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Scopo del lavoro. Scopo di questo lavoro è valutare l’utilizzo di cellule staminali mesenchimali nella ri-
generazione del tessuto osseo orale.
Materiali e metodi. Viene proposto uno studio di fase 1 il cui protocollo sperimentale prevede il tra-
pianto di MSCs umane autologhe prelevate dal midollo osseo, cresciute su scaffold in collagene (Gin-
gistat - Vebas), differenziate ex vivo in senso osteogenico tramite l’utilizzo di reagenti clinical-grade.
Risultati e conclusioni. L’ingegneria tissutale costituisce un settore delle ricerche biomediche appli-
cate rivolto allo sviluppo di procedure e biomateriali per la rigenerazione dei tessuti danneggiati. Si trat-
ta di un’area di ricerca in cui convergono la biologia cellulare e dello sviluppo e le scienze dei biomate-
riali. Le attuali scoperte in merito a fattori di crescita e polimeri biodegradabili hanno creato i presup-
posti per lo sviluppo in vitro di numerosi tessuti, tra cui quello osseo e cartilagineo, ed i tessuti paro-
dontali risultano ottimi candidati per l’applicazione di tali procedure.

*Università degli Studi di Milano Bicocca, Corso di Laurea in Odontoiatria e Protesi Dentaria,
Scuola di Specializzazione in Chirurgia Odontostomatologica, Direttore: professor M. Baldoni
**Università degli Studi di Milano Bicocca, Dipartimento di Neuroscienze e Tecnologie Biomediche

RIASSUNTO

PAROLE CHIAVE

ABSTRACT

KEY WORDS

Ingegneria tissutale, cellule staminali mesenchimali,
rigenerazione parodontale, protocollo clinico sperimentale.

Tissue engineering, mesenchymal stem cells, periodontal regeneration,
research protocol.

TISSUE ENGINEERING AND MESENCHIMAL STEM
CELLS: EXPERIMENTAL PROTOCOL

OF PERIODONTAL REGENERATION. PART 2

Aim of the work. The aim of this study was to evaluate if Mesenchymal Stem Cells (MSC) are a possible cell source
for tissue engineering, in particular for periodontal tissue regeneration.
Materials and methods. A phase I study is reported: the protocol describes the autograft of human MSCs
harvested from a sample of percutaneously aspirated bone marrow; the bone marrow stromal cells are managed
ex vivo for the isolation of the MSCs populations and finally they are implanted in a periodontal alveolar defect by
means of a biomimetic scaffold (Gingistat - Vebas) and an osteogenic medium. 
Results and conclusions. Tissue engineering is a field of applied biomedical research aiming at developing
procedures and biomaterials for the regeneration of damaged tissues and is based on principles of cell biology,
developmental biology and biomaterials science. Recent advances in growth factor biology and biodegradable
polymer construct have set the stage for successful tissue engineering of cartilage, bone and related tissues. The
periodontium could be considered an ideal candidate for such procedures.

Fabrizio Carini*, Massimiliano Ciaravino*, Marco Baldoni*, Giovanni Tredici**

INGEGNERIA TISSUTALE E CELLULE STAMINALI
MESENCHIMALI: PROTOCOLLO SPERIMENTALE
DI RIGENERAZIONE PARODONTALE.
SECONDA PARTE



MATERIALI E METODI

Considerando i limiti delle attuali
tecniche chirurgiche di rigenera-
zione parodontale ed i risultati de-
gli studi in vitro sulla rigenerazione
tissutale mediante MSCs condotti
nei nostri laboratori, è stato defini-
to un protocollo di rigenerazione
parodontale mediante cellule sta-
minali adulte di tipo mesenchima-
le e sono state sviluppate tecniche
di ingegneria tissutale oggetto di
brevetto internazionale.
Il lavoro di ricerca ha previsto una
fase di sperimentazione in vitro con
MSCs (estrazione, isolamento e
differenziamento in senso ostege-
nico) e successivamente la formu-
lazione del Protocollo Clinico Spe-
rimentale.

