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INTRODUZIONE 

Diversi centri hanno dimostrato con dei trials clinici che l’infusione di alte 
dosi di midollo da donatore, effettuate in concomitanza con trapianti di organo 
solido nel tentativo di indurre una tolleranza immunologica, al momento 
attuale non espone i pazienti a rischi aggiuntivi rispetto a quelli che non lo 
ricevono (1,2). Il dosaggio e il momento temporale dell’infusione risultano 
essere in questi studi le due variabili più importanti ed in grado di modificare la 
sopravvivenza del graft (3). 

Basandoci su queste acquisizioni lo scopo del nostro studio è stato quello 
di mettere a confronto , a livello pre-clinico, varie metodiche di isolamento di 
cellule midollari al fine di valutare, in termini qualitativi e quantitativi di resa 
cellulare, la metodica più vantaggiosa. 
 
MATERIALI E METODI 

Per questo studio sono stati utilizzati, come donatori di midollo e di 
organo, diciannove suini di razza Large-White del peso medio 30±2 Kg. 

Gli animali sono stati quindi divisi in tre gruppi in base alle metodiche di 
prelevamento e di isolamento delle cellule midollari impiegate. 

Nel Gruppo 1 (n=10) il midollo osseo è stato prelevato asportando quasi 
completamente la colonna toraco-lombare (in media 12 vertebre) del donatore 
cadavere . Per il prelievo delle vertebre è necessario che prima vi sia stata la 
rimozione degli organi toraco-addominali e la dissezione dei muscoli ileo psoas 
e paravertebrali per mezzo di scalpelli in modo da poter agevolmente 
riconoscere i dischi intervertebrali. A questo punto inizia la processazione delle 
vertebre (4, 5): una volta ripulite a banco dal periostio e private dei processi 
trasversi con pinze ossivore tipo Rongeur, vengono lavate dapprima con 
soluzione di Betadine® al 10%, poi con soluzione salina ed, infine, conservate 
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in Dulbecco’s Modified Eagle’s Midium con aggiunta di Bacitracina, 
Polimixina B, eparina e DNAsi. Le cellule midollari si ottengono quindi per 
rilascio passivo sminuzzando - sempre con pinze ossivore - le vertebre e 
sospendendo le cellule in RPMI con aggiunta di DNAsi, Eparina e 
Gentamicina. La sospensione cellulare viene poi filtrata attraverso filtri di 
acciaio (450 e 180 micron), centrifugata a 1500 RPM per 10 minuti a 21°C, 
risospesa nell’RPMI e conservata a 4° C prima di essere infusa in terza 
giornata postoperatoria. 

Nel Gruppo 2 (n=6) il midollo è stato invece prelevato dalla cresta iliaca 
posteriore di donatore vivente di rene. La metodica prevede molteplici prelievi 
da 6-lOcc di sangue midollare con aghi G13 x 58mm, sino ad ottenere un 
quantitativo di 400 cc che viene immagazzinato in una sacca per 
emotrasfusione con 60 ml di CPDA (6). Il campione una volta diluito in 
Fisiologica viene separato su gradiente di densità (Ficoll-Hypaque 1077g/L) e 
centrifugato a 1500 RPM per 20 minuti a 20°C per ottenere una separazione 
delle cellule mononucleate (7). In seguito le cellule vengono sottoposte a 
lavaggio, a risospensione in Fisiologica e DMSO (10% concentrazione finale) 
e criopreservate a -80°C (criopreservazione non effettuata con congelatore 
automatizzato) fino al momento dell’infusione in settima giornata 
postoperatoria (8). 

Nel Gruppo 3 (n=3) infine il midollo è stato prelevato con la stessa 
metodica del gruppo uno (asportando la colonna da donatore cadavere, 
sminuzzando le vertebre e sospendendo il tutto in RPMI), ma trattato come nel 
gruppo due (separazione su densità e successiva criopreservazione). 

Il controllo della qualità finale della criopreservazione delle cellule stami-
nali nei gruppi 2 e 3 e della conservazione a 4°C per gli animali del gruppo 1 è 
la ricostituzione ematologica del ricevente. Prima di infondere cellule midollari 
è infatti utile assicurarsi che la ricostituzione abbia buone possibilità di veri-
ficarsi. Per valutare questo il metodo più affidabile è sicuramente la coltura 
clonogenica di CFU-GM (è generalmente accettato che dosi di cellule staminali 
superiori a 13 x104/kg di peso corporeo assicurino la ricostituzione emopoie-
tica) (9). Per questo motivo i campioni di cellule mononucleate ottenute dalla 
separazione su Ficoll-Hypaque e provenienti da i tre gruppi di studio, sono stati 
risospesi in misura di 105 cellule/ml e seminati in terreno di coltura Iscove’s 
Modification Dulbecco’s Medium contenente 0.8% di Metilcellulosa, addizio-
nato con L-Glutammina e basse dosi di Penicillina e Streptomicina. Per stimo-
lare la crescita abbiamo poi aggiunto 2 U/ml di Eritropoietina e 1-5% di 
LCM-PHA. Abbiamo infine seminato le cellule in piastre di plastica sterile a 
24 pozzetti e le abbiamo poste in incubazione in termostato umidificato a pres-
sione costante di CO2 (5%) sino alla lettura dei risultati con microscopio inver-



Atti XVIII Riunione Clinico-Scientifica del Dipartimento di Chirurgia 
«Trapianti Sperimentali»  a cura di R. Moia, C. Azzolini e R. Knerich 
Il Giovane Artigiano, Pavia, 2001. 

