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ABSTRACT 

 

Fibroblasts are a heterogeneous cell population as testified by the absence of 

specific markers and by their documented retention of positional memory. 

Fibroblasts have recently gained much attention as they are the adult somatic cell 

most commonly used for reprogramming to induced pluripotent stem cells 

(iPSCs). iPSCs are somatic cells genetically reprogrammed to a pluripotent state 

that makes them resemble embryonic stem cells (ESCs). iPSCs are a very 

promising tool for regenerative medicine because of their autologous origin and 

their ability to differentiate towards cell of all three germ layers. However, the 

iPSCs reprogramming technology is still affected by variable and low efficiency. 

We hypothesize that the heterogeneity of fibroblasts may play a role in determining 

cell reprogramming. To test our hypothesis, we isolated and cultured human 

dermal fibroblasts (HDFs) from five different anatomic sites (abdomen, breast, 

neck, thigh and arm) and performed a comparative study analyzing their 

morphology, proliferation, apoptosis and ability to migrate. Further, we evaluated 

whether the expression of mesenchymal and epithelial markers, the ability to 

differentiate and release growth factors in culture medium varied among 

fibroblasts from different anatomic sites. Our results revealed that, although 

fibroblasts from different anatomic sites had similar morphology, all other features 

varied according to the region from which they were isolated. Furthermore, we 

observed similarity between fibroblasts and mesenchymal stem cells (MSCs) that 

also varied among HDFs populations. A low proliferation index, the release of 

specific growth factors, the expression of mesenchymal markers and the 
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promptness to differentiate towards mesodermal lineages, might improve the 

efficiency of reprogramming. On these bases, abdomen dermal fibroblasts might 

represent the ideal candidates for reprogramming; since they have a low 

proliferation index, express high amount of mesenchymal markers, differentiate 

more precociously and release growth factors that improve the efficiency of 

reprogramming. Further the high expression of mesenchymal markers and their 

ability to differentiate more precociously suggest that fibroblasts isolated from 

abdomen skin could represent a less differentiated phenotype, more similar to 

MSCs than the other population of fibroblasts and probably easier to reprogram. 

Therefore, our data offer novel perspectives in the field of cell reprogramming, 

suggesting that the choice of the dermal population of fibroblasts might influence 

the efficiency of reprogramming itself.  
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1.INTRODUZIONE 
 

  

I fibroblasti sono le cellule più abbondanti del tessuto connettivo (1). Essi svolgono 

importanti funzioni quali la deposizione della matrice extracellulare (ECM), la 

regolazione del differenziamento epiteliale e dell’infiammazione e sono coinvolti 

nel riparo delle ferite (2, 3). I fibroblasti sintetizzano molti componenti della ECM 

come il collagene di tipo I, III, IV e V, la fibronectina e la laminina (2, 4) e 

secernono metalloproteasi della matrice (MMP), svolgendo un ruolo cruciale nel 

mantenimento dell’omeostasi della ECM e regolandone il suo turnover (5, 6). 

Inoltre, essi mantengono l’omeostasi dell’epitelio adiacente attraverso la 

secrezione di fattori di crescita e dirigono le interazioni tra le cellule epiteliali e 

mesenchimali (7). In condizioni normali, i fibroblasti svolgono inoltre un ruolo 

importante nella riparazione delle ferite: invadono le lesioni, sintetizzano l'ECM e 

possiedono elementi del citoscheletro che facilitano la contrazione delle ferite in 

guarigione (2). I fibroblasti sono ampiamente distribuiti in varie regioni del corpo 

e sono facili da coltivare in vitro. Essi sono identificati per la loro morfologia 

fusiforme, la capacità di aderire alle piastre di coltura e per l'assenza di marcatori 

tipici di altre linee cellulari e allo stesso tempo per l’espressione di tipici marcatori 

mesenchimali quali CD90, CD105, CD73 e vimentina (1, 8). Tuttavia, lo studio 

dei fibroblasti in vivo è limitato dalla mancanza di un marcatore molecolare 

specifico che permetta di identificarli, sebbene la proteina specifica per i fibroblasti 

di tipo 1 (FSP1) sia stata proposta quale marcatore specifico, la desmina, invece, è 
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considerata un marcatore sito-specifico, essendo espressa dai fibroblasti cutanei 

(9).  

I fibroblasti dermici adulti derivati da diverse regioni anatomiche mostrano una 

diversità funzionale, legata principalmente alla loro origine embrionale e alla 

specificità del microambiente nel quale risiedono (1). I fibroblasti viscerali e 

dermici provenienti da diverse regioni del corpo hanno, infatti, una diversa origine 

embrionale: quelli della testa derivano dalla cresta neurale, quelli della cute del 

dorso dal dermatomo e dal miotomo ed infine quelli della cute del ventre dalla 

piastra laterale del mesoderma (10-12). Tali differenze sembrano essere dettate dal 

microambiente nel quale risiedono, da cui deriva una “memoria posizionale” (1), 

tanto che i fibroblasti isolati da diversi siti anatomici possono essere considerati 

come tipi cellulari distinti (5). Al fine di caratterizzare queste variazioni sito-

specifiche alcuni Autori hanno isolato e coltivato i fibroblasti primari da 43 diverse 

regioni anatomiche, come braccio, gamba, mano, piede e organi interni, ed hanno 

analizzato 337 geni (13) (Fig.1) coinvolti nella determinazione dell’identità 

posizionale, del destino cellulare, della migrazione cellulare, della sintesi dei 

componenti della ECM  e del rimodellamento dell'ECM (13). Le differenze 

osservate nell'espressione genica sono state correlate a tre pattern segmentali: 

prossimo-distale, antero-posteriore, dermico-non-dermico (Fig.2). (14). 

