Cellule staminali

Ogni giorno il corpo umano sostituisce milioni di cellule specializzate che muoiono per vecchiaia,
per malattia o0 non svolgono adeguatamente la loro funzione.

Le cellule specializzate che muoiono sono sostituite da cellule specializzate simili che originano da
cellule staminali adulte non ancora differenziate e che si differenziano all’occorrenza (stimolo
ambientale) nel tipo di cellula da sostituire.

Questo capitolo non intende essere una fonte approfondita per conoscere le cellule staminali, bensi
una guida per costruire le basi di questa nuova frontiera della conoscenza umana: la capacita di due
gameti di orginare un intero universo di oltre 200 diversi tipi di tessuto presenti nel corpo umano ci
spinge a chiederci quali possano essere le possibilita terapeutiche che I’uomo mettera a frutto,
apprendendo i meccanismi di totipotenza che sono alla base di queste cellule.

Cenni storici

La parola cellula staminale venne usata per la prima volta dall’istologo Alexander Maksimov nel
1909 in un congresso di ematologia a Berlino (1), postulando I’esistenza di cellule staminali
emopoietiche. Come spesso accade, bisogna pero aspettare molti decenni per vedere pubblicati i
primi studi su queste cellule.

Le prime ricerche cominciarono dopo la Il guerra mondiale, osservando gli effetti che I’irradiazione
aveva provocato sui residenti di Hiroshima e Nagasaki. Quella parte di cittadini che non era
deceduta immediatamente per I’esposizione all’irradiazione, moriva lentamente per I’insorgenza di
infezioni e disturbi coagulativi provocati dall’insufficienza midollare.

Nel 1956 il primo trapianto di midollo osseo nel topo irradiato dimosto che nel midollo sono
contenute cellule staminali (2).

Nel 1960 Joseph Altman e Gopal Das (3) presentano prove di neurogenesi adulta e di attivita da
parte di cellule staminali nel cervello: quanto affermano contraddice il dogma di Cajal che
escludeva la possibilita di formazione di nuovi neuroni.

Nel 1961 McCulloch e Till dimostarono I’esistenza di cellule self-renewing nel midollo osseo di
topi (4, 5, 6) e I’anno dopo Kleinsmith (7) dimostro I’esistenza di cellule staminali nel carcinoma
embrionale o nel teratocarcinoma, capaci di rimanere indifferenziate in coltura e di specializzarsi, in
presenza di terreni particolari, in cellule di molti tessuti. Questi lavori indicarono i paradigmi
concettuali che ancora oggi la comunita scientifica impiega per progettare ricerche ed applicazioni
cliniche.

Solo quattro anni dopo venne eseguito con successo il primo trapianto di sangue ottenuto dal
midollo osseo (contenente cellule staminali emopoietiche) per curare una SCID (immunodeficienza
combinata grave) (8).

Si deve quindi alla grande tradizione degli studi ematologici (9) I’aver indicato la strada che ha
portato all’attuale enorme interesse per un possibile impiego terapeutico delle cellule staminali nella
cura di un vasto spettro di patologie sulla base delle straordinarie potenzialita differenziative delle
cellule staminali (10) isolate da adulto, da cordone ombelicale, da feto, da gonadi fetali (cellule
embrionali germinali, EGSCs) e dall’embrione preimpianto (cellule staminali embrionali, ESCs).
Le cellule staminali somatiche (non embrionali) gia assicurano alcune importanti applicazioni per il
trattamento di leucemie e dei grandi ustionati.

Per la medicina rigenerativa del futuro sara determinante lo sviluppo di strategie tese II’ottenimento
di grandi quantita di cellule staminali da impiegarsi nella pratica clinica. Difficolta di tipo tecnico
(per il prelievo e per I’espansione in coltura) per le staminali somatiche e di tipo tecnico ed etico per



le ESCs e le EGSCs costituiscono pero dei limiti ad un piu vasto impiego terapeutico delle cellule
staminali.
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Concetti di base delle cellule staminali

Le cellule staminali si definiscono come precursori cellulari immaturi dotati della capacita di auto-
rinnovamento (self-renewal) e della grande potenzialita di differenziazione multilineare.

La cellula staminale e una cellula non differenziata, capace di replicarsi indefinitamente.
Attraverso una divisione cellulare asimmetrica definita “mitosi bivalente”, la cellula staminale da
origine a due cellule figlie, di cui una identica a se stessa, scarsamente proliferante, ed in grado di
mantenere invariato il pool di cellule staminali di quel tessuto, I’altra & capostipite di una
popolazione di cellule che a loro volta danno luogo a cellule mature differenziate e sempre piu
specializzate ovvero ai tessuti distinti (1).

La cellule staminali assicurano in questo modo la formazione e il rinnovamento tissutale tramite la
sostituzione delle cellule che terminano il loro ciclo vitale o che vengono lesionate, danneggiate e
che vanno incontro a morte.

Nell’adulto la capacita proliferativa delle cellule indifferenziate e diversa nei tessuti che, per tale
motivo, presentano differente capacita di rinnovamento e nell’istologia classica vengono distinti in
tessuti labili, stabili e perenni.

Molte ricerche a partire dagli anni *90 hanno rilevato caratteristiche prima inaspettate, come la
capacita di alcune cellule staminali adulte di trasformarsi in cellule di tessuti diversi da quelle a cui
appartengono (transdifferenziazione).

In sintesi, la cellula staminale é caratterizzata da:

-capacita di auto-rinnovamento
-vitalita a lungo termine
-potenzialita di differenziamento multilineare.
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Tipi di cellule staminali.

In base alla capacita di generare qualsiasi tipo di tessuto, oppure alcuni o uno soltanto, le cellule
staminali si dicono rispettivamente toti o pluripotenti e unipotenti.
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Fig. 00: Schema differenziativo della cellula staminale, dallo stadio di otipotenza fino alla differenziazione
fenotipica finale.

Cellule Staminali Totipotenti: cellule staminali in grado di differenziare in ogni tessuto embrionale
ed extraembrionale. Queste cellule derivano da embrioni allo stadio di 4-8 cellule, dopo 1-3 giorni
dalla fecondazione;

Cellule Staminali Pluripotenti: cellule embrionali allo stadio di blastocisti, dopo 4-14 giorni dalla
fecondazione. Queste cellule sono capaci di differenziare in tessuti di origine embrionale
organizzati nei tre diversi foglietti germinali (ectoderma, mesoderma ed endoderma);

Cellule Staminali Germinali: sono cellule staminali pluripotenti (cellule riproduttive progenitrici).
Nell’embrione post-impianto e poi nel feto sono ancora molte le cellule staminali presenti, anche se
difficile & il loro isolamento.

Queste cellule rappresentano lo stadio di differenziamento che precede la formazione delle gonadi e
compaiono nell’embrione di topo e umano, alla 1° e 3° settimana di sviluppo, rispettivamente. Se
isolate, queste cellule sono in grado, come le cellule staminali embrionali, di replicarsi
illimitatamente in vitro mantenendo capacita differenziative pluripotenti.

Cellule Staminali Multipotenti: sono cellule che hanno la capacita di moltiplicarsi e di mantenersi in
coltura, ma non quella di rinnovarsi in modo illimitato. Differenziano in tessuti diversi ma
appartenenti allo stesso foglietto embrionale. Appartengono a tale categoria le cellule staminali
adulte. Cellule Staminali Unipotenti: presenti nei tessuti adulti, potenzialmente piu limitate nonché
organo-specifiche, sono in grado di auto-rinnovarsi e di differenziare nel tipo cellulare del tessuto di
appartenenza, assicurandone la riparazione ed il mantenimento.

