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Per realizzare “organi in provetta” a fini di trapianto è 
però necessario avere una risorsa rinnovabile di cellule, 
quali sono le cellule staminali, ed in particolar modo le 
cellule staminali embrionali (ESC). Queste ultime sono 
capaci di differenziare verso tutti i tipi cellulari e di pro-
liferare virtualmente a tempo indeterminato. Ciò nono-
stante l’impiego di ESC nell’ingegneria tissutale al mo-
mento deve superare alcune sfide come quelle relative 
alle metodologie dirette ad un corretto differenziamento 
e alla prevenzione della formazione di tumori derivanti 
dal loro utilizzo. Si deve inoltre prevenire il rigetto im-
munitario delle stesse ESC, ma anche ottimizzare le pro-
prietà degli scaffold relativamente alle caratteristiche di 
queste cellule. 
Tali problematiche non si manifestano nel caso di im-
piego di cellule staminali adulte (ASC). Le Adult Stem 
Cells difatti non presentano potenziale teratogeno, sono 
già parzialmente differenziate verso le linee cellulari del 
tessuto di origine ed inoltre possono essere espianta-
te, coltivate, espanse e ri-fornite al paziente totalmente 
in autologo, evitando così il rischio di rigetto. Queste 

Biotecnologia Applicata

Introduzione

La generazione di strutture tissuta-
li tridimensionali in vitro si basa su 
quella che è l’ingegneria tissutale ed 
il relativo impiego in tale ambito di 
cellule staminali. L’obiettivo che si 
propone è quello di creare organi o 
tessuti impiantabili e pronti per la so-
stituzione sia in caso di insulto acuto, 

che di danno cronico.
Con il termine ingegneria tissutale ci si riferisce a tut-
ti quegli approcci aventi finalità di riparare, o anche 
rimpiazzare, tessuti colpiti da patologie tra le più varie: 
congenite, croniche, tumorali, da insulto o derivanti da 
infezioni. In particolare i tessuti possono essere inge-
gnerizzati in vivo, qualora si stimoli il corpo all’auto-
rigenerazione mediante l’impiego di appositi biomate-
riali, oppure ex vivo: le cellule sono in tal caso espanse 
in coltura, montate su apposite impalcature (scaf fold), 
quindi rese al paziente.
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Combinazione di cellule e materiali

Gli approcci di ingegneria tissutale che si basano 
sull’impiego di scaffold e cellule possono essere suddi-
visi in due categorie in base a quella che è l’esposizione 
delle cellule al sistema immunitario dell’ospite una vol-
ta impiantati (10).

Open System

Le cellule sono immobilizzate su di uno scaffold tridimen-
sionale altamente poroso costituito da materiali sintetici, 
naturali o da un composito di entrambi (2, 11-13).
Idealmente lo scaffold deve fornire il microambiente otti-
male per la crescita cellulare, pertanto dovrà possedere 
ottime proprietà di trasporto dei nutrienti e di O2, buona 
integrità meccanica ed una degradazione temporalmente 
controllata. Lo scaffold oltre a fornire un ambiente tridi-
mensionale di sostegno, mette in contatto le cellule per-
mettendogli di “auto-assemblarsi” e di formare i vari com-
ponenti caratterizzanti un dato microenvironment tissutale.
È importante che il materiale di cui è costituito lo scaf-
fold si degradi progressivamente all’aumentare della de-
posizione di matrice extracellulare da parte delle cellule 
sedimentate in esso. A tal fine sono impiegati biomate-
riali sintetici degradabili (come il PLGA [14]) o materiali 
naturali (come collageno [15], idrossiapatite [16] o cal-
cio carbonato [17]). I materiali naturali presentano ca-
ratteristiche che assicurano una migliore adesione cel-
lulare, di contro i materiali sintetici hanno proprietà che 
sono meglio controllabili, come il rate di degradazione, 
le proprietà meccaniche e la porosità (2).
Potendo tali polimeri fungere da supporto fisico, risultano 
sistemi molto promettenti per permettere la formazione di 
strutture tissutali tridimensionali complesse. Lo scaffold 
fornisce difatti vincoli fisici per la diffusione e l’orientamen-
to delle cellule, nonché pori che garantiscono uno spazio 
adeguato per il rimodellamento della struttura tissutale. Il 
suo ruolo è quindi, idealmente, quello di guidare il diffe-
renziamento nel tipo cellulare desiderato facendo leva sui 
vincoli che impone alle cellule stesse.
Il vantaggio di tale sistema risiede ovviamente nel fatto che, 
mentre si specializzano, le cellule si “auto-assemblano” 
dando quindi luogo ad un pattern differenziativo che mima 
la differenziazione cui si assiste durante embriogenesi e 
sviluppo fetale, soprattutto qualora siano impiegate ESC. 
Ciò permette di indirizzare molto bene verso uno specifico 
lineage cellulare. 
L’uso di sistemi aperti ha riportato successi nella creazione 
di molti sostituti biologici come ossa  (18), cartilagine (19), 
cardiomiociti (20), retina (21)  e pancreas (22). 