Realizzazione del Laboratorio
GMP di terapia cellulare
e genica

Negli ultimi 10-15 anni sono emer-
se una serie di innovative terapie
cellulari, tra le quali manipolazio-
ne genica, immunoterapia, terapia
con cellule staminali per la cura di
malattie metaboliche, autoimmuni,
neurologiche, cardiovascolari, or-
topediche, oculistiche, odontosto-
matologiche. Le cellule ed i tessuti
utilizzati in tali approcci terapeuti-
ci necessitano di processi di prepa-
razione complessi, talora richiedenti
procedure di isolamento di speci-
fici subset cellulari rari, fasi prolun-
gate di espansione in vitro, mani-
polazione genica, stimolazione in
vitro con particolari molecole a fi-
ni maturativi e/o attivatori. Il tutto
si è accompagnato ad una diversa
definizione culturale delle cosid-
dette “cell factories”, che oggi non
sono più considerate laboratori di
semplice processazione cellulare,
bensì veri e propri centri di inge-
gneria cellulare e genica. Tale com-
plessità produttiva si è inevitabil-
mente accompagnata ad un incre-
mento dei rischi relativi. 
La direttiva 2001/20/CE del Parla-
mento Europeo (attuato in Italia con
Decreto Legislativo 24 giugno 2003,
n. 211), relativa all’implementazio-
ne delle buone pratiche di produ-

zione (GCP) all’interno dei proto-
colli clinici su medicinali per uso u-
mano, stabilisce, come previsto
dall’articolo 9 comma 6, che i pro-
dotti utilizzati per la terapia genica
e per la terapia cellulare basati su
cellule umane e xenogeniche de-
vono essere considerati come far-
maci e conseguentemente devono
essere prodotti secondo quelle che
vengono chiamate le buone prati-
che di produzione (Good Manu-
facturing Practice, GMP). 
Le regole GMP sono essenzialmen-
te mirate a prevenire la contamina-
zione dei prodotti cellulari con mi-
crorganismi infettivi e a garantire
che, a manipolazione avvenuta, le
cellule mantengano la loro integrità
e funzionalità. Tali regole coprono
le modalità di preparazione cellu-
lare, le caratteristiche dei labora-
tori di produzione, le modalità di
screening ed i test effettuati sui
donatori, le modalità di raccolta, se-
lezione, analisi, manipolazione, con-
servazione, labeling e distribuzio-
ne dei prodotti cellulari. Una do-
cumentazione completa ed esten-
siva deve essere fornita per tutti i
processi ed i controlli effettuati. Al-
cuni aspetti delle regole GMP sono
particolarmente vincolanti:
➤ un sistema di tracciabilità del

prodotto;
➤ reagenti, materiali e strumenti:

le regole GMP impongono che
tutto ciò che entra nella fase
produttiva abbia un proprio cer-
tificato di qualità e sia sotto-
posto ad un sistema di tracking
che ne verifichi continuamen-
te le caratteristiche e la sca-
denza.

➤ la struttura di laboratorio: la
maggior parte dei processi pro-
duttivi GMP richiede ambienti
di classe B (con l’eccezione del-
le cappe sterili, che sono di clas-
se A), sottoposti quindi ad un
continuo filtraggio e ricircolo
d’aria tramite filtri HEPA; gli
ambienti devono essere sotto-
posti ad un continuo monito-
raggio particellare dell’aria e mi-
crobiologico di aria e superfici;

➤ il personale: tutto il personale
GMP deve possedere un ade-
guato curriculum ed essere sot-

toposto ad un preciso training
per essere infine autorizzato ad
operare nel laboratorio GMP;
tutti gli operatori devono ope-
rare nel rispetto di Procedure
Operative Standard (POS) che
descrivano nei dettagli ogni sin-
gola attività svolta nei proces-
si di manipolazione e cultura
cellulare, così come l’uso e la
manutenzione di ogni apparec-
chiatura, la gestione del labo-
ratorio, le regole di accetta-
zione o di respingimento della
materia prima da manipolare o
il rilascio del lotto; 

➤ il test di rilascio dei prodotti
cellulari: ogni prodotto cellu-
lare che esca da un laboratorio
GMP deve essere sottoposto ad
una batteria di test che ne assi-
curi la sicurezza, la purezza, l’i-
dentità, la funzionalità e la sta-
bilità; test microbiologici ob-
bligatori sono quelli batterio-
logici e fungini, il test per il mi-
coplasma e l’endotossina bat-
terica; i test di purezza ed i-
dentità comprendono la valu-
tazione della vitalità, delle ca-
ratteristiche fenotipiche (im-
munofenotipo e morfologia, ca-
riotipo qualora necessario); 

➤ questi requisiti obbligati cul-
minano in un dossier da sotto-
porre all’approvazione mini-
steriale, in cui deve essere e-
splicitata la terapia proposta
(razionale scientifico e vantag-
gi terapeutici), la descrizione
della qualità d’ogni step del pro-
cesso produttivo, la documen-
tazione sull’inattivazione vira-
le, sulla farmacologia, sulla tos-
sicologia e la mutagenesi del
prodotto proposto, e la for-
mulazione analitica della pro-
posta clinica.