In base allo stadio evolutivo si distinguono in cellule staminali embrionali, fetali, da cordone
ombelicale e adulte. Da alcuni anni possiamo anche parlare di cellule staminali cosiddette
riprogrammmate.
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In base alla provenienza, e del successivo utilizzo, le cellule staminali si definiscono autologhe ed
eterologhe. Una cellula staminale autologa é una cellula prelevata da un animale (quale I’uomo) e
successivamente impiantata sullo stesso come in un auto-trapianto. Le cellule eterologhe, a
differenza, sono rappresentate dalle cellule prelevate da un animale e impiantate su un altro.

Premesse embriogenetiche

Da zigote a blastocisti

Lo zigote una volta formatosi va incontro ad una serie di divisioni mitotiche e segmentazioni che portano il numero
delle sue cellule da due (mediamente 35 ore dopo la fecondazione) sino ad otto, con intervalli di circa 10 ore tra una
divisione mitotica e la successiva. Queste cellule, dette blastomeri, sono scarsamente adese fra di loro, formano quindi
una massa poco , e sono piu piccole ad ogni segmentazione successiva. A partire dalla terza divisione mitotica, i
blastomeri, ancora contenuti all'interno della zona pellucida, iniziano a sviluppare strutture di adesione simili alle
giunzioni serrate, aumentando quindi il contatto reciproco e formando una massa cellulare pit compatta. Tale processo
& denominato compattazione. Fino a questo stadio i blastomeri possono essere considerati cellule staminali totipotenti,
dato che sono teoricamente in grado di dare origine a tutti i tipi di cellule presenti nell'organismo adulto e alle cellule

della placenta.

Uterus
DAY 3-4

A-cell . N ——
e B-call P ——
shage g)'icarhpuﬂed DAY 4 —
—= - morula Scell
— “ compacted
g maoria

DAY 5 Trophectodanm

., :Teﬁilized =Tl
Q. " lzygota)

Blastocoal

Innar
call mass

pellucida

Latelstage | e
blas ; 8
(hatching)

Implantation
of tha

blastocyst
blastocisti

Fig. 1: Evoluzione cellulare nei primi giorni dopo la fecondazione.
Al terzo giorno dalla fecondazione, lo stadio embrionale ad otto cellule va incontro ad un'ulteriore divisione mitotica

che lo porta a formare una massa cellulare a 16 cellule, detta morula. Le sue cellule pit interne sono denominate massa
cellulare interna e possiedono giunzioni intercellulari piu compatte, saranno destinate a specializzarsi nei tessuti
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dell'embrione, mentre la massa cellulare esterna che le circonda possiede giunzioni pit deboli e andra a costituire prima

il trofoblasto e poi la placenta.

Il quarto giorno la morula entra nella cavita uterina tra il corno dell'utero e il fondo dell'utero, del liquido penetra

attraverso la zona pellucida e negli spazi intercellulari della massa cellulare interna che si allargano sempre di piu ed

infine si fondono a costituire una cavita interna detta blastocele. Da questo momento in poi I'embrione viene
denominato blastocisti.

Il quinto giorno il blastocele si amplia sempre di piu, tanto che ad un polo della blastocisti & delimitato solamente da un
unico strato di cellule epiteliali piatte, derivato dalla massa cellulare esterna, che prende il nome di trofoblasto,
I'altro polo é invece formato internamente dagli embrioblasti, derivanti dalla massa cellulare interna, che sono a
contatto con il blastocele, ed esternamente da un paio di strati di cellule cuboidali appartenenti allo stesso
trofoblasto. Contemporaneamente la blastocisti perde la zona pellucida, che si dissolve.

Il sesto giorno la blastocisti tramite il suo polo embrionale entra in contatto con la parete edematosa dell'endometrio che
si trova in fase secretiva. Le integrine poste sulla membrana plasmatica delle cellule cuboidali del trofoblasto si
legano ai corrispondenti recettori sull'epitelio cilindrico uterino, permettendo I'aggancio della blastocisti,
coadiuvate dalle proteine della matrice laminina e fibronectina, la prima favorisce l'attacco, la seconda aiuta la
blastocisti nella migrazione.

Il settimo giorno la blastocisti si appiattisce, per favorire l'attacco alla parete uterina aumentando la superficie di
adesione, dopodiché alcune cellule del trofoblasto si specializzano, assumendo una forma allungata, e iniziano
ad insinuarsi tra le cellule epiteliali uterine.

L'ottavo giorno sempre piu cellule del trofoblasto si specializzano invadendo epitelio e stroma uterino, si distinguono
cosi due popolazioni cellulari trofoblastiche, I'una, formata dalle cellule che hanno invaso la parete uterina,
mostra confini cellulari indefiniti o poco definiti ed elementi multinucleati, ed & detta sinciziotrofoblasto, la
seconda, da cui queste cellule hanno origine, € il citotrofoblasto, composto da cellule cuboidali, che circonda gli
embrioblasti. Le cellule del sinciziotrofoblasto non mostrano alcuna attivita mitotica ma derivano tutte da
precursori del citotrofoblasto che si specializzano perdendo la membrana plasmatica e fondendosi con il resto
degli elementi polinucleati. Oltre al trofoblasto, si differenziano in due strati anche gli embrioblasti. Il primo
strato, piu esterno, formato da cellule cuboidali, ¢ detto ipoblasto e dara origine alle cellule del sacco vitellino, il
piu interno invece ¢ detto epiblasto, ed ¢ formato da cellule cilindriche ed allungate nella sua porzione rivolta
verso l'ipoblasto e da piccole cellule appiattite o cuboidali nella sua porzione rivolta verso il citotrofoblasto.
Queste ultime sono dette amnioblasti ¢ assieme alle cellule dello stesso epiblasto circondano la cavita amniotica
che nel frattempo si ¢ formata all'interno di quelli che erano gli embrioblasti. A questo stadio vi sono percio due
cavita, il blastocele o cavita blastocistica, circondato perlopit dalle cellule appiattite e cuboidali del
citotrofoblasto e dall'ipoblasto, ¢ la cavita amniotica, pil interna, circondata dalle due tipologie cellulari
dell'epiblasto. Epiblasto ed ipoblasto formano una struttura a disco piatto che successivamente si sviluppera
nell'embrione.

[Ectoderm (external layer) | [ Mesoderm [middie layer) | | Endoderm [internal layer) | | Germ cells |

| IR
'___.—: @g- ZARS L

Skin calls Nouron Pigment Cardlac Skelstal l‘ubulo coll Smooth Pancreatic Thyrold Lung cell  Sperm Egg
of of brain ceall muscle  muscle of the muscle cell cell {alveclar
epidermis ciells kidney cells (I gut) cell)

Fig. 2: Successivamente allo stadio della blastocisti le cellule della massa interna cominciano a differenziarsi
verso ogni linea cellulare necessaria allo sviluppo di un organismo completo
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Al nono e decimo giorno la blastocisti € ormai inclusa quasi totalmente nell'endometrio, ed un coagulo di fibrina chiude
la comunicazione con la cavita uterina presso il polo opposto a quello dell'epiblasto. Il sinciziotrofoblasto
continua ad ingrandirsi e ad insinuarsi velocemente nello stroma uterino e al suo interno iniziano a comparire
delle lacune che si fanno sempre pit numerose. I citotrofoblasto si ispessisce tutt'attorno al blastocele ma rimane
comunque formato da piu strati cellulari solo verso il polo embrionale. Le cellule dell'epiblasto sono sempre piu
allungate e la cavita amniotica al loro interno si espande.