cellule hanno però una capacità replicativa limitata: 
sono perciò ottenibili un minor numero di cellule per 
l’impiego terapeutico. Inoltre presentano una ristretta 
plasticità differenziativa, che non è altresì riscontrata 
nel caso delle ESC.
Quel che è maggiormente importante considerare è 
che l’utilizzo di prodotti derivanti da ingegneria tis-
sutale fornirebbe una terapia che, da un lato aumen-
terebbe notevolmente la qualità di vita del paziente a 
cui sarebbe fornito un trattamento a più ampio raggio, 
dall’altro ridurrebbe notevolmente l’ospedalizzazione 
dei pazienti, abbassando quindi i relativi costi socio-
sanitari (1).

Ingegnerizzazione tissutale

Esistono essenzialmente tre approcci per la genera-
zione di tessuti ingegnerizzati (2):
Si possono impiegare cellule isolate per rimpiazzare 
la componente cellulare depleta.
È possibile usare materiali acellulari capaci di indurre 
la rigenerazione tissutale; esempio sono le spugne di 
matrigel imbevute con fattori pro-angiogenici al fine 
di favorire la neoangiogenesi.
Altra possibilità è quella dell’impiego di una combi-
nazione di cellule e materiali acellulari, tipicamente 
sotto forma di scaf fold.

Cellule isolate

Dette anche “cellule di sostituzione”, il loro impiego è 
stato a lungo l’approccio maggiormente utilizzato per 
la sostituzione cellulare. In tal caso sono fornite solu-
zioni cellulari al paziente, le quali spontaneamente an-
dranno a migrare nella sede di appartenenza o di dan-
no. La prima applicazione storica di tale tecnica risale 
al trapianto di midollo osseo, evento che permette alle 
cellule staminali ematopoietiche del donatore di ripo-
polare il midollo dell’ospite e, di conseguenza, la sua 
componente ematica (3). Questi precursori ematopoie-
tici è stato in seguito dimostrato che possono originare 
progenitori endoteliali utili per la neoangiogenesi in 
tessuti ischemici (4, 5), così come possono differenzia-
re, e quindi rigenerare, ossa, cartilagine, miociti (6) o 
migrare nel SNC per produrre neuroni (7, 8).
I prodotti d’ingegneria tissutale basati su cellule di 
sostituzione trovano largo impiego nel caso di sosti-
tuzione epidermica o anche nel caso di rigenerazione 
ossea e cartilaginea mediante cellule staminali me-
senchimali (9).
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tocondriali, le quali non sono ovviamente self, bensì de-
rivano dall’oocita denucleato. Ciò nonostante le cellule 
clonate e poi differenziate sia in senso cardiomiocitario, 
sia miocitario liscio, sia renale, non sono state rigettate e 
sono rimaste vitali per un lungo periodo dopo l’impianto 
nell’animale da cui era stato prelevato il nucleo.
Gli autori hanno perciò dimostrato la possibilità di 
una ricostituzione e di un rimodellamento struttura-
le del tessuto renale a partire da cellule renali deri-
vate da un feto bovino clonato. 
Le cellule renali sono state isolate da un metanefro clona-
to di 56 giorni, e dopo essere state espanse in vitro, sono 
state sedimentate su quella che è stata chiamata “unità 
renale”. Tale unità consta di tre strutture cilindriche di 
policarbonato rivestite di collageno che confluiscono in 
un sistema di raccolta di fluidi (Fig. 1). Le cellule erano 
in particolare poste sulle tre strutture cilindriche.
L’unità renale è stata quindi impiantata sottocute nell’a-
nimale da cui era stato preso il nucleo cellulare, in quello 
che è dunque un trapianto autologo. Espiantata dopo 12 
settimane è stato possibile notare che le cellule si erano 
organizzate in tali strutture simil-glomerulari e simil-
tubulari (Fig. 2) e che inoltre possedevano la capacità di 
escrezione unidirezionale di prodotti metabolici di scar-
to, come evidenziato dalla presenza di un liquido di co-
lor giallo paglia molto simile ad urina riscontrabile nella 
sacca di raccolta.
La fenotipizzazione in vitro di queste cellule ha confer-
mato l’espressione di proteine specifiche renali tra cui la 
sinaptopodina, aquaporina-1, aquaporina-2 e la proteina 
di Tamm–Horsfall.
Le cellule renali erano inoltre capaci di produrre sia 