L'eterogeneità topografica, quindi, sembra legata al mantenimento dei pattern 

embrionali di espressione genica. Oltre alle differenze tra i fibroblasti isolati da 

diverse regioni del corpo, i fibroblasti all’interno di un singolo tessuto come la cute 

rappresentano una popolazione disomogenea (1) (Fig.3). Infatti, i fibroblasti del 
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derma papillare e del derma reticolare mostrano caratteristiche morfologiche 

diverse quando coltivati in vitro (15, 16). I fibroblasti papillari presentano una 

morfologia fusata mentre quelli reticolari possiedono una morfologia più appiattita 

e molti di essi esprimono marcatori specifici dei miofibroblasti come l’α-actina del 

muscolo liscio (α-SMA) (17). Inoltre, i fibroblasti reticolari esprimono geni 

coinvolti prevalentemente nell'organizzazione del citoscheletro, nella motilità 

cellulare e nello sviluppo neuronale, mentre i fibroblasti papillari esprimono geni 

coinvolti nella via di attivazione del complemento, indicandone un loro 

coinvolgimento nel sistema immunitario cutaneo (17). I fibroblasti papillari, 

inoltre, mostrano una maggiore capacità proliferativa ed una maggiore 

suscettibilità all’invecchiamento, rispetto ai fibroblasti reticolari (15, 18). Infatti, 

con l’aumentare dell’età, i fibroblasti isolati dal derma papillare, ma non quelli del 

derma reticolare, assumono in coltura dimensioni eterogenee, sono affetti da una 

diminuzione dell’indice proliferativo ed esprimono elevati livelli di fattori di 

crescita, tra i quali il fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) (15). 

I fibroblasti sono cellule di origine mesenchimale. Nel corso degli anni molti studi 

hanno messo a confronto i fibroblasti con le cellule staminali mesenchimali 

(MSC). Entrambe le popolazioni possiedono un'elevata capacità proliferativa e 

sono in grado di differenziare in osteoblasti, adipociti e condroblasti in vitro (19). 

Inoltre, i fibroblasti e le MSC presentano proprietà immunomodulatorie simili, 

esprimono marcatori comuni come CD73, CD90, CD105, CD146 ed FSP1, 

aderiscono alla plastica in condizioni di coltura standard e non mostrano differenze 

morfologiche significative all’analisi al microscopio a contrasto di fase (20-29). 
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Inoltre, le due popolazioni cellulari esprimono geni coinvolti nella sintesi 

dell'ECM (FN1, GSPG2 e GPC4), nel pathway di Wnt (WISP1 e VCAM1), e nella 

regolazione mesodermica (ID1, HOXA5, HOXB6, HOHB6, TBX5) (30). 

Comparando i fibroblasti e le MSC alcuni Autori (28) hanno suggerito che 

potrebbero rappresentare lo stesso tipo cellulare (28). Sebbene in alcuni studi 

recenti i fibroblasti e le MSC siano state definite come popolazioni cellulari 

diverse, tali differenze sono paragonabili a quelle esistenti tra le MSC o i 

fibroblasti derivati da diversi tessuti (28). Recentemente i fibroblasti dermici 

umani sono stati geneticamente riprogrammati mediante trasduzione retrovirale di 

quattro fattori di trascrizione (Oct4, Sox2, Klf4 e c-Myc) ad uno stato 

indifferenziato simile a quello delle cellule staminali embrionali (ESC) generando 

le cellule staminali pluripotenti indotte umane (hiPSC) (31). La notevole 

somiglianza delle hiPSC alle  ESC e la loro origine da cellule somatiche adulte, 

rende le hiPSC uno strumento estremamente prezioso per la medicina rigenerativa, 

per lo studio di modelli di malattia, per la creazione e la sperimentazione di farmaci 

(32-34), evitando i problemi etici associati all’impiego delle ESC e il problema del 

rigetto (31).Tuttavia, l'applicazione clinica delle hiPSC è ancora preclusa da 

problemi tecnici correlati, in particolare, sia alla tecnologia di riprogrammazione 

che alla scarsa efficienza della stessa. 

Sebbene la tecnologia di riprogrammazione sia stata significativamente migliorata 

grazie all’utilizzo di metodi non integrativi basati sull'utilizzo di vettori episomali 