 121 

tito in 14° giornata. In questo modo si distinguono, in base alle caratteristiche 
morfologiche, la presenza di colonie di origine monocito, macrofagica, eri-
troide e miste. I campioni di cellule mononucleate provenienti dai tre differenti 
gruppi sono stati, infine, congelati in DMSO a -80° e scongelati per valutarne 
la vitalità cellulare dopo criopreservazione. 
 
RISULTATI 

Nel Gruppo 1 abbiamo ottenuto una media cellulare di 5.8x108 ± 2.01 
cellule midollari intere/kg, nel Gruppo 2 una media di 1.01 x108 ± 0.05 cellule 
mononucleate/kg ed infine nel Gruppo 3 una media di 1.22 x108 ± 0.08 cellule 
mononucleate/kg . 

La crescita delle CFU-GM ha mostrato una importante variabilità di risul-
tati specialmente tra i gruppi 2 e 3 da una parte ed il gruppo 1 dall’altra. Ciò 
può essere dipeso da molteplici concause, fra cui la bassa numerosità dei cam-
pioni esaminati e il succedersi di interventi tecnici atti a perfezionare 
l’efficienza di piastra delle colture stesse. Tali interventi hanno influito non 
tanto sul numero di progenitori totali ottenuti, quanto sulla normalizzazione 
delle dimensioni e dell’aspetto delle colonie stesse che va di pari passo con la 
riduzione delle difficoltà relative alla loro identificazione. 

Per quanto riguarda, infine, la valutazione della vitalità dopo scongela-
mento, i dati ottenuti hanno evidenziato una analogia di risultati tra i gruppi 1 e 
3 (rispettivamente 67.3±6% e 70.5±4%) rispetto al gruppo 2 (87.5±49%). 

 
Tabella riassuntiva 

 Gruppo 1 (N=10) Gruppo 2 (N=6)  Gruppo 3 (N=3) 
Sede prelievo Vertebre Colonna 

dorso lombare 
Spina iliaca  
posteriore 

Vertebre Colonna 
dorso lombare 

Metodica di 
lavorazione 

• Sminuzzamento  
vertebre 
• Sospensione in  
RPMI 

• Prelievi multipli da 
corteccia 
• Separazione su    
Ficoll-Hypaque 

• Sminuzza mento 
vertebre 
• Sospensione in  
RPMI 

Metodica di  
conservazione 

• Conservazione in 
RPMI a 4° C 

• Criopreservazione 
con DMSO a -80° C 

• Criopreservazione 
con DMSO a-80° C 

Resa cellulare 
media 

5.8x108 t 2.01 cellule 
midollari intere/kg 

1.01 x108 ± 0.05 cell. 
mononucleate/kg 

1.22 x 108 ± 0.08 cell 
mononucleate/kg 

Crescita CFU-GM 55.16±64 Col x 105 cell 28.5±17 Col x 105 cell 32±34.4 Col x 105 cell 
Vitalità 67.3±6 % 87.5±49 % 70.5±4% 
 
DISCUSSIONE 

Tutte le metodiche che abbiamo preso in considerazione ci hanno 
permesso di isolare un quantitativo elevato di cellule midollari con buona 
vitalità e capacità ricostitutive, requisiti indispensabili per ottenere un buon 
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“engrafment”. Le significative differenze di valori che abbiamo ottenuto in 
termini di crescita delle CFU-GM, al di là dei problemi tecnici incontrati nel 
perfezionare la metodica di inseminazione e lettura, hanno però dimostrato 
come la presenza di progenitori sia rilevabile anche a distanza di molti giorni 
dalla “semina”, elemento questo suggestivo della persistenza di condizioni 
ricostitutive dell’attività ematopoietica. Tuttavia, nei gruppi 2 e 3 l’isolamento 
delle cellule mononucleate e la loro criopreservazione ha portato ad un 
notevole progresso rispetto alla sospensione di cellule midollari intere ottenute 
nel gruppo 1. Il midollo conservato a 4° in sacca da emotrasfusione sospeso in 
circa 800 cc di RPMI è risultato infatti essere di difficile gestione nei giorni 
precedenti all’infusione per la presenza di abbondanti precipitati cellulari 
dovuti, forse, all’attivazione di sostanze liberatesi dalla rottura delle cellule in 
corso di lavorazione. Inoltre mentre la resa cellulare di mononucleati nei gruppi 
2 e 3 è praticamente sovrapponibile, la vitalità cellulare del gruppo 3 risulta più 
simile a quella del gruppo 1 che a quella del gruppo 2. Questo risultato può far 
ipotizzare un danno cellulare dovuto allo sminuzzamento delle vertebre in fase 
di lavorazione che, se anche non modifica il valore numerico delle cellule, si 
ripercuote però sulla loro vitalità finale. 

Le metodiche combinate di estrazione e lavorazione del midollo illustrate 
nei gruppi 2 e 3 permettono, in caso di donatore cadavere, di ottenere elevate 
quantità di cellule mononucleate per plurime infusioni di midollo associate a 
singolo trapianto di organo solido o, in alternativa, singole infusioni per più 
trapianti. Al momento attuale sono i corso studi sperimentali per pretrattare un 
eventuale donatore vivente di organo solido e midollo proveniente da cresta 
iliaca (vedi gruppo 2) con fattori di crescita midollare allo scopo di 
incrementare ulteriormente la quota di cellule mononucleate da infondere al 
potenziale ricevente. 
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