Dal foglietto embrionale pit esterno detto ectoderma si differenzia tutto l'apparato tegumentario e quello nervoso,

quindi pelle, sistema nervoso centrale e periferico. Curiosamente la ghiandola surrenale ha la sua parte midollare

composta da cellule post gangliari modificate che producono catecolamine come l'adrelanina, e deriva dall'ectoderma.

La cosa curiosa é che la corteccia deriva invece dal mesoderma.

Dal foglietto piu interno detto entoderma si genera l'apparato digerente e le ghiandole relative (quindi fegato e pancreas)

Dal foglietto intermedio detto mesoderma origina tutto il resto: ghiandole varie, apparato circolatorio, cuore incluso,
muscoli, apparato urinario inclusi i reni, tessuto connettivo.

Le cellule staminali embrionali

Al termine dello sviluppo embrionale, prima dell’impianto, la blastocisti risulta composta da due
principali linee cellulari: le cellule piu esterne del trofoectoderma, da cui origineranno gli annessi
extraembrionali (placenta, sacco amniotico e cordone ombicale) e un gruppetto di cellule interne, la
massa cellulare interna (ICM, inner cell mass), dalle quali avra origine I’embrione vero e proprio.

La blastocisti rappresenta la fase in cui e possibile una raccolta relativamente facile di cellule
embrionali, in quanto esse hanno ancora legami piuttosto lassi tra di loro (1).

Le cellule della ICM sono, per il breve tempo che precede la gastrulazione, pluripotenti e se
prelevate in tempo, disgregate e coltivate in presenza di fibroblasti, citochine e LIF (leukemia
hinhibitory factor) (2) possono moltiplicarsi sino a formare delle colonie di hESCs o embrionic
uman stem cells o cellule staminali embrionali con caratteristiche di totipotenza, proprieta
clonogeniche e facilita a rinhnovarsi (self renewing), crescere ed espandersi in coltura (1, 3, 4).
In genere per la raccolta e le successive colture di ESC umane vengono utilizzate blastocisti
originate in seguito a pratiche di fecondazione assistita, inutilizzate e congelate (embrioni
soprannumerari ( ““spare” ), oppure da cellule germinali primordiali provenienti da embrioni di 5-9
settimane (1, 5).



Fig. 3: La blastocisti nel suo interno presenta un ammasso di cellule con caratteristiche di totipotenza, le
cellule staminali embrionali.

La metodologia di isolamento delle ESC é rimasta pressoché invariata dai primi anni in cui
venivano condotti questi studi e consiste nella rimozione del trofoblasto esterno della blastocisti che
lascia scoperta la massa cellulare interna poi piastrata su un feeder layer di cellule mitoticamente
inattive.

Dopo alcuni giorni di coltura da poco piu di una decina di cellule isolate dalla singola blastocisti se
ne possono ottenere migliaia. Queste cellule, se mantenute in condizioni ottimali, continueranno a
proliferare rimanendo indifferenziate ed in uno stato diploide, se invece le condizioni di coltura
verranno modificate, tenderanno a differenziarsi spontaneamente (3, 4).

Infatti quando le hESCs vengono rimosse dai feeder layers e trasferite in sospensione, iniziano a
differenziarsi in aggregati multicellulari tridimensionali, composti da cellule differenziate ed
indifferenziate, chiamati corpi embrioidi. Esperimenti di differenziazione in vitro hanno dimostrato
che una volta piastrati i corpi embrioidi si compongono di una notevole varieta di tipi cellulari
morfologicamente diversi (6): cardiomiociti con contrazione ritmica, cellule neuronali con assoni e
dendriti in crescita, cellule mesenchimali ed altri tipi cellulari ancora. Il completo spettro di
sviluppo potenziale delle hESCs si rivela quando queste cellule vengono iniettate in vivo in
blastocisti ospiti o0 in topi SCID (7) dove formano teratomi benigni composti da tessuti originati da
cellule altamente differenziate e rappresentative dei tre foglietti germinali (ectoderma: epiteli
neuronali; mesoderma: 0sso, cartilagine, muscolo striato, tubuli renali; endoderma: epiteli
intestinali).
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Fig.: 4: Le hESCs si differenziano fino a formare I'organismo adulto

Le ESC presentano un distintivo profilo antigenico caratterizzato da elevati livelli di espressione di
antigeni embrionali, quali SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 (8), fosfatasi alcalina oltre che
presentare elevati livelli di telomerasi, una ribonucleoproteina responsabile del mantenimento della
lunghezza delle sequenze telomeriche durante le divisioni cellulari e quindi dell’elevata capacita
proliferativa di queste cellule (1). Infatti mentre le linee cellulari somatiche diploidi che non
esprimono questo enzima a livelli abbastanza elevati entrano in senescenza replicativa dopo circa
50/80 population doublings, le ESC possono essere coltivate in vitro per lunghi periodi di tempo
anche oltre 2 anni superando 300-450 population doublings (9).

La pluripotenza che contraddistingue questa popolazione cellulare € stata dimostrata in vivo
iniettando le ESC in una blastocisti di ratto, dove hanno contribuito alla formazione di tutti i tessuti
dando origine ad un embrione chimerico (2). Il mantenimento della pluripotenzialita richiede
I’espressione di alcuni fattori di trascrizione: in particolare OCT-3, OCT-4 (Octamer-binding
transcription factor) e Nanog sono considerati i principali responsabili della pluripotenzialita, anche
se recenti studi hanno individuato set di numerosi geni (fino a 92) espressi solo in linee cellulari
umane embrionali indifferenziate (10).

La principale applicazione potenziale della tecnologia delle cellule staminali hESCs ¢ rivolta allo
studio dello sviluppo embrionale ed a quello della scoperta di nuovi farmaci. In particolare, in
farmacologia, I’abilita a far crescere popolazioni pure di specifici tipi cellulari offre un ottimo
strumento per saggiare I’efficacia di nuove molecole nel trattamento di diverse patologie: si
possono infatti provare centinaia e migliaia di nuovi farmaci in un tempo brevissimo e con una
spesa minima rispetto ai saggi farmacologici oggi normalmente impiegati.



La caratteristica piu interessante delle cellule hESCs, per i possibili sviluppi terapeutici, € la loro
capacita di differenziarsi, in specifiche condizioni di coltura, in quasi tutti i tipi cellulari
dell’organismo. In sintesi, dalle cellule staminali totipotenti, come menzionato sopra, originano tutti
i tessuti fetali (cellule della placenta e le cellule del corpo); ESCs di topo sono state differenziate in
vitro in cellule epiteliali, muscolari, nervose, epatiche, pancreatiche ed in osteoblasti ed adipociti
(12).

Uno dei problemi di piu difficile risoluzione ¢ legato alla straordinaria capacita proliferativa delle
ESCs che, in vivo, possono formare tumori o differenziarsi in tipi cellulari non desiderati, mentre in
vitro e possibile dirigere la differenziazione delle ESCs verso uno specifico tipo cellulare.

Poco noto e che I’utilizzo di hESCs comporta il contemporaneo impiego di terapie
immunosoppressive. Per I’utilizzo di cellule staminali embrionali, causa di continui e talora
insuperabili problemi etici, sono state recentemente elaborate negli USA appositi linee guida (12,
13).
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Cellule staminali fetali, amniotiche, da cordone ombelicale, da placenta.