Closed System

Anche in tal caso le cellule sono posizionate su di una 
matrice con funzione di impalcatura ove differenziano, 
ma la finalità del sistema chiuso è piuttosto quella di im-
mobilizzare le cellule in matrici che fungano da barriera 
per i componenti immunologici dell’ospite, così da evita-
re il rischio di rigetto.
Le cellule sono quindi fermate su membrane semiper-
meabili: permeabili ad O2 e nutrienti, ma non a cellule 
immunitarie, immunoglobuline o frazioni del comple-
mento (10, 11).
Inoltre i sistemi chiusi proteggono l’ospite dal rischio tu-
morigenico associato all’impiego di ESC grazie proprio 
alla funzione di barriera che tale scaffold assume.
Questo tipo di sistema è molto impiegato nel trattamen-
to del diabete (23), nell’insufficienza epatica (24) e nel 
Parkinson (25).
Basandosi l’ingegneria tissutale principalmente sull’uti-
lizzo di ESC, vengono ad evidenziarsi non solo il pro-
blema etico relativo al loro impiego, ma anche quello 
inerente il rigetto di tali cellule non autologhe, come già 
evidenziato parlando dei closed system.
Una soluzione per queste due problematiche potrebbe 
risiedere nel therapeutic cloning, ossia nel trasferimento 
del nucleo di una cellula somatica terminalmente diffe-
renziata, in un oocita previamente denucleato: ciò porta 
alla riprogrammazione del nucleo del donatore e alla 
formazione di cellule staminali embrionali. Tali cellule, 
possedendo il genoma del donatore, potranno essere 
impiegate totalmente in autologo evitando il rischio e i 
problemi connessi al rigetto immunologico. Inoltre que-
sta tecnica potrebbe teoricamente fornire una risorsa 
illimitata di cellule per terapie rigenerative, in quanto la 
capacità replicativa delle Embryonic Stem Cells è virtual-
mente illimitata.
Nello studio riportato (26), cellule derivate da therapeu-
tic clonic sono state usate per creare unità renali fun-
zionali, le quali si sono auto-organizzate in strutture 
simil-glomerulari e simil-tubulari che hanno prodotto un 
liquido analogo all’urina.
In tale paper è stato inoltre provato che tale metodica per-
mette di evitare ed eliminare la risposta immunitaria as-
sociata ai trapianti, e che potrebbe quindi potenzialmente 
prevenire la necessità di impiego di terapie immunosop-
pressive, le quali comportano gravi rischi di complicazio-
ni infettive, neoplastiche ed autoimmunitarie (27).
Le cellule renali clonate possedevano il DNA nucleare di 
un fibroblasto derivante dal toro donatore, mentre il DNA 
mitocondriale apparteneva all’oocita in cui è stato impian-
tato il nucleo. L’unica componente che quindi potrebbe 
risultare immunogena è rappresentata dalle proteine mi-