Sperimentazione in vitro
con MSCs: estrazione,
isolamento e differenziamento
in senso osteogenico

Presso il Dipartimento di Neuro-
scienze e Tecnologie Biomediche
dell’Università degli Studi di Mila-
no-Bicocca e la Clinica Odontoiatri-
ca dell’Ospedale San Gerardo di Mon-
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za, sono stati condotti degli studi spe-
rimentali su modello animale con
MSC per ottenere la rigenerazione
di tessuto osseo in vitro, utilizzando
uno scaffold di collagene (Gingistat)
(figg 1A, 2A e 3A). I risultati di questo
studio hanno confermato le ampie
capacità proliferative e differenzia-
tive delle MSCs in senso osteogene-
tico, nonostante il rapido tempo di
degradazione del supporto in colla-
gene (4-5 settimane) (94, 95).
Tali studi sperimentali hanno indi-
rizzato l’attività di ricerca verso il
possibile utilizzo di MSCs umane au-
tologhe cresciute su scaffold in col-
lagene Gingistat nella rigenerazio-
ne del tessuto osseo orale.

Sono state quindi effettuate quat-
tro simulazioni su larga scala in am-
biente GMP partendo dal midollo
osseo di quattro donatori (96) (figg.
1B, 2B e 3B). 
Le MSCs sono state isolate dal mi-
dollo osseo ed espanse fino al pas-
saggio 3 per ottenere un numero a-
deguato di cellule per un eventuale
uso clinico. Nel periodo di coltura
è stata quantificata la crescita del-
le cellule, la vitalità e, ad ogni pas-
saggio, sono stati effettuati test
microbiologici specifici (risultati
sempre negativi). Le MSC sono sta-
te caratterizzate per l’alta espres-
sione degli antigeni di membrana
CD90, CD105 e HLA-ABC (≥70%) e

dalla bassa espressione degli anti-
geni CD33, CD34 e HLA-DR (≤5%). È
stato ottenuto il differenziamento
osteogenico delle MSC sia su di-
shes che su scaffold Gingistat, trat-
tando le cellule con mezzo di col-
tura addizionato da agenti diffe-
renzianti clinical-grade (desameta-
sone, vitamina C e sodioglicerofo-
sfato). I risultati di tali validazioni
hanno confermato il comporta-
mento delle cellule mesenchimali,
che hanno aderito e si sono distri-
buite in maniera omogenea tra le ma-
glie dello scaffold in collagene, de-
positando matrice mineralizzata so-
lo se incubate con il mezzo osteo-
genico (95, 96).
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Figg. 1A e 1B: morfologia di cellule rMSCs e hMSCs trattate con OS medium. Le rMSCs sono state trattate per 7 giorni con
terreno con OS medium (A); le cellule hMSCs sono state trattate per 28 giorni con OS medium (B). Le immagini (fotografate

al microscopio ottico a contrasto di fase) mostrano la fasi iniziali del differenziamento osteogenico (Barra=50 mm).

Figg. 2A e 2B: colorazione con alizarin red S. Le rMSCs sono state coltivate per 28 giorni con OS medium (A); le hMSCs sono
state coltivate per 35 giorni con OS medium (B). Le cellule sono state colorate con alizarin red S.

La deposizione di matrice ossea è risultata più precoce nelle rMSCs rispetto alle hMSCs.

Figg. 3A e 3B: immunofluorescenza per osteopontina. Le rMSCs sono state trattate per 14 giorni con OS medium (A).
Le hMSCs sono state trattate per 28 giorni con OS medium (B). È stata condotta una immunolocalizzazione

dell’osteopontina mediante immunufluorescenza (verde). I nuclei sono stati colorati con ioduro di propidio (rosso).