Con la progressione della mitosi, le cellule continuano a differenziarsi e, tra la quinta e ottava
settimana, avremo le cellule staminali embrionali pluripotenti (1, 2). Cio coincide con la fine della
fase embrionale; da tale fase in poi, si parla di feto (dalla nona settimana fino alla nascita).

Le cellule staminali fetali continueranno durante tutta la fase fetale ad avere spiccatissima attivita
mitotica differenziandosi in modo sempre piu specifico dalle cellule staminali pluripotenti possono
provenire tutti i tessuti del corpo: ectoderma (neuroni, pelle), mesoderma (muscoli, cartilagine,
0ssa, sangue, grasso), ed endoderma (ghiandole endocrine), ma non ovviamente la placenta. Sono
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dunque le cellule che in utero provvedono all’accrescimento dei tessuti, e che dopo la nascita
diventeranno staminali adulte unipotenti.

Le cellule staminali amniotiche sono cellule staminali che si trovano nel liquido amniotico che
circonda il feto durante la gestazione.

Fig. 5: Cellule prelevate per amniocentesi dal liquido amniotico

Il liquido amniotico viene prelevato a scopo di diagnosi prenatale durante I'esame facoltativo
comunemente denominato amniocentesi.

Le cellule staminali amniotiche hanno caratteristiche biologiche molto simili alle cellule staminali
embrionali, ma non hanno le controindicazioni di tipo etico legate alla distruzione dell'embrione. La
ricerca su queste cellule & ancora in una fase molto precoce e sembra poter avere buone prospettive
di sviluppo (3, 4, 5, 6).

La notizia della scoperta che le cellule staminali contenute nel liquido amniotico hanno
caratteristiche biologiche molto simili a quelle embrionali & del 2007, quando ricercatori
dell'Universita di Harvard e dell'lstituto di Medicina dell'Universita di Wake Forest, nella Carolina
del Nord, pubblicarono I'esito delle proprie ricerche, dimostrando che nel liquido amniotico si
possono reperire cellule staminali capaci di differenziarsi, proprio come quelle embrionali, in
cellule di tessuti, muscoli, nervi e ossa. e in cellule ematopoietiche, utili per la cura delle patologie
del sistema del sangue Recentemente é stato dimostrato che le cellule staminali amniotiche possono
addirittura ridiventare cellule staminali embrionali, con tutte le caratteristiche biologiche delle
staminali embrionali ma senza i problemi etici e di stabilitd genomica delle embrionali stesse. Negli
ultimi anni si sono aggiunti numerosi lavori scientifici che hanno via via arricchito le conoscenze
sulle potenzialita delle cellule staminali contenute nel liquido amniotico (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17).

Alcuni autori sono invece ancora non convinti sulla reale efficacia terapeutica di tali cellule (18).

Il cordone ombelicale comincia a formarsi nel primo mese di vita del feto, quando le cellule della
morula (stadio dello sviluppo dello zigote costituito da 8 a 16 cellule) che daranno origine
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all'embrione si differenziano da quelle che costituiranno la placenta e gli annessi fetali (il sacco
amniotico e, appunto, il cordone ombelicale).

Al suo interno ci sono tre vasi sanguigni: una vena e due arterie. La vena porta al bambino
I'ossigeno e il nutrimento che provengono dal sangue della mamma, le arterie invece permettono al
piccolo di eliminare le scorie. Questi tre canali sono ricoperti da un tessuto gelatinoso denominato
gelatina di Wharton che costituisce I’impalcatura del cordone.

Al momento della nascita il cordone puo misurare fino a 60-65 cm di lunghezza (19).
Non appena il bambino emette il primo respiro, il cordone ombelicale smette di funzionare per poi

essere reciso .

Fig. 6: Sezione trasversale di funicolo ombelicale. In alto a destra e a sinistra: le due arterie ombelicali. In
basso: vena ombelicale. Nel mezzo: resti dell'allantoide

Fino ad una ventina di anni fa i medici gettavano il funicolo inconsapevoli del suo valore.
Numerosi studi indicano che é possibile ottenere dalla placenta e dal funicolo dei neonati a termine
una quantita di cellule staminali emopoietiche, in grado di ricostituire I’emopoiesi dopo
chemioterapia ablativa, che presentano, rispetto a quelle presenti nel midollo osseo, vantaggi a vario
livello. La prima dimostrazione di questa possibilita risale al 1972 quando Milton e Norman Ende
(20) riferirono di aver trattato un ragazzo di 16 anni affetto da leucemia acuta con il trapianto di
cellule staminali emopoietiche da cordone ombelicale ottenute da 8 diversi donatori. Ma ci vollero
anni perche altri ne riconoscessero le potenzialita: nel 1989 Broxmeyer e Gluckman curarono un
bambino di cinque anni affetto da anemia di Fanconi usando il sangue del cordone ombelicale della
sorellina (21).

Il sangue del cordone ombelicale e una fonte preziosa di cellule staminali ematopoietiche
utilizzabili in alternativa a quelle prelevabili dal midollo osseo per curare importanti malattie del
sangue.

A causa di queste caratteristiche, in molti paesi il prelievo, la donazione e la successiva
conservazione del sangue da cordone ombelicale sono diventate pratiche comuni. Le cellule
staminali possono essere conservate per periodi di tempo molto lunghi (piu di vent'anni) entro
appositi contenitori criogenici, ove la temperatura viene costantemente mantenuta al di sotto dei
-150 °C tramite immersone in azoto liquido o in atmosfera di vapori di azoto. | contenitori
criogenici vengono conservati presso apposite strutture opportunamente attrezzate, chiamate
criobanche o, piu semplicemente, banche (22, 23).



La donazione del sangue del cordone ombelicale puo essere per uso "eterologo™ (ovvero
"allogenico” o "pubblico™), quando viene messa a disposizione della comunita, oppure per uso
autologo (privato) quando le cellule staminali vengono conservate per I'eventuale cura futura del
neonato o uno dei suoi familiari.

Le cellule del cordone ombelicale sono interessanti per future applicazioni cliniche per:

- Facilita di ottenimento e disponibilita senza alcun rischio per il neonato e la madre.

- Criteri meno stringenti per la compatibilita HLA tra donatore e ricevente permettendo
I’utilizzo del sangue placentare anche per trapianti tra soggetti non imparentati o solo
parzialmente compatibili.

- Rischio ridotto di GVHD in rapporto all’incompleto sviluppo del sistema immunitario del
neonato e quindi relativa immaturita delle cellule T. Il ridotto rischio sembra essere legato
ad una minore espressione degli antigeni HLA di classe Il. In effetti, nei casi di trapianto di
sangue cordonale, la GVHD e di piu lieve entita, anche quando non sussiste una perfetta
compatibilita tra donatore e ricevente.

- Basso rischio di trasmissione di malattie infettive come quella da CMV dato che meno
dell’1% dei neonati contrae il virus nell’utero materno.

- Le cellule staminali di origine funicolare possono essere conservate in azoto liquido
(rendendole immediatamente disponibili) per lunghi periodi senza compromissione delle
loro caratteristiche peculiari.

D’altra parte I’impiego attuale del sangue da cordone e riservato al trapianto in pazienti pediatrici
Con tumori solidi, linfomi, disordini autoimmuni, leucemie perché la quantita ottenibile non é tale
da essere utilizzata nel trattamento di pazienti adulti anche se il potenziale di crescita nelle colture a
lungo termine delle cellule staminali cordonali appare superiore a quello delle cellule di origine
midollare e quindi apre la strada allo studio di metodi per aumentarne il numero. Oltre a questo
problema esiste la possibilita che le cellule del sangue donato presentino difetti genetici che
potrebbero provocare una malattia in chi le riceve. Tali malattie potrebbero non risultare evidenti
nel donatore per mesi o addirittura anni, periodo durante il quale il sangue potrebbe gia essere stato
donato ad altri.