(35), mRNA sintetici modificati (36) o sulla somministrazione diretta di proteine 

di riprogrammazione (37), l'efficienza della riprogrammazione delle cellule umane 
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è ancora pari al 2% con metodi non integrativi e solo del 6,2% con metodi 

integrativi (38). Tuttavia, sebbene grazie all’impiego di nuove strategie basate 

sull'attivazione di potenziatori o sull'inibizione  di ostacolatori del processo di 

riprogrammazione si sia ottenuto un aumento dell'efficienza della 

riprogrammazione (39) fino all'80-100% (40) tali metodi hanno chiarito i 

meccanismi che regolano la riprogrammazione delle cellule, ma non consentono 

di superare i limiti dell’impiego clinico delle hiPSC. E' stato inoltre dimostrato che 

l'efficienza della riprogrammazione delle hiPSC varia a seconda del tipo cellulare 

da cui vengono ottenute (41, 42). Il fibroblasto dermico adulto è stato la prima 

cellula umana riprogrammata con successo (31) e, ad oggi, è ancora la cellula 

umana più utilizzata per la riprogrammazione. Nonostante sia stato esaminato il 

potenziale di altre cellule somatiche adulte facilmente ottenibili, quali le cellule 

del sangue periferico (PBC) e le cellule derivate dall’urina (HUC), la bassissima 

efficienza di riprogrammazione e l'altissima variabilità interindividuale (38), 

hanno rafforzato il ruolo dei fibroblasti dermici nella produzione di hiPSC, per la 

facilità di isolamento da singola biopsia cutanea. Tuttavia, come dimostrato da 

numerosi studi condotti indipendentemente da diversi Ricercatori, i fibroblasti 

provenienti da diversi siti anatomici sono diversi e mantengono una memoria 

posizionale (5, 13). Inoltre, la diversità fenotipica e funzionale dei fibroblasti 

cutanei recentemente descritta dovrebbe essere considerata quando si pianifica la 

riprogrammazione dei fibroblasti ad hiPSC. 
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2. IPOTESI E SCOPO DELLO STUDIO 
 

 

I fibroblasti sono una popolazione dinamica e versatile di cellule di origine 

mesenchimale. Essi sono stati le prime cellule a essere riprogrammate ad hiPSC. 

Uno dei principali vantaggi del loro utilizzo nella terapia cellulare è la loro elevata 

disponibilità, in quanto possono essere facilmente isolati dalle biopsie cutanee e 

coltivati in vitro. 

I fibroblasti dermici isolati da diverse regioni anatomiche mostrano differenze per 

quel che riguarda l’origine embrionale ed il programma di espressione genica che 

ne influenza la loro memoria posizionale. Tuttavia, condividono molte 

caratteristiche con le MSC, come provato da diversi studi presenti in letteratura. 

Partendo da tali basi, abbiamo ipotizzato che l'origine anatomica dei fibroblasti 

potesse influenzare la loro riprogrammazione. Da qui l’obiettivo principale dello 

studio è stato quello di caratterizzare e confrontare i fibroblasti dermici isolati da 

diversi siti anatomici al fine di comprenderne l'eterogeneità e, allo stesso tempo, 

di identificare una possibile, anche parziale, sovrapposizione con la popolazione 

delle MSC. In particolare abbiamo valutato la morfologia, l'espressione di 

marcatori specifici, l’indice di proliferazione e di apoptosi, la velocità di 

migrazione, la produzione di fattori di crescita ed il potenziale di differenziamento 

dei fibroblasti dermici adulti isolati da diversi siti anatomici, confrontandoli e 

analizzando eventuali differenze. 
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3.MATERIALI E METODI 
 

3.1 CAMPIONI TISSUTALI  

 

Sono stati utilizzati frammenti cutanei ottenuti da cinque siti anatomici differenti 

(n = 25, 5 colli, 5 mammelle, 5 addomi, 5 cosce) di pazienti (n = 25, donne, età 

media 41,04 +/- 7,624) sottoposte a interventi di chirurgia plastica.  

3.2 COLTURA CELLULARE 

 

I campioni sono stati sminuzzati e i frammenti sono stati posti sotto vetrini 

coprioggetto sterili in piastre di coltura da 35 mm, coltivati in DMEM (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) con FBS al 10% (Sigma-Aldrich) e Penicillina-

Streptomicina allo 0,5% (Sigma-Aldrich) e posti successivamente in un incubatore 

a 37°C con una percentuale di CO2 del 5%. Le piastre sono state osservate 

quotidianamente ad un microscopio a contrasto di fase (Olympus, Tokyo, 

Giappone) e il mezzo di coltura è stato sostituito ogni 3 giorni. La fuoriuscita delle 

cellule dai frammenti è stata documentata mediante l’acquisizione di immagini ad 

un computer collegato al microscopio. I fibroblasti confluenti, isolati da tutte le 

regioni anatomiche, sono stati sincronizzati ponendoli in siero allo 0,1% per 48 ore 

prima di essere tripsinizzati e piastrati in presenza di siero al 10%, come descritto 

in precedenza (43). Al fine di evitare qualsiasi effetto dovuto all'ambiente nativo, 

tutti i fibroblasti primari sono stati tenuti in coltura in vitro nelle stesse condizioni 

per cinque passaggi (13). I fibroblasti al passaggio 5 sono stati coltivati per 
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un'ulteriore settimana al fine di valutare le loro caratteristiche e il loro 

comportamento in vitro. Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato. 

3.3 MIGRAZIONE CELLULARE 

 

Al fine di creare un monostrato confluente sono state piastrate 1,6 x 105 cellule per 

piastra da 35 mm. Le piastre sono state tenute in coltura per circa 48 ore a 37°C, 

in modo da consentire alle cellule di aderire e distribuirsi. Il monostrato cellulare 

è stato interrotto mediante un puntale di pipetta sterile. Dopo un lavaggio per 

rimuovere i detriti cellulari, il mezzo è stato sostituito. Successivamente le piastre 

sono state osservate al microscopio a contrasto di fase (Nikon, Tokyo, Giappone) 

provvisto di incubatore (Okolab, Pozzuoli, Italia). La migrazione dei fibroblasti da 

entrambi i bordi è stata documentata acquisendo un'immagine ogni dieci minuti 

per 12 ore mediante fotocamera digitale collegata al microscopio (Nikon). I dati 

sono stati analizzati con software NIS Elements (Nikon) ed espressi come velocità 

media di migrazione ± SE. 

