono capaci 

di stimolare la crescita dei tumori, l'angiogenesi e promuovere la chemioresistenza: 

questo fenomeno si verifica mediante interazioni dirette delle CA-MSCs con le cellule 

tumorali481 e/o il rilascio di vari fattori tra cui citochine, fattori di crescita, esosomi e lipidi.  

Ad esempio, è stato dimostrato che CCL5, IL-6 e IL-8482–484 sono coinvolti 

nell'acquisizione della chemioresistenza: è stato infatti appurato che viene indotta dalla 

secrezione autocrina della seconda interleuchina da parte delle cellule tumorali, mentre 

la sua inibizione è in grado di ri-sensibilizzare quest’ultime al cisplatino e al paclitaxel. 

Tali dati suggeriscono che l'IL-8, così come altri ligandi dei recettori delle chemochine 1 

e 2 (CXCR1/2), potrebbero essere coinvolti nell'acquisizione della chemioresistenza 

attraverso il reclutamento di cellule staminali mesenchimali intorno al tumore.483 

Le vie di segnalazione attivate dall'IL-8 (PI3K e fosfolipasi C) sono infatti stimolate 

attraverso l'interazione della citochina con il CXCR1/2 espresso da neutrofili, monociti, 

cellule endoteliali, astrociti, microglia e diversi tipi di cellule tumorali.485,486  

 

I monociti si differenziano in macrofagi una volta infiltrati nei tessuti e rappresentano 

una notevole componente del microambiente tumorale. I macrofagi poi sono 

particolarmente plastici e capaci di differenziarsi in stati funzionali specifici in risposta ai 

segnali stromali: gli M1 posseggono un'attività tumoricida mediante la secrezione di 

fattori citotossici, mentre i macrofagi M2 producono generalmente solo bassi livelli di 

specie reattive dell'azoto/ossigeno (ROS), mostrano basse quantità di presentazione 

dell'antigene e sopprimono l'immunità antitumorale.23  

Differenti studi hanno evidenziato il reclutamento dei secondi macrofagi sopracitati nei 

tumori solidi in risposta alla chemioterapia:487 questi associati al tumore (denominati 

“TAM”) forniscono un microambiente immunosoppressivo,488,489 partecipano 

all'angiogenesi attraverso il rilascio di fattori di crescita endoteliali e proteggono le cellule 

tumorali dalla chemioterapia a base di paclitaxel in neoplasie solide,490 oppure 

dall’apoptosi indotta dal melfalan nel caso del mieloma multiplo.491  
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Le CA-MSCs e le iCA-MSCs registrano CXCL1, CXCL2 e IL-8. 

Diversi modelli in vitro hanno dimostrato che MSCs con fenotipo normale, possono 

essere trasformate in CA-MSCs, quando coltivate in presenza di cellule tumorali. Queste 

cellule sono denominate iCA-MSCs.  

Le iCA-MSCs acquisiscono nuove funzioni come la capacità di secernere fattori in grado 

di indurre la chemioresistenza in popolazioni di cellule tumorali.492 Le iCA-MSCs 

dimostrano una up-regulation di diversi geni pro-tumorali (ad es. IL-6), pro-metastatici 

(ad es. CCL5) e pro-angiogenetici (es. IL-8 e CCL5), indicando che la coltura di MSCs in 

un contesto neoplastico è in grado di cambiarle in un fenotipo pro-tumorale. 

Sono stati analizzati i dati ottenuti dall’analisi dell’espressione genica per identificare i 

fattori secreti prodotti dalle CA-MSCs e responsabili dell'acquisizione della 

chemioresistenza da parte delle CTU. 

Il focus è stato sui ligandi CXCR1/2, essendo queste chemochine coinvolte nella 

chemioresistenza al cisplatino e al taxano483 ed associate alla progressione dei tumori 

solidi.493   

In particolare CXCL1, CXCL2 e IL-8 sono risultati essere ampiamente up-regolati nelle 

iCA-MSCs rispetto alle MSCs con fenotipo normale. 

Inoltre, gli autori hanno valutato se il trattamento con carboplatino modificasse la natura 

delle chemochine secrete dalle iCA-MSCs: quella di CXCL1 è stata aumentata sia da parte 

delle MSCs che dalle iCA-MSCs, al contrario la produzione di CXCL2 e IL-8 è stata 

influenzata solo in minima parte. 