FORMULAZIONE
DEL PROTOCOLLO CLINICO

Il prodotto sperimentale che è sta-
to proposto all’Istituto Superiore di
Sanità consisteva nel differenzia-
mento in senso osteoblastico di cel-
lule mesenchimali autologhe (iso-
late ed espanse da prelievo di mi-
dollo osseo) e successiva deposi-
zione su scaffold biodegradabile in
collagene.
Al fine di ottenere l’autorizzazione
all’utilizzo sull’uomo, è stato ne-
cessario codificare le procedure in
un dossier dettagliato che è stato
poi valutato dall’Istituto Superiore
di Sanità per quanto riguarda la
conformità ai principi delle prati-
che GMP e dell’etica per la ricerca
medica che coinvolge soggetti u-
mani, presenti nella Dichiarazione
di Helsinki adottata dalla 18a As-
semblea Generale dall’AMM a Hel-
sinki, Finlandia, nel giugno 1964 ed
emendata dalla 29a Assemblea Ge-
nerale a Tokyo, Giappone, nell’ot-
tobre 1975, dalla 35a Assemblea Ge-
nerale a Venezia, Italia, nell’ottobre
1983, dalla 41a Assemblea Generale
a Hong Kong, nel settembre 1989,
dalla 48a Assemblea Generale a So-
merset West, Repubblica del Sud A-
frica, nell’ottobre 1996 e dalla 52a

Assemblea Generale a Edimburgo,
Scozia, nell’ottobre 2000.
L’intera fase di produzione ed uso
clinico consiste nelle seguenti fasi
operative.

Selezione dei pazienti

➤ Criteri di inclusione:
• malattia parodontale severa;
• nessun trattamento parodon-
tale disponibile per severità del-
la malattia;
• prova radiografica di riassor-
bimento verticale dell’osso in-
feriore a 8 mm;
• almeno un sito parodontale
per quadrante avente Indice
Gengivale (GI)≥2;
• profondità di tasca parodon-
tale (PPD) inferiore a 8 mm;
• età compresa tra i 30 e 50 an-
ni;
• disponibilità a terminare lo
studio;

• accettazione del consenso
informato;

➤ Criteri di esclusione:
• gravidanza, insufficienza re-
nale acuta, mieloma multiplo,
artrite e collagenopatie, fibro-
si polmonare, enfisema, tumo-
ri, osteoporosi, intervento chi-
rurgico recente (1 mese), ma-
lattie infiammatorie croniche,
condizione infettiva recente, di-
sordini neurologici e/o disau-
tonomici conosciuti, tiroide, e-
matopatie, depressione o di-
sturbi dell’alimentazione;
• elementi con difetti circon-
ferenziali e/o i denti con lesio-
ne periapicale;
• stato allergico conosciuto ai
prodotti in studio;
• pazienti dopo trattamento an-
titumorale o con malattie se-
vere a carico della struttura
ossea;
• condizione o storia medica
che impone profilassi antibio-
tica prima del trattamento den-
tale, (e. g., febbre reumatica, ma-
lattie reumatiche del cuore, pro-
lasso della valvola mitrale, di-
sfunzione valvolare, ipertrofia
cardiaca, endocardite batteri-
ca, difetto congenito del cuo-
re, valvola cardiaca o altri ma-
nufatti protesici in altri distretti
anatomici [anca], eccetera);
• abuso di alcool o/e droghe;
• severo bruxismo;

Prelievo di midollo osseo

10-15 mL di midollo osseo verranno
prelevati dalla cresta iliaca poste-
riore del paziente e trasportati nel
laboratorio di terapia cellulare e ge-
nica.