3.4 IMMUNOCITOCHIMICA E INDICE DI PROLIFERAZIONE 
 

Le cellule sono state piastrate, coltivate per 4 giorni in DMEM con FBS al 10%, 

quindi fissate in paraformaldeide al 4% e sottoposte a colorazione 

immunocitochimica. Dopo brevi lavaggi in PBS, le cellule sono state bloccate con 

siero di asino al 10% (Sigma-Aldrich), quindi incubate per 1 ora a 37°C con 

anticorpi primari diretti contro vimentina, caderina, actina del muscolo liscio, 

Fattore VIII (Sigma-Aldrich), CD90, CD105 (Abcam, Cambridge, UK) e Ki67 
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(Leica Biosystems, Wetzlar, Germania). Dopo lavaggi in PBS, le cellule sono state 

incubate con gli anticorpi secondari corrispondenti (Jackson ImmunoResearch, 

Newmarket, UK) coniugati con fluoresceina o con rodamina. In seguito ad un 

ulteriore lavaggio in PBS, le cellule sono state incubate per 10 minuti a temperatura 

ambiente con il colorante nucleare DAPI ed infine montate con vetrini 

coprioggetto in Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). 

L’analisi microscopica è stata effettuata mediante microscopio a fluorescenza 

(Nikon). Per quanto riguarda la colorazione per ki67, tre osservatori indipendenti 

hanno contato tutte le cellule e la frazione di cellule positive per ki67. E` stata fatta 

la media dei risultati e l'indice di proliferazione è stato calcolato ed espresso come 

percentuale media delle cellule in ciclo ± SE. 

3.5 INDICE APOPTOTICO 
 

Per determinare l'indice apoptotico, i fibroblasti isolati dalle diverse regioni 

anatomiche sono stati piastrati, coltivati per 3 giorni e successivamente fissati in 

paraformaldeide all'1%. Le cellule apoptotiche sono state rilevate mediante il 

saggio TUNEL indiretto utilizzando il kit ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis 

Detection Kit (Merck Millipore, Darmstadt, Germania), seguendo il protocollo 

fornito dalla ditta produttrice. Successivamente, tre osservatori indipendenti hanno 

contato tutte le cellule e la frazione di cellule apoptotiche mediante un microscopio 

a fluorescenza (Nikon). L'indice apoptotico è stato calcolato ed espresso come 

percentuale media delle cellule apoptotiche ± SE. 
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3.6 ANALISI DELL’ESPRESSIONE GENICA 
 

L'RNA è stato estratto mediante Isol-RNA Lysis Reagent (5Prime, Amburgo, 

Germania), sciolto in acqua priva di RNasi da fibroblasti coltivati per 7 giorni. La 

concentrazione finale di RNA è stata determinata mediante spettrofotometro 

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). L'RNA di ciascun 

campione è stato retrotrascritto in cDNA mediante QuantiTect Reverse 

Trascription Kit (Qiagen, Hilden, Germania) e l'espressione genica è stata 

quantificata mediante real-time PCR utilizzando la PrecisionPLUS qPCR Master 

Mix (Primer Design, Southampton, UK). I primer utilizzati per i geni tipici delle 

cellule mesenchimali sono riportati nella tabella 1 (Tab.1). Tutti i campioni sono 

stati testati in triplicato con il gene costitutivo (GAPDH) per correggere variazioni 

nella qualità e quantità di RNA. La quantificazione comparativa dell'espressione 

dei geni di interesse è stata eseguita in base al ciclo soglia (Ct) utilizzando il 

metodo del ΔΔCt. I valori ottenuti sono stati mediati ed espressi come medie ± SE. 

3.7 ARRAY PER FATTORI DI CRESCITA 

 

I fibroblasti dermici provenienti dalle cinque regioni anatomiche (collo, 

mammella, braccio, addome e coscia) sono stati piastrati e coltivati in DMEM con 

10% di FBS. Una volta raggiunta la confluenza, le cellule sono state trattate per i 

tre giorni successivi con terreno FibroGRO privo di siero (Millipore, Burlington, 

MA, USA). Il mezzo di coltura è stato, quindi, raccolto dai fibroblasti di tutte le 

regioni dermiche ed analizzato mediante l’Human Growth Factor Array C1 

(Raybiotech, Norcross, GA, USA) per rilevare contemporaneamente 41 fattori di 
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crescita o loro recettori.  Dopo il saggio, le membrane sono state esposte ad una 

lastra autoradiografica al fine di visualizzare il segnale degli spot. Il confronto 

numerico delle densità del segnale dei fattori di crescita è stato eseguito come 

descritto in precedenza (44). Le densità del segnale degli spot delle immagini 

scansionate degli array sono state calcolate utilizzando il software di densitometria 

ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/download.html). Il background è stato poi 

sottratto dai dati della densitometria e i valori ottenuti sono stati normalizzati 

utilizzando i segnali dei controlli positivi. I dati sono stati espressi come medie ± 

SE. 

