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Il sottoscritto, in qualità di Relatore 
dichiara che

nell’esercizio della Sua funzione e per l’evento in oggetto, NON È in alcun modo 
portatore di interessi commerciali propri o di terzi; e che gli eventuali rapporti avuti 
negli ultimi due anni con soggetti portatori di interessi commerciali non sono tali da 
permettere a tali soggetti di influenzare le sue funzioni al fine di trarne vantaggio.
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Schepers & Fibbe, Annals of the New York Academy of 
Sciences 2016; 
Krampera et al., Leukemia 2011

Le MSC inibiscono la 
proliferazione dei linfociti T in 
presenza di stimoli infiammatori
( es. IL2+ anti-CD3)

(IDO)Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) 
SOPPRIME LA PROLIFERAZIONE dei linficiti T

● L’ attività enzimatica di IDO nelle MSC è indotta
a seguito di stimoli infiammatori (IFN)-γ

● IDO catalizza la degradazione del triptofano in 
kynurenine

SAGGIO DI 
IMMUNOMODULAZIONE “IN 

VITRO”

“IN VIVO”

MECCANISMI DI IMMUNOMODULAZIONE MSC-
INDOTTA



Modificato da: Barekzai J et al., 2019. Bioprocess Development for 
Human Mesenchymal Stem Cell Therapy Products. DOI: 
10.5772/intechopen.90029

PROPRIETA’ DELLE MSC



Sanchez-Diaz et al, J Clin Med 2021
Gao et al, Cells Tissues Organs, 2001

MSC non più identificabili in vivo dopo alcune ore!
Nessuna evidenza di «engraftment».

BIODISTRIBUSIONE DELLE MSC «IN VIVO»



Direttiva 2001/83/CE  e Regolamento 1394/2007/CE

PRODOTTI MEDICINALI 
DI TERAPIA AVANZATA 

(ATMP)

TERAPIA GENICA TERAPIA CELLULARE 
SOMATICA

PRODOTTI 
DELL’INGEGNERIA 

TISSUTALE
ATMP COMBINATI

CAR-T GVHD TREATMENT RIGENERAZIONE DELLA 
CARTILAGINE

CELLULE O 
TESSUTI+DISPOSITIVO 

MEDICO

LE MSC SONO PRODOTTI MEDICINALI DI TERAPIA 
CELLULARE AVANZATA



APPROVVIGIONAMENTO PRODUZIONE CLINICA

Conservazione
di cellule e tessuti
DECRETO LEGISLATIVO 25

gennaio 2010, n.16

• Direttiva 2001/20/CE
• Direttiva 2005/28/CE
• Art. 28 Reg. (CE) 13

novembre 2007, n.
1394/2007

• D.M. del 16 gennaio
2015

Codice comunitario sui
medicinali

Decreto Legislativo 24
Aprile 2006 n. 219

EudraLex Volume 4
Guideline on good
manufacturing practice
specific to ATMP (2018)

Farmacopea Europea
(EuPh)

BASI REGOLATORIE IN ITALIA



LABORATORIO DI 
PRODUZIONE O 
«CELL FACTORY»



AREA PRODUZIONE
4 laboratori in classe A/B

CRIOBIOLOGIACONTROLLO QUALITA’
Batteriologia 
Endotossine
Mycoplasma
Monitoraggio ambientale
Caratterizzazione cellulare

RICERCA 
TRASLAZIONALE
Biologia cellulare
Biologia molecolare

LA CELL FACTORY DELL’OSPEDALE DI  VICENZA GMP AIFA
Aut. aM49/2019



MIDOLLO OSSEO
• 1 MSC IN 1X105 MNC
• Fonte storica
• Collection procedure invasive

TESSUTO ADIPOSO
• 5x103   MSC in 1g of adipose tissue

• Si isolano e si espandono con successo dalla frazione 

stromovascolare

SANGUE DAL CORDONE OMBELICALE
• 0-3 MSC  IN 108 MNC
• Isolamento estremamente difficile