Infine, i ricercatori hanno valutato i livelli dei tre ligandi CXCR1/2 nel siero di pazienti 

con adenocarcinoma ovarico raccolte al momento della diagnosi: la classificazione della 

recidiva è stata ottenuta in base alla durata dell'intervallo libero da platino, 

corrispondente all’arco temporale tra la data dell'ultima dose e quella della ricaduta.494 

La somma delle concentrazioni di CXCL1, CXCL2 e IL-8 ha mostrato che i pazienti con 

tumore resistente avevano una maggiore concentrazione di queste chemochine. 

I risultati hanno dimostrato che l'aumento dei livelli dei ligandi CXCR1/2 può essere un 

marcatore predittivo della risposta del tumore alla chemioterapia e quindi sembrano 

essere bersagli promettenti per comprendere i meccanismi con cui le MSCs inducono 

l'acquisizione della chemioresistenza nelle cellule tumorali. 

Per verificare se i ligandi di CXCR1/2 potessero svolgere un ruolo nella chemioresistenza 

mediata dalle MSCs, uno studio ha determinato quest’ultima nei confronti del 

carboplatino in un modello di tumore ovarico in presenza od assenza di un inibitore di 

CXCR1/2.495   

Gli autori concludono che l'inibitore di CXCR1/2 può invertire la chemioresistenza 

acquisita da parte delle cellule tumorali mediata dalle MSCs attraverso i ligandi 

CXCR1/2.  



89 
 

MSCS E SISTEMA IMMUNITARIO NEI TUMORI  

Le MSCs potrebbero anche svolgere un ruolo nell'attività antitumorale del sistema 

immunitario. 

In particolare l’attenzione della letteratura scientifica si è indirizzata allo studio dei 

rapporti tra CA-MSCs e popolazioni monocitarie e macrofagiche, il cui ruolo nei 

confronti dei tumori può variare a seconda del fenotipo acquisito. 

In lavori recenti492,496–499 sulle funzioni biologiche delle iCA-MSCs, l’analisi trascrittomica 

ha rivelato che le iCA-MSCs esercitano up-regulation dei fattori coinvolti nell'attivazione 

delle cellule immunitarie, in particolare dei ligandi CXCR1/2, IL-6 e LIF, nonché di CCL5, 

CXCL3, CXCL5 e CXCL6. 

 

Figura 7. Tumor cells educate mesenchymal stromal cells to release chemoprotective and immunomodulatory factors, 

Augustin Le Naour, 2020492 

 

Sono stati messi in coltura monociti derivanti da donatori sani in presenza di medium 

condizionato derivato da BM-MSCs normali, CA-MSCs o iCA-MSCs affinchè si 

delineassero i fattori secreti dalle staminali coinvolti nella polarizzazione dei macrofagi. 

I livelli di espressione dei geni M2-specifici sono aumentati nei monociti/macrofagi 

coltivati in presenza di CM derivato da iCA-MSCs e pertanto sono stati in grado di 

indurre la up-regulation di marcatori M2-specifici, suggerendo una conversione dei 

monociti naive in macrofagi M2, i quali sono generalmente pro-tumorali e non 

posseggono le proprietà tumoricide degli M1. 

Gli stessi autori hanno dimostrato che l’attività antitumorale di monociti esposti ai 

medium condizionati derivati da CA-MSCs o iCA-MSCs nei confronti di tumori 

sperimentali ovarici (OTC) è fortemente diminuita rispetto a monociti non trattati od 

esposti a CM derivato da MSCs normali.  

Nell’insieme questi dati indicano una effettiva capacità delle CA-MSCs di contribuire alla 

diminuzione della risposta del sistema immunitario nei confronti delle cellule tumorali. 
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L'inibizione di CXCR1/2 ripristina la funzione tumoricida di macrofagi  

E’ stato valutato l'impatto dell'inibizione della via di segnalazione mediata da CXCR1/2 

sulla capacità dei macrofagi coltivati in CM di CA-MSCs di uccidere cellule tumorali 

ovariche (OTC). Le cellule sono state coltivate in presenza di monociti naïve sia in terreno 

di controllo che in CM di CA-MSCs o iCA-MSC (MSC/igrov-1 e MSC/skov-3) o in ascite, 

in presenza o in assenza di dell'inibitore CXCR1/2.  

 

In condizioni di assenza degli inibitori CXCR 1/2 i monociti non sono stati in grado di 

uccidere in modo efficiente le cellule tumorali, mentre hanno avuto una maggiore 

capacità tumoricida quando sono stati coltivati nelle stesse condizioni in presenza 

dell'inibitore CXCR1/2, il cui effetto era particolarmente più marcato in quelli coltivati in 

CM da CA-MSCs rispetto ai monociti in ascite. 