3.8 POTENZIALE DI DIFFERENZIAMENTO 
 

I fibroblasti sono stati coltivati con mezzi di coltura in grado di indurre il 

differenziamento adipogenico, condrogenico o osteogenico come 

precedentemente descritto (45). Le piastre sono state controllate ogni giorno 

mediante un microscopio a contrasto di fase (Olympus) e i cambiamenti 

morfologici verificatisi sono stati documentati. Il mezzo di coltura è stato sostituito 

ogni 3 giorni ed i fibroblasti sono stati tenuti in coltura per 21 giorni. 

Successivamente le cellule sono state lavate in PBS e fissate per 20 minuti in 

paraformaldeide al 4%. Il differenziamento è stato confermato mediante opportune 

colorazioni istologiche attraverso l'utilizzo di kit specifici (Bio-optica, Milano, 

Italia). Il differenziamento adipogenico è stato valutato utilizzando la colorazione 

Oil red O come indicatore di accumulo lipidico intracellulare, il differenziamento 

condrogenico usando la colorazione Alcian blu come indicatore di una matrice 
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extracellulare ricca di glicosamminoglicani, mentre il differenziamento 

osteogenico attraverso la colorazione von Kossa, quale indicatore di una matrice 

extracellulare calcificata. 

3.9 ANALISI STATISTICA 
 

I dati sono stati analizzati mediante il programma GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA), utilizzando il test di analisi della varianza 

(ANOVA) e il test di Tukey. Un valore di p ≤ 0,05 è stato utilizzato per identificare 

le differenze statisticamente significative. 
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4. RISULTATI 
 

 

4.1 MORFOLOGIA DEI FIBROBLASTI IN VITRO 

 

La fuoriuscita dei fibroblasti dai frammenti cutanei è avvenuta dopo 6-7 giorni di 

coltura (Fig. 4 A). Le cellule hanno aderito alle piastre, dove si sono distribuite ed 

hanno raggiunto la confluenza in un tempo compreso tra 14 e 21 giorni (Fig. 4 B). 

Sebbene la maggior parte delle cellule avesse una morfologia fusiforme, in tutte le 

piastre di coltura sono stati osservati fibroblasti dalla forma stellata (Fig. 4 A). 

4.2 INDICE PROLIFERATIVO E APOPTOTICO E CAPACITÀ DI 

MIGRAZIONE 
 

L'indice di proliferazione è risultato significativamente più basso (p ≤ 0,05) nei 

fibroblasti isolati dalla cute di addome e dalla coscia, rispetto ai fibroblasti isolati 

dalle altre regioni, essendo pari a 0,347 ± 0,094% nei fibroblasti derivati 

dall'addome e raggiungendo i valori più elevati 2,664 ± 0,303% nei fibroblasti 

isolati dalla cute del collo (Fig. 5 A-B). Allo stesso modo, l’indice apoptotico è 

risultato variabile tra le diverse popolazioni di fibroblasti. In particolare, l'apoptosi 

spontanea dei fibroblasti dermici della mammella e dell’addome è risultata 

significativamente più alta (3.792 ± 0.234% e 2.089 ± 0.188%) rispetto ai 

fibroblasti dermici del collo, del braccio e della coscia (rispettivamente 0.564 ± 

0,090%, 1,059 ± 0,131% e 0,600 ± 0,148%) (Fig. 5 C-D). Inoltre, la velocità di 

migrazione dei fibroblasti dermici del braccio e della coscia è risultata più elevata 

(rispettivamente 14.209 ± 3.769 μm/h e 10.499 ± 2.973 μm/h) rispetto a quella dei 
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fibroblasti delle altre regioni, la cui velocità di migrazione è risultata equiparabile, 

variando tra 5.237 ± 1.749 μm/h per i fibroblasti dermici di addome e 7,179 ± 

2,4449 μm/h per i fibroblasti dermici del collo (Fig. 5 E-G). 

4.3 ESPRESSIONE DI MARCATORI MESENCHIMALI ED 

EPITELIALI 

 

Tutti i fibroblasti in coltura sono risultati negativi per marcatori epiteliali ed 

endoteliali come l’E-caderina e il Fattore VIII (Fig. 6), mentre è emersa una 

variabilità riguardo l’espressione di marcatori mesenchimali correlata al sito di 

origine anatomica. In particolare, per quanto riguarda l'espressione della vimentina 

e di CD105 i fibroblasti in coltura hanno mostrato immunopositività per la 

vimentina o per CD105 (Fig. 6) variabile a seconda del sito anatomico. I fibroblasti 

isolati dal collo e dalla mammella esprimono prevalentemente la vimentina (Fig. 

6 A e D), mentre i fibroblasti dermici dell'addome e della coscia esprimono in 

maggior misura CD105 (Fig. 6 J ed M). Per quanto riguarda l’analisi 

dell’espressione di CD90, invece, non è emersa alcuna differenza significativa tra 

i fibroblasti isolati dalle diverse regioni anatomiche (Fig. 6). Inoltre, l'analisi 

dell'espressione genica mediante qRT-PCR ha confermato la presenza di trascritti 

di geni tipici delle cellule mesenchimali. Nello specifico, l’espressione di CD90, 

ECM2, FN1 e WISP1 è risultata paragonabile per i fibroblasti dermici isolati da 

diversi siti anatomici. Differenze statisticamente significative (p ≤ 0,05) sono state 

osservate, invece, nell'espressione di CD105 e CD146. In particolare, è stata 

osservata una maggiore espressione di CD105 nei fibroblasti della mammella, del 
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braccio e dell’addome, mentre un'espressione significativamente più elevata di 

CD146 è stata riscontrata nei fibroblasti del braccio e dell’addome (Fig. 7). 