Isolamento, espansione
e differenziamento su scaffold
delle MSCs

Le MSC verranno isolate ed espan-
se nel laboratorio di terapia cellu-
lare e genica. Le cellule verranno
mantenute in coltura fino al rag-
giungimento di un numero adegua-
to in base all’entità del difetto os-
seo di ciascun singolo paziente. Un’a-
liquota cellulare verrà utilizzata per

la caratterizzazione fenotipica, men-
tre un’aliquota di surnatante verrà
riservata per i test microbiologici
(endotossina, micoplasma, batteri
aerobi e anaerobi).
Le cellule verranno deposte su
scaffold Gingistat alla concentra-
z ione  d i  1x 106  MSC/125mm3
scaffold e, dopo tre giorni, indotte
al differenziamento in senso o-
steogenico mediante mezzo o-
steogenico clinical-grade, consi-
stente di DMEM GMP-grade, 10%
FBS Hyclone, antibiotici GMP-gra-
de, L-glutammina GMP-grade con
l’aggiunta dei fattori differenzianti
100 nM desametasone, 0,05 mM vi-
tamina C e 10 mM sodio glicerofo-
sfato (Farve).
In parallelo agli scaffold, un’aliquo-
ta cellulare di controllo verrà pia-
strata anche su dishes e indotta a
differenziamento con mezzo o-
steogenico clinical-grade al fine di
eseguire le opportune valutazioni
di differenziamento osteoblastico.
A partire dal 21esimo giorno, e non
oltre il 42esimo giorno, con scadenza
settimanale, verrà effettuata la co-
lorazione Alizarin Red sulle dishes
di controllo per osservare l’inizio
del processo di mineralizzazione che
coincide con l’iniziale positività di
comparsa del colorante Alizarin Red.
Nel giorno in cui si osserverà un i-
nizio di colorazione su piastra, uno
scaffold di controllo verrà conge-
lato ed analizzato, al fine di avere
una più corretta ed adeguata valu-
tazione del grado di differenzia-
mento sul materiale biodegradabi-
le da inoculare nel paziente.
Se il prodotto verrà ritenuto ido-
neo, quindi solo se avrà inizio il
processo di differenziamento in sen-
so osteogenico, verrà programma-
to l’intervento chirurgico in un tem-
po prevedibile di 1-3 giorni, mentre
nel contempo saranno effettuati i
controlli microbiologici opportuni
(endotossina, micoplasma, colture
anaerobi ed aerobi).
Il dato relativo alla negatività per
l’endotossina sarà l’unico dato di-
sponibile per il rilascio del lotto cel-
lulare ad uso clinico. I dati relativi
all’esame colturale del micopla-
sma e dei batteri/miceti aerobi-a-
naerobi verrà reso noto al clinico

RICERCA SPERIMENTALE

EXPERIMENTAL RESEARCH

2008 Apr; 19 (4): 344



solo ad inoculo avvenuto, per que-
stioni legate alla lettura dell’esame
batteriologico.

Procedure Chirurgiche di
inoculo del prodotto cellulare

Una settimana/10 giorni prima
dell’impianto dello scaffold verrà
effettuato un trattamento paro-
dontale non chirurgico. La proce-
dura chirurgica di inoculo prevederà
una prima fase di Open Flap Debri-
dement ed in seguito verra riempi-
to il difetto osseo con lo scaffold
collagenico (di Gingistat - Vebas) in
cui sono state deposte e differen-
ziate in senso osteogenico 1x106
MSCs.
In seguito verrà effettuato un rego-
lare follow-up per valutare l’anda-
mento della rigenerazione ossea e
l’eventuale comparsa di effetti
collaterali locali o sistemici.
Lo scopo primario di questo pro-
tocollo sarà di valutare la fattibi-
lità della procedura di espansione
e differenziamento proposta e la sua
safety, in termini di tossicità locale
o sistemica a breve e lungo termi-
ne.
Altrettanto importanti saranno gli
End-point secondari di questo stu-
dio:
➤ valutazione del processo di dif-

ferenziamento delle MSC i-
niettate, dopo stimolazione con
mezzo osteogenico, nella la-
cuna ossea paradontale;

➤ valutazione della capacità del-
lo scaffold in collagene Gingi-
stat (usato fino ad ora unica-
mente come emostatico e riem-
pitivo) di supportare la cresci-
ta e il differenziamento delle
MSC in vivo con tempo di de-
gradazione adeguato alla for-
mazione del neo-tessuto;

➤ valutazione clinica del proces-
so riparativo parodontale tra-
mite analisi di read-out radio-
logici. 