CORDONE OMBELICALE
Si isolano e si espandono con successo

FONTI 
ADULTE

FONTI 
PERINATALI

Kern et al, Stem Cells, 2006

Astori, SCRT, 2018

Astori , BCMD, 2012

LE MSC SONO OTTENIBILI DA FONTI DIFFERENTI



• CD143 (ACE) è un marcatore molto precoce
di staminalità, espresso durante l’ontogenesi
(Ramshaw HS et al, Exp Hematol 2001; Sinka L et al, Blood 2012;
Jokubaitis VJ et al, Blood 2008)

• Espressione di CD143 ristretta a MSC adulte

Astori Stem Cell Res Ther. 2018 Jan 16;9(1)

CD143 (ACE) DISTINGUE FRA FONTI ADULTE E PERINATALI

246 MARCATORI ANALIZZATI

BM-midollo osseo CB- sangue d cordone ombelicale
AT-tessuto adiposo UC-cordone ombelicale



Raccolta in ostetricia In cell factory: frazionamento 

Controllo qualità

RILASCIO

Semina per isolamento cloni Risemina Criopreservazione

SCREENING 

HbsAg; Anti-HCV

Treponema Pallidum

Anti-HIV1-2

NAT HIV-HBV-HCV

Istituto dei tessuti

PROCESSO PRODUTTIVO DI MSC 
ISOLATE DAL CORDONE OMBELICALE – IL  NOSTRO PROTOCOLLO



TEST METODO REFERENZA CRITERII DI ACCETTAZIONE

CONTA CELLULARE Trypan blue exclusion test
Non compendial

NA

IMMUNOFENOTIPO Citometria a flusso
Non compendial % CD90+ ≥ 90%

%CD105+ ≥ 90%

VITALITA’ CELLULARE Citometria a flusso
Non compendial

% 7AAD- ≥ 80%

IMPUREZZE Citometria a flusso
Non compendial

%CD45+ ≤ 2%

ENDOTOSSINE BATTERICHE LAL Test Eu. Ph. 2.6.14 < 2 EU/ML
MICOPLASMA DNA detection (PCR) Eu. Ph. 2.6.7 Assente

STERILITA’ Crescita batterica
Eu. Ph. 2.6.27

Sterile

CARIOTIPO GTG banding Non compendial
46, XY
46, XX

RILASCIO DEL PRODOTTO

«I metodi analitici devo essere validati secondo i 
metodi descritti nella farmacopea europea 

(quando disponibili)»

RILASCIO DELL’ ATMP



PERCHE’ SOSTITUIRE IL SIERO FETALE 
BOVINO?
 Rischio di trasmissione di zoonosi (prioni)
 Reazioni immune xenogeniche
 Variabilità da lotto a lotto
 Considerazioni etiche (benessere animale)
 Il lisato piastrinico è ricco in fattori di crescita

Astori G et al. Stem Cell Res Ther. 2016.
Fekete  et al., Cytotherapy  2012.

SOSTITUZIONE DEL SIERO FETALE BOVINO CON 
LISATO PIASTRINICO



Doucet et al., J Cell Physiol, 2005
Schallmoser et al., J Vis Exp. 2009.

AFERESI PIASTRINICA

+

-80°C
+37°C

CICLI RIPETUTI DI GELO 
SCONGELO (3X)

POOLING (N=15)

4,000g (15 min at 4°C).

CENTRIFUGAZIONE

FILTRAZIONE(70 UM)

PRODUZIONE DI LISATO PIASTRINICO MEDIANTE CICLI DI GELO-SCONGELO



SPERIMENTAZIONE CLINICA
• Regolamento 1394/2007 
• Direttiva 2001/20/CE  
• Direttiva 2005/28/CE 

USO NON RIPETITIVO (HOSPITAL EXEMPTION)
• Art. 28 Reg. (CE) 13 novembre 2007, n. 