4.4 DIFFERENZIAMENTO VERSO LA LINEA MESODERMICA E 

RILASCIO DI FATTORI DI CRESCITA 

 

Per testare la capacità di differenziamento, i fibroblasti dermici umani sono stati 

coltivati in presenza di siero di cavallo o fattore trasformante di tipo β (TGF-β) o 

desametasone, acido ascorbico e β-glicerofosfato. Nonostante i fibroblasti isolati 

da tutte le diverse regioni anatomiche fossero in grado di differenziare in 

condrociti, osteoblasti e adipociti (Fig. 8), i fibroblasti di addome hanno mostrato 

un evidente cambiamento fenotipico già al sesto giorno di coltura, mentre i 

fibroblasti di tutte le altre regioni hanno richiesto un tempo variabile tra i 10 e i 15 

giorni. La presenza di specifici fattori di crescita in grado di influenzare la 

riprogrammazione è stata rilevata attraverso l’array proteico eseguito sul terreno 

di coltura ottenuto dai fibroblasti isolati da diversi siti anatomici. Sono state 

osservate differenze statisticamente significative (p ≤ 0,05) tra i fibroblasti per 

quanto riguarda il rilascio del fattore di crescita dell’epidermide (EGF), degli 

epatociti (HGF), derivato dalle piastrine (PDGF), del TGF-β e del VEGF (Fig. 9). 

In particolare, i fibroblasti dermici di addome hanno rilasciato maggiori quantità 

di HGF, PDGF e VEGF, e quantità significativamente più basse di EGF e TGF-β. 
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5. DISSCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 

Il fibroblasto è stata la prima cellula somatica adulta ad essere riprogrammata con 

successo, e al momento è ancora la cellula più utilizzata per la riprogrammazione. 

Tuttavia, mentre è stato dimostrato che l'origine cellulare e le caratteristiche della 

cellula influenzano la riprogrammazione (42) e che i fibroblasti non sono una 

popolazione omogenea (46), non erano state ancora valutate le caratteristiche dei 

fibroblasti in vitro, né era stato scelto accuratamente il sito di origine dei fibroblasti 

prima di effettuare una riprogrammazione. Il nostro studio ha lo scopo di 

confrontare e analizzare le caratteristiche dei fibroblasti dermici umani in grado di 

influenzare l'efficienza della riprogrammazione, al fine di sottolineare quanto sia 

importante selezionare accuratamente la popolazione ideale di fibroblasti per 

migliorare l'efficienza della riprogrammazione stessa. 

I fibroblasti dermici derivati da cinque siti anatomici diversi (collo, mammella, 

braccio, addome e coscia) sono stati isolati e coltivati in vitro nelle stesse 

condizioni. Tutti i fibroblasti hanno aderito alla piastra di coltura e non hanno 

espresso marcatori specifici di altre linee cellulari. La loro morfologia in vitro è 

apparsa variabile, in accordo con studi presenti in letteratura (46), da una forma 

allungata e fusata ad una stellata (Fig. 4). Tuttavia, molte altre caratteristiche quali 

l'espressione di marcatori mesenchimali, la velocità di migrazione, l'indice di 

proliferazione, la rapidità ad acquisire un fenotipo diverso e il rilascio di fattori di 

crescita sono risultate variabili tra i fibroblasti dermici da diversi siti anatomici. 

Per quanto riguarda i marcatori mesenchimali, i fibroblasti in coltura hanno 
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mostrato una prevalente espressione di vimentina o CD105 (Fig. 6 e Fig. 7). Questa 

caratteristica è risultata in accordo con la diversa capacità di migrazione dei 

fibroblasti, poiché la vimentina è un filamento intermedio mesenchimale 

essenziale per assicurare la migrazione cellulare (1, 47). Infatti, la velocità di 

migrazione dei fibroblasti del braccio, prevalentemente positivi per vimentina, è 

risultata considerevolmente più alta rispetto a quelli isolati dalle altre regioni 

anatomiche (Fig. 5). Inoltre, i fibroblasti isolati dalla cute del braccio, del collo e 

della mammella, prevalentemente vimentina-positivi, hanno mostrato un indice 

proliferativo significativamente più alto rispetto a quelli isolati dalla cute di 

addome e coscia, prevalentemente CD105-positivi (Fig. 5). Tale evidenza è in 

linea con studi precedenti che correlano una ridotta espressione di vimentina ad un 

basso indice proliferativo (43). Inoltre, recenti studi hanno dimostrato che un basso 

indice di proliferazione aumenta l'efficienza della riprogrammazione (48-50). Di 

conseguenza, la differenza nell’indice di proliferazione dei fibroblasti isolati da 

diversi siti anatomici potrebbe suggerire indirettamente una diversa risposta alla 

riprogrammazione. Nonostante tutti i fibroblasti esprimessero geni tipici delle 

cellule mesenchimali (8, 24), è stata osservata un'eterogeneità nell'espressione di 