Avendo l'inibitore di CXCR1/2 ripristinato le proprietà antitumorali dei macrofagi in 

vitro, il gruppo di ricerca ha indagato se fosse possibile osservare un simile 

comportamento in vivo: i macrofagi M1 sono caratterizzati da alti livelli di produzione 

di ROS500 e dunque è stata misurata in topi a cui erano stati iniettati OTC con o senza 

MSCs e trattati o meno con una combinazione di carboplatino e reparixin. 

Si è osservato che la presenza di staminali ha causato una riduzione produzione di ROS 

da parte dei macrofagi peritoneali, mentre nei topi iniettati con OTC e MSCs e trattati con 

reparixina, vi è stato un aumento, suggerendo una polarizzazione dei macrofagi verso un 

fenotipo M1.  

Una parte dell'effetto tumoricida dei macrofagi peritoneali osservato nei topi sopracitati 

potrebbe essere dovuto a un incremento della fagocitosi. 

  

Complessivamente, i risultati dimostrano che le CA-MSCs, grazie ai fattori rilasciati, sono 

in grado non solo di proteggere le cellule tumorali ovariche dal carboplatino, ma anche 

di stimolare la differenziazione dei monociti verso un fenotipo M2 pro-tumorale, 

favorendo la progressione neoplastica e l'acquisizione di chemioresistenza da parte delle 

cellule tumorali. 

Nel processo svolge un ruolo importante CXCR1/2: nel momento in cui avviene 

l’inibizione della via di segnalazione CXCR1/2, i macrofagi attivati dalle CA-MSCs 

perdono il loro fenotipo M2 e presentano funzioni anti-neoplastiche e questo è in grado 

di contrastare l'effetto pro-tumorale del microambiente sensibilizzando le cellule 

tumorali al carboplatino e inducendo l'immunità antitumorale 
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CAPITOLO 5 

LE PROBLEMATICHE ASSOCIATE ALLE 

TERAPIE ANTITUMORALI CON MSCS 

Come è stato precedentemente descritto le MSCs possono interagire in modo complesso 

e dinamico con le cellule tumorali. La ricerca ha evidenziato come queste cellule 

possiedano sia attività pro-tumorigeniche, favorendo la crescita neoplastica, sia anti-

tumorali, inibendone lo sviluppo.  

E’ stato anche descritto come la comunicazione tra MSCs e cellule tumorali sia 

bidirezionale: le staminali possono influenzare il fenotipo tumorale e le cellule 

neoplastiche possono modificare il fenotipo delle MSCs spingendo queste cellule a 

svolgere un’azione pro-tumorigenica. 

Dal punto di vista terapeutico quindi le MSCs devono essere utilizzate tenendo conto 

dell’esistenza di queste potenzialità di problematiche. In questo paragrafo verranno 

descritti alcuni dei possibili rischi associati alla terapia antitumorale con MSCs o con 

prodotti da esse derivati, come le vescicole extracellulari. 

 

TERAPIA CON ESOSOMI 

FACILITAZIONE DELLA CRESCITA DEI TUMORI E DELLE METASTASI 

Le EVs derivate dalle MSCs possono in alcune condizioni causare effetti proliferativi sulle 

cellule tumorali: ad esempio EVs derivate da hBMSCs hanno dimostrato di favorire la 

proliferazione, la migrazione e la tumorigenesi nel carcinoma nasofaringeo346 e 

nell'osteosarcoma,501 mentre quelle derivate da hUCMSCs hanno avuto un effetto simile 

nel carcinoma renale,502 nel carcinoma polmonare503,504 e nel carcinoma mammario.505 

Anche gli miRNA contenuti nelle EVs possono contribuire a tali modulazioni: il miR-410 

da microvescicole derivate da hUCMSCs favorisce la crescita dell'adenocarcinoma 

polmonare attraverso l'inibizione mirata di PTEN, coinvolto nella proliferazione e 

nell'apoptosi delle cellule tumorali.503 

Anche un altro miRNA, il miR-130b-3p, è stato arricchito in EVs derivate da hUCMSCs e 

poi trasferito in cellule di cancro del polmone, svolgendo un ruolo oncogenico attraverso 

l'asse FOXO3/NFE2L2/TXNRD1.504 

Analogamente, il miR-21-5p sovraespresso da microvescicole derivate da hBMSCs 

sottoposte a ipossia, ha esercitato effetti pro-proliferativi e pro-metastatici, abrogando 
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l'apoptosi e inducendo la polarizzazione dei macrofagi M2 nel carcinoma polmonare, con 

una bassa espressione proteica di diversi geni pro-apoptotici (ad esempio, PTEN, PDCD4 

e RECK).506 

Inoltre, la minor concentrazione di miR-15a negli esosomi derivati da hBMSCs 

provenienti da pazienti affetti da mieloma multiplo, è stata identificata come una 

possibile causa di attività pro-tumorali.507 

 