1394/2007
• D.M. del 16 gennaio 2015 (Decreto Lorenzin)

PREPARAZIONE DELL’ IMPD

Parere 
favorevole del 
Comitato EticoRelazione 

clinica

Consenso 
informato del 

paziente

Autorizzazione alla produzione

Protocollo d’uso e 
rapporto 

rischio/beneficio

AIFA

COMITATO ETICO

STRUTTURA 
PRODUTTRICE

MEDICO 
PRESCRITTORE

RAPPRESENTANTE 
LEGALE 

STRUTTURA 
PUBBLICA

Richiesta 
autorizzazione 
alla produzione

Richiesta di 
cessione cellule

Dossier del medicinale 
(DMTA)

Istanza 
autorizzazione 
all’uso di ATMP

autorizzazione 
all’uso di ATMP

PREPARAZIONE DEL DMTA

MODALITA’ DI UTILIZZO IN CLINICA DEGLI ATMP



CELLULE STROMALI MESENCHIMALI 
NELLA TERAPIA DELLA MALATTIA DA TRAPIANTO CONTRO 

L'OSPITE (GvHD)



- La GvHD è associata al trapianto di 
cellule staminali ematopoietiche. 

- Le cellule immunitarie nel tessuto 
donato riconoscono il destinatario 
(l'host) come estraneo (nonself). 

- Le cellule immunitarie trapiantate 
attaccano le cellule del corpo 
dell'ospite.

Forma acuta: nei primi 100 giorni dalla 
data del trapianto e coinvolge  cute, fegato 
e tratto gastrointestinale

Forma cronica: decorre dopo tale periodo. 
Caratterizzata da fibrosi e atrofia degli 
stessi organi colpiti dalla GvHD acuta. 

LA MALATTIA DEL TRAPIANTO CONTRO L'OSPITE (GvHD)

Ferrara JLM et al. Lancet 2009; 373: 1550–61 
GvHD acuta della pelle di grado I



Treatment of severe acute graft-versus-host disease with third party
haploidentical mesenchymal stem cells
Katarina Le Blanc, Ida Rasmusson, Berit Sundberg, Cecilia Götherström, Moustapha Hassan, Mehmet Uzunel, Olle Ringdén

Lancet 2004; 363: 1439–41

MSC NELLA GvHD SEVERA REFRATTARIA-PRIMA EVIDENZA



Risposta completa+risposta parziale: 47-93%
Nessun impatto di HLA-matching
Nessuna differenza significativa tra diverse fonti di MSC

Galleu et al, Front Immunol 2020

MSC IN GvHD ACUTA –TRIAL CLINICI CON PIU’ DI 30 PAZIENTI





1) Le MSC sono indotte a subire apoptosi da parte
delle cellule citotossiche del ricevente e questo
processo è essenziale per avviare
l'immunosoppressione indotta da MSC.

2) Dopo l'infusione, i fagociti del ricevente
«fagocitano» le MSC apoptotiche e rilasciano IDO, che
è necessario per effettuare l'immunosoppressione.

3) «In vitro», solo pazienti con elevata attività
citotossica contro le MSC hanno risposto all'infusione.

4) Si propone che i pazienti siano «stratificati» per il
trattamento con MSC in base alla capacità di lisare le
MSC.

IL DILEMMA IRRISOLTO: 
LA RICERCA DI UN BIOMARKER DI EFFICACIA PER LE MSC 

Saggio di citotossicità «in vitro»



CELLULE STROMALI MESENCHIMALI 
NELLA TERAPIA DELLA

SINDROME DA DISTRESS RESPIRATORIO ACUTO



COSA E’ LA SINDROME DA DISTRESS RESPIRATORIO ACUTO (ARDS)?

• L ’ARDS è una condizione 
respiratoria pericolosa per la 
vita caratterizzata da 
ipossiemia; 

• Fra le cause: polmonite, traumi, 
sepsi, ustioni, pancreatiti

• L'ARDS evolve dal danno 
capillare alveolare fino a una 
fase fibrotica;

• Esistono pochissime terapie 
efficaci per l'ARDS diverse 
dall'uso di strategie di 
protezione polmonare. 

• La mancanza di terapie efficaci 
è correlata alla sua complessa 
patogenesi.

Fanelli et al., J Thorac Dis. 2013 Jun; 5(3): 326–334.

TERAPIA
• Supporto ventilatorio
• Cicli di prono-supinazione
• Sedazione, diuretici
• ECMO
• Altro (Ab anti IL-6, plasmafiltrazione, …..)