Parallelamente a quanto accaduto per lo studio del sangue midollare anche nel cordone ombelicale &
stata dimostrata la presenza di cellule staminali mesenchimali e anche in questo caso tali cellule
sembrano piu interessanti di quelle isolate dal midollo in quanto sono piu facilmente ottenibili e
biologicamente piu giovani. Questo rende piu semplice la loro espansione in coltura e forse le rende
ancora meno immunogeniche di quelle del midollo data la loro immaturita (24, 25, 26, 27).

Cellule staminali di vario tipo possono essere ottenute da placente (28) dove sembra esserci una
riserva di cellule staminali maggiore rispetto al cordone ombelicale.



La rigenerazione neuroretinica: principi, applicazioni e obiettivi 2° Capitolo: Cellule staminali

- Placenta
& = _ Fetal Membranes

o |
chorionic villi -
' A

" B

planantdﬁ ~/Iplacen

amniolic sac

yolk sac

Fig. 7: Nella placenta c'é una riserva di cellule staminali maggiore rispetto al cordone ombelicale

La placenta dopo il parto potrebbe essere conservata attraverso la crioconservazione (il
procedimento simile applicato al cordone ombelicale), poiché contiene una riserva di cellule
staminali ancora maggiore rispetto al sangue cordonale. Uno dei motivi risiederebbe nel fatto che
attraverso la placenta si attuano gli scambi metabolici tra la madre ed il feto e che lo spazio di
scambio tra il sangue materno e quello fetale € minimo.

Uno studio condotto all’UCLA (University of California — Los Angeles), ha dimostrato che i primi
vasi sanguigni nei quali si sviluppano le cellule staminali emopoietiche sono le arterie placentari. In
questa sede avrebbe inizio la loro proliferazione per poi spostarsi in altre sedi dove espandersi e
maturare in strutture cellulari differenziate. Esiste pero una quota di cellule staminali, in grado di
rimanere allo stadio indifferenziato e residente nel cosiddetto labirinto vascolare della placenta,
dove sono sostenute dagli scambi gassosi e dai fattori di crescita (29, 30, 31).

Le cellule staminali della placenta possono essere impiegate con risultati positivi nella cura delle
anemie aplastiche come in particolari applicazioni terapeutiche (32).

Una delle applicazioni piu certe e la differenziazione di cellule staminali placentari in cellule
muscolari e in cellule neuronali (33, 34). Nelle procedure di trapianto (35), I’impiego delle cellule
staminali placentari ha un vantaggio notevole, per vari motivi:

- le cellule staminali placentari sono immature e pertanto rendono possibile un trapianto
donatore-ricevente anche tra soggetti non perfettamente compatibili;

- rispetto alle cellule midollari il tempo entro il quale sono a disposizione, prima dei controlli
specifici e di 30-40 giorni contro i 4-5 mesi di una donazione da midollo;

- c’e unrischio di contaminazione virale basso grazie ai controlli pre e post parto;

- possono essere conservate per periodi lunghi, in appositi contenitori con azoto liquido a -190
°C.
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Cellule staminali adulte

Le cellule staminali adulte (Adult Stem Cells, ASCs) a differenza delle staminali embrionali, sono
poche, solitamente raggruppate e localizzate in “nicchie” e difficili da isolare in gran numero da un
organo (1).

Vengono isolate da tessuti ed organi specializzati e sono tradizionalmente classificate come cellule
staminali multipotenti: sono cioe in grado di differenziare in un numero limitato di tipi cellulari
adulti. Esse, infatti, danno principalmente origine a nuove cellule proprie del tessuto dove risiedono,
mantenendo, cosli, il normale ricambio cellulare e I’omeostasi dell’organo. In caso di danno possono
anche contribuire alla rigenerazione tissutale con cellule di nuova formazione. Ciascun tessuto
pertanto sembra possedere una popolazione staminale residente che contribuisce al mantenimento
del tessuto (2).

Questo tipo cellulare & I’'unico ad essere fino ad ora usato a scopo terapeutico, soprattutto nella cura
definitiva di numerose malattie ematopoietiche.

Nel corso degli anni sono stati individuati diversi tipi di cellule staminali adulte nei numerosi
tessuti. Oggi si considera che queste cellule si possono trovare nel midollo osseo, sangue periferico,
cervello, fegato, milza, cute, muscolo scheletrico, tratto gastrointestinale, pancreas, occhio, polpa
dentale, tessuto adiposo, placenta, cordone ombelicale e sangue cordonale (3) e anche nel liquido
amniotico (4).

Le cellule staminali adulte si dividono in cellule staminali derivanti da tessuti di origine
mesodermica, ectodermica ed endodermica.



Alla prima categoria appartengono le cellule staminali ematopoietiche (Hematopoietic Stem Cells,
HSC) che hanno la capacita di ricostruire I’intero sistema ematopoietico in quanto da esse derivano
tutti gli elementi corpuscolari del sangue: eritrociti, piastrine, granulociti, monociti e linfociti (B; T;
NK). Le HSC sono state riconosciute come cellule staminali piu di 50 anni fa (5) e sono utilizzate
ormai da anni nel trattamento di numerosi disordini ematologici. Possono venire isolate dal midollo
0sseo, dal sangue periferico o dal sangue del cordone ombelicale.

Di origine mesodermica sono anche le cellule staminali del muscolo scheletrico, dette cellule
satellite. Scoperte da Katz e Mauro nel 1961 (6), sono cellule miogeniche, multinucleate e
quiescenti localizzate sulla superficie delle fibre muscolari differenziate in modo terminale, tra il
sarcolemma e la membrana basale. Tali cellule normalmente non si dividono ma fungono da
popolazione cellulare di riserva che in seguito a danno muscolare, € in grado di proliferare e
ricapitolare il programma di differenziazione muscolare fino a differenziarsi in miofibre (7, 8).

Cellule epiteliali di origine ectodermica ed endodermica sono state identificate nel sistema nervoso,
nell’epidermide, nei follicoli dei capelli, nella cornea, nell’epitelio respiratorio e in quello del canale
digerente, nel pancreas e nel fegato. Queste cellule rivestono sia superfici interne che esterne e
svolgono varie funzioni come la secrezione, I’assorbimento e il mantenimento dell’integrita delle
superfici.

L’epidermide ad esempio, contiene, a livello della regione basale, cellule staminali (Epitelial Stem
Cells, EpSC) che differenziano in cheratinociti mentre si muovono verso gli strati piu esterni della
pelle (9); anche le cellule presenti nell’epitelio dell’intestino si rinnovano continuamente grazie alla
proliferazione ed al differenziamento di cellule staminali (Intestinal Stem Cells, ISCs) individuate
nelle cripte di Lieberkuhn.

Anche a livello del tessuto nervoso ritenuto fino a poco tempo fa incapace di rigenerarsi, sono state
identificate cellule staminali (Neural Stem Cells, NSCs). Le NSCs nei mammiferi sono state isolate
dalla zona subventricolare dell’encefalo (10) e nel giro dentato dell’ippocampo (11).

Esse sono positive per la nestina ed in vitro, oltre che formare neurosfere, sono in grado di
differenziarsi sia in neuroni che in cellule della glia (astrociti e oligodendrociti).