Un gruppo di ricerca502 ha riportato che le EVs derivate da hUCMSCs promuovono la 

crescita tumorale e metastasi nel carcinoma renale attraverso l’attivazione delle vie di 

segnalazione AKT e ERK1/2: l'effetto è dovuto alla sintesi del fattore di crescita degli 

epatociti (HGF), all’induzione della sintesi del fattore di crescita epatocitario (HGF) in 

presenza dell'mRNA di HGF umano trasferito dalle EVs. 

Un altro studio501 ha dimostrato che l'lncRNA PVT1 impacchettato in esosomi derivati 

da hBMSCs è in grado di regolare la proteina oncogena ERG, limitandone la 

degradazione e l'ubiquitinazione. 

 

Per quanto concerne le proteine esosomiali, è stata pubblicata una ricerca508 in cui si è 

riscontrato che l'ubiquitina-proteina E3 UBR2 è stata arricchita negli esosomi derivati da 

BMSCs di topo carenti di p53. 

L'espressione di UBR2 è incrementata anche nelle cellule di cancro gastrico trattate con 

gli esosomi, dove aumentano la crescita del tumore e la metastasi attraverso il 

meccanismo Wnt/β-catenina. 

Nel complesso, questi risultati suggeriscono che miRNA, lncRNA, mRNA e proteine 

esosomiali possono essere trasportati nelle cellule bersaglio e svolgere ruoli specifici nei 

confronti della biologia dei tumori. 

In particolare, i collegamenti tra la transizione epitelio-mesenchimale (EMT) e la 

progressione tumorale sono di fondamentale rilievo: l’EMT è un processo in cui le cellule 

passano da un fenotipo epiteliale a uno mesenchimale, riducendo l'adesione cellula-

cellula e aumentando la capacità migratoria.509 

Diversi studi hanno dimostrato che gli effetti pro-metastatici delle EVs derivate da MSCs 

nelle cellule tumorali sono proprio legati all'induzione di questo evento. 

Un gruppo di ricerca346 ha evidenziato come gli esosomi derivati da hBMSCs hanno 

causato il potenziamento dell'attivazione della cascata di segnalazione FGF19-FGFR4 

ERK-dipendente, inducendo l'EMT delle cellule di carcinoma nasofaringeo, le quali sono 

state incubate con gli esosomi, portando a una maggiore crescita tumorale e metastasi.  

Similmente, altri studiosi510 hanno riferito che le EVs derivate dalle hUCMSCs hanno 

facilitato la  progressione tumorale e metastasi nel cancro al seno attraverso l'induzione 

di EMT e l’up-regulation della via ERK. 
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DORMIENZA E INDUZIONE DELLA CHEMIORESISTENZA 

Per dormienza tumorale (o quiescenza) si intende la capacità delle cellule neoplastiche di 

rimanere in quantità ridotte e non rilevabili nel sito metastatico dopo la resezione del 

tumore primario.  

Questo fenomeno è associato a chemioresistenza, a prolungata malattia residua 

asintomatica e recidiva.505 

Uno dei casi più rilevanti di dormienza tumorale è il cancro al seno, le cui cellule 

disseminate possono migrare nel midollo osseo e poi indurre una quiescenza prolungata 

all'interno della nicchia delle staminali mesenchimali, riducendo la proliferazione e 

l'invasione ed aumentando l'adesione cellulare.511  

Per quanto riguarda la dormienza nel microambiente del midollo osseo, ci sono alcune 

prove che suggeriscono che le MSCs residenti svolgono un ruolo chiave.512 

Pertanto, i ricercatori si sono focalizzati sull’identificazione dei meccanismi molecolari e 

cellulari che determinano il coinvolgimento delle MSCs nel fenomeno della quiescenza 

tumorale: un gruppo di ricerca513 ha dimostrato che gli esosomi secreti dalle hBMSCs 

hanno trasferito il miR-23b nelle cellule di cancro al seno metastatico, inducendo la 

dormienza mediante inibizione del suo oncogene bersaglio MARCKS.  

Questo risultato è coerente con quello ottenuto da un diverso gruppo di ricerca,514 

secondo cui le cellule metastatiche di carcinoma mammario trattate con le hBMSCs sono 

state indotte a subire una transizione mesenchimale-epiteliale (MET) mantenendo uno 

stato di quiescenza, mostrato come inibizione della migrazione e promozione 

dell'adesione cellulare. 