Fig. 1 - Rappresentazione schematica di un’unità fun-
zionale renale, struttura poi impiantata sottocute nel 
toro donatore del nucleo.
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Conclusioni

Le nuove tecnologie basate sull’impiego di ingegneria 
tissutale e di impalcature che consentano il corretto 
differenziamento delle cellule staminali sedimentate 
su di esse appare di grande interesse nel campo della 
medicina rigenerativa, e potrebbe garantire ottime pro-
spettive a lungo raggio nell’approccio e nel trattamen-
to non solo di patologie di natura cronica, ma anche 
nell’intervento in seguito a danni d’organo acuti. 
In particolare la capacità di bioingegnerizzare cellule 
staminali primordiali in strutture funzionali molto più 
complesse potrebbe far superare quelli che sono i due 
principali problemi nella medicina del trapianto: il ri-
getto immunitario e la carenza di organi disponibili, 
come è stato ampiamente dimostrato nell’articolo di 
Lanza et al (26).

Riassunto

Lo sviluppo di sempre nuove conoscenze sulle cellule 
staminali e il contemporaneo progresso delle tecniche 
basate sull’ingegneria tissutale permettono, ad oggi, di 
ampliare gli orizzonti della medicina rigenerativa e le 
sue applicazioni in ambito terapeutico. In questo arti-
colo sono riportate le tecniche e le possibilità di base 
inerenti la creazione de novo di tessuti ed organi in vi-
tro, evidenziandone sia i benefi ci, sia le problematiche 
di maggior rilievo che rendono tali approcci ancora poco 
applicabili in terapia, come la questione correlata al ri-
getto di natura immunitaria. Unendo la tematica del ri-
getto autoimmune e dell’ingegneria tissutale sarà quindi 
introdotta una possibile alternativa per la creazione di 
strutture renali totalmente create in vitro, ma anche to-
talmente funzionali. 

Parole Chiave. Ingegneria Tissutale, Cellule Stamina-
li, Scaffold, Therapeutic Cloning.
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eritropoietina che la forma attiva della vitamina D3, ma 
soprattutto erano capaci di fi ltrazione, riassorbimento 
e funzioni secretorie unidirezionali. Il glucosio, fi siolo-
gicamente riassorbito a livello del tubulo prossimale, 
non era presente nel fl uido che presentava però un pH 
pari a 8.1.
Da notare che le unità renali espiantate presentavano 
un’intensa vascolarizzazione e che, durante il processo 
di auto assemblaggio in strutture simil-nefroniche, il 
tessuto renale si era integralmente connesso in modo 
unidirezionale alla sacca di raccolta. Era inoltre possi-
bile evidenziare una chiara continuità tra i glomeruli 
maturi, i tubuli in cui essi sfociano e la membrana di 
policarbonato.
Anticorpi diretti contro acquaporina-1, acquaporina-2 e 
sinaptopodina hanno permesso di identifi care rispettiva-
mente segmenti tubulari dei dotti collettori e glomerula-
ri. Al contrario nei controlli negativi effettuati mediante 
l’impiego di cellule con nucleo allogenico non si aveva 
né la presenza di tali , né era prodotto alcun liquido simi-
le all’urina, ma soprattutto era possibile notare un este-
so processo di necrosi compatibile con il quadro di un 
rigetto acuto. Il rigetto non era invece rilevabile nel caso 
di impiego di cellule autologhe, come dimostrato sia 
mediante test da ipersensibilità ritardata in vivo, che da 
analisi di produzione di IFNγ dopo stimolazione in vitro 
dei Linfociti T dell’animale. Il DNA allogenico mitocon-
driale non induce quindi rigetto nelle unità trapiantate 
con cellule di derivazione autologa. 
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Fig. 2 - Organizzazione simil-nefronica delle cellule de-
rivate dal metanefro bovino. È possibile in particolare 
notare la formazione di una struttura simil-glomerulare 
e di una simil-tubulare strettamente connesse tra loro e 
confl uenti nella membrana di policarbonato.
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