CONCLUSIONI

Le cellule staminali mesenchimali
costituiscono una frontiera tera-
peutica di grande interesse e po-

tenzialità clinica per il trattamento
delle malattie degenerative dell’ap-
parato muscolo-scheletrico-arti-
colare. Le MSC, infatti, presentano
molteplici vantaggi, tra cui la faci-
le isolabilità, coltura e stabilità fe-
notipica in vitro (97), dimostrata ca-
pacità di differenziamento nei li-
neages mesengenici (93, 95, 96, 98,
99), e proprietà immunomodulato-
rie importanti, qualora utilizzate in
contesto allogenico (100).
L’ingegneria tissutale è un campo
nuovo nella medicina rigenerativa,
il cui scopo è quello di studiare co-
me riparare o sostituire organi e tes-
suti danneggiati a causa di anoma-
lie congenite, malattie, traumi o pro-
cessi degenerativi. Questa tecnica
prevede l’impianto di uno scaffold
(biomateriale poroso) caricato con
cellule appropriate per indurre la ri-
generazione del tessuto. Tali co-
strutti sono stati impiantati in mo-
delli animali, ottenendo risultati
promettenti per quanto riguarda la
formazione di tessuto osseo, an-
che del tessuto osseo orale (37, 48).
Questi studi, differenti per la spe-
cie di animale utilizzata, per il di-
fetto osseo creato e per la natura
dello scaffold, mostrano comunque
un vantaggio significativo nella gua-
rigione dei difetti ossei dimostran-
do un buon attecchimento cellula-
re ed una diretta partecipazione del-
le cellule MSC inoculate nella for-
mazione del nuovo tessuto. Il reco-
very funzionale e i tempi di guari-
gione sembrano migliorare trat-
tando i difetti ossei con MSC pre-
cedentemente isolate, espanse, de-
poste su una matrice tridimensio-
nale e successivamente impiantate
(49-52) o addirittura coltivando le
MSC nello scaffold in presenza di
agenti differenziativi come desa-
metasone, glicerol fosfato e acido
ascorbico (53, 54).
L’utilizzo di queste tecniche nell’uo-
mo è ancora in fase iniziale ma i la-
vori confermano l’importanza dell’e-
spansione ex vivo di MSC autolo-
ghe da midollo osseo per ridurre l’in-
vasività della tecnica ed il bisogno
di un supporto poroso sul quale pos-
sa svilupparsi il tessuto di nuova for-
mazione (95, 96, 101, 102).
Sulla base di queste considerazio-

ni, è stato definito nel 2002 un pro-
tocollo di ricerca sulle MSCs dal ti-
tolo “Tissue Engineering: Develop-
ment of New Strategies for Perio-
dontal and Alveolar Bone Regene-
ration by Using Haematopoietic-De-
rived Mesenchymal Cells in Animal
and Human. Evaluation of Systemic
Effects” (sostenuto dal contributo
del Ministero dell’Università e del-
la Ricerca, progetto FIRB, proto-
collo RBNE017HYL_001), che ha
coinvolto la Clinica Odontoiatrica
del l ’Ospedale  San Gerardo di
Monza, il Dipartimento di Neuro-
scienze e Tecnologie Biomediche
dell’Università degli Studi di Mila-
no-Bicocca ed il Laboratorio Inter-
dipartimentale di Terapia Cellulare
e Genica “Stefano Verri” dell’O-
spedale San Gerardo di Monza. 
I risultati delle ricerche in vitro han-
no permesso di definire un proto-
collo di rigenerazione parodontale
mediante cellule staminali adulte di
tipo mesenchimale (Alveolar bone
regeneration in human by using hard
tissue engineering with bone mar-
row mesenchymal stem cells - Cli-
nical study), nonché di sviluppare
nuove metodiche oggetto di bre-
vetto internazionale (“Scaffold ed
impianti odontoiatrici ed ostegeni-
ci contenenti cellule staminali me-
senchimali”).
L’applicazione di tali procedure in
campi diversi dalla chirurgia orale,
come la chirurgia maxillofacciale e
l’ortopedia, costituiscono solo un
aspetto delle potenziali applica-
zioni di tali metodiche, che vanno
commisurate alla possibilità di crio-
conservare le MSCs.
Questa tecnica di stoccaggio non al-
tera né le capacità proliferative né
le potenzialità differenziative delle
MSCs (103), le rende disponibili per
utilizzi successivi senza la necessità
di ripetere il prelievo autologo e con-
sente di effettuare interventi a di-
stanza in assenza di una Cell-factory
come il Laboratorio GMP di terapia
cellulare e genica.
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