I due studi hanno dimostrato che questo stato delle cellule tumorali è ciclico e favorisce 

così la protezione dalla chemioterapia e lo sviluppo della chemioresistenza. 

In maniera analoga, gli esosomi derivati dalle hUCMSCs possono rafforzare la 

quiescenza e proteggono le cellule tumorali dai trattamenti convenzionali trasferendo 

miRNA esosomiali nel cancro al seno metastatico.515 

Oltre a questa neoplasia, è stata potenziata anche la chemioresistenza del tumore gastrico 

da esosomi derivati da hUCMSCs:516 in questa situazione le proteine esosomiali e anche 

gli miRNA esosomiali, hanno conferito resistenza ai farmaci attraverso l'attivazione della 

via CaM-Ks/Raf/MEK/ERK. 

In conclusione, le EVs derivate da MSCs di diversa origine, e probabilmente preparate 

secondo procedure differenti, mostrano effetti diversi su tumori specifici.  

Questi risultati sperimentali potrebbero essere associati all'eterogeneità delle cellule 

staminali, alla complessità del microambiente tumorale, alla diversità delle origini 

neoplastiche e alle varie condizioni sperimentali. 
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I meccanismi e i carichi multipli delle EVs potrebbero quindi essere coinvolti secondo 

svariate modalità nella modulazione della progressione tumorale.  

 

Nella terapia rigenerativa basata sull’uso di MSCs sia wildtype sia modificate 

geneticamente, vi possono essere dei potenziali rischi di un certo rilievo, come il loro 

possibile danno agli organi normali (ad esempio in seguito a somministrazione per via 

sistemica di elevate quantità di cellule), la possibilità di una loro trasformazione maligna 

e la promozione della crescita di eventuali tumori presenti nel paziente.414 

In effetti, diversi modelli animali hanno sollevato problemi di sicurezza: ad esempio, è 

stata osservata la formazione spontanea di osteosarcomi in coltura in MSCs di 

derivazione murina, oppure ancora sono stati descritti ossificazione ectopica e focolai di 

calcificazione in modelli di infarto miocardico di topo e di ratto dopo l'iniezione locale di 

cellule staminali.517 

Il loro potenziale pro-aritmico è stato evidenziato anche in esperimenti di co-coltura con 

miociti ventricolari neonatali di ratto.518 

In aggiunta ancora è stata osservata un'ossificazione polmonare bilaterale diffusa a 

seguito di un trapianto di midollo osseo nel cane.519 

Una delle metodiche potenzialmente utilizzabili per fronteggiare queste eventualità è 

quella di incorporare un gene suicida nelle MSCs e i più usati sono l’Herpes Simplex 

Virus Timidina Chinasi e la Citosina Deaminasi.520 Tali approcci non possono essere 

utilizzabili nelle normali applicazioni terapeutiche con MSCs (patologie muscolo-

scheletriche, patologie d’organo etc), ma potrebbero essere applicate nelle terapie 

tumorali. 

Questi transgeni conferiscono la capacità di convertire un farmaco non tossico (ad 

esempio ganciclovir nel caso della timidina chinasi)  in un composto citotossico attivo che 

uccide la cellula stessa e quelle vicine: questo "effetto bystander" è stato utilizzato per 

composti citotossici nei tumori con beneficio terapeutico, limitando difatti la probabile 

nocività fuori bersaglio.521 

Tuttavia, questi sistemi hanno mostrato di possedere una serie di svantaggi, quali la 

possibile immunogenicità con la conseguente eliminazione da parte del sistema 

immunitario522 e l'elevata dipendenza dal ciclo cellulare dei farmaci attivati, limitante 

così la capacità di uccidere le cellule in divisione.523 

Altri studi indicano la possibilità di una insorgenza di resistenza al farmaco da parte delle 

cellule bersaglio.524 
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PROBLEMATICHE RELATIVE ALLE TERAPIE ANTI-

TUMORALI CON VIRUS ONCOLITICI ASSOCIATI A MSCs  

Nei tumori solidi, l'oncovirus deve riuscire a bypassare una serie di ostacoli per giungere 

nel sito tumorale.  

In primo luogo, le barriere fisiche rappresentano una grande difficoltà per la consegna, 

dato che i virus devono superare lo strato endoteliale per raggiungere le cellule 

bersaglio.525 

Inoltre, le reti linfatiche anomale, l'iper-permeabilità vascolare interna ai tumori e la 

densa matrice extracellulare (ECM) determinano un'ipertensione interstiziale,526 che può 

compromettere l'infiltrazione virale.  