Nel fegato le cellule staminali residenti sono le cellule ovali (o Liver Progenitor Cells, LPC) che si
trovano localizzate nell’epitelio dei canali di Hering. Tali cellule sono bipotenti in quanto possono
differenziarsi in epatociti e colangiociti, cellule epiteliali del dotto biliare. Esse risultano positive
per OC-2 (Oval Cell 2), OV-6 (rat oval cell marker 6) e per marker caratteristici degli epatoblasti
come I’alfa-fetoproteina, la y- glutamiltranspeptidasi (12).

Di recente introduzione per le cellule staminali adulte € il concetto di plasticita o
transdifferenziazione che indica la capacita delle cellule staminali adulte di differenziare in tipi
cellulari diversi non solo da quelli del tessuto nel quale risiedono ma anche di diversa derivazione
embrionale.

E’ stato infatti dimostrato che, se messe nelle giuste condizioni, le staminali adulte possono
oltrepassare i limiti differenziativi del tessuto in cui hanno sede, e differenziare in tipi cellulari
appartenenti ad altri organi. Ad esempio le cellule staminali neuronali (NSC) possono intraprendere
vari iter differenziativi: se trapiantate in topi irradiati possono ricostituire I’intero sistema
ematopoietico (13), possono generare cellule muscolari scheletriche in vivo, dopo trapianto nel
muscolo scheletrico, o in vitro, se messe in co-coltura con mioblasti (14).

Inoltre, se iniettiate nella blastocisti murina o in embrioni di pollo, possono contribuire alla
formazione di piu tessuti derivanti da diversi foglietti germinativi (15).

Evidenze di plasticita sono state ottenute anche per le cellule staminali muscolari, che sono in grado
di dare colonie di cellule ematopoietiche (16, 17), e per le cellule staminali della cute. Queste
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ultime, se iniettate nella blastocisti di topo, sono in grado di differenziare in cellule di origine
mesenchimale, ectodermica e delle creste neurali (18).

La popolazione di cellule staminali adulte sulle quali si sono prodotti piu studi per approfondire il
fenomeno della plasticita, sono le cellule staminali che derivano dal midollo osseo (Bone Marrow-
Derived Stem Cells 0 BMDSC o0 BMSCs). Le BMSCs sono un gruppo di cellule staminali
eterogeneo composto da cellule staminali ematopoietiche e cellule staminali mesenchimali
(Mesenchymal Stem Cells o MSCs).

L]
{
&

Marmoblasti con nuclen in divisiona

_ Eosinofilo

7= Normoblasti

Miclocita

by Toly Miglocito

¢

=======--= Adipocito

Fig. 8: Citologia al microscopio ottico del midollo osseo e sua rappresentazione schematica

Il midollo osseo, pero, rappresenta anche una fonte di cellule staminali endoteliali (Endothelial
Progenitor Cells o EPCs) e di una nuova popolazione di cellule staminali chiamate MAPCs
(Multipotent Adult Progenitor Cells), che sembra sia in grado di differenziare in cellule provenienti
da mesoderma, ectoderma ed endoderma (19).

Sono numerosi gli studi che hanno confermato la multipotenzialita di queste cellule. In presenza di
adeguati stimoli, esse differenziano in adipociti (con vacuoli citoplasmatici contenenti lipidi),
osteoblasti (con deposizione di cristalli di idrossiapatite), condrociti (con sintesi di matrice
cartilaginea), e cellule muscolari (ricche in miotubuli) (20, 21, 22, 23).

Le BMSCs sono in grado di differenziare in molti tipi cellulari diversi: possono dare origine a
cellule muscolari scheletriche (24), a precursori degli osteoblasti (25) a cellule endoteliali (26), e
secondo alcuni autori, anche a cardiomiociti (27).

Ma le potenzialita differenziative delle BMSCs vanno oltre le linee cellulari di derivazione
mesodermica: queste cellule staminali possono infatti dare origine a cellule neuronali (28), a cellule
epiteliali (29) e a cellule epatiche (30, 31).

Oggi e generalmente accettato che le MSCs sono cellule relativamente rare nel midollo osseo
(1/105 delle cellule nucleate), dotate di elevata capacita proliferativa senza trasformazione
neoplastica, conservando le proprieta staminali (32,33).

Sono in grado di esprimere geni di origine embrionale, di sintetizzare molecole di contatto cellula-
cellula e componenti della matrice extra-cellulare come il collagene e la fibronectina, di secernere
citochine quali interleuchina (IL)-7, IL-8, IL-11, stem cell factor (SCF) e stromal-derivedfactor-

1 (SDF-1), attraverso cui viene regolata la mobilizzazione dal midollo delle cellule staminali
emopoietiche. Per questa ragione le MSCs svolgono il ruolo essenziale di compartimento
omeostatico delle cellule stromali midollari, rinnovando continuamente il microambiente necessario
per I’emopoiesi. Infatti, tali cellule sono in grado di supportare in vitro le colture emopoietiche a
lungo termine ed é stato dimostrato che la co-infusione di MSCs e cellule staminali emopoietiche
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consente un piu rapido recupero ematologico dopo trattamento chemioterapico ad alte dosi rispetto
alla sola infusione di cellule staminali emopoietiche.

Inoltre, data la loro derivazione dal mesoderma intra-embrionario, le MSCs sono in grado

di differenziare in numerosi altri tessuti oltre a quelli delle linee osteogenica, adipogenica,
condrogenica e muscolare, come cellule di origine endodermica (epatociti, pneumociti) ed
ectodermica (cellule nervose, cellule gliali) (34).

E’ descritta in letteratura la capacita delle MSCs midollari di differenziare in senso neurale sotto
I’effetto di stimoli appropriati (35, 36, 37).

Tale pluripotenzialita ¢ tuttavia progressivamente persa a seguito del processo di senescenza, che si
documenta generalmente dopo almeno 40 raddoppiamenti di popolazione.

Altra fonte importantissima di cellule staminali mesenchimali, come vedremo meglio nel prossimo
capitolo e rappresentata dalla componente stroma-vascolare del tessuto adiposo.

Fig. 9: Cellule provenienti dalla frazione vascolo stromale del tessuto adiposo.

Il tessuto adiposo rappresenta una ricca e facilmente accessibile risorsa di cellule staminali adulte,
che costituiscono una popolazione cellulare pluripotente che puo differenziarsi in cellule di vari
tessuti, derivati dalla linea mesodermica (cellule del tessuto osseo, adiposo, cartilagineo, cardiaco e
muscolare) e non mesodermica (cellule neuron-like, cellule endoteliali, epatociti, cellule
pancreatiche).

Dai dati di bibliografia, le MSCs isolate da midollo osseo e tessuto adiposo non mostrano differenze
nella morfologia simil-fibroblastica, immunofenotipo, capacita di isolamento, frequenza di unita
formanti colonie e capacita differenziative. Dalla frazione vasculostromale del tessuto adiposo &
infatti possibile estrarre cellule staminali, che presentano caratteristiche fenotipiche e plastiche
simili alle cellule staminali mesenchimali estratte da midollo osseo (38).

Questa frazione vasculo-stromale del tessuto adiposo € composta da cellule endoteliali 34+/CD31+,
da macrofagi, residenti o infiltrati, CD14+/CD31+, e da precursori degli adipociti CD34+/CD31-
(39).