Le MSC secernono fattori paracrini che 
modulano la riparazione dei tessuti attraverso 
numerosi meccanismi:
1) effetto antinfiammatorio. 
2) effetto antibatterico
3) Riduzione della fibrosi polmonare
4) riduzione della permeabilità dell'epitelio 
alveolare nel polmone. 
5) aumento del tasso di clearance del fluido 
alveolare.

L’immagine illustra i compartimenti 
intestiziali, capillari ed alveolari del 
polmone. Il liquido da edema riempie 
l’alveolo danneggiato in un setting di ARDS

Matthay M. et al. Transfusion, Volume 59, February 2019

MSC NEL TRATTAMENTO DELLA ARDS



1. In risposta all’infezione, vi è un 
rilascio sistemico di citochine
proinfiammatorie (IFN-α, IFN-γ, IL-1β, 
IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, TNF-α and 
TGF-β)

2. Lo storm citochinico risulta in ARDS, 
danno multiorgano ed infine morte.

MSC NEL TRATTAMENTO DELLA
SINDROME DA DISTRESS RESPIRATORIO ACUTO (ARDS)

INDOTTA DALL’INFEZIONE DA SARS-CoV-2

Tsuchiya et al. Inflammation and Regeneration (2020)



Una singola infusione di MSC 
derivate dal cordone ombelicale 
alla dose di 1x10e6/kg



PRIMO PAZIENTE EUROPEO TRATTATO CON MSC PER ARDS
L’ESPERIENZA DI VICENZA-VERONA



Gruppo di trattamento: due infusion di 
100×10e6 UC-MSCs al giorno 0 e 3.

Gruppo di controllo; due infusioni di  
“soluzione di veicolo” al giorno 0 e 3.

CRITERI DI INCLUSIONE
• Saturazione (SpO2) ≤ 94% o con necessità

di ossigeno all’arruolamento
• P/F ratio < 300 mmHg
• Infiltrati bilaterali alla radiografia/TC torace



CELL FACTORY
Firenze Meyer (midollo osseo)
Milano (sangue cordonale)
Modena (grasso)
Monza (midollo osseo)
Vicenza (cordone ombelicale)

CENTRI CLINICI:
Careggi 
Monza
Milano Policlinico
Modena
Vicenza
Verona 

STUDIO CLINICO «RESCAT»
Studio prospettico randomizzato multicentrico di fase I/IIa sull’impiego di cellule stromali mesenchimali 

allogeniche nel trattamento di pazienti affetti da polmonite da SARS-CoV-2
EudraCT Number: 2020-001577-70

OBIETTIVO PRIMARIO: fattibilità e sicurezza.

OBIETTIVI SECONDARI: efficacia di due 
infusioni di MSC effettuate a distanza di 5 
giorni in termini di
-Mortalità
-Andamento del rapporto P/F
- Tempo all’intubazione,
- Tempo all’indipendenza dalla ventilazione 
meccanica non invasiva,
- Tempo all’indipendenza dall’ossigeno-
terapia,
- Durata dell’ospedalizzazione,
-Risposta radiologica.

OBIETTIVO TERZIARIO: stabilire quale sia tra 
le tipologie di MSC la migliore



MSC NEL TRATTAMENTO DELLA POLMONITE DA COVID-19
91 STUDI ATTIVI  



Le MSC sono un medicinale di terapia cellulare avanzata che va prodotto in 
Officine Farmaceutiche autorizzate

Le proprietà immunosoppressive delle MSC forniscono la spiegazione della loro 
efficacia nel trattamento dei pazienti con GvHD acuta ed ARDS

L’ efficacia delle MSC nella GvHD resta da dimostrare in uno studio 
randomizzato

Individuazione di un biomarker di efficacia 

L’utilizzo delle MSC nel trattamento della ARDS si sta rivelando una terapia 
efficace su pazienti selezionati.

Questioni irrisolte: quante infusioni? quale la dose ottimale? sinergie con altre 
terapie di seconda linea? 

CONCLUSIONI



Katia ChieregatoGiuseppe Astori 

Daniela Catanzaro

Angela Bozza Martina Bernardi

Anna Merlo

LABORATORIO DI TERAPIE CELLULARI AVANZATE
OSPEDALE DI VICENZA

giuseppe.astori@aulss8.veneto.it

https://ltca.aulss8.veneto.it/  
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