Gli oncovirus possono anche indurre una forte risposta immunitaria innata grazie alle 

interazioni tra essi e le cellule presentanti l'antigene (APC), assieme all'immunità 

antivirale diffusa, agli anticorpi circolanti preesistenti e a fattori ematici come quelli di 

coagulazione FIX, FX e la proteina del complemento C4BP.  

Di conseguenza, gli OVs sono maggiormente soggetti alla possibilità di essere eliminati 

dal sistema immunitario dell'ospite e l’accertamento del raggiungimento del sito 

tumorale da parte di un numero sufficiente è arduo.526,527 

Un altro ostacolo critico è il numero eccessivo di barriere individuali nella TME 

immunosoppressiva dei tumori solidi: infatti le cellule neoplastiche possono sfuggire alla 

sorveglianza immunitaria, proliferare rapidamente e metastatizzare se associate alla 

disfunzione del TME.  

I tumori solidi possono secernere chemochine e citochine come l'interleuchina (IL-10), il 

fattore di crescita trasformante b (TGF-b) e l'arginasi-1,528 che sono in grado di sopprimere 

la popolazione di cellule immunitarie e di reclutare cellule immunosoppressive, quali le 

cellule T-regolatrici, le cellule soppressive di derivazione mieloide, i macrofagi associati 

al tumore (TAM), i fibroblasti associati al tumore e i neutrofili.  

Tutte queste possono fornire protezione alle neoplasie verso risposte immunitarie 

antitumorali funzionali529 e, di conseguenza, i segnali inibitori e i recettori di checkpoint 

immunitario, come PD-1, CTLA-4, TIM-3 e LAG-3, sono soggetti a up-regulation nelle 

TIL, contribuendo così a dare origine ad un ambiente tumorale immunosoppressivo.  

Inoltre, anche l'organizzazione e la struttura anormale della vascolarizzazione tumorale 

possono compromettere l'apporto di sangue:525 l'ipossia localizzata e il microambiente a 

basso pH potrebbero causare inibizione dell'apoptosi delle cellule tumorali, promuovere 

l'angiogenesi, regolare i fattori di crescita del tumore e rendere queste cellule più 

resistenti ai metodi terapeutici standard, quali la radioterapia, i farmaci citotossici e 

l'immunoterapia.530–532 
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Pertanto, quando gli OVs raggiungono il sito tumorale, è essenziale che mantengano le 

loro funzioni all'interno del microambiente tumorale immunosoppressivo, dato che 

questo svolge un ruolo cardine nella proliferazione e nella sopravvivenza delle cellule 

neoplastiche. 

 

EFFETTI SISTEMICI DELLA TERAPIA ONCOVIRALE 

Vi sono stati numerosi studi sui virus oncolitici, alcuni dei quali si son soffermati sui 

risultati ottenuti verso le metastasi distanti nei pazienti con lesioni inoculate localmente, 

un fenomeno noto come “effetto abscopico".  

Il raggio d'azione della trasfezione virale oncolitica è limitato a una distribuzione loco-

regionale, come è stato dimostrato in molteplici modelli animali e umani dove, 

campionate lesioni metastatiche, si è mostrata l'assenza di DNA o RNA virale. 

Tuttavia è stato osservato che, almeno in alcuni modelli, l'impatto degli OVs si estende a 

loci privi di virus causando o una regressione o un ritardo nella crescita del tumore.533–

536   

Non è ancora delineato il meccanismo per cui questo fenomeno si verifichi e nemmeno 

se sia mediato direttamente da un prodotto virale non identificato e ancora non misurato, 

da una reazione antigenica incrociata o come conseguenza di un 

condizionamento/stimolazione immunitaria globale. 

Nonostante sia stato documentato il reclutamento di linfociti infiltranti il tumore a siti 

metastatici distanti non iniettati dopo la somministrazione di oncovirus, le caratteristiche 

della risposta immunitaria differiscono da quelle nel sito primario: uno studio ha 

illustrato l'infiltrazione di cellule T CD8+ e CD 4+ in corrispondenza delle lesioni remote 

in modo dipendente dall'IFN I, anche se le cellule T regolatrici erano assenti, nonostante 

fossero state rilevate nel sito di inoculazione.534 

 

POTENZIALI LIMITAZIONI 

Nella somministrazione di oncovirus guidata dall'immagine si comprendono la 

pianificazione, l'indirizzamento, il controllo, il monitoraggio e la valutazione della 

risposta al trattamento delle lesioni. 