Generalmente, le MSCs da tessuto adiposo hanno un tempo di raddoppiamento di popolazione di 2-
4 giorni, dipendente dall’eta del donatore, dalla localizzazione (grasso omentale o grasso
sottocutaneo), dal tipo di procedura chirurgica, dalle condizioni di coltura, dalla densita di semina e
dalla composizione del terreno di coltura. La proliferazione delle MSCs da tessuto adiposo puo
essere stimolata da molti supplementi esogeni, come il fibroblast growth factor 2 (FGF-2) (40)
tramite il suo specifico recettore, da sphingosylphosphorylcholine tramite I’attivazione di c-jun N-
terminal kinase (JNK) (41), platelet-derived growth factor tramite I’attivazione di JNK (42), e
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oncostatin M tramite I’attivazione di microtubule-associated protein kinase (MEK)/extracellular
signalregulated kinase (ERK) e JAK3/STAT1 pathway (43).

Le MSCs da tessuto adiposo secernono alcuni fattori di crescita come il vascular endothelial growth
factor (VEGF), I’hepatocyte growth factor (HGF), I’FGF 2, ed insulin-like growth factor 1 (IGF-1)
(44, 45, 46).

Inoltre, i livelli di VEGF ed HGF secreti dalle MSCs possono essere aumentati tramite
I’esposizione delle cellule all’ipossia, a fattori di crescita, a fattori di differenziazione (47) o a tumor
necrosis factor (48).

Il potenziale differenziativo e I’effetto immunoregolatorio delle MSCs suggeriscono un possibile
impiego di queste cellule nell’ambito del trapianto di midollo osseo e nelle malattie inflammatorie e
degenerative, dove il compartimento rigenerativo del tessuto non € in grado di riparare la lesione
(49, 50).

Negli ultimi anni é diventato chiaro che le MSCs posseggono spiccate proprieta
immunoregolatorie. Le cellule staminali mesenchimali sono capaci di sopprimere reazioni immuni
sia in vitro che in vivo in modo indipendente dal complesso maggiore di istocompatibilita (MHC)
(51, 52, 53).

E’ stato dimostrato un effetto immunosoppressivo delle MSCs attraverso un meccanismo che
coinvolge I’inibizione paracrina della proliferazione delle cellule T e B.

Data la loro capacita d’inibire risposte immuni specifiche verso antigeni minori di istocompatibilita
come HY (53, 54), di prevenire I’insorgenza di GvHD se co-trapiantate assieme alle cellule
staminali emopoietiche (55), e di spegnere completamente la GvHD di grado IV refrattaria alla
terapia immunosoppressiva (56), le MSCs si candidano ad essere una strategia efficace per la
prevenzione della GvHD in trapianti MHC-non correlati e per il trattamento di pazienti con forme
resistenti di GVHD, altrimenti gravate da una mortalita altissima per complicanze infettive,
soprattutto in caso di coinvolgimento intestinale.

Sono attualmente in corso dei trials clinici per stabilire la sicurezza di tale procedura, ma é facile
prevederne a breve un utilizzo piu ampio in quelle strutture trapiantologiche dotate di laboratori per
la manipolazione cellulare per uso clinico.

Le MSCs sono, inoltre, delle buone candidate per la terapia cellulare antitumorale. Queste cellule
ingegnerizzate possono produrre molecole ad attivita antineoplastica, rappresentando un possibile
efficace strumento per una terapia antitumorale mirata a bassa incidenza di effetti collaterali.

Tra gli effetti rigenerativi dobbiamo delle MSCs dobbiamo ricordare quelli sul tessuto osseo.

In un modello murino di osteogenesi imperfecta, una malattia congenita dei tessuti mesenchimali,
caratterizzata da difetto di ossificazione, sono state infuse MSCs midollari, ottenendo la formazione
di tessuto osseo e cartilagineo funzionalmente normale a partire dalle cellule trapiantate (57).

Il passo successivo é stato nell’uomo: infuse in bambini con osteogenesi imperfecta, queste cellule
non solo hanno attecchito senza dare effetti indesiderati, ma hanno anche determinato a tre mesi di
distanza un aumento della componente osteblastica, la formazione di nuovo osso lamellare ed un
miglioramento complessivo del contenuto minerale totale. Tutto cio si & accompagnato ad una
riduzione della frequenza delle fratture patologiche e ad un accrescimento corporeo misurabile (58).
Altri studi nell’animale hanno dimostrato che I’iniezione in situ o I’impianto diretto rappresentano
la via piu efficace di somministrazione delle MSCs per indurre rigenerazione e riparazione locale di
tessuti ossei, cartilaginei o tendinei (59, 60).

Le MSCs sono state usate in vivo per riparare difetti della cartilagine articolare in modelli animali
(61, 62).



Da vari studi € stata dimostrata I’applicabilita, I’innocuita e la potenziale efficacia locale delle
MSCs per la riparazione cartilaginea (63, 64).

Le MSCs, inoltre, possono differenziare in cellule muscolari striate scheletriche, striate cardiache e
lisce (65).

La maggior parte degli studi si sono focalizzati sul potenziale di differenziazione cardiomiocellulare
delle MSCs per le potenzialita applicative rigenerative dopo infarto miocardico (66, 67).

A seguito dell’osservazione che MSCs umane e murine impiantate nel miocardio di topo potevano
differenziare in cardiomiociti ed indurre angiogenesi (68), alcuni gruppi hanno utilizzato MSCs
autologhe per trattare infarti miocardici in modelli animali, dimostrando attecchimento,
differenziazione e miglioramento della funzione cardiaca, suggerendo cosi che questo approccio
potesse essere utile per rigenerare cardiomiociti e ridurre le complicanze dell’infarto nell’uomo
(69).

Numerosi studi hanno dimostrato la potenziale utilita della somministrazione di MSCs in malattie
del sistema nervoso. E’ stato osservato come I’impianto diretto delle MSCs nel muscolo striato di
ratti anziani con deficit motori e cognitivi porti ad un miglioramento dell’attivita motoria (70),
mentre in modelli animali di morbo di Parkinson, di danno neurale ipoischemico e danno retinico €
stato dimostrato un recupero funzionale dopo trapianto in vivo di cellule staminali nella sede della
lesione (71).

Inoltre, la possibilita di modificare geneticamente le MSCs prima dell’inoculazione apre nuove
prospettive per il loro uso come vettori cellulari di terapia genica in caso di deficit neurologici,
danni da ischemia e gliomi cerebrali (72, 73).

Attraverso procedure di terapia genica, le MSCs possono essere utilizzate come veicoli per
I’espressione di geni codificanti per proteine deficitarie nell’individuo per cause genetiche o
acquisite, o per molecole con attivita terapeutica (74).
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Cellule staminali riprogrammate o pluripotenti indotte (iPS)

Le cellule staminali pluripotenti indotte, abbreviate comunemente in iPS o iPSCs (dall'inglese
Induced Pluripotent Stem Cells) sono un tipo di cellule staminali pluripotenti artificialmente
derivate da una cellula non-pluripotente, in genere una cellula somatica adulta, mediante
I'espressione "forzata" di specifici geni (1, 2).

Sono valse al giapponese Shinya Yamanaka e al britannico John Gurdon il riconoscimento del
Nobel per la medicina.

La scoperta della loro ricerca € che le cellule mature possono essere riprogrammate per diventare
pluripotenti ovvero non piu differenziate per un particolare tipo di tessuto, rivoluzionando in tal
modo la comprensione dello sviluppo e della specializzazione delle cellule.

Le cellule staminali pluripotenti indotte sono per molti aspetti simili alle cellule staminali
pluripotenti naturali, come le staminali embrionali. Tali caratteristiche comuni comprendono
I'espressione di geni e proteine staminali, il pattern di metilazione della cromatina, il tempo di
raddoppiamento, la formazione del corpo embrioide, la creazione di teratoma, la possibilita di
formare chimere, la potenza e la differenziabilita, sebbene la loro relazione con le cellule staminali
pluripotenti naturali non sia ancora completamente definita (1, 2).