CD105 e CD146 e in particolare i fibroblasti dermici di addome hanno mostrato 

un'espressione più alta di entrambi i marcatori. I nostri dati sono in disaccordo con 

studi precedenti, i quali proponevano di utilizzare CD146 come marcatore delle 

MSC, in quanto non espresso dai fibroblasti (24, 51). Tuttavia, mentre è dimostrata 

un’eterogeneità anche delle MSC, queste non possono comunque essere 

inequivocabilmente distinte  dai fibroblasti (28). Infatti, le MSC, oltre a 
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condividere con i fibroblasti caratteristiche morfologiche e l'espressione di 

marcatori di superficie, mostrano una notevole variabilità tra i tessuti di origine e 

tra i donatori (52-54) e le MSC isolate dal tessuto adiposo sono state descritte come 

una popolazione di cellule negative per CD146 (55, 56). Pertanto, l'espressione di 

CD90, CD105 e CD146 da parte dei fibroblasti isolati dalla cute di addome solleva 

la questione spinosa, e ancora non risolta, per cui i fibroblasti e le MSC potrebbero 

rappresentare la stessa popolazione (57, 58). Sulla base delle nostre osservazioni e 

quelle di altri Autori (8, 24, 56), è possibile considerare che i fibroblasti 

rappresentino uno stadio differenziativo delle MSC e dedurre che la popolazione 

cellulare di fibroblasti comprenda un numero variabile di MSC, la cui proporzione 

è correlata al sito di origine anatomica. Ciò potrebbe comportare una diversa 

risposta da parte dei fibroblasti dermici isolati da diversi siti anatomici alla 

tecnologia di riprogrammazione. Tale ipotesi è pienamente supportata dalla 

capacità dei fibroblasti di differenziare in condrociti, osteoblasti e adipociti (30, 

56, 59, 60) e dall'evidenza che i fibroblasti isolati dalle diverse regioni differiscano 

in tale capacità, confermando che il sito di origine è responsabile della diversità 

funzionale dei fibroblasti. La presenza di specifici fattori di crescita in grado di 

influenzare la riprogrammazione (61-64) ha fornito ulteriori indizi sulla diversità 

dei fibroblasti e sulla loro diversa capacità di rispondere alla tecnologia di 

riprogrammazione. In particolare l'EGF, che stimola la proliferazione dei 

fibroblasti (65) e di conseguenza potrebbe ridurre l'efficienza di riprogrammazione 

(48), è risultato significativamente ridotto nei fibroblasti dermici di addome che 

presentano un basso indice proliferativo e significativamente più elevato nei 
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fibroblasti dermici del braccio con un indice proliferativo più elevato. Al contrario, 

il rilascio di fattori di crescita noti per la loro capacità di promuovere la 

riprogrammazione cellulare, come GM-CSF (66), HGF (67), PDGF (68, 69) e 

VEGF (63) è risultato significativamente più alto nei fibroblasti dermici di addome 

(Fig. 9). Inoltre, poiché la riprogrammazione dei fibroblasti ad iPSC richiede una 

transizione mesenchimale-epiteliale (MET) (70), i fattori coinvolti nell'attivazione 

della MET o l'inibizione del processo opposto, ossia la EMT, hanno un potenziale 

ruolo critico nella riprogrammazione. Il rilascio di TGF-β, noto induttore di EMT 

modulabile per aumentare l'efficienza della riprogrammagione (64), da parte dei 

fibroblasti dermici di addome è risultato significativamente più basso.   

In conclusione, i fibroblasti dermici umani derivati da diversi siti anatomici hanno 

caratteristiche diverse, tra cui l'espressione di marcatori mesenchimali, l’indice di 

proliferazione, la capacità di differenziare nelle linee cellulari mesenchimali, la 

produzione ed il rilascio di fattori di crescita. Poiché tutte queste caratteristiche 

possono influire notevolmente sull'efficienza della riprogrammazione, l'origine 

topografica dei fibroblasti potrebbe influenzare l'induzione e l'efficienza della 

riprogrammazione. Inoltre i fibroblasti isolati dalla cute di addome potrebbero 

rappresentare i candidati ideali per la riprogrammazione anche in virtù di una loro 

maggiore sovrapponibilità alla popolazione di MSC (57, 58). 
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6. ICONOGRAFIA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rinn JL et al. Anatomic demarcation by positional variation in fibroblast gene expression 

programs. PLoS Genet. 2006;2(7):e119. 

 

Fig. 1: Immagine rappresentativa della diversità dell’espressione genica dei fibroblasti 

umani. A: 47 popolazioni di fibroblasti sono state isolate da 43 regioni anatomiche: 

braccio (cerchi blu), gamba (cerchi turchesi), tronco (cerchi rosa), prepuzio (cerchi gialli) 

e organi interni (cerchi rossi). B: Diversità nel programma di espressione genica nelle 47 

popolazioni di fibroblasti analizzate. Ogni colore rappresenta un gene ed ogni colonna 

una popolazione di fibroblasto. C: Similarità nel profilo globale di espressione genica di 

47 popolazioni di fibroblasti, 35 delle quali sono state clusterizzate e rappresentano 

principalmente cellule della stessa origine anatomica (braccio, gamba, tronco, prepuzio e 

regioni non dermiche). 
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Rinn JL et al. Anatomic demarcation by positional variation in fibroblast gene expression 

programs. PLoS Genet. 2006;2(7):e119. 