La revisione delle immagini per la pianificazione è una fase fondamentale per la 

localizzazione delle lesioni neoplastiche, per la caratterizzazione e per l’attribuzione di 

priorità ai bersagli terapeutici: ad esempio, l'identificazione di una lesione di grandi 

dimensioni ma necrotiche non sarebbe preferibile rispetto a una più piccola ma con 

caratteristiche di metabolismo/proliferazione attivo. 
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La traiettoria proposta per l'ago può anche essere mappata tramite imaging per 

minimizzare l'attraversamento di strutture anatomiche indesiderate o ad alto rischio. 

Inoltre, questa metodica consente l'accesso diretto a sedi corporee remote che non 

sarebbero necessariamente adatte a un'efficace distribuzione ematogena della terapia 

sistemica, come ad esempio i tumori maligni con bassi indici mitotici o scarsamente 

vascolarizzati. 

Come per tutte le procedure, anche la terapia oncovirale guidata da immagini è associata 

a svantaggi. Tuttavia, i rischi complessivi sono piuttosto bassi e paragonabili alle 

procedure standard di cura.  

Gli effetti negativi possono essere suddivisi tra quelli legati alla tecnica e quelli alla 

terapia.  

Tra i primi, l'emorragia e la lesione involontaria di un organo sono i principali eventi 

avversi potenziali estremamente improbabili e sono identici a quelli accettati nelle 

normali procedure bioptiche. 

A differenza di altre terapie locoregionali, quella oncovirale diretta non richiede ulteriori 

precauzioni e non sono stati segnalati casi di ritorno della virulenza del virus. 

Non sono ci sono state ancora segnalazioni di una reazione infiammatoria locale 

possibilmente deregolata, anche se potrebbe verificarsi. 

Un rischio aggiuntivo specifico potrebbe essere la fuoriuscita di materiale attraverso il 

tratto dell'ago, anche se poco probabile dato il diametro interno da 18 gauge, inferiore a 

un millimetro. 

Potrebbe verificarsi una reazione locale ma ci sono approcci per minimizzare questo 

rischio nel caso in cui diventi clinicamente significativo, quali includere il tracciato con 

sangue autologo, come si usa per alcune biopsie polmonari ed epatiche. 

Inoltre, anche con l'inoculazione diretta possono esser presenti anticorpi neutralizzanti e 

le nicchie tumorali possono mostrare effetti immunosoppressivi, causando una 

attenuazione delle risposte terapeutiche.537  

 

L'efficacia degli oncovirus poi, può essere limitata dalla nicchia tumorale se le cellule 

neoplastiche sono sospese in fase di crescita in risposta all'ipossia o all'acidosi o a causa 

di necrosi, calcificazione o alta pressione interstiziale nelle vicinanze.  

Anche un oncovirus capace di indurre troppo rapidamente l'apoptosi può essere 

svantaggioso, in quanto potrebbe non produrre una quantità terapeuticamente efficace 

di nuove particelle virali.537,538  

Infine, come ultima possibilità di rischio vi è l’acquisizione di una resistenza oppure 

l’adattamento del tumore ai virus oncolitici o alla pressione immunitaria tumorale. 
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EFFETTI DISTALI DEL VIRUS ONCOLITICO INOCULATO LOCALMENTE 

L'inoculazione guidata dalle immagini offre la prospettiva di una maggiore tollerabilità, 

in quanto il prodotto virale sarebbe localizzato in modo specifico nella sede desiderata. 

Ad oggi gli studi effettuati hanno dimostrato la scarsità di prodotti virali disponibili in 

loci remoti rispetto al sito di inoculo, tuttavia sono state documentate risposte 

immunitarie sistemiche originate dal sito di iniezione.533,533–536  

Ciò aumenta la possibilità di effetti avversi, sebbene anche questo sia mitigato rispetto 

alla terapia sistemica, in quanto la reazione teoricamente sarebbe immuno-mediata ed il 

cross-priming dell'attivazione immunitaria sarebbe specifico per l'area dell'insulto (cioè 

il tumore inoculato).  
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CONCLUSIONI 

La ricerca sulle cellule staminali mesenchimali (MSCs) è andata incontro ad 

un'evoluzione significativa, specialmente grazie all'avanzamento di conoscenze e 

tecnologie che permettono di sfruttare queste cellule per terapie sempre più complesse e 

dedicate a patologie specifiche.  