L’induzione di pluripotenza viene ottenuta attraverso la sovraespressione in cellule adulte o
embrionali tardive (3) di alcuni geni mediante fattori di trascrizione.

Le cellule iPS vengono tipicamente derivate per trasfezione (piu propriamente tramite trasduzione)
di particolari geni associati alle staminali, all'interno di cellule non pluripotenti, come i fibroblasti
adulti. La trasduzione e normalmente ottenuta attraverso vettori virali, come i retrovirus. | geni
trasdotti includono regolatori trascrizionali Oct-3/4 (Pouf51) e Sox2, anche se ci sono indizi che
altri geni migliorino I'efficienza dell'induzione. Dopo 3/4 settimane, piccoli gruppi di cellule
trasdotte cominciano a diventare morfologicamente e biochimicamente simili alle staminali
pluripotenti, e sono tipicamente isolate tramite selezione morfologica, tempi di divisione, o
attraverso un gene reporter e selezione tramite antibiotico.



Fig. 10: Uno schema per generare le cellule staminali pluripotenti indotte (iPSC). (1) Isolare e coltivare le
cellule del donatore. (2)Transfettare le cellule staminali-associate ai geni all'interno delle cellule attraverso
vettori virali. Le cellule rosse indicano le cellule che esprimono i geni esogeni. (3) Raccogliere e coltivare le
cellule secondo le colture cellulari ES. (4)Un piccolo sottoinsieme di cellule transfettate diventa iPSC e
genera ES-come colonie

Sono state cosi ottenute: da fibroplasti epatociti funzionalmente maturi (4, 5), cardiomiociti (6, 7, 8,
9, 10, 11, 12), neuroni (13, 14, 15, 16), cheratinociti (17, 18, 19), condrociti (ed una sostanza di
recente isolamento, la cartogenina, facilita tale formazione (20), cellule ossee (21, 22), da adipociti
miociti (23), da cellule venose coronariche cellule arteriose (24); dalle cellule ematiche, cellule
staminali pluripotenti (25, 26, 27).

In particolare, tali cellule ematiche possono essere riprogrammate per I’introduzione dei fattori di
trascrizione OCT3/4 (28).

Lo studio della formazione di tutte le strutture oculari sembra sia possibile con IPS , derivanti da
persone con specifici mutamenti genotipici associati a malattie quali degenerazione maculare,
retinite pigmentosa e glaucoma (29).

Tuttavia le cellule staminali anche se riprogrammate possono ricreare le patologie del soggetto da
cui sono state prelevate al punto che I’ottenimento di IPS da pazienti con specifiche patologie
consente di studiare meccanismi molecolari di queste malattie (schizofrenia, atrofia muscolare
spinale) (30).

Cellule staminali pluripotenti da fibroblasti cutanei di un bambino con atrofia muscolare
progressiva espanse in coltura, mantennero genotipo e generarono motoneuroni con deficienze
come quelle presentate dal bambino (30).

IPS generate da pazienti con la sclerosi laterale amiotrofica (SLA) possono essere differenziate in
motoneuroni (31).

Caratteristiche differenziative tra hESCs e IPS e migliori metodi per ottenerle sono riportati da
Zwaka TP (2).

Malgrado I’auspicato rilevante interesse terapeutico delle IPS, e le possibilita di loro impiego
all’infuori di fattori etici, ci sono molti dubbi circa la perfetta corrispondenza tra queste cellule e
quelle staminali embrionali (2, 32, 33), tra cui anche la capacita di relazionarsi in proseguo con
strutture dell’organismo cui vengano destinate (31).



Occorre inoltre approfondire gli aspetti di antigenicita nei confronti dell’organismo ricevente (2) e
I’influenza, analogamante alle hESCs, sulla possibile formazione di teratomi (34, 35, 36).

A seconda del metodo usato, la riprogrammazione di cellule adulte per ottenere iPSCs puo
comportare rischi significativi che ne potrebbero limitare I'uso nell'uomo. Ad esempio, se per
alterare geneticamente la cellula vengono utilizzati virus potrebbe potenzialmente essere aumentata
I'espressione di geni oncogeni. Nel febbraio del 2008 un gruppo di scienziati ha annunciato la
scoperta di una tecnica che potrebbe rimuovere i geni oncogeni in seguito all'induzione della
pluripotenza, aumentando quindi il potenziale uso terapeutico delle iPS (37). Nell aprile del 2009 e
stato dimostrato che la generazione di cellule iPS ¢ possibile senza alcuna alterazione genetica delle
cellula adulta: un ripetuto trattamento delle cellule con certe proteine introdotte nella cellula tramite
ancore di poli-arginina &, infatti, sufficiente ad indurre la pluripotenza (38). Ci si riferisce alle iPS
ottenute mediante questa tecnica come piPSCs (dall'inglese protein-induced pluripotent stem cells).

Le iPCSs sono state indicate come un importante passo in avanti nella ricerca sulle cellule
staminali, in quanto permettono ai ricercatori di ottenere cellule staminali pluripotenti, importanti in
ricerca e potenzialmente in terapia, senza ricorrere ai controversi embrioni. Inoltre la possibilita di
ottenere cellule staminali a partire della cellule somatiche del paziente le rende potenzialmente non
immunogeniche.

Comunque, i ricercatori in questo campo sono generalmente d' accordo sul continuare le ricerche
sulle hESC fino a quando le iPSC diverranno una realta sufficientemente diffusa nei laboratori di
ricerca negli anni a venire.
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Conclusioni

La plasticita delle cellule staminali, soprattutto mesenchimali, derivanti da tessuti adulti, potrebbe
rivelarsi utilissima per la ricostruzione di tessuti specifici, per la loro capacita rigenerativa e per il
fatto che, essendo cellule autologhe, non evocherebbero risposta immunitaria in caso di trapianto:
queste caratteristiche le hanno rese preferibili alle cellule staminali embrionali. La sfida piu grande
e quella di poter ricercare un adeguato scaffold per creare delle strutture tridimensionali modellate
su forme e dimensioni adeguate e contenenti cellule staminali capaci di angiogenesi e neurogenesi
(innervazione) e tali da poter essere trapiantabili dal laboratorio agli esseri umani, in modo da poter
ricreare organi o arti mancanti partendo da una popolazione autologa opportunamente espansa e
differenziata.

Inoltre data la loro origine autologa non sollevano questioni di natura etica.

Sulla base delle attuali conoscenze sulle MSCs, é possibile immaginare che, in un periodo
relativamente breve di tempo, ci saranno impieghi per le cellule staminali come

* Pelle di qualita eccellente, coltivata da quella del paziente: cellule, per coprire aree ustionate, o per
sostituire antiestetiche cicatrici e sequele di resezione del tumore.



* "Custom-built"”, vale a dire la creazione di ossa e cartilagine di ricambio per vittime di incidenti e
dei pazienti che sono stati sottoposti grandi resezioni o che soffrono di malattie degenerative, o
nella produzione di nuovi arti, in caso di agenesia, in modo che potremo sostituire protesi
allogeniche con i tessuti propri del paziente.

* Riparazione dei nervi dopo un trauma o asportazione del tumore.

* Inserimento di collagene in aree di riassorbimento come avviene in aree lasse e rugose, portando a
ringiovanimento del tessuto (viso, collo, ecc.).

L'uomo sta rendendo piu vicino a ognuno di noi quello che sembra essere un potere divino.
Da piccole cellule otterremo grandi risultati.