 

Fig. 2: Immagine rappresentativa della variazione dell’espressione genica nei fibroblasti 

in base a tre divisioni anatomiche. A: Modello posizionale in cui ogni campione, da cui 

sono stati ottenuti i fibroblasti, appartiene ad un segmento. L’analisi dei 47 campioni di 

fibroblasti ha permesso di classificarli in Anteriori (blu), Posteriori (verde) Prossimali 

(giallo), Distali (rosa), e non dermici (non mostrati). B: Mappa dei 337 geni presi in 

esame C: Cluster dei 47 campioni di fibroblasti organizzato in base all’espressione dei 

337 geni analizzati in relazione alla stessa regione anatomica. 
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Driskell RR, Watt FM. Understanding fibroblast heterogeneity in the skin. Trends in cell 

biology. 2015;25(2):92-9. 

 

Fig. 3: Immagine rappresentativa delle differenze nella morfologia, densità cellulare e 

composizione della matrice extracellulare tra i fibroblasti del derma reticolare e 

papillare.  
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Gene symbol 

 

Forward sequence 

 

Reverse sequence 

 

  

Amplicon 

length 

(nt) 

GAPDH 5’-CTCTCTGCTCCTCCTGTTCG-3’ 

5’-ACGACCAAATCCGTTGACTC-3’ 

114 

CD90 
5’-CTAGTGGACCAGAGCCTTCG-3’ 

5’-GCCCTCACACTTGACCAGTT-3’ 

96 

CD105 
5’-CCTCTACCTCAGCCCACACT-3’ 

5’-CTGTCTAACTGGAGCAGGAACTC-3’ 

92 

CD146 5’-AGCCAAACATCCAGGTCAAC-3’ 

5’-TACCCGTTCCTCCCTACACA-3’ 

88 

ECM2 5’-ATCCTTTTCAAGTTTTCCTGGAG-3 

5’-TGCCCTTTACCAAACAGTGTC-3’ 

80 

FN1 
5’-ACCGAGGTGACTGAGACCAC-3’ 

5’-GACACAACGATGCTTCCTGA-3’ 

137 

WISP1 
5’-TGGCAGCAGTGACAGCA-3’ 

5’-GGAGCTGGGGTAAAGTCCAT-3’ 

88 

 

 

   Tabella 1: Sequenze dei primer utilizzati nelle reazioni di RT-PCR 
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Fig. 4: Immagini a contrasto di fase dei fibroblasti in vitro.  A: Outgrowth da un 

frammento cutaneo (asterisco giallo) dei fibroblasti in colura dalla forma fusata (asterisco 

bianco) e stellata (freccia bianca) dopo un intervallo di tempo compreso tra i 6 ed i 7 

giorni. B: I fibroblasti in coltura raggiungono la confluenza in un intervallo di tempo 

compreso tra i 14 ed i 21 giorni. 
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Fig. 5: Quantificazione dell’indice di proliferazione (A), del tasso apoptotico (B) e della 

velocità di migrazione (E) dei fibroblasti isolati da diversi siti anatomici. B: immagine 

rappresentativa delle cellule positive per ki-67, nella coltura di fibroblasti (freccia 

bianca); D: immagine rappresentativa di una cellula apoptotica nella coltura di fibroblasti 

(freccia bianca); F e G: immagini rappresentative dello scratch wound assay dei 

fibroblasti in coltura al tempo 0 e dopo 12 ore. 

 

 

 

 

 

B 



29 
 

   Vimentin CD105 Nuclei                    CD90 Nuclei                                           Factor VIII E-Cadherin Nuclei 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6: Immagini rappresentative dell’analisi immunocitochimica dell’espressione in 

vitro di marcatori mesenchimali (A-B, D-E, G-H, J-K e M-N) ed epiteliali (C, F, I, L ed 

O) da parte di fibroblasti dermici del collo (A-C), della mammella (D-F), del braccio 

(G-I), dell’addome (J-L) e della coscia (M-O). 
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Fig. 10 Real-time PCR analysis of genes characteristic of mesenchymal stem  

 

 

 

 

 

 
Fig. 7: Analisi mediante RT-PCR dell’espressione di geni caratteristici delle cellule 

mesenchimali. 

 

 
 

 

 

 
 

 
 

 

 



31 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8: Immagini a contrasto di fase rappresentative del cambiamento fenotipico dei 

fibroblasti dopo l’induzione al differenziamento adipogenico (A), condrogenico (C) ed 

osteogenico (E). Immagini rappresentative delle colorazioni Oil red O (B), Alcian Blue 

(D) e Von Kossa (F) che hanno confermato l’avvenuto differenziamento. 
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Fig. 9: Immagine rappresentativa della produzione ed il rilascio in vitro di fattori di 

crescita da parte dei fibroblasti dermici isolati da diverse regioni anatomiche. A: rilascio 

dei fattori di crescita da parte dei fibroblasti isolati da diversi siti anatomici. B: 

quantificazione dei fattori di crescita selezionati. In basso a destra è possibile visualizzare 

l’array proteico di riferimento ed uno schema dei siti anatomici da cui sono stati derivati 

i fibroblasti, come riferimento. 
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