Le MSCs sono dotate di proprietà biologiche che le rendono uniche. Mostrano le 

caratteristiche fondamentali delle cellule staminali (auto-rinnovamento e capacità multi-

differenziativa), ma posseggono anche proprietà trofiche, anti-infiammatorie, 

immunomodulatorie, anti-apoptotiche e anti-microbiche.   

Queste cellule hanno la capacità di modulare la proliferazione e l'attività di cellule 

immunitarie come linfociti T, cellule natural killer, linfociti B, monociti, macrofagi e 

cellule dendritiche.  

Le MSCs ingegnerizzate – modificate cioè in modo specifico per veicolare agenti 

terapeutici - rappresentano un pilastro fondamentale nel panorama delle terapie 

avanzate, data la loro potenziale capacità di veicolare in sedi specifiche farmaci, proteine 

e acidi nucleici, anche attraverso l'uso di microvescicole. Nel complesso queste proprietà 

ampliano notevolmente il campo delle possibili applicazioni terapeutiche, rendendo le 

MSCs strumenti estremamente flessibili ed efficaci.  

Questa versatilità è ulteriormente potenziata dalla proprietà di "homing" delle MSCs, che 

permette loro di migrare in funzione di gradienti chemiotattici per localizzarsi e 

integrarsi in specifici distretti anatomici. Questa capacità è cruciale, soprattutto quando 

si affrontano sfide come la somministrazione di agenti terapeutici in siti anatomicamente 

complessi o la terapia di processi infiammatori generalizzati e malattie degenerative.  

Negli ultimi anni la letteratura scientifica ha cominciato a discutere la possibilità di 

utilizzare le cellule staminali mesenchimali come strumenti terapeutici anche nei 

confronti di forme tumorali. Studi in-vitro hanno evidenziato come le MSCs possano 

interagire con il sistema immunitario anche in queste forme di patologia e come tali 

cellule, grazie alla loro capacità di homing, possano essere studiate per veicolare nella 

sede del tumore agenti ad azione terapeutica nei confronti della cellula neoplastica.  

I dati sulla possibilità di sfruttare questi approcci in-vivo rimangono comunque piuttosto 

limitati ed in alcuni casi contraddittori. 

L'uso di MSCs ingegnerizzate presenta importanti criticità, ancora in larga parte da 

risolvere. L'intrappolamento delle cellule somministrate in tessuti aspecifici, non 

coinvolti nella patologia, può compromettere l'efficacia del trattamento.  

Inoltre, la complessa azione biologica di queste cellule determina il rischio che queste 

possano, in alcune condizioni, facilitare la crescita tumorale o indurre stati di dormienza 

e chemioresistenza nelle cellule neoplastiche. 
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Un'applicazione importante delle MSCs nella terapia dei tumori è la viroterapia 

oncolitica, che utilizza particelle virali geneticamente modificate per attaccare 

selettivamente le cellule neoplastiche.  

Le MSCs, in questi approcci fungono da carrier per localizzare in sede di lesione i virus 

oncolitici. Questa terapia offre numerosi vantaggi potenziali, come la specificità d'azione 

e la possibilità di combinazione con altre forme di trattamento.  

Per quanto riguarda la medicina veterinaria in particolare, recentemente alcuni lavori 

hanno affrontato la terapia di tumori solidi del cane con l’utilizzo di virus oncolitici 

veicolati da MSCs. Questi esperimenti, seppur preliminari, evidenziano l’importante 

potenziale applicativo delle MSCs in queste patologie.  

I sistemi utilizzati (quali dCelyvir e adenovirus oncolitico ICOCAV17), hanno dimostrato 

di poter raggiungere in modo efficiente il tessuto tumorale, con conseguente sviluppo di 

un effetto terapeutico in numerosi casi clinici trattati. 

Tuttavia, il trattamento presenta anche delle sfide significative, come la necessità di 

superare barriere fisiologiche per raggiungere efficacemente il tessuto tumorale e la 

potenziale induzione di una risposta immunitaria contro il virus veicolato. Questi 

ostacoli sottolineano la necessità di ulteriori ricerche per confermare l'efficacia e la 

sicurezza della viroterapia oncolitica. 

In conclusione, l'avanzamento delle tecnologie e la comprensione sempre più profonda 

delle interazioni cellulari stanno aprendo nuove frontiere nel campo delle terapie 

innovative.  

La ricerca e le applicazioni in ambito veterinario, come dimostrato da studi su pazienti 

animali, offrono preziose informazioni che potranno essere traslate nello sviluppo di 

terapie personalizzate più sicure efficaci e per i pazienti umani affetti da neoplasie 

assimilabili, sottolineando l'importanza dell’interconnessione tra medicina umana e 

veterinaria. 
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